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Resumen

Resumen

El calamar gigante (Dosidicus gigas) es un cefalopodo del género
Ommastrephes abundante en la costa del Pacifico de México. El ochenta por ciento
del total del calamar mexicano es exportado como materia prima a Corea, Estados
Unidos y Canada, entre otros paises. Uno de los problemas principales para la
comercializacion y transporte del calamar gigante (CG) es su rapido deterioro, aun en
congelacion, en comparacion con otros productos marinos, disminuyendo su calidad
y oportunidades de proceso y comercializacion. Como otros cefalépodos, el CG tiene
un ciclo de vida corto, con un elevado recambio proteico, asociado con una alta
actividad proteolitica enddgena.

Si bien hay una gran cantidad de informacion referente al deterioro de
productos marinos durante el almacenamiento en congelacion, la mayor parte de los
estudios estan enfocados al tejido muscular de diversas especies de pescado.
Considerando que hay muy pocos reportes referentes a la evaluacion integral de las
propiedades fisicoquimicas y reolégicas del CG durante el almacenamiento en
refrigeracion y congelacion; el objetivo de este trabajo fue estudiar los cambios que
sufre el manto de calamar gigante durante su almacén en refrigeracién y congelacion
en relacidon con el pH, actividad proteolitica, retencion de agua, microestructura y el
comportamiento reologico, a fin de obtener informacidn basica para un manejo
apropiado de este recurso marino de importancia econdmica en México.

Se midid6 una alta actividad proteolitica particularmente en el sustrato
almacenado en refrigeracidén, y un descenso gradual de este parametro durante el

almacenamiento en congelacion. La cadena pesada de la miosina fue degradada
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Resumen

completamente durante el almacenamiento en refrigeracion repercutiendo en una
disminucién significativa (p <0.001) en la capacidad de retencién de agua, textura y
capacidad de gelificacion. Asimismo, el deterioro del musculo fue evidente en la
observacion al microscopio electrénico de barrido.

De la misma forma, los efectos del manto de calamar almacenado en
congelacion fueron estudiados en relacion con cambios de pH, actividad enzimatica,
microestructura, formaldehido (FA), la solubilidad de proteina, propiedades de
gelificacion, grupos-SH y el comportamiento reoldgico. El pH permanecio sin cambios
significativos durante dos primeros meses de almacenamiento en congelacion, pero,
después del tercer mes una disminucion de pH fue observada mostrando diferencia
significativa (P <0.05). La actividad proteolitica disminuy6 paulatinamente durante el
almacenamiento en congelacién a —20 °C y -80 °C. Los niveles de FA obtenidos
después del estudio fueron bajos (3.2 mg/100g), indicando una buena calidad de
esta especie; sin embargo, es posible que la presencia de FA puede actuar como un
agente que forma enlaces cruzados entre proteinas, causando una reduccién en la
solubilidad y en la capacidad de gelificacion. Se observé una disminucién en la
solubilidad asociada con una disminucion de grupos reactivos-SH y menor fuerza de
gelificacion durante el almacenamiento en congelacién. La degradacion de proteinas
miofibrilares, principalmente miosina, puede afectar la formacion de una matriz en un
sistema gel, asi como sus caracteristicas reolégicas y parametros de textura,
solubilidad y microestructura, en particular cuando las muestras de calamar fueron

almacenadas por mas de cuatro meses a —20 °C y —-80 °C.
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Abstract

Abstract

Giant squid (Dosidicus gigas) is a cephalopod of the Ommastrephes genus
abundant in the Pacific coast of Mexico. Eighty percent of total Mexican catch is
exported as raw material to Korea, United States and Canada, among other
countries. One of the main problems for Giant squid (GS) merchandizing and
transportation is the rapid deterioration that undergoes, even under frozen conditions,
in comparison with other seafood, thus reducing shelf-life and further processing
opportunities. Like other cephalopods, GS has a short life cycle, with an elevated
body proteins turnover rate, associated with a high endogenous proteolytic activity as
compared with other marine species. Physicochemical properties of extracted
seafood proteins give more in-depth information on changes that occurs at molecular
level during frozen storage.

Simple tests such as gelling shows the general condition of proteins; while
other tests monitor changes in the more susceptible functional groups of proteins,
such as sulfhyidryls proups (-SH), that reveal the existence of protein cross-linking,
and can explain aggregation phenomena. In addition, examination of the ultra
structural arrangements of seafood muscle has been used to detect disturbances or
damage in macro- and microstructures of tissues. Most studies are focused on the
study of fish species; however, there are few reports regarding cephalopods quality
deterioration during frozen storage. Therefore, the objective of this work was to
examine the effects of refrigeration and frozen storage on mantle squid in relation to
pH, proteolysis, microstructure and rheological behavior in order to provide basic

information for the better utilization of this marine resource.
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Fresh squid mantle muscle is creamy-white, elastic and firm with a
characteristic smell. However, during refrigeration and frozen storage it became
slightly dark; loss firmness and elasticity, and its particular smell turns unpleasant.
High proteolytic activity was observed in refrigerated samples, but activity decreased
gradually during frozen storage. Myosin heavy chain was degraded during
refrigeration storage as shown on sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel
electrophoresis patterns resulting in a significant decrease (p<0.001) in muscle water
holding capacity, texture and gelling capacity. Muscle deterioration was evident in
scanning electron micrographs, where the initial compact structure loosened during
storage.

In addition the effects of mantle squid frozen storage in relation to changes in
pH, proteolysis, formaldehyde (FA) microstructure and changes in the myofibrillar
protein fraction were evaluated by measuring protein solubility, gelling properties, -SH
groups, SDS-Poliacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) and rheological
behavior. Data for pH remained without changes during the first two months of
freezing storage, but after the third month a pH decrease was observed showing
significant differences (P<0.05). The proteolytic activity did not decrease completely
during frozen storage at -20°C or -80°C, thus it can be said that, frozen stored squid
mantle has ongoing protease activity which can alter structural as well as rheological
properties during storage, thaw and further manipulation. Levels of FA obtained after
the study were low (3.2 mg/100q), indicating a good quality of this species, however,
it is possible that the presence of FA could act as a cross-linking agent among

proteins, causing a reduction in gel-forming ability. A decrease in solubility was
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Abstract

noticed associated with a greater decrease of reactive —SH groups and decrease of
gelling strength force throughout the study during frozen storage. Degradation of
myofibrillar proteins, mainly myosin, would affect the matrix formation as well as their
characteristics such as rheological and texture parameters, solubility and
microstructure particularly when squid samples were stored more than four months at

—20 or =80 °C.
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1. INTRODUCCION

El calamar gigante Dosidicus gigas pertenece a la familia Ommastrephidae y a
la subfamilia Ommastrephinae; es un recurso altamente migratorio que se ha
presentado por “pulsos” de varios afos en las costas mexicanas. Dosidicus gigas
tiene un ciclo de vida corto de maximo dos afos, presenta altas tasas de crecimiento,
alcanza tallas promedio de 87 cm de longitud de manto (LM) y un peso de 13 Kg
(Hernandez y col., 1996), aunque De la Rosa y col. (1992) registraron organismos de
una longitud de 97 cm de LM y 37 Kg. La porcidon comestible del calamar
corresponde a un 80% del peso total y ésta contiene alrededor de 20% de proteina,
2.2 % de grasa, 77% de agua y 1.2% de minerales.

La pesca del calamar gigante ha adquirido importancia en los litorales de las
costas del Pacifico y en particular de Baja California. El volumen de exportacién de
este recurso se encuentra dentro de los primeros diez productos pesqueros de mayor
demanda (SEMARNAP, 2003). Japén consume cerca del 31% de la produccion
mundial de éste cefaldépodo; seguido de Corea, Taiwan, y Hong Kong que en
conjunto utilizan el 30%; mientras que ltalia, Francia, Grecia, Espafa, Portugal y
Alemania, consumen el 15% (Anénimo, 1992; Anuario de Pesca, 2003). El calamar
se distribuye en diferentes presentaciones ya sea fresco, seco, salado o enlatado en
conserva, pero la mayor parte se comercializa en congelacion (CIBNOR, 2003).

La congelacion es un excelente procedimiento para conservar la calidad de
productos marinos. El descenso de la temperatura promueve una deshidratacion
interna por formacién de cristales de hielo, inhibiendo el desarrollo de

miocroorganismos. Sin embargo, la pérdida de la calidad de los tejidos animales
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durante la conservacion en congelacion puede estar relacionada con la técnica de
congelacioén y/o con las caracteristicas propias del tejido (Hultin,1993). Los peces y
mariscos aun en congelacion presentan una rapida pérdida de textura; proteolisis,
desnaturalizacion y agregacion (Okamoto y col., 1993; Ashie y col., 1996; Wako y
col., 1996; Ashie y Simpson, 1997). Dado que no se dispone de mucha informacion
del calamar gigante (Dosidicus gigas), producto de importancia econdémica en
México, es necesario llevar a cabo estudios sobre los cambios estructurales y
fisicoquimicos de este producto durante el almacenamiento en refrigeracion y
congelacion. El objetivo del presente trabajo fue estudiar el efecto de la temperatura
y el tiempo de almacenamiento en relacién con la funcionalidad y estructura del

manto del calamar gigante.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. IMPORTANCIA ECONOMICA DEL CALAMAR GIGANTE (Dosidicus gigas)

EN MEXICO

El calamar gigante Dosidicus gigas es actualmente la Unica especie de calamar que
constituye una pesqueria con un grado de desarrollo importante en el Pacifico Norte de
México; aunque hay varias especies que se pescan en forma incidental como los géneros
Loligo, Lolliguncula, Loliolopsis, lllex, Ommastrephes y Sympiectoteuthis. La Grafica 1
muestra el volumen de captura del calamar gigante en Meéxico, los principales estados
productores son Sonora y Baja California Sur. A nivel nacional este recurso ocupo el sexto y
décimo lugar de la produccion pesquera nacional para 2004 y 2005 segun reportes del
Servicio de Informacion y Estadistica Agroalimentaria y Pesquera de la Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural y Pesca, SAGARPA (SIAP Anuario pesquero 2003-

2005, http://www.siap. sagarpa.gob.mx).
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Grafica 1. Produccién del calamar gigante en México (Anuario estadistico de pesca
2003, 2004, 2005; datos preliminares para 2004 y 2005).
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En los ultimos afos, la pesca de este molusco ha adquirido gran importancia
en los litorales de las costas del Pacifico y en particular de Baja California. Ademas,
el volumen de exportacion de este recurso se encuentra dentro de los primeros diez
productos pesqueros de mayor demanda (SEMARNAP, 2003); se ha identificado a
Japon como el principal consumidor de este cefalépodo en el ambito mundial, ya que
utiliza el 31% de la produccién total; siguiéndole otros paises asiaticos como Corea,
Taiwan, Hong Kong, con el 30% y algunos paises del mediterrdneo entre los que
destacan ltalia, Francia y Grecia, que junto con Espafia, Portugal y Alemania el
consumen el 15% de la produccién mundial de éste cefalopodo (Andénimo, 1992;
Anuario de Pesca, 2003). Actualmente el calamar se encuentra en el mercado en
diferentes presentaciones, algunas de estas son:
e Fresco: el calamar se encuentra a la venta en distintas formas, con piel, sin
piel, en filetes, por partes (tubos, mantos, alas, tentaculos).
e Calamar enlatado en conserva: calamar enlatado en diferentes medios de
cobertura, principalmente aceite y salsa de tomate con diferentes ingredientes
y aditivos, segun el mercado al que se dirigen.
e Congelado: El calmar congelado se distribuye en el mercado entero o por partes,
destacando: alas, tentaculos, tubos filetes sashimi, filetes “valencia” (CIBNOR,

2003).

La mayor parte del manto de calamar gigante se expende para el mercado
nacional e internacional en forma de filete congelado, y en menor proporcién como
filete precocido, precongelado con sal, precocido con o sin sazonadores (Analisis de

mercado, 2003; CIBNOR, 2003).
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2.1.1 Exportaciones

Las exportaciones mexicanas de los moluscos en el bienio 2000-01, se
situaron alrededor de las diez mil toneladas, equivalentes a once millones de ddlares,
aproximadamente. En 2002, las ventas externas ascendieron a 14,600 toneladas con
un valor de 19.125 millones de ddlares, lo anterior implica un crecimiento anual de
50.5% en volumen y 57.4%, en valor, respecto al 2001. Es importante destacar que
mas de la mitad de las exportaciones mexicanas de este tipo de productos se destina
directamente a los mercados asiaticos, en particular a Corea, mientras que el
restante es enviado a EUA y Canada. En virtud de que no fue sino hasta enero del
2002 cuando en México se determind explicitamente el comercio internacional del
calamar en las fracciones 03074101 y 03074901, se realizaron estimaciones de las
exportaciones de este producto para determinar la tendencia de las mismas, las
cuales en general mostraron un comportamiento erratico. No obstante, en 2002 se
registra una tendencia creciente y muy favorable de las exportaciones de calamar
tanto en valor como en volumen al registrar tasas de crecimiento significativamente
altas. Las exportaciones del calamar, en términos generales, disminuyen
considerablemente durante los meses de diciembre a marzo (invierno), mientras que
en los meses de primavera-verano (abril a agosto), tienden a registrar los mayores
incrementos (Analisis de mercado, 2003; CIBNOR, 2003).

El analisis de precios medios de exportacion del calamar de México, indica
que éste se ha mantenido alrededor de un ddlar por kilogramo, llegando
ocasionalmente a alcanzar la cotizacion de 1.5 dodlares por kilogramo;

excepcionalmente ha cotizado a valores considerablemente superiores.
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Por otra parte, los precios al mayoreo del calamar en EUA muestran niveles
que se situan en un intervalo de 1.50 a 3.00 ddlares por kilogramo. Destaca el hecho
de que en afos anteriores, la cotizacidn maxima del calamar se registraba en los
meses de junio y septiembre. En los anos 2000-2002, la cotizacién mas alta del

producto se alcanzé en abril, septiembre y diciembre (Analisis de mercado, 2003).

2.1.2 Importacion del calamar en Asia

Los paises asiaticos son los principales consumidores de moluscos de este
tipo. Con base a disponibilidad de informacion (Corea, China, Japon y Taiwan), se
estimo la demanda de calamar de estos paises, los cuales muestran un importante
crecimiento de marzo de 1999 a junio del 2001. No fue sino hasta el segundo
semestre del 2002, cuando las importaciones de calamar de estos paises mostraron
una recuperacion con tasas positivas del 10%, sin embargo, muestran una tendencia

a la baja que se extendié durante 2003 (Analisis de mercado, 2003; CIBNOR, 2003).

2.1.3 Importacion de calamar en EUA

Con respecto a EUA, las importaciones de calamar han mostrado una
tendencia creciente (7.7% de crecimiento medio anual entre 1996 y 2002, en
términos de valor y 9.7%, en términos de volumen). En 2002, las compras de este
producto ascendieron a 46,758 toneladas por un monto equivalente a 98.9 millones
de ddlares, lo cual representa un incremento de 22.1% en términos de valor con

respecto al 2001 y de 8% en términos de volumen (Analisis de mercado, 2003).
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2.2. COMPOSICION DEL TEJIDO MUSCULAR DEL CALAMAR

El manto del calamar estda compuesto de tejido muscular intercalado entre dos
tunicas de tejido conectivo. Las fibras musculares estan agrupadas en bandas
ordenadas de manera ortogonal, se clasifican en: (a) fibras circunferenciales que
corren dentro del espesor del manto y (b) fibras radiales perpendiculares a ambas
tunicas del tejido conectivo. Todas las fibras musculares son pequefias células
multinucleadas, cuyo citoplasma o sarcoplasma alberga a las miofibrillas, proteinas
sarcoplasmicas y mitocondrias. Las fibras del manto del calamar estan estriadas
oblicuamente y cubiertas con un sarcolema delgado. Las fibras de tejido conectivo
estan arregladas en un modelo especifico en la tunica exterior, que aparece menos
ordenado en la tunica interna. Todas las fibras de tejido conectivo estan compuestas
de agregados de fibras pequefas, pero el tamafio y forma difieren en cada tunica. En
general, las fibras musculares no corren paralelamente a lo largo del eje del manto

del calamar (Valiela y Wainwright, 1972; Preuss y col., 1997).

En la Figura 1, se muestra un esquema de las tunicas internas y externas,
cubiertas por un revestimiento visceral no fibroso, y un revestimiento exterior de

fibras orientadas al azar, respectivamente (Otwell y Hamann, 1979).

21



Revision Bibliografica

Revestimiento visceral

TR bl gt

Tunica externa

Revestimiento

Banda circunferencial

Figura 1. Representacion esquematica del manto del calamar. Cubo ampliado del
espesor completo del manto (Otwell y Hamann, 1979).

2.3. CLASIFICACION DE LAS PROTEINAS MUSCULARES

Las proteinas constituyen el componente mayoritario de la materia seca del
musculo estriado, tienen un papel fundamental en la calidad sensorial y nutritiva de
alimentos de origen muscular como carnes rojas, pescados y mariscos. Las
proteinas presentes en el tejido muscular se clasifican en funcion de su localizacién y
solubilidad en sarcoplasmicas, miofibrilares, e insolubles o del estroma (Cassens,

1994; Pérez y col., 2000).

2.3.1 Proteinas miofibrilares

Las proteinas contractiles o miofibrilares son responsables de la contraccién

muscular, son solubles en disoluciones de alta fuerza idnica pero insolubles en agua.

22



Revision Bibliografica

En general las proteinas miofibrilares de organismos marinos son menos estables al
calor que aquellas de animales terrestres aunque dependen de la temperatura del
habitat de cada especie. Niwa (1992), sefialé que la miosina de peces adaptados a
10 °C es menos termoestable que aquella de carpa aclimatada a 30 °C. Asimismo,
se ha determinado que la miosina de peces es mas susceptible a la hidrodlisis
enzimatica y puede ser digerida mas rapidamente.

La miosina (470 kDa) y actina (43-49.8 kDa) son las principales proteinas
contractiles, representan el 50-60% y 15-30% de las proteinas miofibrilares,
respectivamente. Otra proteina de importancia y que no se encuentra en animales
terrestres es la paramiosina constituida por dos cadenas helicoidales, con un peso
molecular entre 95 y 125 kDa. La concentracion de esta proteina es variable, 3% en
la fraccion miofibrilar de ostras y 14% en calamar. La paramiosina tiene una funcion
estructural, estabiliza la orientacion de la miosina y se encuentra en los centros de
los filamentos gruesos de los musculos de invertebrados. Debido a la presencia de
esta proteina los geles de invertebrados son mas elasticos y cohesivos que los geles

obtenidos a partir de pescado (Kantha y col., 1990).

2.3.2 Proteinas solubles o sarcoplasmicas

Los compuestos presentes en el sarcoplasma o miégeno de organismos de
origen marino incluyen proteinas solubles en agua y en disoluciones salinas diluidas,
péptidos, aminoacidos, aminas, guanidina purinas y urea. Todos ellos tienen un
papel fundamental en la regulacion del metabolismo celular, directamente en la

catalisis enzimatica, osmoregulacion y transporte celular. Ademas son directa o
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indirectamente responsables de las caracteristicas sensoriales como aroma, sabor y
textura tanto del tejido fresco como de los productos procesados (Ochiai y Chow
2000).

Las proteinas sarcoplasmicas representan el 25% de la proteina total e
incluyen a la mioglobina, sistemas enzimaticos y albumina, entre otros. A diferencia
de los animales terrestres, los organismos marinos también contienen paralbumina
(12kDa, forma complejos termoestables con iones Ca®*). Por otra parte la
concentracion de proteinas sarcoplasmicas es mayor en peces pelagicos como la

sardina y la macarela; y menor en demersales (Sikorski, 1994; Sikorski y col., 1994).

2.3.3 Proteinas insolubles

La fraccion insoluble incluye a las proteinas del tejido conectivo, a las
proteinas de las membranas y proteinas contractiles insolubles como la desmina y
conectina. El coldgeno comprende una familia de moléculas relacionadas, es el
principal componente del tejido conectivo y se han aislado por lo menos 14 tipos de
colageno. El colageno tipo VI, se encuentra en la matriz extracelular del sistema
vascular, cartilago y cérneas, mientras que los tipos VII, IX y Xll se localizan en el
epitelio, arterias y cartilago (Hultin, 1993).

