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Resumen

Se realiz6 un estudio comparativo sobre del efecto de la actividad proteolitica endogena y
exdgena sobre las proteinas miofibrilares de cerdo y cazén en la formacion de una emulsion
proteica modelo. Por estudios preliminares se seleccionaron las condiciones de
almacenamiento: dos temperaturas de almacenamiento, 4 y 15°C, por un periodo de 15 dias.
Se estudiaron dos tratamientos, uno con enzimas endogenas EE (catepsinas y calpainas) y
otro por la accidon de una enzima bacteriana EB producida por Pseudomonas fluorescens, la

cual fue aislada e identificada en carne de res y caracterizada en nuestro laboratorio.

Para identificar los posibles cambios generados por los dos tratamientos enzimdticos sobre
el sustrato cédrnico y su efecto en la formacion de una emulsion modelo, se emplearon
cuatro sistemas experimentales: a) Musculo estriado de cerdo y cazon (variables de
respuesta: actividad proteolitica enddgena y exogena, pH, poblaciones microbianas y
concentracion de aminas biogénicas); b) Extracto de proteinas miofibilares de cerdo y
cazén (variables de respuesta: propiedades de emulsificacion, viscosidad aparente y analisis
moleculares); ¢) Emulsiones modelo formadas con extractos proteicos de cerdo y cazén
(variables de respuesta: viscosidad aparente y distribucion de las proteinas en las fases) y d)
Geles formados a partir de las emulsiones modelo (variables de respuesta: fuerza de
penetracion y ultraestructura de los geles). Todas las mediciones se realizaron a los 5, 10 y
15 dias de estudio; estos dias de muestreo se eligieron debido a que en estudios
histoquimicos reportados en la literatura, las enzimas enddégenas mostraron movilidad a lo

largo de la fibra cerca del quinto dia.

Los analisis realizados sobre el musculo estriado mostraron diferencias en la actividad
proteolitica, mayor a 15°C con musculo tratado con EB en muestras de cazén, y menor en
cerdo. El pH en todo el estudio fue mas alto para muestras de cazén. Las poblaciones
microbianas analizadas (enterobacterias y psicrotrofos) mostraron valores similares, lo que
permitié concluir que el extracto enzimatico de EB estaba libre de células. Ademas, el
empacado al vacio fue un método adecuado de conservacion. Las concentraciones de

aminas biogénicas estudiadas en ambas especies (cadaverina, putrescina y triptamina)
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aumentaron con el tiempo de almacenamiento, siendo més notable a 15°C. Asimismo, la

trimetilamina determinada en el cazén, aument6 con el tiempo y la temperatura.

Las propiedades emulsificantes del extracto proteico (capacidad de emulsion, indice de
estabilidad de emulsion y estabilidad de emulsion) disminuyeron con el tiempo, siendo mas
notable en el cazon que en el cerdo. La viscosidad aparente del extracto proteico aument6
en ambas especies con el tiempo de almacenamiento. Los andlisis moleculares mostraron la
aparicion de nuevos péptidos de peso molecular mas pequefio al incrementar el tiempo de

estudio, suponiéndose que se debieron a degradacion proteica.

La distribucion de las proteinas en la fase acuosa y en la interfase del sistema emulsion,
tuvieron comportamiento diferente en ambas especies, con cambios mas notables en las
proteinas extraidas de cazon que en las de cerdo, particularmente en miosina y proteinas de

pesos moleculares menores a 45 kDa.

Los geles formados a partir de las emulsiones modelo de cerdo, fueron mas duros (mayor
trabajo de penetracion) que los de cazdn, tanto para muestras tratadas con EE como con
EB. Por ultimo, el andlisis por microscopia de los geles mostraron diferencias en el tamaio
del debido a la temperatura de la carne; a 4°C el tamafio de globulo, en ambos tratamientos

enzimaticos y en ambas especies animales, fue mas pequefio que a 15°C.

El presente estudio permitié concluir que la alteraciéon de sustratos musculares por
microorganismos psicrotrofos, tales como pseudomonas, puede ser indicio de la pérdida de
la calidad de la carne destinada para la elaboracion de productos cérnicos, debido a la

degradacion de las proteinas miofibrilares, y en consecuencia alterando al producto final.

Por otro lado, los resultados obtenidos indicaron que el cazon podria ser es una alternativa
en la elaboracion de productos carnicos de tipo no convencional, al ser incluido como un
ingrediente o en combinacién con carne de especies animales terrestres, mejorando la

actividad superficial de las proteinas.
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Summary

Comparative studies on the effect of endogenous and exogenous proteolytic activity upon
myofibrillar proteins of pork and sharp nose shark and the formation of protein emulsion
was carried out. Storage conditions were defined in preliminary tests: 4 and 15°C for 15
days total study time. Two treatments were applied: endogenous enzymes, EE (calpains and
cathepsines; and a bacterial enzyme, EB, produced by Pseudomonas fluorescens,

previously isolated from beef and characterized in our laboratory.

In order to study possible changes on the meat, promoted by these treatments, as well as its
effect on the formation of a model meat emulsion, four experimental systems were
considered: a) Pork and shark striated muscles (response variables: endogenous proteolytic
activity, pH, microbial populations and biogenic amine concentration; b) Protein extract,
obtained from the striated muscle of pork and shark (response variables: emulsifying
properties, apparent viscosity and molecular analysis); ¢) Emulsions formed by pork and
shark myofibrillar proteins (response variables: apparent viscosity and phase protein
distribution); d) Gels formed from pork and shark emulsions (response variables:
penetration work and ultrastructure). Analysis were carried out at 5, 10 and 15 days, due
that reported histochemical studies demonstrated that endogenous enzymes start migrating

within the muscle fiber around day 5 after slaughtering.

Enzyme activity analysis of the striated muscles showed differences between animal
species; the highest proteolysis occurred in shark muscle stored at 15°C in muscle and
treated with EB. At the same time, pH was also higher in shark than in pork throughout the
study. Microbial loads (enterobacteria and psychrotrophs) were similar for both species.
Low microbial populations also demonstrated that vacuum packaging was a suitable
preservation method. Biogenic amines found in both species were cadaverine, putrescine
and tryptamine; all of these compounds increased throughout storage, higher values were
observed in simples stored at 15°C. Trimethyl amine, analyzed in shark samples, was also

higher at 15°C, increasing with the study time.

Xiv




Emulsifying properties analyzed in the protein extract were: emulsifying capacity, emulsion
stability index and emulsion stability. All of them decreased with time, more noticeable in
shark than in pork samples. Protein extract apparent viscosity increased with time in both
animal species, whereas molecular analysis showed that low molecular weight peptides

appeared with study time, probably due to protein degradation.

Protein distribution between the aqueous phase and the emulsion interface was different in
pork and in shark simples. This effect was mainly due to changes in myosin and >45 kDa

molecular weight proteins, more noticeable in pork than in shark.

The gels formed from model pork protein emulsions were softer (less penetration force)
than for shark emulsions. Finally, light and scanning electron microscopy of the gels
showed that storage temperature affects stabilization of the fat globule by proteins; fat
globules of emulsions made from meat samples stored at 4°C were smaller than from
samples stored at 15°C. Similar effect was observed for the two animal species and the two

treatments (EB and EE).

From this study, it can be concluded that meat substrates are altered if contaminated by
psychrotrophs, such as protease-producing pseudomonads. These alterations resulted in a
decrease in meat functionality, used for product fabrication, due that myofibrillar proteins
are depleted, resulting in alteration of the final product. At the same time, functionality of
shark proteins indicate that meat of this species could be an alternative for product
fabrication or additive of for non-conventional products, as surface protein activity of land

animals could be improved by shark proteins.
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1. Introduccion

Una cantidad considerable de los productos carnicos comercializados constituyen sistemas
de emulsion-gel (Correia y Mittal, 1992; Gordon y Barbut, 1997; Mittal, 2005). La produccion de
estos implica la desintegracion de la estructura muscular por métodos mecanicos, lo que ocasiona
la liberacién de proteinas. Por otra parte, las proteinas son extraidas en presencia de sales
formando un sol que posteriormente se convierte en emulsion (Mittal y col., 1987; Correia y
Mittal, 1992). Al aplicar calor (70 a 90°C) a esta emulsion se forma un gel, transformandose de
un sistema fluido (emulsién) a un sistema no fluido (gel) (Foegeding y col., 1996). El tratamiento
térmico, ademds de promover la formacion del gel, destruye una parte importante de la poblacion
microbiana nativa, ademas de inactivar a enzimas enddgenas y exdgenas presentes, aumentado la
vida util del producto. El mecanismo de formacion del gel se inicia con la desintegracion de la
fibra muscular por accién mecénica, liberandose a las proteinas, principalmente las miofibrilares;
al suministrar calor los fragmentos de proteinas interaccionan formando una matriz estabilizada
por la formacion de puentes intermoleculares debidos a la accion de iones di o multivalentes, a la
formacion de puentes disulfuro, y a interacciones electrostaticas (fuerzas de van der Waals,
puentes de H, etcétera), entre otras reacciones. Las caracteristicas fisicas del gel carnico depende
de factores tales como materia prima (proporcion de tejido graso/tejido magro, uso de visceras),

especie animal empleada, manejo antemortem y postmortem y tratamiento aplicado.

Las enzimas proteoliticas que afectan a la calidad de los productos carnicos son de dos tipos:
endogeno y exdgeno. Las proteasas endogenas, son nativas de la carne, presentes en el musculo
vivo e inactivas en el musculo sano, sin embargo una desorganizacion funcional de estas
enzimas, se ha observado su participacion en algunas patologias, como distrofia muscular,
desordenes neurologicos (Alzhaimer), diabetes del tipo II y cancer de tipo géstrico (Cheret, 2005;
Goll., 1991). Por su origen celular, son de dos tipos: catepsinas y calpainas. Las catepsinas son
de origen lisosomal, se encuentran en todas los lisosomas de las células con excepcion de las
globulos rojos. Las catepsinas B, D, H y L son las mejor caracterizadas en el estudio de la carne,
tanto de origen terrestre como marino. Actllan a pH 4cidos aunque también se ha observado que

son activas a pH basicos (Somoza y col., 2000). Su especificidad radica en el aminoacido del sitio
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catalitico que interviene en la hidrolisis de la proteina. Por otro lado, las calpainas son enzimas
que se encuentran en el sarcoplasma de la célula muscular y son dependientes de calcio. Son la
m-calpaina y la p-calpaina, el pH de actividad es de neutro a basico y a una temperatura de 37°C.
y son catalogadas en la familia de las cistein proteasas (Polidori y col., 2001).