El contenido de colageno y la formacion de enlaces cruzados influyen en la
solubilidad y dureza del tejido muscular. En animales terrestres el numero de enlaces
cruzados aumenta con la edad resultando en un incremento en la dureza de la carne.
Por el contrario, en peces como el bacalao, la concentracién de colageno soluble

aumenta con la edad; aunque, en general los organismos marinos contienen
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alrededor de una décima parte del colageno que contienen mamiferos y aves.

(Montero y Borderias, 1999).

2.4. FUNCIONALIDAD DE LAS PROTEINAS MUSCULARES

Se ha establecido que la funcionalidad de los tejidos musculares depende de
la fraccion proteica; ya que los cambios suscitados a nivel molecular modifican las
caracteristicas microestructurales y reoldgicas del tejido muscular (Sikorski, 1994).
Las propiedades funcionales de las proteinas desempefan un papel importante en la
fabricacion y en los atributos de calidad del alimento. Se dividen en propiedades de
hidratacion, propiedades de superficie y propiedades basadas en la interaccion
proteina-proteina (Flores y Bermell, 1984). Las proteinas miofibrilares son las
principales contribuyentes de la textura y de las propiedades funcionales en el
musculo; pero son también las mas afectadas durante el almacenamiento (Careche y
col., 1999). La relacion entre propiedades funcionales y caracteristicas estructurales
se estudia con el fin de explicar la variacién en el comportamiento funcional de los

miosistemas o sistemas carnicos modelo (Carballo y Lopez, 2001).

2.4.1 Gelificacién

Las caracteristicas tipicas de muchos alimentos estan determinadas por la
gelificacion de las proteinas que ocurre al aplicar un tratamiento térmico. Aunque, en
algunos casos la gelificacion se presenta como resultado de una hidrdlisis enzimatica
moderada, por adicion de iones divalentes como el Ca®*, o por la aplicacion de

tratamientos de altas presiones, entre otros (Pilosof, 2000a).
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Los geles exhiben propiedades microestructurales y mecanicas diversas; de
acuerdo a Clark (1991), un gel es un material formado por una red tridimensional
sélida y continua, que embebe e inmoviliza al disolvente. Las proteinas se
polimerizan formando una red tridimensional semi-sdlida, en donde la suspension
inicial se transforma en una matriz viscoelastica. Sin embargo, los geles pueden
fracturarse y fluir bajo la aplicacion de fuerzas pequenas (Pilosof, 2000a). El proceso
de gelificacion no debe confundirse con los fendmenos de coagulacién y floculacién,
ya que a diferencia de ellos, la gelificacion es una asociacion ordenada (no al azar)
de proteinas formando una red proteica ordenada (Pilosof, 2000a). Desde el punto
de vista microestructural se pueden encontrar varios tipos de geles proteicos: (a)
geles formados por una red de filamentos finos, y (b) geles agregados. Los primeros
estan formados por una asociacion ordenada de moléculas de proteina y el grosor de
los filamentos es muy pequefio por lo que estos geles son transparentes (Pilosof,
2000a). La formacion de geles agregados ocurre a pHs cercanos a su punto
isoeléctrico, por desnaturalizacién parcial de la proteina o por la presencia de sales.
Los geles agregados son opacos y tienen menor capacidad de retencion de agua

(Pilosof, 2000a).

2.4.2 Gelificacion de proteinas globulares por calor
La gelificacion se inicia con la desnaturalizacion térmica y posterior
polimerizacion de las moléculas de proteina, que conduce a la formacién de una red

tridimensional de proteina fibrosa (Hickson y col., 1982).
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La agregacion y desplegamiento inducido por el calor en las proteinas
musculares genera una matriz con ciertas propiedades de textura y capacidad de
retencién de agua, dependiendo de factores como la cantidad de proteina extraible,
la solubilidad proteica, las estructuras isomorficas de proteina, el pH y la fuerza
idnica. La funcionalidad de la carne deriva de cada uno de los parametros anteriores
y de la interaccion entre estos (Foegeding y col., 1986).

Las proteinas solubles en disoluciones salinas (pss) son los principales
componentes del tejido muscular esquelético responsables de la formacion de geles
y de la funcionalidad del miosistema (Nucles y col., 1991). Los geles presentan un
maximo de fuerza y firmeza a un pH de 6.0, ya que diferentes valores de pH inducen
variaciones en la estructura isomorficas de las proteinas miofibrilares, afectando la
estructura del gel y su dureza, ademas de variaciones en las propiedades de
gelificacion de los sistemas miofibrilares derivados de los diferentes musculos (Xiong,
1994). Aunque es comun la adicidon de enzimas como la transglutaminasa (TGasa)
para mejorar las propiedades de gelificacién (Sakamoto y col., 1995). La TGasa es
una transferasa, que tiene el nombre sistematico de protein-glutamin y-
glutamiltransferasa (EC 2.3.2.13.) que cataliza la reaccion de transferencia de un
acilo entre los grupos y-carboxiamida pertenecientes a los residuos de glutamina de
las proteinas, péptidos y varias aminas primarias. Cuando el grupo €-amino de la
lisina actta como un aceptor del acilo, es en el momento en que se da la
polimerizacién ya sea por enlaces inter- o intra- moleculares de las proteinas, via la
formacion de enlaces ¢- (y-glutamil) lisina. Este hecho se explica a través de un

intercambio del grupo g-amino de la lisina por amoniaco en el grupo carboxiamida de
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la glutamina. En la ausencia de aminas primarias, el agua puede actuar como un
aceptor del acilo, dando como resultado la desaminacion de los grupos y-
carboxiamida de la glutamina, formando asi acido glutamico. La formacion de
enlaces covalentes entre las proteinas es la base en la que se fundamenta la
habilidad de la TGasa para modificar las propiedades fisicas de las proteinas
musculares (Ashie y Lanier 2000).

Dado que los geles son sistemas de multi-componentes, el modelo clasico de
dos estados no es correcto para algunas proteinas con multidomios, como por
ejemplo, el colageno, la miosina, la tropomiosina y troponina (Nucles y col., 1991).

Después del tratamiento térmico, un complejo proteico como la miosina sufre
multiples cambios conformacionales debido a las diferentes etapas de estabilizacion
térmica dentro de cada dominio estructural. Consecuentemente, las redes proteicas
pueden producir diferentes estructuras y texturas y por tanto, diferentes grados de
rigidez en el gel. El proceso de desdoblamiento debe ocurrir primero, para desarrollar
un gel con un alto grado de elasticidad, mientras que la agregacion debe proceder
mas lentamente que el paso de desplegamiento con el fin de permitir la
desnaturalizacion de las moléculas proteicas y la orientacién sobre si mismas
formando una red tridimensional estructurada (Xiong, 1994). Factores como el pH y
la fuerza idnica contribuyen a la desnaturalizacion y la velocidad de gelificacién, por
lo que gran parte de la naturaleza reolégica del gel esta determinada por éstos

factores (Hickson y col., 1982).
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2.4.3 Gelificacion de proteinas miofibrilares

La esencia del proceso de gelificacion, es sin duda el punto gel, es decir, el
punto donde ocurre la transformacion de liquido a sélido (Pilosof, 2000b).

La formacion de un gel puede describirse como un fendbmeno de agregacion
en el cual las fuerzas atractivas y repulsivas se encuentran balanceadas para formar
una red tridimensional capaz de retener gran cantidad de agua. Si las fuerzas
atractivas predominan se forma un coagulo, en donde la red es desordenada vy el
agua no es retenida (Matsumura y Mori, 1996). La gelificacion inducida por calor
puede ser definida como un proceso de dos etapas que involucra el desplegamiento
de la molécula proteica, seguido por la agregacion de las proteinas para formar una
red (Ziegler y Acton, 1984; Smith, 1994; Matsumura y Mori, 1996). Este modelo de
gelificacion es valido para proteinas con dominios simples, como la ovoalbumina, a-
lactoalbumina, lisozima o p-lactoglobulina (Smith, 1994). En las proteinas carnicas, la
miosina es la molécula proteica responsable de la mayor parte de las propiedades de
gelificacion. Esta proteina contiene dominios multiples (entendiéndose por dominios
estructurales las regiones, de aproximadamente 200 aminoacidos, que pueden
considerarse como independientes una de otras) capaces de desplegarse
independientemente aun dentro de la misma molécula (Smith, 1994). Mediante
calorimetria diferencial de barrido se ha determinado la existencia de 10 dominios
estructurales en la molécula de miosina (Smyth y col., 1996; Vega-Warner y Smith,
2001). La molécula de actina, por su parte, no es capaz de formar una red
tridimensional al ser sometida a un tratamiento térmico. No obstante, en presencia de

miosina se presenta un efecto sinérgico y de complementacion; una buena relacion
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miosina-actina es esencial para el desarrollo de un gel rigido (Sano y col., 1989;
Barbut, 1994; Boyer y col.,, 1996). Los geles obtenidos unicamente a partir de
miosina muestran los mayores valores de rigidez, mientras que geles elaborados con
miosina adicionados con pequenas cantidades de actina presentan una elevada
elasticidad (Sano y col., 1989). La tropomiosina y la troponina, por el contrario, no
presentan un papel activo en la gelificacién inducida por calor de la actomiosina
(Ziegler y Acton, 1984; Jiménez-Colmenero y col.,, 1994; Lan y col., 1995a). La
capacidad para formar geles es mayor para la miosina intacta, seguida a
continuacién por la porcién de la cola de la molécula y finalmente por las cabezas
globulares (Samejima y col., 1981). Las cadenas pesadas de la miosina son las
responsables de la gelificacion inducida por calor en dicha proteina (Sano y col.,
1990a).

Las cadenas ligeras de la miosina influyen sobre la estabilidad térmica y el
perfil de agregacién de la miosina (Sano y col., 1990a; Sano y col., 1990b; Chan y
col., 1993; Smyth y col., 1996). El desarrollo de la desnaturalizacién de la miosina es
muy complejo, cada transicion térmica esta asociada con una regién discreta de la
molécula. Por ello, dicho desarrollo depende de la estabilidad térmica intrinseca de
cada region: la porcidon de la cola de la miosina es el principal subfragmento asociado
con la gelificacion, la meromiosina ligera y el subfragmento S1 son los responsables
de la desnaturalizacion y agregacion térmica a temperaturas por debajo de 55 °C; el
subfragmento S2 se desnaturaliza y agrega encima de dicha temperatura (Sano y
col., 1990a; Sano y col., 1990b; Chan y col., 1993; Tazawa y col., 2002). Los enlaces

S-S en la region S1 de la molécula de miosina contribuye a la formaciéon de una
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matriz tridimensional en un intervalo de temperaturas de 45-55 °C (Samejima y col.,
1981), debido posiblemente a que la cabeza globular posee 12 o 13 de los 42 grupos
tiol (-SH) presentes en la molécula de miosina (Smyth y col., 1998). Arriba de los 55
°C, los enlaces disulfuro son menos importantes para la gelificacién de la miosina. La
cola de la miosina (meromiosina ligera y S2) es posiblemente la responsable de la
formacion del gel a dichas temperaturas, via la formacién de interacciones
hidrofdbicas y puentes de hidrogeno (Smyth y col., 1998; Visessanguan y An, 2000).
La estructura intacta de la miosina permite que cada dominio estructural se
despliegue paso por paso y refleje la naturaleza cooperativa de la transicion. Las
propiedades de gelificacion de la miosina estan altamente correlacionadas con la
longitud de la porcidn de a-hélice de la molécula (Visessanguan y An 2000).

La gelificacion de proteinas miofibrilares es pH dependiente, observandose
mayor fuerza de gel a pH de 6-6.5 (Ishiroshi y col., 1979; Samejima y col., 1981;
Ziegler y Acton, 1984; Flores y Bermell, 1986; Xiong, 1992; Lan y col., 1995b). El
efecto del pH sobre la rigidez de estos geles, puede atribuirse a las modificaciones
en la asociacion proteina-proteina, resultado del balance de fuerzas electrostaticas y
de otras uniones. La contribucién de estas interacciones para cada molécula proteica
depende del grado de desdoblamiento, el cual también esta afectado por el pH
(Xiong, 1992). Samejima y col. (1985) indican que la rigidez del gel es proporcional a
la solubilidad proteica, aunque otros autores (Xiong, 1992; Liu y Xiong, 1997) no
consideran a la solubilidad como el unico parametro de importancia. Bajas tasas de
calentamiento permiten un mayor tiempo para que las proteinas se desplieguen,

interactuen entre ellas y establezcan una matriz mas rigida (Camou y col, 1989;
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Barbut y Mittal, 1990). Altas tasas de calentamiento posiblemente favorezcan una
rapida asociacion de las moléculas proteicas, como resultado la interacciones
proteina-proteina ocurren en una forma menos ordenada, favoreciéndose los
procesos de nucleacion y crecimiento (Foegeding y col., 1986; Jiménez-Colmenero y

col, 1994; Lefevre y col., 1998).

2.4.4 Caracterizacion de los geles

Los geles pueden ser caracterizados desde el punto de vista macroestructural
0 microestructural. La evaluacion macroestructural involucra la evaluacion de
propiedades fisicas y quimicas del sistema como un todo. La caracterizacion
molecular del sistema, evalua las propiedades relacionadas a las transformaciones
moleculares que ocurren durante la formacion del gel. Entre la evaluacion
macroestructural y la molecular, se puede definir una regién que se puede llamar
“microestructural”. Esta evaluacion involucra el seguimiento de reacciones y de
cambios fisicos que no pueden ser observados directamente. En la tabla 1 se

muestra la clasificacidn para la caracterizacion de geles.

Tabla 1. Caracterizacién de geles

Caracterizacion Macroestructural Caracterizacion Microestructural
Viscoelasticidad Microscopia electrénica de barrido (MEB)
Textura Microscopia electronica de transmision
Propiedades de flujo Microscopia 6ptica

Retencion de agua Calorimetria diferencial de barrido

(Pilosof, 2000a)
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2.4.4.1 Viscoelasticidad
Los materiales viscoelasticos como los geles se caracterizan principalmente
mediante dos formas de medicion: métodos dinamicos (oscilatorios) y métodos

transientes (estudios de “creep” y relajacion de esfuerzo).

2.4.4.2 Medidas dinamicas

Se utilizan redmetros oscilatorios de amplitud de deformacién pequefa. El
barrido de deformacion se usa para determinar los limites del comportamiento
viscoelastico lineal; en la regidén lineal las propiedades reolégicas no son
dependientes de la deformacion. El barrido de frecuencias muestra la manera en que
el comportamiento elastico y viscoso del material cambia con la velocidad de
aplicacion de la deformacién. Los esudios dinamicos permiten determinar
propiedades de los materiales: modulo de almacenamiento (G’), mddulo de pérdida
(G”), viscosidad compleja (n*), viscosidad dinamica (n’ y n”). El espectro mecanico
de un gel, es decir la variacion del médulo de almacenamiento (G’) y pérdida (G”) en
funcidn de la frecuencia se diferencia del espectro de un fluido viscoelastico y
permite definir un gel segun un criterio reoldgico. Si bien la apariencia de un gel
puede fluctuar desde un sodlido blando que no se auto soporta a un material con
caracteristicas de solido, la caracterizacion reoldgica debe responder al siguiente
patrén: el médulo G’ es considerablemente mayor que G” (predomina el caracter
elastico), y ambos deben ser independientes de la frecuencia en un intervalo amplio

de frecuencias (Almadal y col., 1993).
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2.5. ENZIMAS PROTEOLITICAS PRESENTES EN EL TEJIDO MUSCULAR

Las enzimas proteoliticas o proteasas hidrolizan los enlaces peptidicos con
diferente grado de intensidad y de selectividad. Las proteasas son clasificadas de
acuerdo a su origen, que puede ser: vegetal (papaina, ficina y bromelina), animal
(catepsina, tripsina y quimotripsina), y microbioldgico (subtilina) (Quirasco y Lopez-
Munguia, 2006). También son clasificadas de acuerdo a su accién catalitica como
endopeptidasas o exopeptidasas, y también de acuerdo a la naturaleza de su sitio

catalitico.

El tejido muscular contiene diversos tipos de proteasas; asimismo, las
propiedades fisicoquimicas y cataliticas de una enzima de una especie dada, pueden
variar con la edad bioldgica, dieta, actividad, temperatura del habitat, entre otros

factores (Carballo y Lopez, 2001).

El manejo antes del sacrificio y en la etapa postmortem, tiene un efecto
determinante en la actividad de las enzimas enddgenas que actuan en la etapa

postmortem.

La actividad de las proteasas en el musculo de productos marinos es variada y
depende de la localizacion en el musculo, el ciclo de vida, la presencia de
activadores e inhibidores enddégenos, pH y temperatura. Las proteasas neutras y
alcalinas tienen mayor impacto sobre el deterioro postmortem en la calidad del
musculo del pescado, que las catepsinas activas a pH acido. La pérdida de calidad
es causada por degradacion enzimatica de la colagena en el tejido crudo, y por las

enzimas activadas por calor en geles de pescado (Kolodziejska y col., 1994a).
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Cuando el calamar muere entra en un estado incontrolable de degradacién
proteica ocasionado por proteasas enddgenas y bacterianas (Eileen y Gill, 1982);
por lo cual es posible que las proteasas enddégenas que se encuentran en esta
especie sean las principales causantes de esta autdlisis, y del subsecuente
decaimiento de la textura durante el almacen, cocciéon o procesamiento (Ebina y col.,
1995). Existen distintas teorias sobre si el ablandamiento in vitro de la carne es
debido a la accion de proteasas enddgenas o a la de microorganismos (Eileen y Gill,
1982). Las proteasas endogenas del musculo se incluyen en dos grupos, las
dependientes de Ca®* (PDC) llamadas calpainas, y las lisosomales llamadas

catepsinas (Carballo y Lépez, 2001).

Debido a que el calamar es una especie con un alto valor proteico, éste
contiene grandes cantidades de enzimas proteoliticas (Eileen y Gill, 1982). Se han
identificado las catepsinas B, P y E y una cistein-proteinasa acida, en el tejido
muscular de Ommanastrephes sloani, asi como metaloproteasas neutras de algunas
especies como Teuthoidea y proteasas alcalinas de Loligo forbesi (Ebina y col.,
1995). Hameed y Haard (1985) reportaron que el extracto del manto del calamar de
la especie lllex illecebrosus, contiene una enzima clorada activa la cual cataliza

reacciones caracteristicas de la catepsina C.

También se han aislado y caracterizado la catepsina C del higado y pancreas
del calamar lllex illecebrosus y la catepsina D de la panza del calamar Todarodes

sagittatus (Kolodziejska y col., 1994a).
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Ashie y col. (1996) mencionan que en el musculo de la carpa el pH 6ptimo
para la actividad de catepsina D esta alrededor de 3 a 4.5, asimismo las catepsinas A

y D no presentan actividad proteolitica a pH por arriba de 6.

2.5.1 Accion de proteasas sobre la estructura miofibrilar

A continuacién se explica brevemente el efecto de las proteasas sobre la
estructura miofibrilar de las carnes rojas. Si bien no se tiene mucha informacion
sobre este tema en productos marinos, se cree que los mecanismos de degradacion

de la estructura miofibrilar son similares en ambos tipos de musculo.

2.5.2 Efecto de las calpainas sobre la estructura miofibrilar

Se ha establecido que la mayor dificultad para determinar la accién de las
calpainas en vivo es la identificaciéon de sus sustratos fisiolégicos; sin embargo, se
acepta generalmente que el ablandamiento de la carne durante la maduracion se
debe a la protedlisis de las proteinas miofibrilares, en particular de la troponina T y la
desmina (Etherington, 1984). Se supone que la pérdida de estos componentes
particulares puede ser directamente responsable del rompimiento de la fibra

muscular (Pérez y Guerrero, 1999).
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2.5.3 Efecto sobre miosinay actina

Algunos autores han reportado que la incubacion de miofibrillas a 25 °C con
calpainas no produce rompimiento de miosina y actina (Whipple y Koohmaraie, 1991;
Greaser y Fritz, 1995). Esta determinacion sugiere que las calpainas no estan
involucradas en este proceso y la degradacién de miosina se ha atribuido a la

protedlisis por catepsina D (Alarcon y Dransfield, 1990).

2.6. EFECTO DEL ALMACENAMIENTO DE PRODUCTOS MARINOS EN

CONGELACION

El problema comun en los peces y mariscos durante su procesamiento y
almacenamiento es la pérdida de textura, la cual esta relacionada con una elevada
actividad proteolitica y con reacciones de desnaturalizacion y agregacion (Okamoto y
col., 1993; Ashie y col., 1996; Wako y col., 1996; Ashie y Simpson, 1997), ademas de
otras reacciones como la degradacion del 6xido de trimetilamina y produccién de
formaldehido (Hultin, 1993; Lindsay, 1993). A pesar de que el calamar es un
producto rico en proteinas, tiene una vida de anaquel reducida, baja capacidad de
retencién de agua y muy pobre formacion de geles, debido a la rapida degradacion
de las proteinas miofibrilares durante el almacenamiento (Nagashima y col.,1992;
Gbémez y col., 1996b). Algunas de las proteasas implicadas en este proceso son las
catepsinas, calpainas, enzimas digestivas y otras proteasas musculares (Ashie y

Simpson, 1997, Ashie y col., 1996). Se ha reportado para varias especies de
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calamar, una actividad proteolitica muy alta, la cual esta asociada a diversos factores
como la velocidad de crecimiento y época del ano (Lopez, 1984; Paredi y Crupkin,
1997). Durante el almacenamiento en congelacion el musculo se puede tornar duro o
elastico, con caracteristicas chiclosas, acompafnado por la pérdida en las
propiedades funcionales, principalmente solubilidad, capacidad de retencién de agua,
capacidad de gelificacién, capacidad de emulsificacion, entre otras (Sikorski y

Kolakowska, 1994b; Barroso y col., 1998).

2.6.1 Consecuencias de la velocidad de congelacion

La velocidad de congelacién y la temperatura de almacenamiento afectan el
tamano y la distribucién de cristales de hielo en el tejido muscular y pueden cambiar
la microestructura del musculo (Sikorski y Kolakowska, 1994a), ya que una
congelacion lenta causa la formacion de cristales inter e intracelulares, los cuales
provocan la ruptura de membranas y desorden ultraestructural del tejido (Shenouda,
1989). Estas modificaciones son menores cuando la congelacion es rapida y la
temperatura de almacenamiento es controlada. El almacenamiento en congelacion
provoca la desnaturalizacién y agregacion de las proteinas, resultado de la
concentracion de sales cada vez mayor en el agua residual no congelada, y a la
acciéon deshidratante que estas sales ejercen en las células. La elevada fuerza idnica
del agua de la fase residual no congelada, favorece la formacion de enlaces disulfuro
y enlaces no covalentes a nivel de la actomiosina de tal forma que las miofibrillas se
adhieren fuertemente entre si. Como consecuencia disminuye la capacidad de

retencién de agua y la extractibilidad de actomiosina, aunado a un fuerte exudado
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que conlleva a la pérdida de aminoacidos, vitaminas y sales minerales, entre otros
(Shenouda, 1989).

El aumento de la concentracién de sales, y el concomitante cambio del pH,
pueden causar una extensa desnaturalizacion de las proteinas del musculo. Si la
exposicidon a concentraciones salinas elevadas y pHs desfavorables ocurren a
temperaturas por debajo del punto de congelacion, se puede acelerar el proceso de
desnaturalizacion con el consiguiente descenso de la capacidad de retencion de
agua del tejido. Esta pérdida de la capacidad de retencion de agua de las proteinas,
junto con el dafo mecanico que los cristales de hielo ejercen sobre las células es
responsable en gran parte del exudado de descongelacién (Hultin, 1993).

Ademas, la velocidad a la cual se congela el musculo de pescado influye en el
grado de desnaturalizacion proteica. Aunque la congelacion rapida se traduce, en
general, por una desnaturalizacion menos acusada que la producida por la
congelacion lenta, las velocidades de congelacion intermedias pueden ser menos
beneficiosas que la congelacion lenta, a juzgar por los cambios texturales y la
solubilidad de la actomiosina. Los filetes de bacalao congelados a velocidades
intermedias, muestran cristales de hielo intercelulares lo suficientemente grandes
como para lesionar las membranas celulares (Hultin, 1993).

Generalmente las enzimas no son inactivadas por los procesos de
congelacién y algunas continian funcionando en el tejido animal congelado. Las
enzimas con energias de activacion bajas, conservan una considerable actividad en
estado congelado, con frecuencia mas alta de lo que seria de esperar por

extrapolacion de las curvas de Arrhenius para temperaturas superiores a las de
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congelacion. El dafno por congelacidon de los tejidos debidos a deslocalizacion
enzimatica, los cambios de las condiciones ambientales (pH, fuerza idnica y
concentracion de sustrato), y de la constante de Michaelis, pueden explicar la
retencidn de una elevada actividad enzimatica, que a veces supera a la del tejido sin
congelar (Hultin, 1993).

La congelacion da como resultado la deslocalizacion de ciertas enzimas
tisulares. La localizacién e identificacion de las isoenzimas mitocondriales de la
glutamato-oxalacetato transaminasa se ha utilizado para diferenciar la carne
congelada y descongelada de vacuno, cerdo y pollo de los productos homdlogos no
congelados. La congelacion y descongelacion también puede liberar la citocromo
oxidasa de las mitocondrias del musculo. La actividad de esta enzima es 2.5 veces
mas alta en el musculo de trucha congelada, que en las muestras sin congelar
(Barbagli y Crescenzi, 1981).

Las principales enzimas que participan en la alteracion de los tejidos animales
durante la conservacion en congelacién a largo plazo, son las mismas que actuan
sobre los tejidos. Las lipasas y fosfolipasas liberan acidos grasos que pueden
oxidarse facilmente (Shewfelt y Hultin, 1983). Los radicales libres formados por
oxidacion de acidos grasos pueden reaccionar con proteinas reduciendo su
solubilidad. En la fraccion aislada de la membrana microsomal del musculo
esquelético de pescado, la oxidacion de los lipidos se produce aun a temperaturas
de —20 °C; sin embargo, la cantidad de acidos grasos presentes en el calamar es
muy baja, por lo cual este tipo de reacciones se presentan en menor grado que en

otras especies marinas (Hultin, 1993).
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Los productos marinos pueden sufrir marcados cambios de textura durante su
almacenamiento en congelacion, debido a la sensibilidad proteica y a los factores de
desnaturalizacion activos durante el almacenamiento en congelacion. La
tropomiosina es la proteina mas estable, seguida por la actina; mientras que la

miosina es la proteina de menor estabilidad frente a la congelacién (Hultin,1993).

2.6.2 Reacciones secundarias durante el almacenamiento

Un problema peculiar de las especies marinas es la degradacion del 6xido de
trimetilamina por enzimas endégenas, formando dimetilamina y formaldehido. Se ha
sugerido que el formaldehido genera enlaces cruzados con las proteinas del
musculo, insolubilizandolas y provocando el endurecimiento. También se ha sugerido
que la desnaturalizacién contribuye a la formacion de nuevos enlaces disulfuro. La
trimetilamina y la dimetilamina se producen mediante la degradacion enzimatica y/o
quimica del 6xido de trimetilamina, que se encuentra en cantidades significativas
unicamente en especies de agua salada. El éxido de trimetilamina forma parte del
sistema tampédn de las especies marinas (Herbard y col., 1982). El formaldehido que
se produce junto con la dimetilamina (Figura 2), contribuye al endurecimiento del

musculo durante el almacenamiento y congelacién (Lindsay, 1993).
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(Lindsay, 1993).

Figura 2. Degradacion enzimatica de OTMA y formacion de DMA 'y FA

En resumen los cambios que sufre el agua, lipidos y TMAO pueden inducir
desnaturalizacion de proteinas. La Figura 3, muestra un esquema integrado de
algunas reacciones responsables de la desnaturalizacion de las proteinas de los

productos marinos y el endurecimiento del musculo (Lindsay, 1993; Hultin,1993).
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7 DIMETILASA
AGUA LIPIDOS TMAO
’ (ree]
Formacion de cristales de hielo _ — __V
por congelacion. Deshidratacion Hidrolizado
l v .7
Aumento de la concentracion de - v - Interaccion y
sal v/o cambio de pH | Interaccion con proteinas | descenso de
’ P P TMAO

— ]

Desnaturalizacién de proteina y deterioro de textura.

(Hultin,1993; Shenouda, 1989).

Figura 3. Algunos factores que influyen sobre la desnaturalizacion de las proteinas
de productos marinos, durante el almacenamiento en congelacion
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3. JUSTIFICACION

Varios autores han senalado que de los tres tipos de proteinas presentes en el
musculo, la protedlisis de las fracciones miofibrilares, es la de mayor importancia en
el proceso de conservacion y procesamiento de productos marinos. Sin embargo, en
estudios previos se ha determinado que una pérdida de la estructura proteica puede
estar relacionada con la reduccion de la capacidad funcional del sustrato.

Durante el almacenamiento en refrigeracion y congelaciéon de los productos
marinos, existen cambios significativos a nivel estructural, afectando de esta manera
la textura y calidad de las diferentes especies. En las especies marinas la velocidad
de degradacion es mas elevada que la de otros tipos de tejido muscular, dentro de
estos productos, el calmar gigante especie de importancia econdmica en México, es
un producto poco estudiado. Se reconoce la presencia de cambios estructurales
durante el almacenamiento de productos marinos en refrigeracion y congelacion; sin
embargo, no se tiene informacién especifica sobre el deterioro que sufre el calamar
gigante. Una gran parte de la captura del calamar gigante (Dosidicus gigas) es
exportado a otros paises donde se aprovechan los beneficios tecnoldgicos, y
alimenticios de esta especie; dado que la distribucidon y comercializacion de este
producto en su mayoria se lleva a cabo en refrigeracion o congelacion es necesario
disponer de las condiciones adecuadas de almacenamiento, ya que de esto
dependera conservacién de las propiedades de este producto. Por lo anterior, es
necesario realizar un estudio sobre el efecto que tiene el almacenamiento en
refrigeracion y congelacién con respecto a las proteinas miofibrilares, que son las

responsables de la textura y de las propiedades funcionales, tales como capacidad

45



Justificacion

de retencidon de agua, solubilidad de proteinas y gelificacién, entre otros. Por lo cual,
el objetivo de este trabajo es el obtener conocimiento basico referente a los cambios
fisicoquimicos y estructurales que se presentan durante el almacenamiento en
refrigeracion y congelacion de este producto poco estudiado, recomendando de esta
manera la mejor condicion de almacenamiento para prolongar la vida de anaquel del

mismo.
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4. HIPOTESIS

Se sabe que el el tejido muscular del manto del calamar gigante se deteriora
rapidamente tanto en refrigeracion como en congelacion, por lo que el estudio
integral de los cambios estructurales y fiscoquimicos que sufre este producto tanto
en refrigeracion como en congelacion permitird identificar los mecanismos
responsables de su rapido deterioro a fin de proponer altenativas para definir
condiciones de almacén y un mejor aprovechamiento de este recurso.

Si el calamar es almacenado en forma adecuada éste presentara un menor
deterioro, se espera que a menor temperatura la actividad proteolitica asi como
reacciones de agregacion y desnaturalizacion de proteinas sean menores, por lo que

el producto conservara sus caracteristicas fisicoquimicas y estructurales.
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5. Objetivos

5.1. Objetivo general

Estudiar el efecto del almacenamiento, en refrigeracion y congelacion,
sobre la funcionalidad y estructura del tejido muscular del manto del

calamar gigante (Dosidicus gigas).

5.2. Objetivos particulares

Evaluar los cambios en el pH y actividad de las proteasas endogenas en el

calamar almacenado en refrigeracion y congelacion.

Observar los cambios estructurales del manto del calamar durante el
almacenamiento en refrigeracion y congelacion, mediante Microscopia
Electronica de Barrido (MEB).

Medir las alteraciones a nivel molecular por efecto de las variaciones en:
pH, solubilidad, grupos sulfhidrilos y formaldehido durante el

almacenamiento en refrigeracion y congelacion.

Determinar los cambios en la funcionalidad de las proteinas musculares
del calamar almacenado en refrigeracién y congelacion: capacidad de

retencidon de agua, solubilidad, propiedades de gelificacion y reoldgicas.
Determinar el efecto de la degradacion de las proteinas miofibrilares

durante el almacenamiento en refrigeracion y congelacion y proponer una

alternativa en las condiciones de almacenamiento de este recurso.
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6. METODOLOGIA

6.1. DIAGRAMA GENERAL DE TRABAJO

Manto del calamar gigante
(Dosidicus gigas)
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6.2. Preparacién de muestras

Especimienes de calamar gigante (Dosidicus gigas) cuyo manto presento un
peso promedio de 5.5 kg cada uno, fueron adquiridos en la Central de Abastos de la
Nueva Viga, México D.F. Los animales fueron capturados en un periodo de 18-20 hr
antes del muestreo, eviscerados y transportadas a la Ciudad de México en hielo bajo
condiciones comerciales. Las muestras del manto de calamar se dividieron en tres
lotes de 5 kg cada uno. Todas las muestras se empacaron al vacio en bolsas de
polietileno. Dos lotes se congelaron por inmersion en nitrégeno liquido y fueron
almacenadas por un periodo de 6 meses a— 20y — 80 °C, tomando muestras cada
cuatro semanas para su analisis. El tercer lote se almacené en refrigeracion a 4°C,

por un periodo de 9 dias, analizando las muestras cada dos dias.

6.3 Reactivos

Azul de Coomasie R-250, N,N,N-tetra-metil etilen diamina (TEMED), 2-B-
mercaptoetanol, 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzdico y hemoglobina fueron adquiridos de
Sigma-Aldrich Inc. (St. Louis MO, USA). Acrilamida, Tris-HCI, persulfato de amonio,
dodecil sulfato de sodio (SDS), glicerina y estandares de peso molecular fueron de
Bio-Rad Laboratories Ltd (Ontario, Canada). Caseina calidad Hammarsten fue de
Research Organics Inc. (Cleveland, OH, USA). El cloruro de sodio, acido fosférico,
acido aceético, acido tricloroacético (TCA), metanol y amortiguadores de sodio y

potasio fueron de J.T. Baker (México, México).
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6.4 Actividad proteolitica enddgena del manto del calamar

Para obtener el extracto enzimatico del manto de calamar, éste se homogeniz6
en una proporcion 1:1(p/v) con una disolucién amortiguadora de fosfatos (20 mM, pH
7, con NaCl al 0.9%). El homogenizado se centrifugd a 11000 rpm durante 20 min a 4
°C (Centrifuga Beckman J2MI, Palo Alto, CA). El sobrenadante o extracto enzimatico

crudo se mantuvo a 4 °C, para la posterior determinacion de la actividad proteolitica.

La evaluacion de la actividad proteolitica se llevd a cabo por triplicado
empleando los métodos de Kunitz (1947), utilizando como sustrato caseina al 1%
(disuelta en fosfatos 20 mM, pH 7, con NaCl al 0.9%) y el método de Anson reportado
por Ouali y Valin (1980), utilizando hemoglobina al 1% (en una disolucién
amortiguadora universal 25 mM). Para la preparacion de hemoglobina y caseina ver
Anexo |. Los sustratos se incubaron a 35 °C durante 10 min en un bafio de
temperatura controlada antes de adicionar el extracto enzimatico. Posteriormente se
incubd por 10 min mas para que se efectuara la hidrdlisis. La reaccidén se detuvo con
la adicién de 0.25 mL de acido tricloroacético al 50%. La mezcla de reaccion se enfrid
por 10 min a 4 °C, y posteriormente se centrifugdé durante 15 min a 11,000 rpm a 4
°C, para eliminar la proteina insoluble en acido. La absorbancia del sobrenadante se

determind a 280 nm, en un espectrofotdmetro Beckman DU-650 (Fullerton. CA).

Una unidad de actividad proteolitica se defini6 como: la cantidad de enzima
que produce un cambio de 0.001 de densidad 6ptica, a 280 nm en un minuto, bajo las

condiciones establecidas acorde con Yamaguchi y col. (1982).
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6.5. Capacidad de retencidon de agua

Se llevé a cabo mediante el método reportado por Hamm (1975) y el de Price
y Schweigert (1994). Se colocaron 5 g de tejido muscular finamente picado en un
tubo de centrifuga. Se afadieron 8 mL de una disolucion de NaCl 0.6 M, se agité con
una varilla de vidrio durante 1 min en un bano de hielo. Posteriormente se dejé
reposar durante 30 min, y se agité de nuevo por 1 min. Se centrifugd a 8,000 rpm por
15 min, el sobrenadante se decant6 y se midié el volumen no retenido. Se reporto el
volumen de NaCl 0.6 M retenido por 100 g de musculo. Las determinaciones se

llevaron a cabo por triplicado.

6.6 pH

Se llevd a cabo mediante el método reportado por Owen y col., (1982). Se
tomaron 10 g de musculo, el cual se homogeneizé6 con 90 mL de agua destilada
durante 1 min usando una licuadora comercial (Oster, Bartesville, EUA). El
homogenizado se filtré a través de una manta de cielo para eliminar el tejido
conectivo. La determinacion de pH se obtuvo con un potenciometro digital
(Conductronic 50-66Hz., 127V), previamente calibrado con un amortiguador de sodio

y potasio a pH 4 y 7. Las determinaciones se llevaron a cabo por triplicado.

6.7 Solubilidad
La solubilidad se determiné segun el método propuesto por Pilosof (2000b), en
el que las muestras de proteinas miofibrilares (5 mg/mL, a pH 7) fueron centrifugadas

a 25,000 rpm durante 30 min a 4 °C. La concentracion de proteina del sobrenadante
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se determin®, reportandose la solubilidad como la relacion entre el contenido de
proteina del sobrenadante, y el contenido de proteina de la muestra sin centrifugar
multiplicada por 100.

El contenido de proteina se determiné por el método de Biuret, segun lo
reportado por (Gornall y col., 1949). A 1 mL de muestra se le adicionaron 3 mL del
reactivo de biuret, se agité suavemente durante unos segundos para homogeneizar
la mezcla, y se dejé a temperatura ambiente durante 30 min en oscuridad. Se midié
la absorbencia a 540 nm en un espectrofotometro Beckman DU-650 (Beckman,
Fullerton, EUA). Los datos obtenidos se correlacionaron con una curva patrén de
albumina bovina, con una concentracion maxima de 10 mg/mL. Todas las

determinaciones se llevaron a cabo por triplicado.

6.8 Determinacién de grupos sulfhidrilos

Se siguio la metodologia reportada por Ellman (1959), y las determinaciones
se llevaron a cabo por triplicado. Se mezclé 1 mL de disolucién proteica (5 mg/mL, a
pH 7) y 9 mL de urea 8 M disuelta en amortiguador de Tris-Glicina-EDTA (10.4 g/L
Tris; 6.9 g/L Glicina; 1.2 g/L EDTA; pH 8), dejando reposar la mezcla a temperatura
ambiente durante 30 min. Posteriormente, se tomaron 3 mL de dicha mezcla y se
anadieron 50 pL de una disolucion del reactivo 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzdico (4 mg/mL
en la misma disolucion amortiguadora) dejandose reposar durante 30 min.
Transcurrido ese periodo, se midié la absorbencia a 412 nm. La concentracion de

grupos SH se calculé utilizando la ecuacién 1.
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uM-SH/g proteina = (75.53 x Abs412nm x 10) /concentracion proteica....... (ecuacion 1)

6.9 Medicion de formaldehido (FA)

Para la determinacién de formaldehido (FA), se puso en practica el método
propuesto por el Comité de métodos analiticos de la Real Sociedad de Quimica
(AMC, 1979), en el cual, se licuo 100g de musculo con 200 mL de TCA al 2% durante
2 min y se filtré con papel filtro (Watman No. 40). Del filtrado recolectado se colocaron
2 mL en tubos de 20 X 200mm, en los cuales se agregé 1 mL de disolucion de
formaldehido (ver Anexo | para su preparacion), con 10 mL de tolueno y 3 mg de
carbonato de potasio. Se mezcld en vortex durante 1 min. De la nueva disolucion se
tomaron 2.5 mL de la fase superior, secada previamente con sulfato de sodio anhidro
y se le adicionaron 2.5 mL de acido picrico (Anexo Il). Por ultimo se tomé una
muestra de esta ultima, a la que se le leyé su absorbancia a 410 nm en un
espectrofotometro Beckman DU-650 (Fullerton. CA). Los datos obtenidos se
correlacionaron con una curva patrén de trimetilamina, de concentracién de 0-1.6

mg/mL.