La asociacion de estos dos sistemas de enzimas da como resultado la degradacion de las
proteinas miofibrilares durante el almacenamiento, promoviendo la maduracion de la carne de
animales terrestres, que a condiciones razonables de almacenamiento, implica cambios profundos
en caracteristicas fisicoquimicas como textura, olor, sabor, etcétera (Koohmaraie, 1992; Taylor y
Goll., 1995; Jaarsveld y col., 1997; Sancho y col., 1997; Pérez-Chabela y col., 1998). Mientras
estos cambios son aceptados para la obtencion de una buena calidad en carne de animales
terrestres, en los animales marinos esto implica descomposicion (Delbarre-Ladrat y col., 2004).
Por otro lado, el estudio sobre estos sistemas cataliticos en carne de animales marinos, ha
recibido limitada atencidon, comparada con los extensos estudios en animales terrestres (Toyohara

y Makinodan, 1989; Jiang y col., 1991; Geesink y col., 2000; Delbarre-Ladrat y col., 2004).

Las enzimas exoOgenas se producen por microorganismos que ingresan a la carne en las
operaciones de captura, matanza y manejo, y se seleccionan con base en las caracteristicas
intrinsecas de la carne, aunque algunos factores extrinsecos como la temperatura y la humedad de
las cdmaras de refrigeracion también afectan a esta seleccion. Durante el proceso de maduracion
y posterior descomposicion de la carne, las principales microbianas que degradan a la carne son

proteasas, peptidasas y lipasas (Carballo y Lopez de Torre., 1991; Delbarre-Labrat y col. 2006).

Durante el almacenamiento en refrigeracion, proceso muy utilizado para conservar los productos
carnicos emulsionados, se favorece un ambiente selectivo en el que preferentemente crecen
microorganismos psicrotrofos (Brackett, 1992), muchos de estos productores de enzimas
proteoliticas (Patel y col., 1986; Rajmohan y col., 2002). Algunas de las bacterias psicrotrofas,
cuya actividad es determinante sobre las proteinas miofibrilares de la carne a temperaturas de
refrigeracion son: Pseudomonas fragi (Tarrant y col., 1971; Alanis-Garcia y col., 1999), P.
fluorescens (Alanis-Garcia y col., 1999), Leuconostoc. Mesenteroides 'y Pediococcus cerevisiae
(Borton, 1970), las cuales degradan a las proteinas y pueden alterar la materia prima durante

alguna de las etapas de proceso de produccion de productos carnicos emulsionados.
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Debido a lo anterior, surgid el interés de estudiar el efecto que producen enzimas de tipo
endogeno y exégeno. Estas tltimas ejemplificadas por una enzima producida por un
microorganismo psicrotrofo en la formacion de una emulsion modelo cuya proporcion de
proteina es igual a la de una salchicha tipo Frankfurt, utilizando las proteinas miofibrilares de
carne de cerdo -como especie convencional en la elaboracion de productos cérnicos
emulsionados- y de cazdén -como una alternativa en la elaboracion de este tipo de productos-,
ambas materias primas almacenadas bajo condiciones de refrigeracion y a temperaturas de abuso

acelerado.




2. Revision Bibliogrdfica

2.1 Generalidades de la carne

2.1.1 La carne

La carne ha sido catalogada en todo el mundo como uno de los principales alimentos del
consumo humano (Foegeding y col., 1996; Lawrie, 1998), debido a su valor nutricional ya que
contiene los 9 aminodcidos esenciales en las proporciones que ha definido la FAO como
necesarias en el consumo diario (FAO, 1981), ademas que es un alimento muy valorado por un

amplio sector de la poblaciéon mundial, debido a sus propiedades organolépticas (Lawrie, 1998).

2.1.2 Fuentes de obtencion de Carne

La carne, es definida como el musculo estriado después de pasar por una serie de cambios
bioquimicos, se obtiene de mas de 300 especies animales de origen terrestre o marino. Los
cambios bioquimicos comienzan después de un paro respiratorio y cardiaco generalizado
ocurrido en el sacrificio y terminan en el establecimiento y resolucion del rigor mortis. Estos
cambios ocurren en un lapso de horas o dias, dependiendo de la velocidad metabdlica de la

especie (Rocalés y col., 1995).

Los principales procesos bioquimicos que ocurren en ésta conversion se dividen en dos fases:
rigor mortis y post rigor. Durante la primera fase los muasculos pierden sus propiedades elasticas
aumentando su dureza y por lo tanto se tornan inextensibles como resultado del ciclo de la
glucolisis (Embden-Meyerhoff) en condiciones de anaerobiosis, ocasionada por la falta de aporte
de oxigeno al cesar la circulacion de la sangre y de nutrientes, y se produce un decremento del pH
debido a la formacion de acido lactico. Aunado a esto, disminuye la concentracion del ATP por

lo que el aporte de energia se limita. Una vez que termina este proceso aparece la segunda fase, la
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la rigidez cadavérica o post rigor, en la cual se produce una disminucion de la dureza (Roncalés

y col., 1995), aumento pH y de otras propiedades como el sabor y el olor.

Especies terrestres

Las especies terrestres destinadas para el consumo humano son aquellas que viven en medios de
tierra firme, ya sea en cautiverio o en medios salvajes. El consumo de carnes en México es
principalmente de bovinos, porcinos y pollos, y en menor porcentaje de caprinos, ovinos y pavos.

La figura 1 muestra el consumo aparente de la carne en México.

Caprinos

Porcines 1%

27% Pollos
38%

Ovines
2%

Pavos

Bovinos 3%

29%

Figura 1. Consumo de carne aparente en México en toneladas (SIAP, 2006a)

El cerdo

El cerdo (Sus domesticus) es una de las especies de carne mdas producidas y consumidas en
Meéxico; las principales razas que se explotan en nuestro pais son Landrace, York, Duroc, y
Hampshire. El cerdo ocupa el tercer lugar en consumo aparente en México, después de la carne
de pollo y de bovino, y constituye una fuente importante de proteina de alta calidad en la dieta de
varios paises, incluyendo México. De la poblacion total de cerdos en el &mbito mundial se estima
que entre 25% a 35% es de produccion local, la cual procede de razas que, en muchos casos, no
estan bien definidas ni caracterizadas, pero constituyen una base importante para los programas

de cruzamiento (Méndez-Medina y col., 2002).
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Figura 2. Produccion de carne de cerdo en México (SIAP, 2006a)

La composiciéon quimica de la carne de cerdo varia con respecto a factores tales como raza, sexo
y edad; los valores medios de los principales componentes quimicos son: 70-75% de agua, 20-
25% de proteina, 4-8% de lipidos y 1% de carbohidratos. La relacion agua/proteina se mantiene
constante y es un parametro que indica la calidad de la carne, por otra parte el contenido de los
lipidos varia dependiendo de la procedencia del musculo (Lawrie, 1998). La carne de cerdo es
caracterizada por ser una carne roja con mayor proporcion de grasa en comparacion con otras
especies terrestres, de ahi su importancia en la industria de alimentos para la elaboracion de
productos céarnicos emulsificados y productos madurados como jamones, tocinos, chuletas y
chorizos. Ademas, se aprovechan otros tejidos (musculos lisos y cardiaco, piel y sangre) para la

elaboracion de productos alternos (Pérez-Casas y col., 1999).

Especies marinas

Los productos alimenticios de origen marino son derivados de diversos tejidos como el cuerpo
del animal, el musculo estriado, las huevas, el estdbmago, la piel, el higado y las aletas (Sikorski y
col., 1995; Schmidtsdorff, 1995; Rustad, 2003). Las especies acuaticas destinadas para el
consumo humano viven en medios tales como océanos, rios, lagunas, lagos, o son producidas en
cautiverio. La mayor parte de las especies marinas habitan en las zonas costeras y continentales

(hasta 200 m de profundidad); se conocen cerca de 8,000 especies en aguas céalidas y unas 1,130
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especies en aguas frias (De Groot, 1999). En la tabla 1 se muestra la produccion pesquera en

Meéxico de las especies de mayor produccion.

Tabla 1. Producciéon Pesquera en México (Toneladas en peso vivo)
(SIAP, 2006b)

ANO ESPECIE
Atin Camarébn  Mojarra  Ostion  Sardina  Carpa  Bagre Trucha Cazén

2000 120.655  61.597 5.569 49.710 137.581 24.240 2.851 2.622 27.443
2001 142.649  57.509 5.555 50.585 138.789 21.037 2294 3.309 25.695
2002 162319  54.633 4.079 48.878 184.239 22.480 2.313 3.445 24.383
2003  166..875 61.544 5.685 48291 189.115 22.189 2.516 3.734 26.611
2004 106.694  53.656 5.257 49.026 188.147 22.487 1.844 3.278 25.131
2005 129906  56.411 6.178 48339 189.075 22.344 2.625 3.998 26.123

La composicion quimica del musculo estriado de los animales marinos se diferencian de la de los
animales terrestres en cuanto a la concentracion de proteina y el bajo contenido en grasa, a la vez
la composicion quimica del musculo de los animales acudticos vertebrados varia
considerablemente entre las diferentes especies y también entre individuos de una misma especie,
dependiendo de la edad, sexo, medio ambiente y estacion del afio. En promedio, esta
composicion es: 78-83% de agua, 16-21% de proteina, 0.1-2.5% de lipidos (aunque varia
ampliamente si se trata de especies magras o grasas) y 0.25% de carbohidratos (Love y Elerian,

1964; Stansby, 1962).

El cazon

El cazdn ocupa el quinto lugar en produccion pesquera para consumo directo a nivel nacional
(tabla 1), se captura tanto en el Océano Pacifico como en el Golfo de México; sin embargo, en

esta Ultima regidn se observan signos de sobreexplotacion de acuerdo al Anuario Estadistico de

Pesca 1994-2002 (SIAP, 2006b).
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Tradicionalmente la captura de tiburén en México se clasifica en dos categorias: de cazon y de
tiburon. La primera se refiere a los organismos de talla menor a 1.5 m de largo, mientras que el la

segunda los ejemplares exceden dicho tamafio.