6.10 Cambios estructurales mediante microscopia electronica de barrido (MEB)

El efecto del almacenamiento sobre la estructura del manto de calamar

gigante, se observé mediante microscopia electronica de barrido (MEB).
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e Preparacion de las muestras

Se cortaron trozos pequenos del manto del calamar de aproximadamente 1
cm?. Los cortes se realizaron longitudinalmente a las fibras musculares, con el fin de
observar mejor a estas, tratando que el corte fuera firme y de un solo paso, usando

navajas de afeitar nuevas.

e Fijacion primaria
Los cortes se sumergieron en gluteraldehido disuelto al 5% en amortiguador
de fosfatos 20 mM, pH 7.4, hasta observar que las muestras tuvieran un color
anaranjado oscuro, por un periodo de 24 hr aproximadamente. Posteriormente, los
cortes se colocaron en viales de 2.5 mL que contenian la disolucién de
gluteraldehido durante 24 hr a 4 °C. Después se realizaron lavados de los cortes con
un amortiguador de fosfatos 25 mM pH 7.4, hasta eliminar el olor a gluteraldehido.
e Fijacidon secundaria
Después de los lavados, los cortes se colocaron en una disolucion de
tetradxido de osmio (Os504) durante 2 hr; y posteriormente se realizaron lavados
utilizando etanol a las siguientes concentraciones 30, 40, 50, 70, 80, 90% y etanol

absoluto, durante 20 min cada vez.

e Desecacion

Terminados los lavados, las muestras se colocaron en microcapsulas de tipo
poroso, se etiquetaron y se pusieron en contacto con etanol absoluto. Posteriormente
se desecaron en un desecador de punto critico Samdri-780 B (Sample Drying at the

critical point, E. U. A.) a las condiciones arriba del punto critico del CO,: 1070 psi, 31
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°C. Las muestras secas se almacenaron en un desecador para evitar su
rehidratacion por la humedad del medio ambiente. Posteriormente se colocaron en
los portaobjetos, y se pegaron con cinta de carbén, para asi realizar el proceso de

recubrimiento con carbén y oro.

e Recubrimiento

El recubrimiento se realizé en un cubridor de posicidén por ionizacién (BAL-
TEC SCD, Liechteinstein). Primero se realiz6 una cubierta por medio de una
evaporacioén al vacio de carbon, y después una segunda con mezcla de oro-paladio
por ionizacién al vacio. Una vez listas las muestras, se observaron en el microscopio
electronico de barrido (JEOL JSM-5900 LV, Japén) a 8 KV de aceleracion, con una

resolucion de 1000x y 4000x.

6.11 Extraccién de proteinas miofibrilares

La extraccion de proteinas miofibrilares se realiz6 de acuerdo a la técnica
reportada por Ngapo y col. (1992), con algunas modificaciones. Se homogeneizaron
25 g de calamar con hielo y agua fria, en las siguientes proporciones (1:2:1 p/p) en
una licuadora comercial (Oster, Bartesville, EUA), hasta integrar totalmente el tejido
con el agua. Este extracto se mantuvo en agitacion durante 10 min en bano de hielo,
y posteriormente se filtré a través de un colador para eliminar el tejido conectivo. Se
afiadieron 2 volumenes de agua fria y se agitaron 15 min. EI homogeneizado se
centrifugd a 3500 rpm durante 25 min a 4 °C, y el precipitado fue resuspendido en

una disolucién de amortiguador de fosfato 50 mM, pH 7, NaCl 0.6 M.
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6.12 Propiedades de gelificacion
6.12.1 Penetracion de geles

La penetracion de geles obtenidos de proteinas miofibrilares se realizé de
acuerdo a lo reportado por Hickson y col. (1982), se llevaron a cabo 10 repeticiones.
Esta consiste en determinar |la fuerza requerida para introducir un émbolo dentro de
una muestra de gel, metodologia que ha sido utilizada para medir los cambios que
ocurren en la textura de los alimentos durante el almacenamiento, y que ha mostrado
una buena correlacién con los analisis de tipo sensorial (Barroso y col., 1998).
Disoluciones de proteina miofibrilar (con una concentracion de 20-25 mg/mL, en
amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 6, NaCl 0.6 M), se colocaron en tubos de vidrio
de 30 mm de diametro interno y 35 mm de alto. Los tubos se sumergieron en un
bano de agua, sometiéndose a calentamiento gradual de 1°C/min, desde temperatura
ambiente hasta 70 °C. Una vez alcanzada la temperatura final, los tubos se colocaron
en un bafo de hielo durante 30 min, para luego ser almacenados bajo refrigeraciéon
durante 12 horas.

Los estudios de penetracion se realizaron en un texturometro TAX-T2 (Texture
Technologies Corp., Scardale, EUA), equipado con el software Textur Expert™
(version 1.20, Stable Micro Systems, Surrey, Inglaterra), y con una celda de carga de
5 Kg. Los geles formados en los tubos se colocaron en una base, y se penetraron
utilizando un émbolo de acrilico de 8 mm de diametro. La eleccion del tipo de tubo
para contener los geles y el diametro del émbolo, estuvo de acuerdo al principio de
“‘geometria semi-infinita” (Klettner, 1995), en donde el contenedor de la muestra debe

ser por lo menos 3 veces mayor que el diametro del émbolo. La velocidad de
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descenso del émbolo y el porcentaje de la penetracion se determinaron previamente.

El valor obtenido fue el trabajo total o area bajo la curva, expresado en Newtons/seg.

6.13 Propiedades estructurales y reoldgicas de proteinas musculares.
La funcionalidad de los tejidos musculares depende de los cambios suscitados
a nivel molecular que se reflejan en cambios micro estructurales y reoldgicos. Estos

fueron evaluados mediante SDS-PAGE vy estudios viscoelasticos.

6.14 SDS-PAGE

Las muestras, se analizaron por SDS-PAGE, utilizando la técnica reportada
por Garcia y col. (1993). Se analizar6é volumenes de 15 uL de la muestra y 10 uL de
la mezcla de marcadores de peso molecular. El analisis se llevd a cabo a corriente
constante de 200 Volts, utilizando un equipo de electroforesis Mini-Protean |l Slab
cell de Bio-Rad (Richmond, CA., E.U.A.) a 4 °C. Después del analisis, los geles se
desmontaron y se tifieron en una disolucion 0.1% de azul de Coomasie R-250
durante 30-40 min. Posteriormente los geles se colocaron en una disolucién
destefidora, haciendo los recambios necesarios de esta disolucién, de forma que se
pudieran ver con claridad las bandas de las proteinas en estudio.
La digitalizacion y analisis de los geles se llevo a cabo mediante un equipo Gel Doc
1000 BioRad (Richmond, CA., EUA). En la determinacion de los pesos moleculares
se utiliz6 a su vez el sofware “Molecular Analysis”, con el que se graficé el Rf
(distancia de migracion desde la parte superior del gel hasta el centro de la banda de

la proteina, entre la distancia que recorre el frente de color), de cada banda, contra el
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logaritmo del peso molecular del patron de referencia. Posteriormente se calculé el
peso molecular de cada banda mediante la interpolacion de cada Rf de las bandas

problemas, en la curva patrén elaborada (Rf vs log PM).

6.15 Estudios reoldgicos dindmicos.

Los cambios reoldgicos de las proteinas miofibrilares durante la gelificacion
térmica, fueron analizados empleando un redometro LS100 Paar Physica (Physica
Mebtechnik GMBH, Stuttgart Germany). El material es sujeto a una deformacion
oscilatoria pequeina dentro de la regidn viscoelastica lineal, detectandose la magnitud
de la onda de fuerza resultante. Debido al desarrollo gradual de la viscoelasticidad
durante la gelificacion, los geles y el proceso de gelificacion son caracterizados en
forma mas adecuada por estudios de pequefia amplitud (Van Vliet, 1999). Se utilizd
una geometria de platos paralelos de 40 mm de diametro, utilizando un espacio entre
platos de 1 mm. Los parametros amplitud y frecuencia fueron seleccionados durante
pruebas preliminares dentro de la region viscoelastica lineal. Las muestras fueron
sometidas a un calentamiento gradual de 1°C/min de 25 a 80 °C, utilizando una
unidad de control de temperatura. Los datos fueron recolectados cada 60 seg y el
desarrollo del gel fue estudiado en tiempo real, mediante la medicidén de los cambios
en el médulo de almacenamiento (G’), médulo de pérdida (G™') y tan & en funcion de

la temperatura (Alvarez y col., 1998; Marcotte y col., 2001).
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6.16 Anadlisis estadisticos

Los datos obtenidos se sometieron a analisis de varianza, comparacion
multiple de medias de Duncan y analisis de correlacion. Para estos analisis se

empled el paquete estadistico “SPSS 8.0 for Windows”.
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7. RESULTADOS Y DISCUSIONES

El musculo del manto de calamar fresco es blanco cremoso, elastico y firme con
un olor caracteristico. Sin embargo, durante el almacenamiento éste se oscurece
paulatinamente, pierde firmeza y elasticidad, y su olor caracteristico se torna
desagradable tanto en refrigeracion como en congelacion.

Para todas las variables de respuesta y a las diferentes condiciones de almacen,
el tiempo tiene un efecto significativo.

Los coeficientes de correlacidon entre todas las variables estudiadas se muestran
en las tablas 27, 28 y 29 para las muestras almacenadas a 4, -20 y -80 °C,
respectivamente. En general, se observo correlacion significativa entre el tiempo y todas
las variables analizadas en las muestras sujetas a las tres condiciones de almacén.
Para las muestras almacenadas a 4 °C, se obtuvieron coeficientes de correlacién
negativos entre el tiempo y la actividad proteolitica, asi como para los grupos sulfhidrilo
y la capacidad de gelificacion; lo que sugiere que durante el tiempo de almacén estas
variables disminuyen; en contraparte con el pH, CRA, FA y solubilidad cuyos
coeficientes de correlacion fueron positivos. A diferencia, las muestras almacenadas en
congelacion mostraron coeficientes de correlacion negativos entre el tiempo de almacén
y todas las variables analizadas con excepcién de CRA y FA cuyo coefciente de
correlacion fue positivo, siendo no significativo para el FA en muestras almacenadas a -
20°C (p=0.179).

Se observd una alta correlacién entre la fuerza de gel y las variables solubilidad,
CRA, pH y actividad proteolitica, para el almacenamiento en refrigeracién (Tabla 27),

mientra que en congelacion se presentd una alta correlacion entre esta variable y la
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actividad proteolitica (Tablas 28 y 29), lo cual podria indicar hidrélisis de las proteinas
miofibrilares tiene como consecuencia una disminucion en la fuerza de gel (Grafica 20).

Los grupos sulfhidrilos presentaron una alta correlacion con la actividad
proteolitica para el almacenamiento en refrigeracion (Tabla 27), lo que nos estaria

indicando cambios en la estructura del tejido muscular.

7.1 Actividad proteolitica del extracto enzimatico del musculo del calamar

El pH y la temperatura a la cual se evalud la actividad proteolitica en el extracto
enzimatico del calamar gigante fueron 2.7, 3.1, 6.1, 7.3 y 7.6, a 35 °C, éstas condiciones
se establecieron en trabajos previos y corresponden a los valores de maxima actividad
para proteasas acidas y alcalinas (Dublan y col., 2002). El efecto del almacenamiento
sobre la actividad proteolitica del manto del calamar gigante se muestra en las Graficas
2,3y 4, enlacuales se observa la actividad proteolitica de las proteasas almacenadas
a 4°C, por 9 dias y las almacenadas a —20 °C y —80°C, respectivamente, teniéndose
diferencia significativa en cada una de ellas (p<0.001), con respecto al pH, tiempo y

temperatura de almacenamiento.

Sakai y col. (1981), observaron que la actividad maxima del extracto crudo del
manto del calamar Ommastrephes sloani pacificus se obtuvo a un pH de 2.9 a un
intervalo de temperatura de 35-40°C. Asimismo, Eillen y Gill (1982), determinaron que
para las especies de calamar lllex illecebrosus y Lolido pelalei teseur, la actividad
maxima de sus proteasas se situa a un pH de 2.6 y 3.6 respectivamente; aunque
también observaron actividad a pH alcalino (7.5-8.9). Okamoto y col. (1993),

determinaron que las dos metaloproteasas (miosinasa | y miosinasa Il), del manto del
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calamar Todarodes pacificus presentan una actividad 6ptima a pH de 7 y a una
temperatura de 40°C. En el extracto obtenido del higado del calamar lllex argentinus, se
determind una actividad proteolitica en un intervalo de pH de 2.6 a 4 (Kolodziejska y
col., 1994a). Por otro lado Castellanos y Hernandez (2005), realizaron estudios con el
extracto crudo del manto del calamar gigante Dosidicus gigas, en el cual encontraron
que la actividad maxima del extracto se presenté a un pHde 3y 7 a 35 °C, coincidiendo

con lo reportado en este trabajo.

60

—+pH27 —=—pH3.1 —=—pH 6.1 —e—pH 7.3 ——pH 7.6

Actividad Proteolitica (U/mL)

0 2 4 6 8 10
Tiempo de almacenamiento (Dias)

Gréafica 2. Actividad proteolitica del manto del calamar gigante (Dosidicus
gigas) almacenado en refrigeracion a 4°C.
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Gréafica 3. Actividad proteolitica del manto del calamar gigante (Dosidicus
gigas) almacenado en congelacién a —20° C.
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Gréfica 4. Actividad proteolitica del manto del calamar gigante (Dosidicus
gigas) almacenado en congelacién a —80 °C.

68



Resultados y discusion

Las endopeptidasas son las proteasas mas utilizadas en el procesamiento de
alimentos, por ejemplo las proteasas del higado del calamar podrian tener un uso
potencial para su aplicacién en el procesamiento de especies marinas y en otras ramas
de la industria alimentaria. Asimismo, tanto el higado como el pancreas del calamar son
una buena fuente de enzimas que han sido utilizadas para incrementar la velocidad de

protedlisis en la preparacion de salsa de pescado (Kolodziejska y col., 1994a).

Como se ha mencionado anteriormente, uno de los principales problemas del
deterioro de peces y mariscos es la rapida pérdida de textura que esta directamente
relacionada con la actividad de proteasas enddgenas. Para incrementar la vida de
anaquel de este tipo de productos es necesario controlar su actividad autolitica,
asegurar un manejo higiénico y emplear temperatura de refrigeracién o congelacién
adecuadas (Ashie y col., 1996).

Por lo general, la congelacion no inactiva por completo la mayoria de las
enzimas, aunque a temperaturas muy bajas la actividad disminuye considerablemente
(Sikorski y Kolakowska, 1994a; Ebina y col., 1995). Al obtener el extracto enzimatico a
partir del musculo del calamar gigante conservado 4 °C, como en congelacién (- 20 °C
y — 80 °C), si bien se presentd una reduccion gradual de la actividad proteolitica, la
actividad residual es aun elevada, y pudo alterar al producto durante el
almacenamiento, deshielo y manejo posterior (Shenouda, 1989; Sikorski y Kolakowska,
1994a). Recientemente, Kuwahara y col. (2004), asi como Yoshioka y col. (2005)
reportaron que la adicion de sales de citrato, tartrato y gluconato de sodio puede reducir
efectivamente la actividad de serin-proteasas y metalo-proteasas de manera similar a la

accién de combinada de EDTA y PMSF.
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7.2 pH

En la Grafica 5, se observa el efecto del almacenamiento sobre el pH, teniéndose
diferencia significativa con respecto al tiempo de almacen (p<0.001). Durante el
almacenamiento del manto del calamar a 4°C, el pH aumenté desde un valor inicial de
6.4 hasta 7.9 al cabo de nueve dias, debido posiblemente a la descomposicién de los
compuestos nitrogenados lo cual provoca el incremento del pH en el musculo de
productos marinos, coincidiendo con lo reportado por Stroud y col. (1982), y Sirkoski y
col. (1994). El incremento en el pH induce un aumento en la carga neta negativa de las
proteinas, y una mayor fuerza de repulsion intermolecular provocando un
ensanchamiento de la matriz proteica. Al mismo tiempo que se incrementa la fuerza de
atraccion eléctrostatica con el agua, por lo que el incremento en el pH pudo estar
asociado a los cambios de otras propiedades funcionales (Flores y Bermell,1984).
Como lo muestra el analisis de correlacion, en donde observa una correlacion positiva
del pH con la CRA, FA y la solubilidad; asimismo, se obtuvo una correlaciéon negativa
entre el pH y la capacidad de gelificacion, grupos SH vy la actividad proteolitica (Tabla

27).
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Gréafica 5. Cambios en el pH del manto del calamar gigante (Dosidicus
gigas) almacenado a 4°C.

Para las muestras almacenadas en congelacibn se presento diferencia
significativa (p<0.001) con respecto al tiempo, ya que el pH disminuyo paulatinamente a
partir del segundo mes; siendo este cambio mas evidente para el musculo almacenado
a — 80°C. En ambas condiciones el pH disminuyd desde un valor inicial de 6.7 hasta un
valor inferior a 6.2 (Grafica 6). Como se menciono anteriormente, esta variacion de pH
pudo modificar otras variables de respuesta como la solubilidad y la CRA, dado que se
obtuvieron coeficientes de correlacion significativos entre el pH y todas las variables de

respuesta analizadas con excepcién del FA (Tablas 28 y 29).
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Grafica 6. Cambios en pH del manto del calamar gigante (Dosidicus gigas)
almacenado a -20 y a -80°C.
7.3. Capacidad de retencion de agua (CRA)

Se observd un aumento de la CRA del manto de calamar gigante durante los
primeros 6 dias de almacenamiento a 4°C y posteriormente se mantuvo constante,
alcanzando valores de 160 mL de NaCl 0.6M retenidos en 100g de carne de acuerdo a
la técnica utilizada. El analisis de varianza mostro diferencia significativa con respecto al
tiempo de almacenamiento (p<0.001) (grafica 7). La cantidad de agua que esta
inmovilizada en el interior del tejido muscular, depende de la forma en que las proteinas
miofibrilares estén organizadas; es decir, de la disposicion de los filamentos de actina y
miosina. Se sabe que el entramado proteico esta constituido por una red tridimensional
de filamentos delgados y gruesos, dentro de la unidad de la fibra muscular. Cuando
decrece la cohesion entre los filamentos de actina y miosina, la longitud del sarcomero

aumenta, lo cual facilita una mayor retencion de agua (Flores y Bermell, 1984), esto
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puede ser el reflejo del aumento del pH o a la accién de proteasas durante el periodo de
almacenamiento. La capacidad de retencion de agua en carnes es una propiedad
funcional que se encuentra intimamente relacionada con el pH de las mismas, de tal
manera que la CRA es minima en el llamado punto isoeléctrico (pl) de las proteinas
(Knipe, 1992). Para la CRA se obtuvieron coeficientes de correlacion positivos con
respecto al tiempo, pH, FA y solubilidad; y coeficientes negativos con respecto a la
fuerza de gel, grupos SH y actividad proteolitica para el material almacenado en

refrigeracion (Tabla 27).
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Grafica 7. Cambios en la capacidad de retencién de agua (CRA) del manto
del calamar gigante (Dosidicus gigas), almacenado a 4°C.