El cazon pertenece a la familia de los elasmobranquios, en los que se incluyen a los tiburones y
las rayas. Se tienen registrados varias especies de cazon; aquellos que se capturan en el Golfo de
California y en el Océano Pacifico son: cazdn californiano (Galeorhinus galeus), cazon mamon
(Mustelus henlei, M. lunulatus, entre otros), y cazon bironche (Rhizoprionodon longurio). Los
cazones capturados en el Golfo de México son: cazdn cabeza de pala (Sphyma tiburo), cazédn
canguay (Carcharhinus acronotus) y cazén de ley (Rhizoprionodon terraenovae), siendo este
ultimo el mas abundante (Rodriguez de la Cruz y col., 1996). Entre las principales caracteristicas
del cazon es que existe dimorfismo sexual en talla y peso (las hembras son més grandes en talla y
peso que los machos), presenta pesos maximos entre los 5 y 200 kg, las tasas de crecimiento que
se presentan son muy lentas, tiene una madurez sexual tardia (entre los 3 y 4 afios), y su
longevidad es prolongada, alrededor de los 10 afos (Castro, 1987; Castro, 1993). El cazon de ley
(Rhizoprionodon terraenovae) ha sido estudiado por centros de investigacion ubicados en el
Golfo de México, en aspectos de comportamiento y circuito migratorio norte-sur por medio de
sensores, donde se han observado sus estadios de reproduccién y muerte estacionales, con el fin
de controlar a la poblacién y la captura, con el fin de satisfacer la demanda del consumo de carne

(Carlson y Baremore, 2004; Gurshin y Szedlmayer, 2004; Hoffmayer y col., 2006).

La carne del cazdn es catalogada como “carne azul”, debido a la apariencia que presenta debida
al contenido de grasa, mayor que otros peces; sin embargo, debido al contenido de mioglobina la

carne del cazon es catalogada como roja, en comparacion con otros peces (Eroski, 2006).

2.1.3 El musculo estriado

Las canales de los animales estan formados por 3 tipos de tejidos: muscular, adiposo y 6seo. El
tejido muscular a su vez es de tres tipos: estriado, liso y cardiaco (Forrest y col., 1975; Cheftel y
col., 1989); el musculo estriado, que ocupa a este trabajo de tesis, es capaz de producir energia

quimica para convertirla en movimiento mecénico y de trabajo; estos musculos se fijan al
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esqueleto o a otros musculos. La carne comestible, también llamada pulpa en animales acuaticos

vertebrados, corresponde a los musculos estriados.

La canal de animales terrestres esta dividida en grupos de musculos estriados de acuerdo a su
funcioén, localizaciéon y tamafio, mientras que los musculos estriados de los animales acuaticos
vertebrados solo se dividen en ventrales y dorsales, estos ultimos son los mas importantes por
representan la fraccion comestible. A diferencia de los animales terrestres, los musculos de los
animales marinos vertebrados carece del sistema tendinoso (tejido conectivo) que conecta los
paquetes musculares al esqueleto del animal. En cambio, los peces tienen células musculares que
corren en paralelo, separadas perpendicularmente por tabiques de tejido conectivo llamados
miocomatas, ancladas al esqueleto y a la piel. Los segmentos musculares situados entre estos
tabiques de tejido conectivo se denominan miotomas y estan divididos por membranas finas de
tejido conectivo llamadas mioseptos; cada segmento estd compuesto de fibras musculares

conocidos como miotomas que se despliegan a lo largo del musculo (Barroso y col., 1998).

Los musculos estriados, tanto de los animales terrestres, estdin formados por fibras musculares,
las cuales estdn rodeadas por una membrana llamada sarcolema formada de tejido conectivo
(Cheftel y col., 1989). La fibra muscular es multinucleada, estrecha y larga, y se extiende a lo
largo del musculo alcanzando una longitud hasta de 34 cm (Walls, 1960). Esta a su vez esta
compuesta de miofibrillas, cilindros largos y finos de aproximadamente 1 a 2 mm de diametro,
con el eje paralelo al de la fibra muscular, extendiéndose por todo lo largo de ésta (Forrest y col.,

1975; Fox y Condon, 1982).

Los cortes transversales de las miofibrillas de ambas especies presentan elementos estructurales
llamados filamentos (gruesos y delgados) dando la apariencia de bandas obscuras y claras al
observarse al microscopio de luz polarizada; a la banda clara se le conoce como banda I
(isotropica), a la banda gruesa, amplia y obscura, que presenta doble refringencia se conoce como
banda A (anisotropica). La banda I esta dividida por una linea oscura llamada linea Z, una
estructura densa y tridimensional (Vigoreaux, 1994). La seccién de la miofibrilla comprendida
entre dos lineas Z se le llama sarcomero; estd compuesto por una banda A y dos medias bandas I

que se localizan en cada lado de la banda A; por tanto el sarcomero es la unidad repetitiva de la
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miofibrilla, asi como la unidad basica de la contraccion y relajacion del musculo (Price y
Schweigert, 1981; Fox y Condon., 1982). Cada musculo esta rodeado de una capa gruesa de
tejido conectivo que penetra al musculo y recibe el nombre de epimisio, de ¢l parten elementos de
tejido conectivo que dividen al musculo en grupos de fibras llamandose a estas membranas
perimisiales que penetran en los haces de fibras y a la vez rodean cada una de las fibras
individuales, estas ultimas membranas reciben el nombre de endomisio (Carballo y Lopez de

Torre, 1991).