En el musculo almacenado a — 20 y — 80 °C se observo que el pH disminuy6 de
6.7 a 6.05 (grafica 6), sin embargo, no se alcanzé el punto isoeléctrico de las proteinas,

la CRA (grafica 8) presentd diferencia significativa entre los valores obtenidos para
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musculo fresco y para musculo almacenado en cangelacion para ambas temperaturas
(p<0.001), sin embargo, no mostrd diferencia significativa a partir del primer mes con
respecto al tiempo de almacenamiento (tablas 10 y 11 respectivamente) alcanzando
valores maximos de 160 mL de NaCl 0.6M retenidos en 100g de carne. Asimismo,
como se muestra en el perfil electroforético, las proteinas miofibrilares mantuvieron su
integridad, teniéndose de esta manera la capacidad de retener el agua. Como se
menciono anteriormente, dependiendo de la forma y organizacion en que se encuentran
las proteinas miofibrilares, tendran la disposicion de formar puentes de hidrégeno con el
agua. Con esto se puede decir, que durante éste periodo de almacenamiento algunas
propiedades funcionales de las proteinas no estan afectadas en su totalidad. A
diferencia de las muestras almacenadas en refrigeracion, las muestras almacenadas a -
20 y -80°C mostraron menores coeficientes de correlacion con respecto a otras

variables analizadas (Tablas 28 y 29).
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Grafica 8. Cambios en la capacidad de retencion de agua (CRA) del manto
del calamar gigante (Dosidicus gigas), almacenado a —20 y —80°C.
7.4 Solubilidad
La solubilidad de las proteinas depende del estado fisicoquimico de sus
moléculas, el cual puede ser alterado por el calentamiento, procesamiento, secado y
almacenamiento a bajas temperaturas. La solubilidad de la mayoria de las proteinas
depende del pH, fuerza i6nica y temperatura entre otros. En la Grafica 9 se muestra el
efecto del almacenamiento a 4 °C sobre la solubilidad de las proteinas extraidas del
manto del calamar gigante, habiendo diferencia significativa con respecto al tiempo de
almacen (p<0.001). Como se puede observar, la solubilidad proteica aumentd, esto
puede ser debido a que el cambio del pH modifico la carga neta de las proteinas y por
lo tanto el balance electrostatico. Asimismo, durante el periodo de almacenamiento
hubo degradacion de las proteinas miofibrilares, causada posiblemente por accién de

enzimas endodgenas, obteniéndose proteinas de bajo peso molecular que fueron
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evidenes en SDS-PAGE, las cuales son mas solubles, dando como resultado el
incremento de la solubilidad. Pilosof (2002b), explica que la solubilidad es minima en las
cercanias del punto isoeléctrico, en este caso al transcurrir el periodo de
almacenamiento las proteinas se “alejaron” de su punto isoeléctrico, por lo que
elincemento en la solubiliad pudo deberse al efecto combinado de la hidrélisis y del

incremento de pH en el sustrato.
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Grafica 9. Efecto del almacenamiento a 4 °C sobre la solubilidad de las
proteinas miofibrilares del calamar gigante (Dosidicus gigas).

En la Grafica 10, se muestra el efecto del almacenamiento sobre la solubilidad de
las proteinas miofibrilares almacenadas a -20 y -80 °C, habiendo diferencia
significativa (p<0.001), observandose que a —80°C, ésta se mantiene practicamente
constante en los dos primeros meses de almacenamiento, no siendo asi para —20°C, ya

que disminuyd en el segundo mes de almacenamiento, coincidiendo con lo reportado
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por Ramirez y col. (2000). Sin embargo, tomando en cuenta el pH del sistema, su CRA
y el perfil electroforético no estan alterados durante este tiempo. A partir del tercer mes
de almacenamiento la solubilidad se incrementd, esto puede ser debido a la accion de
las enzimas presentes en el musculo, asi como recristalizacién, y posiblemente ruptura
del tejido muscular (Shenouda, 1989, Sikorski y Kolakowska, 1994a). En el cuarto mes
de almacenamiento la solubilidad disminuyé considerablemente, debido posiblemente
debido a que se llevd a cabo el proceso de desnaturalizacion y/o agregacion.
Matsumoto (1980) propuso que en los primeros estadios de la congelacion, los
filamentos se presentan estructurados en forma de punta de flecha y entrecruzados. En
periodos prolongados de congelacién, el proceso de agregacion va acentuandose
dando origen a la formacién una red mas estructurada. Ademas, ocurren fendmenos de
disociacion de la actomiosina en actina F y miosina, de forma que los filamentos de
actina F se agregan y los mondmeros de miosina se repliegan sobre si mismos, dando
lugar a una agregacién compleja de la actina y miosina (Cofrades, 1994), provocando
una disminucién en la solubilidad. Asimismo, se ha observado que en los musculos
congelados de algunas especies de productos marinos, el éxido de trimetilamina, se
degrada hasta trimetilamina y formaldehido. El aldehido generado durante el
almacenamiento en congelacion, reacciona con algunos grupos funcionales y forma
puentes metilénicos intra- e intermoleculares. Estas reacciones pueden provocar la
formacion de agregados proteicos que reducen la solubilidad proteica (Sikorski y

Kolakowska, 1994b).
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Gréfica 10. Efecto del almacenamiento a —20 y —80 °C sobre la solubilidad de
las proteinas miofibrilares del calamar gigante (Dosidicus gigas).
7.5 Determinacién de concentracion de grupos sulfhidrilos

La desnaturalizacién proteica en las carnes, ya sea por almacenamiento o por
procesamiento de las mismas, influye en la concentracion de los grupos sulfhidrilos
vinculados a las proteinas, por lo que también modifica la conformacion molecular y la
actividad superficial de las mismas (Ancin y col., 1989; Damodaran, 1994).

Durante el periodo de almacenamiento a 4°C (Gréafica 11), se observd una
disminucién gradual en el numero de grupos —SH (p<0.001), coincidiendo con lo
reportado por Chen y col. (1989) y Buttkus, (1970). Una disminucién similar en la
concentracion de grupos sulfhidrilos libres, fue descrita por Ishioroshi y col. (1979) en

carne almacenada bajo refrigeracion durante 15 dias, atribuyéndola a fendbmenos de
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agregacion de miosina, debidos a la oxidacién de los grupos SH y a una posterior

interaccion intermolecular durante el almacenamiento.
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Grafica 11. Numero de grupos sulfhidrilos (umoles —SH/g de proteina) en
el tejido muscular del manto de calamar gigante (Dosidicus
gigas) durante el almacenamiento a 4°C.

En el musculo almacenado a —-20 °C (Grafica 12), no se observd variacion
durante los primeros dos meses. A partir del tercero, al igual que ocurrié con el musculo
almacenado a —80°C, se observé una disminucion paulatina en el numero de grupos —
SH (p<0.001). Esta disminucion puede corresponder a las variaciones de la
solubilizacion de las proteinas. Asimismo, este fendmeno puede ser asociado también a
la formacion de puentes disulfuro intramoleculares como consecuencia de los cambios

conformacionales que ocurren durante el periodo de almacenamiento. Al respecto se
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cree que ocurren cambios en la estructura terciaria de la miosina, debidos a la
formacion de enlaces disulfuros, puentes de hidrégeno y enlaces hidrofébicos;
consecuentemente, los grupos sulfhidrilos que estaban enmascarados en las moléculas
de la miosina son expuestos, y por lo tanto oxidados a disulfuros (Jiang y col. 1988a y

1988b; Chen y col., 1989; Ramirez y col., 2000).
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Gréfica 12. Numero de grupos sulfhidrilos (umoles —SH/g de proteina) en el
tejido muscular del manto de calamar gigante (Dosidicus gigas)
durante el almacenamiento a —20 y —80 °C.

Se ha demostrado que la agregacion de la miosina y la actina durante el periodo
de almacenamiento en congelacién, se debe al establecimiento de interacciones

cabeza-cabeza involucrando la formacién de enlaces disulfuro (Samejima y col., 1981;

Chen y col., 1989; Sikorski y Kolakowska, 1994a; Ramirez y col., 2000).
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7.6 Determinacion de Formaldehido.

La concentracion de FA (Grafica 13) para las muestras almacenadas a 4 °C
aumento rapidamente a partir del cuatro dias de almacenamiento, alcanzando valores
de 15.8 mg/100g a los nueve dias, indicando que el producto se encontraba en
descomposicién, ya que la concentracion maxima permitida de FA para productos
frescos es de 6.4-7 mg/100g. Corroborandose esto con los con los resultados del perfil
electroforético, en el cual se observa una importante degradacion de la miosina y la
paramiosina. No siendo asi para el producto almacenado a —20 y a —80 °C (Grafica 14),
ya que la concentracién de FA fue inferior a 4 mg/100g proteina. Sin embargo, esta
concentracion de FA puede contribuir a la agregacion de proteinas y en consecuencia a
la disminucion de la solubilidad, como se observo en las muestras almacenadas a —20 y
—80 °C (Grafica 10).

El FA es capaz de reaccionar con varios grupos funcionales de las proteinas,
induciendo un cambio en la conformacién, por la formacién de enlaces cruzados y por
un incremento en la hidrofobicidad de las proteinas y llevar a la formaciéon de agregados
reforzados por enlaces no covalentes. Por lo que la presencia de FA puede causar
desnaturalizacion proteica, reduccién de la actividad enzimatica y endurecimiento del

tejido (Hultin, 1993; Sikorski y Kolakowska, 1994b).
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Gréfica 13. Produccion de FA en el musculo del calamar gigante (Dosidicus
gigas) almacenado a 4°C.
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Gréfica 14. Produccion de formaldehido en el musculo del calamar gigante
(Dosidicus gigas) almacenado a —20 y —-80°C.
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7.7 Perfil electroforético de las proteinas miofibrilares

El analisis electroforético fue llevado a cabo para determinar el patron de
degradacion de las proteinas miofibrilares durante el periodo de almacenamiento.

En las Figuras 4 y 5, se muestra el perfil electroforético de las proteinas
miofibrilares extraidas del manto del calamar almacenado a 4°C durante 9 dias y
almacenado a - 20°C y — 80°C por un periodo de 6 meses, respectivamente.

En el perfil electroforético a 4°C se observd una pérdida progresiva de las
proteinas de elevado peso molecular durante el periodo de almacenamiento,
principalmente la miosina y la paramiosina, en donde la banda de la miosina
desaparece. Esto pudo ser debido a la presencia de enzimas proteoliticas en el tejido
muscular del calamar, pues se ha observado, que durante este periodo continud la
actividad enzimatica, dando como resultado la aparicion de bandas proteicas de bajo
peso molecular.

Roncalés y col. (1995), reportaron que a nivel ultraestructural las calpainas
deterioraron rapidamente la linea Z de las proteinas miofibrillas, alterando la estructura
de tejido por la separacion de las fibras musculares y debilitamiento de las fuerzas
conectivas, asi como al ablandamiento del musculo del calamar durante la refrigeraciéon
(Ando y col., 1999). La desintegracién de las fibras de la colagena se atribuye al propio
proceso de ablandamiento (Sato y col., 1997); asi como a la actividad de la catepsina D
(Weston y col., 1969; Zeece y col., 1986; Zeece y Katoh, 1989).

Las troponinas | y T son degradadas por las calpainas (Di Lisa y col., 1995),

produciendo fragmentos de peso molecular bajo de 27,000 a 30,000 Da (Robson y col.,
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1997), lo cual es un indicador de protedlisis (Steen y col., 1997) y que se traduce en un
ablandamiento en el musculo durante su almacenamiento (Oliveira, 1998).

Se ha postulado también que el ablandamiento del tejido muscular es debido a la
degradacion de los filamentos intermediarios tales como la nebulina, la cual es una
proteina degradada rapidamente en condiciones postmortem, modificando la estructura
miofibrilar (Fritz y Greaser, 1991; Greaser y Fritz 1995). Fritz y Greaser (1991)
reportaron la degradacion total de nebulina en el musculo de bovino, después de 2 dias
de almacenamiento en refrigeracion.

La catepsina D ha sido una de las enzimas mas estudiadas en relacion con su
efecto sobre la degradacion del tejido muscular (Zeece y col., 1986; Zeece y Katoh,
1989), en particular su capacidad para degradar la miosina (ambas cadenas, ligeras y
pesadas); la actina y las proteinas del complejo regulatorio (la tropomiosina y troponinas
T e I). Del mismo modo Ouali y col. (1987), observaron que las proteinas miofibrilares
fueron hidrolizadas por las catepsinas B, D y L, causando también degradacién en la
linea Z y bandas M.

Todo esto se relaciona también con el efecto del aumento del pH y de la
capacidad de retencion de agua, ya que al haber un aumento de éstos con respecto al
tiempo de almacenamiento hay un aumento en la capacidad de hidratacion de las
miofibrillas; esto conlleva una desintegracién de la estructura miofibrilar en la banda I.
La pérdida de integridad de la linea Z permite la entrada de mas moléculas de agua en
la red, y consecuentemente un aumento en la CRA (Pedersen, 1994), observandose a
nivel microscopico una separacién y elongamiento de las miofibrillas aunado al aumento

de pH.
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Figura 4. SDS-PAGE de las proteinas miofibrilares del manto del calamar
gigante (Dosidicus gigas) almacenado a 4°C. Carril |: Marcador
de pesos moleculares. Carril Il: tiempo cero. Carril lll. Dia 2. Carril
IV dia 4. Carril V: dia 6. Carril VI: dia 9.

Durante el almacenamiento en congelaciéon a =20 y -80 °C, las proteinas
miofibrilares se mantuvieron practicamente integras; sin embargo, a partir del segundo
mes en ambas temperaturas se inicia la degradacion de las proteinas miofibrilares, y la
aparicion de nuevas bandas de pesos moleculares mas bajos coincidiendo con lo
reportado por Park (1994), siendo mas marcado este efecto a —80°C. A partir del tercer
mes, el proceso de degradacidon no solo se podria estar dando por hidrélisis enzimatica,
sino también por la reacciones durante la congelacién, como disociacion y agregacion;
fendmenos que podrian darse simultaneamente, debido a la disminucién del agua libre

presente durante el periodo de almacenamiento, siendo mas evidente a —-80°C.
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Figura 5. SDS-PAGE de las proteinas miofibrilares del manto del calamar gigante
(Dosidicus gigas). Carril I: Marcador de pesos moleculares. Carril Il
tiempo cero. Carril lll: =20 °C (primer mes). Carril IV: —80 °C (primer
mes). Carril V: =20 °C (segundo mes). Carril VI: =80 °C (segundo mes).
Carril VII: =20 °C (tercer mes). Carril VIII: =80 °C (tercer mes). Carril IX:
—20 °C (cuarto mes). Carril X: =80 °C (cuarto mes). Carril XI: =20 °C
(quinto mes). Carril XII: =80 °C (quinto mes). Carril Xlll: =20 °C (sexto
mes). Carril XIV: —80 °C (sexto mes).

7.8 Cambios estructurales mediante microscopia electronica de barrido (MEB)
En las Figuras 6 y 7, se muestran las micrografias del manto del calamar
almacenamiento en refrigeracion y congelacién, respectivamente.

Como se observa en las Figura 6-A, en el primer dia el tejido estaba intacto, ya que
no se observé rompimiento de fibras musculares como de la colagena. Al dia 9 se
observo que las células musculares estaban mas separadas y desorganizadas, debido
probablemente a la degradacion de las proteinas miofibrilares antes mencionadas, por
las proteasas presentes en el mismo musculo. En el ultimo dia de almacenamiento se

observo que la pérdida significativa de la calidad del tejido muscular, fue causada por la
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degradacion enzimatica, tanto de la colagena como de las proteinas miofibrilares en el
tejido crudo del calamar gigante, lo cual coincide con lo reportado en estudios previos
por Dublan y col., (2001), y también por Oliveira (1998) y Kolodziejska y Sikorski (1996).
Asimismo, la degradacién del tejido conecto puede estar asociada a la actividad de
cistein proteasas, como lo reporta Miura-Yokota y col. (2004) en calamar Todarodes
pacificus. Los cambios estructurales se relacionan con el aumento del pH y de la
capacidad de retencion de agua, ya que propician un incremento en el contenido de
agua de las miofibrillas, y favorece una desintegracion de la estructura miofibrilar en la
banda I. La pérdida de integridad de la linea Z permite la entrada de mas moléculas de
agua en la red, y consecuentemente un aumento en la CRA (Pedersen, 1994),
observandose a nivel microscopico una separacion y elongamiento de las miofibrillas;

aunado también al aumento de pH.
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A) Tiempo cero

B) Dia 4

C)Dia 9

Figura 6. Micrografias del manto del calamar gigante almacenado en refrigeracion a
4°C. Aumento 2000x.
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Durante el primer mes de almacenamiento en congelacién (Figura 7), las células
del musculo se empezaron a separar una de otra coincidiendo con lo estudiado por
Ando y col. (1999). Al mes 3 (Figura 7), se observé que las células musculares estaban
mas separadas y desorganizadas, debido probablemente a la degradacion de las
proteinas miofibrilares ya mencionadas, y también por la degradacién de la desmina. Se
ha reportado que la destruccion de esta proteina causa la reduccion en el alineamiento
del sarcomero de las miofibrillas, lo cual ocurre durante el almacenamiento (Greaser y
Fritz, 1995). Al mes 6 (Figura 7), se observd un total desorden en las fibras, lo cual
podria deberse a la actividad proteolitica, la produccion de formaldehido, y el efecto de
la congelacion, observandose mas dafo del producto a -80°C. En general, todos los
cambios en la integridad se reflejan en la pérdida de la textura, medida como la

reduccion en la fuerza de gelificacion (graficas 19 y 20).
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Tiempo cero

Mes 6

Figura 7. Micrografias del manto del calamar gigante almacenado en congelacién a —20
°C y —=80°C. Aumento 2000x.

7.9 Propiedades de gelificacién
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Para estudiar las propiedades funcionales de las proteinas miofibrilares extraidas
del manto del calamar gigante, se llevd a cabo la gelificacion térmica de éstas. Se
realizaron estudios previos para determinar el pH éptimo de gelificacidn, la velocidad de
penetracidon y el porcentaje de penetracion. La mayor fuerza de gelificacién se observa
en la grafica 15, a pH de 6 (p<0.001) (Tabla 2). Lan y col. (1995b y 1995c) reportaron
que la fuerza de penetracién de geles esta influenciada por el pH, encontrando el valor

optimo entre 6.0y 6.5
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Gréfica 15 Efecto del pH en la fuerza del gel de proteinas miofibrilares
del manto del calamar gigante (Dosidicus gigas).

Tabla 2. Comparacién de medias mediante el método de Duncan del efecto del pH
sobre la fuerza de gelificacion.

91



Resultados y discusion

Grupos
pH 1 2 3 4
8 .9393
7 .9818
6.5 1.6234
6 1.6679

Una vez determinado el pH de gelificacion, se realizaron pruebas para obtener el
porcentaje de penetracién, tomando un intervalo de 50-90%, en donde se puede

observar que a 75 % se obtuvo la mayor fuerza de gel (Grafica 16).
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Gréfica 16. Efecto de la penetracion en la fuerza del gel de proteinas
miofibrilares del manto de calamar gigante (Dosidicus gigas).

La velocidad con la cual penetra el émbolo en el gel formado, fue determinada en
un intervalo de 0.5-2 mm/seg, encontrandose que la velocidad éptima de penetracion

fue de 1 mm/seg (Grafica 17).
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Gréfica 17. Efecto de la velocidad de penetracion en la fuerza del gel
de proteinas miofibrilares del manto del calamar gigante
(Dosidicus gigas).

Los valores de estos parametros determinados, se observan en la Grafica 18, en

donde se obtuvo el trabajo total o area bajo la curva, expresado en Newtons/s.

Fuerza (N)
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Gréfica 18. Trabajo total de la fuerza de gel de proteinas miofibrilares
del manto de calamar gigante (Dosidicus gigas).
Con los parametros encontrados se determiné la fuerza del gel formado por las
proteinas miofibrilares extraidas del manto del calamar gigante, almacenado a 4°C, —

20°C y —80 °C.

El progreso de desnaturalizacién de la miosina es muy complejo, cada transicion
térmica esta asociada con una region determinada de la molécula; debido a esto, el
proceso de desnaturalizacién es interpretado en términos de las diferentes estabilidades
térmicas intrinsecas en cada regién: la porcion de la cola de la miosina es el principal
subfragmento asociado con la gelificacion. La meromiosina ligera y el subfragmento S1
son los responsables de la desnaturalizacién y la agregacion térmica a temperaturas

por debajo de 55 °C, mientras que el subfragmento S2 se desnaturaliza y agrega por
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encima de esta temperatura (Sano y col., 1990a; Sano y col., 1990b; Chan y col., 1993;

Tazawa y col., 2002).

La formacién de puentes disulfuro S-S en la regién S1 de la miosina, contribuye a
la creacion de una matriz tridimensional en un intervalo de 45-55 °C (Samejima y col.,
1981), debido posiblemente a que la cabeza globular posee 12 o 13 de los 42 grupos
tioles (SH) presentes en la molécula de miosina (Smyth y col., 1998). Arriba de los 55
°C, los enlaces disulfuro son menos importantes para la gelificacion de la miosina.
Probablemente la cola de la miosina (meromiosina ligera y S2) es la responsable de la
formacion del gel a estas temperaturas, por interacciones hidrofébicas y puentes de H

(Smyth y col., 1998; Visessanguan y col., 2000).

En la Grafica 19, se observa que los geles obtenidos con las proteinas
almacenadas a 4°C, fue perdiendo su fuerza al transcurrir el tiempo de
almacenamiento, ya que como se observd en el gel de electroforesis (Figura 4), la
miosina habia sido degradada en su totalidad, y como se sabe, la miosina tiene un
papel fundamental en la textura y en la formacién de geles inducidos por calor, debido a
la agregacion irreversible de las cabezas de miosina que forman una red tridimensional
(Pérez y col., 2000). EI desplegamiento gradual de las subunidades de la miosina
permite que cada dominio estructural actue de manera cooperativa, para la formacion
de una red tridimensional que conforma el gel. La degradacién de esta importante
molécula durante el almacenamiento reduce la capacidad de gelificacién. Un fenbmeno

similar se observo en los geles obtenidos con las proteinas miofibrilares de muestras
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almacenadas a — 20 y —80°C, en donde se observd que la fuerza de gel disminuyo
durante el almacenamiento, en ambos casos, esto pudo ser debido a que la miosina se
va degradando paulatinamente, con lo cual las interacciones en la red tridimensional
pudieron haber disminuido, teniéndose una fuerza menor, siendo este fendbmeno mas
evidente durante el almacenameinto en refrigeracion; sin embargo, la pérdidad de la
capacidad de gelificacién se podria deber también a un fendbmeno de agregaciéon y

desnaturalizacion.

1.8
1.6 1
1.4
1.2

0.8 1

Fuerza (N)

0.6
04
0.2 4

0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Tiempo de Almacenamiento (dias)

Grafica 19. Efecto del almacenamiento a 4 °C en la fuerza de
gelificacion de las proteinas miofibrilares del calamar
gigante (Dosidicus gigas).
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En la Grafica 20, se muestra el efecto del almacenamiento sobre la fuerza de
gelificacion durante el almacenamiento a -20 y -80 °C, donde se observa una

disminucién paulatina de la fuerza del gel.

- 80°C

Fuerza (N)

0 1 2 3 4 5 6 7
Tiempo de Almacenamiento (meses)

Grafica 20. Efecto del almacenamiento a —20 y —80 °C en la fuerza de
gelificacion de las proteinas miofibrilares.

En la Grafica 21, se observa las graficas de diferentes muestras de gel,
obtenidos a partir de las proteinas miofibrilares almacenadas a 4°C, observandose que
al transcurrir este tiempo de almacenamiento la fuerza disminuyd, formandose una
meseta, lo cual indicé que la estructura del gel dejo de ser constante en el tiempo de

estudio. Un comportamiento similar se observé con las proteinas almacenadas a —20 y

-80°C.
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Gréafica 21. Efecto del almacenamiento en la fuerza de gelificacion de las
proteinas miofibrilares durante el periodo de almacenamiento a 4°C.
(A): Tiempo 0 de almacenamiento, (B): 4 dias de almacenamiento, (C):
9 dias de almacenamiento.

7.10 Estudios reoldgicos dinamicos

Mediante analisis reoldgicos dinamicos, se puede determinar el comportamiento
del modulo de almacenamiento (G’), G”, tan 6 debido probablemente a las alteraciones
en las cinéticas de desnaturalizacién y agregacién, que son parte fundamental del
mecanismo de gelificacién (Samejima y col., 1985; Liu y Xiong 1997).

A una velocidad dada de desnaturalizacion, cuantas mas pequenas sean las
fuerzas de atraccion entre las cadenas de proteina desnaturalizada, mas lento sera el
segundo proceso. De esta forma, la proteina desnaturalizada libre se acumulara como
un intermediario en el curso de la gelificacion y se obtendra una red de gel mas fina
(Ziegler y Acton, 1984; Liu y col., 1996). El médulo de almacenamiento (G’) es un indice
de la rigidez del material, asi como de la elasticidad del mismo (Barbut y Mital, 1990).
Para determinar si predomina la elasticidad de los geles se utiliza el cociente entre el

moédulo de pérdida y el médulo de almacenamiento (G’/G’=tan §). Este término
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representa cuanta energia es almacenada y recuperada en cada ciclo de deformacion
(componente G’), y cuanta energia se pierde en cada ciclo por disipacion viscosa
(componente G”) (Stanley y col., 1996). Para un cuerpo perfectamente elastico el
esfuerzo esta en fase con la deformaciéon (6 = 0°), por lo que toda la energia es
almacenada y recuperada. Para un cuerpo perfectamente viscoso (Newtoniano), el
esfuerzo esta totalmente fuera de fase y toda la energia se disipa viscosamente (6= 90°)
(Stanley y col., 1996; Visessanguan y An., 2000).

En los intervalos lineales en donde, componentes elastica y viscosa se
mantienen constantes (regién viscoelastica lineal), de aqui se tomaron los valores para
llevar a cabo los experimentos de oscilacion de frecuencia. Estos parametros que son:
esfuerzo oscilatorio de frecuencia (Hz) y un esfuerzo maximo (Pa). Con éstos
parametros las proteinas miofibrilares extraidas del manto del calamar gigante, se
sometieron a la gelificacion térmica.

En la Grafica 22, se muestran los cambios en mdédulo de almacenamiento (G’),
moddulo de pérdida (G”) y angulo de fase (), que se observaron durante el tratamiento
térmico del homogeneizado del musculo del calamar. Esto es un punto de gelificacion
tipico del musculo de los cefalépodos y ha sido reportado en otras especies de calamar
(Gomez y col.,, 2002), donde G’ alcanza un minimo a 35-40 °C. También es la
temperatura a la cual el angulo de fase es mayor, indicando la prevalencia sobre la
componente viscosa (G”) la componente elastica, la cual es minima a esta temperatura.
En la Grafica 22, se puede observar que G’ disminuyé en funcion del tiempo de
almacenamiento, lo cual podria indicar la posible hidrélisis y/o desnaturalizacion de las

proteinas miofibrilares, principalmente de la miosina, la cual es una de las principales
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proteinas responables de la formacion de redes proteicas, esto ocasionando una
disminucién en la fuerza de gel, debido probablemnte por la actividad proteolitica

durante el estudio, asi como por el proceso mismo de congelacion.

30

G'G" (Pa)

Temperatura (°C)

—A— (G')Modulo de almacenamientol —6— (G )Mddulo de pérdida

Grafica 22. Comportamiento de los parametros dinamicos durante el
tratamiento térmico del homogeneizado del musculo del

calamar.
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Grafica 23. Comportamiento del médulo de almacenamiento (G’) en funcion de la
temperatura del manto de calamar gigante almacenado a 4°C.

La estructura intacta de la miosina permite que cada dominio estructural se
desnaturalice paso a paso y refleje la naturaleza cooperativa de la transicién desde su
conformacion nativa hasta un estado menos estructurado durante la gelificacion
inducida por calor (Visessanguan y An, 2000). En base a esto, es posible suponer que
el pH generé cambios en las proteinas miofibrilares que alteraron sus caracteristicas al
desnaturalizarse, asi como modificaciones en la interaccion proteina-proteina durante la
agregacion, por ejemplo temperatura y tasa de desnaturalizacion, que determinan los
parametros reologicos. Durante el periodo de almacenamiento en refrigeracion, puede
decirse que las modificaciones en las propiedades de gelificacidon de las proteinas
miofibrilares pueden ser explicadas por un proceso de protedlisis, ya que en la muestra
que se almacené a 4 °C la miosina fue completamente hidrolizada. Después del

calentamiento un complejo proteico como la miosina sufre multiples cambios
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conformacionales, atribuibles a las diferentes estabilizaciones térmicas dentro de los
diversos dominios estructurales. Al tener hidrdlisis en esta proteina, se generan redes
proteicas con diferentes estructuras y texturas asi como, diferente rigidez en el gel. El
proceso de desdoblamiento debe ocurrir primero, para desarrollar un gel con un alto
grado de elasticidad, y por lo tanto el paso de agregacién debe proceder mas
lentamente que el paso de desplegamiento para permitir la desnaturalizaciéon de las
proteinas y la orientacidbn sobre si mismas, e interactuar en puntos especificos
formando una red tridimensional estructurada (Xiong, 1994).

Al llevar a cabo el analisis reoldgicos dinamicos, durante el periodo de
almacenamiento en congelacion, se observé que el médulo de almacenamiento G’ fue
aumentando al aumentar la frecuencia (w); sin embargo, este proceso fue
independiente del tiempo de almacenamiento, pues aparentemente no se observo una
tendencia definida durante éste. La frecuencia pudo inducir un rompimiento de las
proteinas, al haber un aumento en el rompimiento de éstas, se puede ocasionar una
disminucién en G’ (Graficas 24 y 25), y por consecuencia un aumento en G” (Graficas
26 y 27), dando como resultado un aumento de interacciones entre los nuevos
fragmentos de proteina, ocurriendo esto de manera sucesiva; es decir, llevandose a
cabo éste efecto en ciclos consecutivos, ya que al ir transcurriendo el periodo de
almacenamiento, G’ disminuye para posteriormente aumentar, y asi sucesivamente
hasta completar 6 meses, provocando cambios en la estructura proteica,
favoreciéndose con esto nuevas interacciones. En funcion de la frecuencia, se sabe que
de la relacion G”/G’ = 8, cuando & > 1 se favorece la componente viscosa y cuando 6 <

1 predomina la componente elastica. Sin embargo, durante el periodo de
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almacenamiento, en la relacion G”/G’ = & en funcidén de la frecuencia, & disminuyd,
dandose como resultado un estado degradado de la proteina. En base a esto es posible
suponer, que durante el periodo de almacenamiento en congelacion, tanto el pH, la
presencia de formaldehido, el proceso mismo de congelacién, asi como al proceso de
protedlisis, provocaron cambios en las proteinas miofibrilares, promoviendo de ésta
manera nuevas interacciones (hidrofébicas, puentes de hidrogeno, puentes disulfuro y
enlaces proteina-formaldehido).

A pesar de que existe una variacién grande en G”, los cambios en fluidez no son

tan dependientes de la frecuencia y con el tiempo de almacenamiento.
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Gréafica 24. Comportamiento del médulo de pérdida (G”) de proteinas
miofibrilares del manto de calamar gigante (Dosidicus gigas)
almacenado en congelacion a -20°C.
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Grafica 25. Comportamiento del médulo de almacenamiento (G’) de
proteinas miofibrilares del manto de calamar gigante (Dosidicus
gigas) almacenado en congelacién a -20°C.
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Gréfica 26. Comportamiento del modulo de pérdida (G”) en funcién de la
temperatura, de proteinas miofibrilares del manto de calamar
gigante (Dosidicus gigas) almacenado a -20°C.
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Gréfica 27. Comportamiento del modulo de almacenamiento (G’) en
funcidén de la temperatura, de proteinas miofibrilares del manto de
calamar gigante (Dosidicus gigas) almacenado a -20°C.
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Gréafica 28. Comportamiento del moédulo de pérdida (G”) de proteinas
miofibrilares del manto de calamar gigante (Dosidicus gigas)

almacenado a -80°C.
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Gréfica 29. Comportamiento del modulo de almacenamiento (G’) de
proteinas miofibrilares del manto de calamar gigante
(Dosidicus gigas) almacenado a -80°C.
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Gréafica 30. Comportamiento del moédulo de pérdida (G”) de proteinas
miofibrilares del manto de calamar gigante (Dosidicus gigas)
almacenado a -80°C.
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Grafica 31. Comportamiento del médulo de almacenamiento (G’) en

funciéon de la temperatura, de proteinas miofibrilares del
manto de calamar gigante (Dosidicus gigas) almacenado a -
80°C.
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7.11 Resumen de resultados:

- Al mantener el manto del calamar almacenado en congelaciéon no se pierde la
actividad de las proteasas presentes, por lo cual éstas pueden modificar tanto
las propiedades estructurales como las reoldgicas, durante el almacenamiento y

el procesamiento posterior.

- Las principales proteinas miofibrilares afectadas durante el periodo de

almacenamiento a bajas temperaturas, fueron la miosina y la paramiosina.

- En el musculo del calamar gigante almacenado a 4°C, el pH aumentoé debido a la

formacion de compuestos aminados.

- La CRA se mantuvo constante durante el periodo de almacenamiento en
refrigeracon y congelacion, sin embargo, hubo cambios fisicoquimicos del

musculo del calamar gigante.

- La solubilidad aumenté en la primer parte del almacenamiento; esto puede ser
debido a que se inici6 la degradacion de las proteinas musculares, y exposicion
de grupos hidrofilicos. En la segunda parte del almacenamiento, la solubilidad y
la proteina disminuyeron, posiblemente a la degradacién del TMAO a DMA y FA,
presentandose la formacion de agregados, como consecuencia se obtiene una

disminucién de la solubilidad.
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Los valores de FA por arriba de 6.5 mg/100g, probablemente indican que los
cambios fisicoquimicos de las proteinas se han iniciado, ocasionando la

desnaturalizacion de las proteinas del musculo de calamar almacenado a 4°C.

Los valores de FA en el calamar almacenado a —20 y —80 °C, estuvieron por
debajo de 6.5 mg/100g. Sin embargo, las cantidades presentes, pueden

ocasionar el inicio del proceso de agregacion.

Los grupos sulfhidrilos disminuyeron durante el almacenamiento, debido a un
cambio en la estructura terciaria de las proteinas. Esto causé la formacion de

enlaces disulfuros.

En el perfil electroforético se observé la degradaciéon de las proteinas
miofibrilares principalmente la miosina y la paramiosina durante el

almacenamiento a 4°C.

Durante el almacenamiento a —20°C y —80 °C, no se observé una marcada
degradacion de las principales proteinas miofibrilares; sin embargo, se presentd
la aparicion de proteinas de bajo peso molecular, lo que indica el inicio de la

degradacion de estas proteinas y cambios en la solubilidad.
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- Los parametros para determinar la fuerza de gel fueron:
o pH=6,
o Porcentaje de penetracion = 75 %,

o velocidad de penetracién =1mm/seg.

- El efecto del almacenamiento sobre la fuerza del gel obtenido con proteinas
miofibrilares almacenadas tanto a 4, como a —-20 y —-80°C, se vio modificada,
debido a la desnaturalizacidon de las principales proteinas miofibrilares como la
miosina, paramiosina y actomiosina, proteinas responsables de la textura y

propiedades reoldgicas.
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8. Conclusiones

En este estudio se determiné el efecto del almacenamiento en refrigeracién y
congelacion sobre la funcionalidad y estructura del tejido muscular del manto del
calamar gigante (Dosidicus gigas), la actividad proteolitica disminuye gradualmente
durante el almacenamiento en congelacién. Una serie de reacciones secundarias
provocaron cambios en la estructura del calamar gigante y en la funcionalidad de
éste, teniéndose como resultado la disminucion en la capacidad de gelificacion de las
proteinas. A —20 °C, los efectos por congelacién e hidrdlisis fueron menos evidentes
que a -80 °C, siendo la miosina una de las proteinas mas susceptibles a la

alteracion.

Durante el almacenamiento a 4 °C, la actividad proteolitica provocd la hidrolisis
de las proteinas miofibrilares, degradando principalmente a la miosina. Para =20 y —
80 °C, la actividad proteolitica disminuyd; sin embargo, provocé a la hidrélisis de las

proteinas miofibrilares, obtuviéndose proteinas de bajo peso molecular.

El almacenamiento a -80°C generd un mayor deterioro en el tejido muscular
del calamar con reduccién en la solubilidad de proteinas, capacidad de gelificacién,
mayor concentracion de FA y formacion de agregados proteicos. Los agregados
proteicos se deben probablemente a la formacion de interacciones hidrofébicas,
puentes de hidrégeno, puentes disulfuro y enlaces proteina-formaldehido, al haber

una menor cantidad de agua liquida.
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El estudio en MEB mostré que la estructura del manto del calamar, se vié mas

afectada a temperaturas de almacenamiento de 4 y —80 °C.

El almacenamiento a -20°C genera menor cambio en las proteinas
miofibrilares, conservando sus propiedades funcionales y prolongando la vida util del

producto.

Durante el periodo de almacenamiento G’ alcanza un minimo a 35-40 °C,
teniendose un angulo de fase mayor donde se observa la prevalencia de la

componente viscosa G” sobre la componente elastica.

Con estos resultados, se puede generar conocimientos referente al manejo
adecuado de esta especie. Sin embargo, es necesario realizar mas estudios,
haciendo una combinacion de nuevas tecnologias para observar su comportamiento
bajo estas condiciones de almacenamiento, como puede ser el uso de altas
presiones, calentamiento ohmico, crioprotectores, ademas de la adicién de
inhibidores como citrato, tartrato y gluconato de sodio, para coadyuvar a prolongar la

vida de anaquel de este producto.
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10. Anexos

Anexo |

PREPARACION DE HEMOGLOBINA Y CASEINA

Se prepara hemoglobina al 1% en buffer universal 25 mM, se agita en bano
maria a 60 °C durante 20 min. Posteriormente se deja enfriar la disolucién a

temperatura ambiente y se ajusta a los pH de trabajo.

Se prepara caseina al 1% en buffer de fosfatos 20 mM, pH de 7 y 0.9% de
NaCl, se agita en bafio Maria a ebullicion durante 20 min. Posteriormente se deja

enfriar la disolucion a temperatura ambiente y se ajusta a los pH de estudio.

Anexo |l
PREPARACION DE REACTIVOS PARA LA MEDICION DE FORMALDEHIDO
(FA).
1. Disolucién saturada de &cido borico en glicerina.
Pesar 14 g de acido borico y disolver en 50 g de glicerina.
2. Disolucién saturada de carbonato de calcio.

Medir 25 mL de agua destilada y agregar el carbonato de potasio agitando
hasta que no se disuelva, no calentar.

3. Disolucion madre de formaldehido.

Disolver 10 mL de formalina en 40% de metanol, aforar a 100 mL con agua
desionizada.
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4. Disolucion madre de acido picrico
Disolver 2 g de acido picrico seco 100mL de tolueno seco.
5. Disolucién de acido picrico

1 mL de disolucién de stock de acido picrico, diluida a 100 mL con tolueno
seco, secar con sulfato de sodio anhidro.

6. Disolucién madre de TMA

Disolver 0.682g de TMA en 1 mL de HCI concentrado, diluir a 100 mL con
agua destilada.

7. Disoluciéon de TMA

1mL de disolucion stock de TMA-HCI , “aforar” a 100 mL con agua
desionizada.
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Anexo lll Andlsis de varianza.

Tabla 3. Analisis de varianza para la actividad en funcidon del tiempo de
almacenamiento a 4°C.

Suma de cuadrados G.L Media de cuadrados F Sig.

Actividad 19018.790 5 3803.758 279.441 .0001
enzimatica

Error 939.230 69 13.612

Total 19958.020 74

Tabla 4. Analisis de varianza para la actividad enzimatica en funcion del tiempo de
almacenamiento a —20°C.

Suma de cuadrados G.L Media de cuadrados F Sig.

Actividad 15391.810 4 3847.953 31.423 .0001
enzimatica

Error 12245.845 100 122.458

Total 27637.655 104

Tabla 5. Analisis de varianza para la actividad enzimatica en funcion del tiempo de
almacenamiento a —80°C.

Suma de cuadrados G.L Media de cuadrados F Sig.