2.1.4 Proteinas de la carne

Las proteinas del musculo esquelético se clasifican de acuerdo a su forma (globulares o fibrosas),
localizacion  celular  (extracelulares, intracelulares) o solubilidad-funcion-localizacion
(sarcoplasmicas, miofibrilares, conectivas) (Forrest y col., 1975), siendo esta tltima clasificacion
la mas usada. En este sentido, se clasifican como del tejido conectivo o estromas, solubles en
medio neutro (elastina, colagena y reticulina); del sarcoplasma, solubles en solucién salina
diluida (se incluyen enzimas hidrosolubles y pigmentos); y miofibrilares, son solubles en

soluciones salinas concentradas (Lawrie, 1998).

Proteinas del tejido conectivo

Uno de los principales objetivos del tejido conectivo en el musculo es el de soporte de las fibras
musculares y transmision del esfuerzo y de contraccion para la produccion del movimiento, por
lo anterior es una estructura mecdnicamente muy resistente. El tejido conectivo existe en forma
de laminas o bandas compuestas de hilos de fibras formadas por tres tipos de proteinas: colagena,
elastina y reticulina (Valin, 1995). La colagena es la proteina mas abundante del tejido conectivo,
contiene 30% de glicina y 25% de prolina e hidroxiprolina. La abundancia de estos aminoéacidos
es la causa de la rigidez de la colagena. La unidad basica de la colagena es la tropocolagena,
estructura larga y delgada, formada por tres cadenas de polipéptidos fuertemente enlazados que
dan firmeza y forma; estos enlaces se rompen durante el cocimiento de la carne (Carballo y
Lopez de Torre, 1991). El contenido de coldgena en el musculo de vertebrados marinos es menor

al de los vertebrados terrestres variando de 1 a 12% del total de proteinas y del 0.2 a 2.2% del
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peso hiimedo del musculo (Sikorski y col., 1990). Otra diferencia entre el coldgena del musculo
de animales acuaticos y terrestres esta en el contenido de hidroxiprolina: tan solo 4.7 a 10.0% en
animales acuaticos y hasta 25% en animales terrestres (Sikorski y col., 1990). La elastina, es una
proteina presente en proporciones menores en la piel, en el tejido adiposo y en el tejido
conectivo, provee resistencia y elasticidad. La reticulina se encuentra en concentraciones bajas,
excepto en el ligamentum nucae de los bovinos y en el tendon de Aquiles de esta especie; es mas
resistente que la coldgena y bioquimicamente parecida a esta, probablemente une a la coldgena en

el endomisio constituyendo ligamentos flexibles (Swatland, 1996).
Proteinas sarcopldasmicas

Se llaman asi por su localizacion en el sarcoplasma de la célula muscular; en esta clasificacion
estan incluidos las proteinas solubles en agua, tales como algunas enzimas y algunos pigmentos.
Las enzimas presentes en el sarcoplasma tienen pocas propiedades funcionales, pero son
importantes por su actividad bioquimica de transporte y almacenamiento de oxigeno. Desde el
punto de vista de produccion de carne de animales terrestres, la proteina sarcopldsmica mas
importante es la mioglobina responsable del color. Las proteinas sarcoplasmicas de vertebrados
acuaticos son semejantes a los de animales terrestres -mioglobina, enzimas y otras albiminas- sin
embargo en los animales acuaticos existen concentraciones considerables de proteinas que ligan
Ca®" denominadas parvalbiiminas, cuyo peso molecular es de 12 kDa (Gazzaz y Rasco, 1993).
Dentro de las proteinas sarcopldsmicas se encuentran también a las enzimas del citoplasma y
lisosomales, como oxidoreductasas, transferasas, hidrolasas, liasas e isomerasas; estas enzimas
actan en el desarrollo y crecimiento del animal tanto terrestre como marino (Carballo y Lopez

de Torre, 1991; Delbarre-Labrat y col. 2006).

Proteinas miofibrilares
Se encuentran localizadas en la miofibrilla, se dividen en contractiles reguladoras y de los
filamentos intermediarios. Las proteinas contrictiles estdn directamente relacionadas con la

contraccion y relajacion muscular, son las responsables de la conversion de energia quimica a

mecanica; también son responsables de la textura de la carne. La miosina y la actina son las
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proteinas miofibrilares mas abundantes, constituyen en conjunto el 75 a 80% de las proteinas de
la miofibrilla (Forrest y col., 1975). La proporcion de proteinas miofibrilares respecto del total de
proteinas musculares es mas elevada en los animales acudticos que en los terrestres, sin embargo
las cantidades relativas de componentes individuales son similares (Sikorsky., 1990; Skaara y

Regenstein, 1990)