Actividad 11436.693 4 2859.173 18.015 .0001
enzimatica

Error 15871.426 100 158.714

Total 27308.119 104

Tabla 6. Analisis de varianza para el pH en funcion del tiempo de almacenamiento a

4°C.
Suma de cuadrados G.L Media de cuadrados F Sig.
Actividad 3.384 4 .846 1243.956 .000
enzimatica
Error 6.800E-03 10 6.800E-04
Total 3.390 14
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Tabla 7. Analisis de varianza para el pH en funcion del tiempo de almacenamiento a

—20°C.
Suma de cuadrados G.L Media de cuadrados F Sig.
Actividad 1.357 6 .226 404.644 .000
enzimatica
Error 1.173E-02 21 5.587E-04
Total 1.368 27

Tabla 8. Analisis de varianza para el pH en funcion del tiempo de almacenamiento a

-80°C.
Suma de cuadrados G.L Media de cuadrados F Sig.
Actividad 1.002 6 167 173.614 .000
enzimatica
Error 1.347E-02 14 9.619E-04
Total 1.015 20

Tabla 9. Analisis de varianza para la CRA en funcion del tiempo de almacenamiento

a4°C.
Suma de cuadrados G.L Media de cuadrados F Sig.
Actividad 5918.400 4 1479.600 3699.000 .000
enzimatica
Error 4.000 10 400
Total 5922.400 14

Tabla 10. Analisis de varianza para la CRA en funcion del tiempo de almacenamiento

a —20°C.
Suma de cuadrados G.L Media de cuadrados F Sig.
Actividad 6688.286 6 1114.714 7803.000 .000
enzimatica
Error 2.000 14 143
Total 6690.286 20

Tabla 11. Analisis de varianza para la CRA en funcion del tiempo de almacenamiento

a —80°C.
Suma de cuadrados G.L Media de cuadrados F Sig.
Actividad 6688.286 6 1114.714 7803.000 .000
enzimatica
Error 2.000 14 143
Total 6690.286 20
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Tabla 12. Analisis de varianza para de la solubilidad de las proteinas del manto del
calamar gigante en funcion del alamcenamiento a 4°C.

Suma de cuadrados  G.L Media de cuadrados F Sig.

Solubilidad 1014.756 4 253.689 574.112 .000
Error 4.419 10 442
Total 1019.175 14

Tabla 13. Analisis de varianza para de la solubilidad de las proteinas del manto del
calamar gigante en funcion del alamcenamiento a —20°C.

Suma de cuadrados G.L Media de cuadrados F Sig.
Solubilidad 982.818 6 163.803 15211.167 .000
Error 162 15 1.077E-02
Total 982.980 21

Tabla 14. Analisis de varianza para de la solubilidad de las proteinas del manto del
calamar gigante en funcion del alamcenamiento a —80°C.

Suma de cuadrados G.L Media de cuadrados F Sig.
Solubilidad 1146.573 6 191.096 1690.122 .000
Error 1.583 14 113
Total 1148.156 20

Tabla 15. Analisis de varianza para grupos sulfhidrilos de las proteinas del manto del
calamar gigante en funcion del alamcenamiento a 4°C.

Suma de cuadrados G.L Media de cuadrados F Sig.
Grupos sulfhidrilos 6010.655 4 1502.664 3683.563 .000
Error 4.079 10 408
Total 6014.734 14

Tabla 16. Analisis de varianza para grupos sulfhidrilos de las proteinas del manto del
calamar gigante en funcion del alamcenamiento a —20°C.

Suma de cuadrados G.L Media de cuadrados F Sig.
Grupos sulfhidrilos 6501.812 6 1083.635 3409.615 .000
Error 4.449 14 318
Total 6506.261 20
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Tabla 17. Analisis de varianza para grupos sulfhidrilos de las proteinas del manto del
calamar gigante en funcion del alamcenamiento a —80°C.

Suma de cuadrados G.L Media de cuadrados F Sig.
Grupos sulfhidrilos 4684.090 6 780.682 1197.491 .000
Error 9.127 14 .652
Total 4693.217 20

Tabla 18. Analisis de varianza para Formaldehido de las proteinas del manto del
calamar gigante en funcion del alamcenamiento a 4°C.

Suma de cuadrados G.L Media de cuadrados F Sig.
Formaldehido 888.248 4 222.062 3692.325 .000
Error .902 15 6.014E-02
Total 889.151 19

Tabla 19. Analisis de varianza para Formaldehido de las proteinas del manto del
calamar gigante en funcion del alamcenamiento a —20°C.

Suma de cuadrados G.L Media de cuadrados F Sig.
Formaldehido 21.049 6 3.508 303.104 .000
Error .324 28 1.157E-02
Total 21.373 34

Tabla 20. Analisis de varianza para Formaldehido de las proteinas del manto del
calamar gigante en funcion del alamcenamiento a —80°C.

Suma de cuadrados G.L Media de cuadrados F Sig.
Formaldehido 26.380 6 4.397 149.337 .000
Error 412 14 2.944E-02
Total 26.793 20

Tabla 21. Andlisis de varianza para el efecto del pH sobre la fuerza gel de las
proteinas del manto del manto del calamar gigante.

Suma de cuadrados G.L Media de cuadrados F Sig.
pH 3.770 3 1.257 1052.887 .000
Error 3.342E-02 28 1.194E-03
Total 3.804 31
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Tabla 22. Analisis de varianza para el efecto del porcentaje de penetracién sobre la
fuerza gel de las proteinas del manto del calamar gigante.

Suma de cuadrados G.L Media de cuadrados F Sig.
% Penetracion 4.433 3 1.478 1381.972 .000
Error 2.994E-02 28 1.069E-03
Total 4.463 31

Tabla 23. Analisis de varianza para el efecto de la velocidad sobre la fuerza gel de
las proteinas del manto del calamar gigante.

Suma de cuadrados G.L Media de cuadrados F Sig.
Velocidad .588 3 .196 88.129  .000
Error 6.229E-02 28 2.224E-03
Total .650 31

Tabla 24. Analisis de varianza para el efecto del almacenamiento sobre la fuerza gel
de las proteinas del manto del calamar gigante almacenado a 4°C.

Suma de cuadrados G.L Media de cuadrados F Sig.
Almacenamiento 13.340 4 3.335 1298.830 .000
Error 8.987E-02 35 2.568E-03
Total 13.430 39

Tabla 25. Analisis de varianza para el efecto del almacenamiento sobre la fuerza gel
de las proteinas del manto del calamar gigante almacenado a —20°C.

Suma de cuadrados G.L Media de cuadrados F Sig.
Almacenamiento 17.353 6 2.892 1897.748 .000
Error 7.468E-02 49 1.524E-03
Total 17.428 55

Tabla 26. Analisis de varianza para el efecto del almacenamiento sobre la fuerza gel
de las proteinas del manto del calamar gigante almacenado a —-80°C.

Suma de cuadrados G.L Media de cuadrados F Sig.
Almacenamiento 2.308 6 .385 74.785  .000
Error .180 35 5.143E-03
Total 2.488 41
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Tabla 27. Correlacién del calamar gigante (Dosidicus gigas) almacenado a 4°C

Anexos

DIAS| PH [ CRA | FA GEL | SOLUBILI| SH |AC PROT 2.7|AC PROT 3.1|AC PROT 6.1|AC PROT 7.3|AC PROT 7.6
DIAS Pearson Correlation | 1.000 | .768 [ .818 | .900 | -.925 .809 -.916 -.697 -.924 -.569 -.899 -.686
Sig. (2-tailed) . .001 | .000 [ .000 | .000 .000 .000 .004 .000 .027 .000 .005
N 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
PH Pearson Correlation 1.000 | .991 | .611 | -.926 .959 -.845 -.601 -.803 -.526 -.748 -.617
Sig. (2-tailed) . .000 | .016 [ .000 .000 .000 .018 .000 .044 .001 .014
N 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
CRA Pearson Correlation 1.000 | .635 | -.933 .945 -.896 -.687 -.863 -.576 -.770 -.635
Sig. (2-tailed) . .011 | .000 .000 .000 .005 .000 .025 .001 .011
N 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
FA Pearson Correlation 1.000 | -.850 762 -.788 -.494 -.725 -.579 -.930 -.728
Sig. (2-tailed) . .000 .001 .000 .061 .002 .024 .000 .002
N 15 15 15 15 15 15 15 15 15
GEL Pearson Correlation 1.000 -.961 .896 .595 .868 .546 .909 727
Sig. (2-tailed) . .000 .000 .019 .000 .035 .000 .002
N 15 15 15 15 15 15 15 15
SOLUBILI Pearson Correlation 1.000 -.855 -.570 =777 -.593 -.857 -.725
Sig. (2-tailed) . .000 .027 .001 .020 .000 .002
N 15 15 15 15 15 15 15
SH Pearson Correlation 1.000 .869 .950 .803 .881 J74
Sig. (2-tailed) . .000 .000 .000 .000 .001
N 15 15 15 15 15 15
AC PROT 2.7| Pearson Correlation 1.000 .839 .849 .643 .677
Sig. (2-tailed) . .000 .000 .010 .006
N 15 15 15 15 15
AC PROT 3.1| Pearson Correlation 1.000 .652 .825 716
Sig. (2-tailed) . .008 .000 .003
N 15 15 15 15
AC PROT 6.1| Pearson Correlation 1.000 .705 778
Sig. (2-tailed) . .003 .001
N 15 15 15
AC PROT 7.3| Pearson Correlation 1.000 .868
Sig. (2-tailed) .000
N 15
AC PROT 7.6| Pearson Correlation 1.000
Sig. (2-tailed) .
N 15

137



Tabla 28. Correlacion del calamar gigante (Dosidicus gigas) almacenado a —20°C

Anexos

TIEMPO | PH [ CRA | FA GEL | SOLUBILI| SH [ACPROT2.7| ACPROT |ACPROT®6.1| ACPROT AC PROT
3.1 7.3 7.6
Pearson Correlation 1.000 -.965 | .612 | .305 | -.904 -.636 -.786 -.978 -.988 -.998 -.975 -.992
TIEMPO
Sig. (2-tailed) . .000 | .003 [ .179 | .000 .002 .000 .000 .000 .000 .000 .000
N 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21
PH Pearson Correlation 1.000 | -.495 | -.127 | .800 .652 .702 .953 .988 .970 .920 .936
Sig. (2-tailed) . .023 | .585 [ .000 .001 .000 .000 .000 .000 .000 .000
N 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21
CRA Pearson Correlation 1.000 [ .435 | -.660 -.251 -.655 -.480 -.536 -.591 -.570 -.666
Sig. (2-tailed) . .049 | .001 273 .001 .028 .012 .005 .007 .001
N 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21
FA Pearson Correlation 1.000 | -.492 -.532 -.178 -.295 -.212 -.271 -.463 -.296
Sig. (2-tailed) . .023 .013 .440 .194 .357 .235 .034 192
N 21 21 21 21 21 21 21 21 21
GEL Pearson Correlation 1.000 .533 910 914 .873 .907 .924 .920
Sig. (2-tailed) . .013 .000 .000 .000 .000 .000 .000
N 21 21 21 21 21 21 21 21
SOLUBILI Pearson Correlation 1.000 .220 .634 .631 612 .682 .546
Sig. (2-tailed) . .339 .002 .002 .003 .001 .010
N 21 21 21 21 21 21 21
SH Pearson Correlation 1.000 .790 771 .804 744 .836
Sig. (2-tailed) . .000 .000 .000 .000 .000
N 21 21 21 21 21 21
AC PROT 2.7| Pearson Correlation 1.000 .984 .985 .978 .961
Sig. (2-tailed) . .000 .000 .000 .000
N 21 21 21 21 21
AC PROT 3.1| Pearson Correlation 1.000 .993 .959 .970
Sig. (2-tailed) . .000 .000 .000
N 21 21 21 21
AC PROT 6.1| Pearson Correlation 1.000 .972 .991
Sig. (2-tailed) . .000 .000
N 21 21 21
AC PROT 7.3| Pearson Correlation 1.000 .959
Sig. (2-tailed) . .000
N 21 21
AC PROT 7.6| Pearson Correlation 1.000
Sig. (2-tailed) .
N 21
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Tabla 29. Correlacién del calamar gigante (Dosidicus gigas) almacenado a —80°C

Anexos

PH [ CRA | FA GEL | SOLUBILI| SH |AC PROT 2.7|AC PROT 3.1|AC PROT 6.1|AC PROT 7.3|AC PROT 7.6
TIEMPO
Pearson Correlation 1.000 -.962 | 612 | .454 | -.874 -.678 -.622 -.985 -.959 -.967 -914 -.962
TIEMPO
Sig. (2-tailed) . .000 | .003 [ .039 | .000 .001 .003 .000 .000 .000 .000 .000
N 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21
PH Pearson Correlation 1.000 | -.576 | -.314 | .813 737 .480 .957 .893 .956 .901 .968
Sig. (2-tailed) . .006 | .166 [ .000 .000 .028 .000 .000 .000 .000 .000
N 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21
CRA Pearson Correlation 1.000 | .342 | -.897 -.182 -.653 -.670 -.706 -.716 -.787 -.493
Sig. (2-tailed) . .129 | .000 429 .001 .001 .000 .000 .000 .023
N 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21
FA Pearson Correlation 1.000 | -.521 -.313 -.229 -.351 -.549 -.301 -.227 -.443
Sig. (2-tailed) . .016 .167 .318 .118 .010 .185 .322 .044
N 21 21 21 21 21 21 21 21 21
GEL Pearson Correlation 1.000 456 714 .888 .924 .901 .907 779
Sig. (2-tailed) . .038 .000 .000 .000 .000 .000 .000
N 21 21 21 21 21 21 21 21
SOLUBILI Pearson Correlation 1.000 .201 .612 .628 573 478 771
Sig. (2-tailed) . .382 .003 .002 .007 .028 .000
N 21 21 21 21 21 21 21
SH Pearson Correlation 1.000 .673 749 .642 718 488
Sig. (2-tailed) . .001 .000 .002 .000 .025
N 21 21 21 21 21 21
AC PROT 2.7| Pearson Correlation 1.000 .952 .991 .964 .933
Sig. (2-tailed) . .000 .000 .000 .000
N 21 21 21 21 21
AC PROT 3.1| Pearson Correlation 1.000 .927 .906 916
Sig. (2-tailed) . .000 .000 .000
N 21 21 21 21
AC PROT 6.1| Pearson Correlation 1.000 .979 .910
Sig. (2-tailed) . .000 .000
N 21 21 21
AC PROT 7.3| Pearson Correlation 1.000 .843
Sig. (2-tailed) .000
N 21
AC PROT 7.6| Pearson Correlation 1.000
Sig. (2-tailed) .
N 21
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Abstract

Giant squid (Dosidicus gigas) is caught along the Pacific Coast of Mexico; it posses
a high proteolytic activity which renders a low quality food material. Squid mantle
endogenous proteases were partially characterized; physicochemical and structural
changes during storage at 4C were also examined. High proteolytic activity was observed
at acidic and alkaline pH values. Proteases were strongly inhibited by leupeptine and
pepstatin A, as well as by phenyl methyl sulfonyl fluoride, indicating the possible presence
of serine, cysteine and metal-proteases. Myosin heavy chain was degraded during storage
as shown on sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis patterns
resulting in a significant decrease (p<0.001) in muscle water holding capacity, texture and
gelling capacity. Muscle deterioration was evident in scanning electron micrographs,

where the initial compact structure loosened during storage.

Keywords: Giant Squid, Proteolysis, Myofibrillar Proteins, Texture
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INTRODUCTION

The giant squid (Dosidicus gigas) is a seafood resource found in abundance on the
Pacific Coast of Mexico, mainly in the Gulf of California. Harvest varies considerably due

~ "

to environmental factors such as “El Nifio” (Morales Bojorquez 2002). Eighty percent of
total catch is exported as raw material to the food industry in Korea, United States and
Canada as reported by the Mexican Aquiculture and Fishing Committee (CONAPESCA
2003); the rest is merchandised frozen or under refrigeration on ice as a non-expensive
protein source (SAGARPA 2004). However, giant squid mantle muscle is poorly accepted
mainly because of its shorter shelf life, as compared to other marine species, thus
reducing the possibilities for its commercialization. It is known that endogenous enzymes
are involved in the gradual loss of muscle freshness before bacterial growth takes place
leading to spoilage (Carballo and Lépez 1991; Pacheco et al. 2000).

Degradation rate varies among squid species due to several factors such as size,
physiological stage, feeding habits, catching methods and storage temperature.
Biochemical changes promote various deterioration stages and consequently different
degrees of freshness when animals are caught (Sikorski et al. 1976). Cathepsins B, D, and
E have been identified in several tissues from squid (Inaba et al. 1976; Leblanc and Gill,
1982). Hameed and Haard (1985) reported that extracts from the mantle muscle and
hepatopancreas of Atlantic short finned squid (lllex illecebrousus) contain a chlorine
activated enzyme which catalyzes a transpeptidation reaction characteristic of cathepsin
C. Several researchers have referred the presence of high levels of endogenous
proteolytic enzymes in other squid species (Sakai and Matsumoto, 1981; Tsuchiya et al.
1978; Morishita, 1974). Sakai and Matsumoto (1981) reported the existence of acid
proteases; while, Rodger et al. (1984) and Kolodziejska et al. (1987) demonstrated that
proteases in squid muscle caused myosin degradation and suggested that the proteolysis
might influence the textural quality of cooked squid meat. Cathepsins are generally
associated with myofibrillar degradation, whereas alkaline proteases appear to be
responsible for textural changes cooked fish (Lin et al. 1980; McLay, 1980; Chen et al.
1978; Ilwata et al. 1974).

Enzymatic deterioration of giant squid mantle muscle renders low quality food and
restrains further processing affecting texture and functional properties (Jiang and Lee
1985; Ebina et al. 1995; Paredi et al. 1999; Ayensa et al. 2002). As few reports were found

in the literature regarding quality lost of giant squid mantle during refrigeration; therefore,
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the objective of this study was to evaluate the physicochemical and microstructural

changes in giant squid mantle muscle stored at 4 C associated to endogenous proteolysis.

MATERIALS AND METHODS

Reagents

Coomasie Brillant Blue R-250, disodium ethylene diamine acetic acid (EDTA),
N,N,N-tetra-methyl ethylene diamine (TEMED), 2-B-mercaptoethanol, phenyl sulfonyl
fluoride (PMSF), iodoacetic acid (IA), pepstatin A, pyrophosphate, leupeptin, trypsin
inhibitor, chemostatin and hemoglobin were purchased from Sigma-Aldrich Inc. (St. Louis
MO, USA). Acrylamides, Tris-HCI, ammonium persulfate, sodium dodecyl sulfate (SDS),
glycerin and molecular weight standards were from Bio-Rad Laboratories Ltd (Ontario,
Canada). Casein quality Hammarsten was from Research Organics Inc. (Cleveland, OH,
USA). Sodium chloride, phosphoric acid, boric acid, acetic acid, trichloroacetic acid (TCA),

methanol and sodium and potassium buffer were from J.T. Baker (Mexico, Mexico).

Samples

Giant squid (Dosidicus gigas) was purchased at the Central Fish and Seafood
Market, “La Viga”, in Mexico City. Animals were caught around 18-20 hours before
sampling, and transported to Mexico City on ice under commercial conditions. Samples
were taken from three animals of approximately 5.5 kg, vacuum-packed in individual

plastic bags and immediately stored at 4C for analysis.