La miosina es la proteina mas abundante, comprende aproximadamente el 50% del contenido
total de la proteina muscular (Harrington y Rodgers, 1984; Ko y col., 2004), més de una tercera
parte de la proteina del musculo, su peso molecular es de aproximadamente 500 kDa conformada
por 4 cadenas; dos cadenas pesadas idénticas de aproximadamente 200 kDa cada una y hasta
cuatro cadenas ligeras de 16 a 30 kDa; estos pesos dependen de la especie del animal y del
musculo (Lawrie, 1998). Es una estructura larga de aproximadamente 2x160 nm, con estructura
de o-hélice con dos cabezas globulares de aproximadamente 5x20 nm. La mitad de las cabezas
globulares empiezan con un grupo carboxilico que a su vez estd unido a la cola de una a-hélice.
Se han realizado numerosos estudios sobre la estructura de la miosina en diferentes animales, se
han encontrado isoformas de la miosina dentro de la misma especie, y atin entre diferente tipo de
musculos de la misma especie, pero las propiedades generales como el peso molecular y la
secuencia de aminodcidos son similares (Harrington y Rodgers, 1984; Skaara y Regenstein,
1990). En los animales acudticos se han encontrado diversos tipos de miosinas con diferentes
distribuciones de cadenas ligeras; en el musculo blanco de la caballa se encontraron 3
subunidades de cadena ligera similar a la encontrada en los musculos répidos del conejo (Focant
y col., 1981). Ademds de las isoformas encontradas en funcion a la especie y localizacion
muscular, existen isoformas debido al habitat, ya que la miosina de algunas especies de peces de
agua frias es menos estable que la de peces tropicales (Johnston y col., 1973; Johnston y col.,
1975; Misima y col., 1990). La cinética de desnaturalizaciéon de la miosina también presenta
variaciones entre animales terrestres y acudticos; la de animales acudticos se desnaturaliza y
agrega mas rapido que la de los animales terrestres tanto a temperatura ambiente como de
refrigeracion y congelacion (Connell, 1960), lo anterior estd influenciado por la formacion de

enlaces disulfuro al ocurrir la desnaturalizacion de la proteina (Jiang y col., 1988).
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La miosina tiende a fragmentarse en la proximidad de la cabeza globular por la accion de
enzimas proteoliticas, como la tripsina, dando como consecuencia 2 fracciones proteicas: la
meromiosina pesada de aproximadamente 350 kDa que consta de un residuo de cola y las dos
cabezas globulares, y la otra fraccion (la meromiosina ligera de 150 kDa) que es un trozo de cola
(Hultin, 1993). Sin embargo, cuando la miosina es tratada con papaina, esta actia sobre la union
de cabeza-cola de la molécula, origindndose dos fracciones, S1 que esta formada por 2 cabezas
globulares, y la cola formada por el residuo helicoidal (Visessanguan y col., 2000). La
paramiosina es una proteina presente solo en animales acudticos invertebrados, como mejillones,
ostras y calamares; forma aproximadamente el 14% de las proteinas miofibrilares de estas
especies. En animales acudticos vertebrados cartilaginosos, la paramiosina se encuentra en

concentraciones de menos de 1% (Sano y col., 1986).

La actina comprende 20% del total de las proteinas contenidas en la miofibrilla, es la segunda
proteina en orden de importancia después de la miosina. La actina es una proteina globular con
peso molecular aproximadamente de 42 kDa, constituye el principal componente de los
filamentos delgados. Connell y Howgate (1959, citado por Tsuchiya y col., 1977) realizaron los
primeros estudios comparativos sobre la actina entre animales terrestres y acudticos; estos
autores demostraron que la actina del bacalao es similar a la del conejo, excepto por la presencia
de una cantidad mas elevada de residuos de prolina y menor de acido aspartico, glutdmico y
lisina. Ambas actinas tienen un peso molecular muy similar a la actina de terrestres y acuaticos.
La importancia bioquimica de la actina en el musculo vivo es en la conversion de energia
quimica a mecdnica, y en la transportacion de una molécula de ATP, degradada por la miosina a

ADP + Pi, proporcionando la energia necesaria para la contraccion muscular (Carballo y Lopez

de Torre, 1991).

Las proteinas reguladoras promueven el inicio y terminacion de la contraccion (Carballo y
Lopez de la Torre, 1991); estan clasificadas en reguladoras mayores y reguladoras menores. Las
reguladoras mayores son la troponina y la tropomiosina. La troponina es una proteina globular
que constituye del 8 al 10 % de la proteina total de la miofibrilla, tiene un peso molecular de
alrededor de 78 kDa y comprende tres fracciones: troponina C, troponina I, y la troponina T, con

un peso molecular aproximado de 18, 23 y 37 kDa respectivamente (Zhao y col., 1995). La

13




Revision Bibliogrdfica

troponina T se une a la tropomiosina, mientras que la troponina C une a la troponina T con la I,
caracterizandose por su capacidad de secuestrar iones de calcio (Putter y Gergely, 1975). La
tropomiosina es una proteina de aproximadamente 68 kDa, constituye cerca del 5% del contenido
total de proteina miofibrilar; estd compuesta por dos cadenas polipeptidicas de aproximadamente
33 kDa cada una que se enrollan a lo largo de la miosina. La proporcion de las dos subunidades
varia con el tipo de fibra del musculo y especie. Entre los animales acuaticos y terrestres se ha
observado variaciones en cuanto al peso molecular de esta proteina, del orden de 2 a 5 kDa.
(Sano y col., 1989); su composicion de aminoacidos es similar a la miosina, con ausencia de
prolina y triptofano y bajo contenido de histidina. Las reguladoras menores son la a-actinina y las
proteinas M, C, H, F, y la I; la funcién de algunas de estas proteinas es desconocida, pero se cree
que forman una conexion entre los filamentos miofibrilares. La a-actinina se encuentra en la

linea Z y su funcion es regular el ancho de los filamentos (Vigoreaux, 1994).