Acid and Alkaline Protease Extraction

Extraction of proteases was carried out according to the method reported by
Okamoto et al. (1993) as follows: 100 g of frozen samples were finely cut up and
homogenized (1:1 w/v) with phosphate buffer (25 mM, pH 7, 0.9% NaCl). The extract was
centrifuged at 11000 g for 20 min at 4C (centrifuge J2-MI, Beckman, Palo Alto, CA, USA).
The supernatant was collected, and subjected to fractionation with 20 to 60% ammonium
sulfate saturation; the precipitate was re-suspended in phosphate buffer (25 mM, pH 7,
0.9% NaCl), dialyzed overnight against the same buffer using a 12000 kDa cut off dialysis

tube (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany), and stored at —20C until analysis.
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Partial characterization of squid mantle proteases

Proteolytic Activity

Protease activity was determined by the following methods: the one described by
Kunitz (1947), where 1% casein in phosphate buffer (25 mM, pH 7, NaCl 0.9%) was used
as substrate for neutral and alkaline proteases. The second method, described by Anson
(1938), where 1% hemoglobin in universal buffer (25 mM phosphoric acid: 25 mM acetic
acid: 25 mM boric acid 1:1:1 v/v/v) was used as substrate for acidic proteases. Eppendorf
tubes containing 1 mL substrate were incubated between 4 to 80C for 10 min in a water
bath; 0.25 mL enzymatic extract was added and incubated for another 10 min in order to
allow hydrolysis to take place. The reaction was stopped by addition of 0.20 mL of 50%
TCA. Samples were cooled down to 4C and centrifuged for 15 min at 11,000 g (Eppendorf
Micro Beckman centrifuge, model J2-Ml, Palo Alto, CA) to remove the precipitated protein.
Supernatant absorbance was read at 280 nm on a Beckman DU-650 spectrophotometer
(Fullerton, CA, USA). One unit of activity was defined as the enzyme amount yielding a
0.001 Ags0 nm change per minute under the conditions mentioned above (Yamaguchi et al.
1982; Ebina et al.1995; Lo Piero et al. 2002). All determinations were carried out in

triplicate.

pH and Temperature Profile of Squid Proteases
Enzymatic activity was studied within 4 to 80C temperature range. As the maximum
enzymatic activity was at 35C, pH optimum activity was studied at a pH range from 1.0 to

8.0 in intervals of 0.2 units at 35C. All determinations were carried out in triplicate

Proteins Profile in the Enzymatic Extract

Protein pattern in squid mantle muscle proteases was carried out by sodium
dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) as reported by Garcia
et al. (1993). Protein in the extract was analyzed by the Biuret method described by
Gornall et al. (1949). The extract was diluted (1:4) in 2% SDS + 5% 2-B-mercaptoethanol.
Volumes of 15 uL and 10 uL for samples and molecular weight standard markers (6.5 to
200 kDa), respectively were applied to 7.5% acrylamide separation gels and 4%

acrylamide stacking gels. Electrophoresis was carried out at 4°C, and 200 volts for 50 min

146



154
155
156
157
158

159

160

161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174

175

176
177
178
179
180
181
182
183
184
185

Productos generados

in a Mini-Protean 1l slab cell (Bio-Rad, Richmond, CA, USA). After staining with 1%
Coomasie blue R-250 and developing with methanol:acetic acid:water (40:10:50 v/v/v),
gels were scanned on a Gel-Doc 2000 image analyzer (Bio-Rad, Richmond, CA, USA),
and molecular weights were calculated using a Quantity One™ software, version 4 (Bio-
Rad, Richmond, CA, USA).

Protease Inhibitor Effects

The effect of several protease inhibitors on the enzymatic extract activity was
tested: EDTA and pyrophosphate (as metal-protease inhibitor; Konno and Fukuzawa
1993); pepstatin A (as aspartic protease inhibitor), leupeptin, PMSF, trypsin inhibitor and
chemostatin (as serine protease inhibitor; Kolodziejska and Sikorski, 1996; Ebina et al.
1995; Murray 1990; Carballo and Loépez 1991); iodoacetic acid (as cysteine protease
inhibitor; Carballo and Lopez 1991). Enzymatic extract aliquots where mixed 4:1 (v/v) with
each one of the tested inhibitors and incubated at 35C for 10 min; the remaining proteolytic
activity was analyzed as described before at the obtained optimum pH and temperature
conditions and data was compared to control sampled with no added inhibitors to obtain
the residual activity. Inhibitor concentrations were chosen based on previously reported
proteinases classification studies (Ebina et al. 1995; Konno and Fukuzawa, 1993; Carballo
and Lépez 1991; Murray 1990; Hameed and Haard, 1985). All determinations were carried

out in triplicate.

Proteases Effect on Muscle Tissue

The effect of proteases was studied for pH, water-holding capacity (WHC), texture

and microstructure of raw squid mantle muscle during storage at 4C.

pH

Ten grams of muscle were homogenized with 90 mL of distillated water for 1 min in
a domestic blender; connective tissue was removed with a cheese cloth as described by
Owen et al. (1982). pH was measured on a digital Beckman pH-meter (Q50 Beckman,
Fullerton, Analytical Business unit, CA, USA), previously calibrated with sodium and
potassium buffers at pH 4.0 and 7.0, respectively. All determinations were carried out in

triplicate.
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Water-Holding Capacity

WHC was carried out according to the method reported by Hamm (1975) at days 0,
2, 4, 6, 8, 10 and 12 of storage at 4C. Five grams of finely ground sample were
homogenized with 8 mL 0.6 M NaCl. The homogenate was placed in an ice bath and
stirred with a glass rod for 1 min. Then tubes were left on ice for another 30 min, stirred
again for 1 min and centrifuged at 8,000 g for 15 min. Finally, the supernatant volume was
measured with a cylinder. WHC was reported by difference as milliliters of 0.6 M NaCl held

per 100 g of muscle. All determinations were carried out in triplicate.

Microstructure

Changes in the microscopic structure were observed at days 0, 5 and 9 of storage
at 4C on a scanning electron microscopy (SEM). Muscle samples (5x5x5 mm) were
immersed in 5% glutaraldehyde in phosphate buffer (20 mM, pH 7.4) for 24 h at 4 C and
fixed with 2% osmium tetra oxide for 2 h. Fixed specimens were gradually dehydrated in
ethanol and dried to the critical point drying method using carbon dioxide (CO, at 73 atm,
31C) in a Samdri-780 B drier (Tousimis Research Co., USA). Specimens were finally
coated with a 25 nm gold layer in a vacuum evaporator (Bal-Tec, SCD 050, Liechtenstein)

and observed with a scanning electron microscope (JEOL JSM-5900 LV, Tokyo, Japan).

Texture

Texture was reported as shear force measured at days 0, 2, 4, 6 and 8 of storage
in 1 cm® squid mantle muscle samples both raw and cooked. Cooked squid samples were
heated in a water bath to 70C internal temperature. Samples were subjected to a shear
force perpendicular to muscle fibers, using a TA-XT2 texture analyzer (Texture
Technologies Coorp, Scarsdale, NY, USA) fitted with a 49 N load cell, and a Warner-
Bratzler cell. Data was analyzed using the Texture Expert v1.20 software (Stable Micro

Systems, Surrey, UK). All determinations were carried out in at least 10 replicates.
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Proteases Effect on Myofibrillar Proteins

Myofibrillar Protein Extraction and Protein Profile

Myofibrillar proteins were extracted according to a modification of the method
described by Ngapo et al. (1992). Twenty five grams of muscle were homogenized with ice
and cold water (1:2:1 w/w) in a domestic blender. The mixture was stored during 10 min in
a water bath at 4 C and sieved to remove all connective tissue; 2 to 3 cold water volumes
were added and stirred for another 15 min. Samples were centrifuged at 3500 g for 25 min
at 4C; the precipitate containing myofibrillar proteins was re-suspended in phosphate
buffer (50 mM, pH 7.0, 0.6 M NacCl) to obtain a 25 mg/mL final protein concentration. The
myofibrillar extracts were analyzed thought the storage time by SDS-PAGE according to
the method previously described, using 10% acrylamide separating gels and 4%
acrylamide stacking gels containing 0.1% SDS, using 45 to 200 kDa molecular weight

standard markers.

Protein Gelling Ability and Gel Strength

Myofibrillar protein solution obtained as described above was placed in test tubes
(30 mm diameter, 35 mm high), and heated in a water bath. Temperature was gradually
increased at 1°C/min up to 70C. Then samples were placed on ice for 30 min and stored
at 4C during 12 h. Test tubes with gelled proteins were penetrated 70% of their height with
an 8 mm cylindrical probe at 1 mm/sec. Analysis was carried out on a TA-XT2 texture
analyzer (Texture Technologies) fitted with a 49 N load cell and a Texture Expert v1.20
software (Stable Micro Systems). All determinations were carried out at least in 10

replicates.

Statistical Analysis

Data were subjected to analysis of variance and Duncan multiple range tests, using
a SPSS 8.0 for Windows software (SPSS Inc. 1997).
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RESULTS AND DISCUSSION

Proteolytic Activity

Figure 1 shows the endogenous proteolytic activity of giant squid mantle muscle in
the pH range from 1.0 to 8.0. Five peaks of maximum activity were observed at pH values
2.7,3.1,6.1, 7.3 and 7.6 (p<0.001). Activity at pH 6.1, 7.3 and 7.6 was higher than that at
pH 2.7 and 3.1 (p<0.001), probably because neutral and alkaline proteases were more
active in the muscle substrate than acidic proteases. This data agreed with several studies
from other squid species (Sakai and Matsumoto 1981; Konno and Fukazawa 1993,
Gomez-Guillen et al. 1996, Wasson et al. 1992). As protease structure and activity varies
within species, and maximum activity may occurs at different pH. Rodger et al. (1984)
described the maximum activity of proteases in Loligo frobessi at pH 7.5; Sakai and
Matsumoto (1981) found an acidic protease (pH 3.1) in Ommastrephes sloani pacificus.
The highest protease activity in lllex illecebrosus and Loligo pelaleileseur was reported at
pH 2.6 and 3.6, respectively (Leblanc and Gill 1982), although other proteases were also
observed in these species at pH 7.8 and 8.9 (Eillen and Gill 1982). Two metal proteases
were reported in Todarodes pacificus (myosinase | and myosinae IlI) showing maximum
activity at pH 7, 40 C (Okamoto et al. 1993), whereas a protease obtained from lllex
argentinus liver extract had its highest activity at pH 2.6 to 4.0 (Kolodziejska et al. 1994),
while Zeece and Katoh (1989) reported cathepsin D activity at pH 3.0 to 4.5. The
proteolytic activity observed at pH close to neutrality (6.1, 7.3 and 7.6) could also be due to
the presence of other enzymes such as sulthidryl proteases, as these enzymes were
reported in yellow sole (Limanda aspera, Wasson et al. 1992). Other authors also reported
enzymatic activity at pH 7.0 in Todarodes pacificus mantle muscle (Konno and Fukasawa
1993), in carp (Cyprinus carpio) and pagro (Pagrus major) by Wasson et al. (1992).

Proteolyic activity had maximum at 35C, and decreased rapidly above 40C at pH
2.7, 3.1 and 7.6; conversely, at pH 6.1 and 7.3 this decrease was less marked (Figures 2
and 3). Similar results were reported by Sakai et al. (1981) and Kolodziejska et al. (1995)
in squid mantle extract (Ommastrephes sloani pacificus) and Pacific codfish muscle
(Gadus morhua) respectively. Peak activity at 55C at pH 7.3 could be due to cathepsin
proteases, as reported by An et al. (1995) that detected the maximum activity of cathepsin
L in surimi from Pacific hake at 55C.

Samples at pH 6.1 showed an activity decrease at 40C and subsequent increase at
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45C, similar to the activity of squid liver extract from lllex argentinus (Kolodziejka et al.
1994) and that of Todaropsis eblanae (Ayensa et al. 1999). Enzymatic activity was also
observed even at 65C at pH 6.1, 7.3 and 7.6, in agreement with the results reported by
Ayensa et al. (1999). This could represent a disadvantage in giant squid processing, as
heat-activated proteases at 50 to 65C may reduce quality by promoting excessive
softening, due to a rapid myosin and other protein depletion during gelling processes
(Haard 1994). Considerable activity was observed at alkaline pH suggesting the presence
of both cathepsins and alkaline proteases, as reported by other authors (Leblank et al.
1982; Lin et al. 1980; McLay 1980; Chen et al. 1978; Reddi et al. 1972). The presence of
cathepsins was confirmed by SDS-PAGE showing bands from 11,600 to 264,000 Da (Data
not shown). Based on the peak enzymatic activity pH and molecular weight, these bands

appear to be cathepsins E and D (Leblank et al. 1982).

Effect of Inhibitors on Proteases

Proteolytic activity was inhibited by chemostatin, pepstatine and leupeptine (82, 87
and 68%, respectively) (Table 1); EDTA, pyrohosphate and trypsin inhibitor inhibited 50%
of proteolysis. Leupeptine and iodoacetic acid are reported as thiol proteinase inhibitors
(Benjakul et al. 1996). Kirschke and Barrett, (1987), suggested that several giant squid
enzymes belong to the thiol group, in agreement with Cardenas-L6pez and Haard (2005),
as well as Sakai et al. (1981) who reported the presence of acidic thiol proteases (pH 2.9)
in squid mantle muscle. Nagashima et al. (1992), observed inhibition of squid mantle
proteases by EDTA, PMSF and soybean trypsin inhibitor, concluding that metallo, serin
proteases were present in squid gels (Loligo bleeker). In addition, Morrissey et al. (1993),
and An et al. (1994) demonstrated that myofibrillar protein degradation in fish was due to

thiol cathepsin activity.

Variations in WHC, pH and structure

Both pH and WHC parameters increased during storage of squid mantle muscle
(Figure 4). These changes may be associated to enzymatic cleavage of the peptide bonds
and release of more polar groups active for water binding, increasing repulsive forces

between proteins and thus protein solubility (Flores and Bermell,1984; Zayas, 1997). In
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addition, the pH increase may be the result of proteolysis and trimethylamine degradation
(Huss, 1999). WHC influences the quality of meat and meat products, it is associated to
juiciness, tenderness, taste and texture which are important to manufacture or improve
muscle foods (Kuo et al. 1991; Zayas, 1997a). According to Hamm (1975), Price and
Schweigert (1994) water holding in muscle tissue is closely related to the myofibril
network. Functional properties of proteins in fresh meat are probably affected by
proteolytic changes during storage (Zayas, 1997a; Tsuchiya et al. 1978).

The state of free or bound water is affected by myofibrillar protein arrangement; the
three-dimensional network of filaments in myofibrils provides an open space for water to
be immobilized (Zayas, 1997a). The compact structure observed in SEM at the beginning
of the study (Figure 5) loosens during storage as a result of proteolysis, promoting a
relaxed fiber structure, empty spaces between fibers and connective tissue fibrils forming
amorphous areas. These changes were evident as the muscle turned soft with a reduction
in shear force. Structural changes in fibers and degradation of connective tissue of
refrigerated raw muscle have also been observed in beef (Nishimura et al. 1994) and in
fish muscle (Ando et al. 1999; Bremner and Hallet 1985; Hallet and Bremner 1988). While
disintegration of fish collagen fibrils is responsible for fish softening within one day of

refrigerated storage (Sato et al. 1997).

Muscle Texture

Squid is eaten cooked as well as raw; in both cases texture is a determinant
characteristic for consumer’s acceptance (Ando et al. 1999). Although, squid is used as
raw material for surimi-type products (Borderias et al. 1983). Texture expressed as shear
force necessary for sample breakage, decreased significantly (p<0.001) from 16.5 Nto 7 N
after 8 days of storage at 4C in raw mantle muscle (Figure 6), indicating that squid
becomes softer as a result of proteolysis as reported by other authors (Ramirez et al.
2004). Similar behavior was observed in cooked muscle although values were slightly
higher, conversely to the results reported by Otwell and Hamman (1979) and Kugino and
Kugino (1994) who found that cooked squid mantle muscle was softer than raw muscle.
Strength reduction in cooked as well as raw squid meat was probably due to degradation
of the myosin chains and changes in the muscle fiber network (Rodger et al. 1984;
Nagashima et al. 1992).
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Myofibrillar Protein Degradation

Protein degradation in muscle homogenates was evident on SDS-PAGE (Figure 7);
myosin heavy chains (MHC) (200kDa), paramyosin (110 kDa) and actin (45 kDa) bands
were observed in the fresh mantle muscle at the beginning of storage. MHC bands were
not observed after 6 days of storage. Changes in actin were less evident, although band
intensity was also reduced, whereas paramyosin and other bands remained unaltered
throughout the study. This data is similar to that reported by Konno et al 2003.
Degradation in MHC was also reported by Signorini et al. (2003) in fermented pork;
degradation of this protein may be associated to the very active endogenous enzymes or
to native proteolytic microflora, in both cases changes in myosin could be the major source

of texture alteration in giant squid mantle.

Gel Strength

Technological properties of giant squid were determined by evaluating its gel-
forming ability. This property has been used as an indicator of myofibrillar protein
functionality (Sikorski et al. 1976; Phillips et al. 1990). Protein gels are formed by
myofibrillar protein interlinking (Barbut 1994, Zayas 1997b). Myosin degradation occurred
during refrigerated storage negatively affected gel strength as observed in Figure 8
(p<0.001). A rapid decrease in gel strength was observed during the first 6 days of
storage, thus indicating the rapid denaturation of the myofibrillar fraction, parallel to the
decrease in MHC band density shown in Figure 7. From day 6 to 9 the gel strength values
were constant but MHC was not detected in the SDS-PAGE patterns, although
paramyosin and actin bands were still present. Therefore MHC degradation could be the

main source of texture and gelling deterioration.

Conclusions

Proteolytic activity was observed in raw squid muscle mantle at acidic pH range
from 2.7 to 3.1, and at alkaline pH 6.1 to 7.6. Proteases were strongly inhibited by
leupeptine, pepstatin and PMSF, indicating the possible presence of serin, cystein and
metallo-proteases. Proteolysis induced structural changes of mantle muscle observed with
SEM, where a compact structure turned open with empty spaces between fibers and
connective tissue fibrils changed from an organized to an amorphous pattern, resulting in a

decrease in shear force. MHC was particularly affected during storage as shown on SDS-
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PAGE. Results indicated that, although giant squid mantle muscle has good
characteristics such as consistent texture and good gel formation ability, these
characteristics deteriorate rapidly in refrigerated storage and care must be taken in order

to reduce this type of deterioration.
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Figure captions

Figure 1. Effect of pH on the proteolytic activity of an enzyme extract of squid mantle muscle
(activity was carried out at 35C for 10 min, using 1% haemoglobin and casein as
substrate for acid and alkaline proteases, respectively). Error bars indicate

standard deviation of 3 replicates.

Figure 2. Effect of temperature on alkaline proteases activity of the enzyme extract of squid
mantle muscle (activity was carried out at 35C for 10 min using 1% casein as

substrate). Error bars indicate standard deviation of 3 replicates.

Figure 3. Effect of temperature on acid proteases activity of the enzyme extract of squid
mantle muscle (activity was carried out at 35C for 10 min using 1% hemoglobin).

Error bars indicate standard deviation of 3 replicates.

Figure 4. Variation of pH and water holding capacity (WHC) of squid mantle muscle during

storage at 4C. Error bars indicate standard deviation of 3 replicates.

Figure 5. Scanning electron micrographs of squid muscle stored at 4C for (a) 0, (b) 5 and (c)
9 days (4000x magnification, 8-10 kV).

Figure 6. Shear force of raw and cooked squid mantle stored at 4C for 9 days (using a
Warner-Bratzler cell fitted to a TA-XT2 texture analyzer). Means of 10 replicates

with different letters on the top of each column are significantly different (p<0.001).

Figure 7. SDS-PAGE patterns of myofibrillar protein extracts of squid mantle muscle stored
at 4 C for 9 days (using 10% acrylamide separating gels and 4% stacking gels
containing 0.1% SDS).

Figure 8. Changes on strength of protein gels obtained from squid mantle muscle stored at

4C (70% penetration at 1 mm/sec, on a TA-XT2 texture analyzer fitted with a 49 N

load cell). Error bars indicate standard deviation of 10 replicates.
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722
723  Table 1 — Effect of protease inhibitors on enzymatic activity of giant squid (Dosidicus Gigas)

724  muscle extract.

725
Inhibitor Concentration % residual activity
Control -- 100.00"
PMSF " 80.90 = 0.72°
EDTA z 50.78 + 0.88"
lodoacetic acid 58 70.84 + 0.74°
Pyrophosphate 10° 5143 + 1167
Pepstatin 10° 12.39 + 0.36"
Leupeptin 10° 31.69 + 0.68°
Trypsin inhibitor 0.25° 57 54 1 0,505
Chemostatin 20° 92.73 + 0.88

726 mM

727  °ug/mL

728  “"'means with different uppercase letters are significantly different (p<0.001).
729 Data values are mean + standard deviation of 3 replicates.
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