En la estructura del sarcomero se distinguen a los filamentos gruesos y a los filamentos delgados,
se ha propuesto la existencia de filamentos longitudinales (T y S) que unen a ambos filamentos
de un extremo a otro del sarcomero y estan constituidos por las proteinas titina, desmina y
nebulina (Robson y Huiatt, 1993) denomindndose a estas proteinas de los filamentos
intermediarios o proteinas intermediarias. La titina, anteriormente llamada conectina, es una
proteina miofibrilar de aproximadamente 2800 kDa (Wang y col., 1979). Una molécula de titina
atraviesa la mitad del ancho de un sarcomero, es decir desde la linea M hasta la linea Z, formando
asi un tercer filamento en la miofibrilla (Nave y col., 1989); ocupa el tercer lugar en abundancia
de las proteinas miofibrilares y tiene un papel en la integridad de las miofibrillas (Maruyhama, y
col., 1977). La desmina es una proteina de un peso molecular aproximadamente de 55 kDa, se ha
reportado que esta presente en las lineas Z del musculo, pero se ha encontrado ademas en los
espacios intermiofibrilares (Tokuyasu y col., 1981; Vigoreaux, 1994) y en el musculo cardiaco de
las células de los vertebrados; comprende un filamento de aproximadamente 10 nm de didmetro
(O’Shea y col., 1981). La nebulina es una proteina que, al igual que la titina, fue descubierta por
Wang y Williamson (1980); es de alto peso molecular que varia entre 600 y 900 kDa, se
encuentra presente en el musculo estriado pero no en el cardiaco. El contenido de nebulina en el

musculo es de alrededor del 3 al 4 % del total de la proteina miofibrilar.
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2.2 Funcionalidad de las proteinas carnicas:

Emulsificacion

La palabra proteina proviene del griego proteois que significa poner en primera clase, debido por
el papel fundamental en la vida de microorganismos, animales y plantas. Las proteinas no solo
tienen un papel importante en la vida, también lo tienen cuando son destinados a formar parte de
la alimentacion humana o animal. Las proteinas en la industria alimenticia son responsables en
gran parte de las propiedades nutricionales por proveer los aminoacidos esenciales para el
crecimiento y la manutencion de la calidad de vida, ademas que imparten la base estructural de
muchos alimentos debido a sus propiedades funcionales. Los sistemas alimenticios son
generalmente heterogéneos con respecto a la composicion y a los constituyentes que
interaccionan entre si, asi como a la organizacion espacial y estructural de las moléculas que los
componen. Las proteinas se encuentran en los alimentos como parte de los tejidos, o formando
parte de sistemas fisicos como en el caso de geles, emulsiones, y espumas. Las caracteristicas de
estos sistemas de dispersion dependen de la estructura quimica y fisica de los diferentes

componentes.

2.2.1 Propiedades funcionales

Las propiedades funcionales son las caracteristicas fisicas y quimicas que determinan el
comportamiento del sistema, en funcidén a la interacciéon entre componentes o debido a un
componente en particular, durante la produccion, el almacenamiento y el consumo (Wilding y
col., 1984; Kinsella, 1984; Kinsella y Whitehead, 1989). Las propiedades funcionales de las
proteinas desempefian un papel muy importante en los alimentos, tanto en los procesos de
fabricacion como en los atributos de la calidad del producto final (Flores y Bermell, 1985).
Existen diferentes criterios de clasificacion de las propiedades funcionales. Kinsella (1976) las
clasifico de acuerdo a la funcién desempefiada en la elaboracion de un sistema alimenticio (Tabla
2), mientras que Morrissey y col., (1987) las agruparon de acuerdo al tipo de interaccion con
otros medios (Tabla 3). Pour-El (1981) y Cheftel y col. (1989) las clasificaron de acuerdo a la

interaccion prioritaria de las proteinas que da como resultado la propiedad funcional (Tabla 4).
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Tabla 2. Clasificacion de las propiedades funcionales segiin Kinsella (1976)

Propiedad Funcional

Ejemplos

Ligantes
Organolépticas
Antioxidantes
Enzimaticas
Reologicas
Superficiales

Hidratacion

Estructurales

Ligar a lipidos, sabores, etc.

Color, olor, aroma, etc.
Prevencion de produccion olores,
sabores, etcétera

Coagulacion

Viscosidad, gelificacion etc.

Capacidad de formar una emulsion,
espumante, etcétera

Solubilidad, viscosidad, etcétera

Elasticidad, cohesividad, etcétera

Tabla 3 Clasificacion de las propiedades funcionales segiin Morrissey (1987)

Propiedad Funcional Ejemplos

Hidratacion

Estructurales

Ligantes
Superficiales

Otras

Capacidad de retencion de
agua, viscosidad,
gelificacion, solubilidad
Cohesion-adhesion,
elasticidad

Con lipidos, aromas y
sabores

Emulsificacion, espumantes

Antioxidantes
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Tabla 4 Clasificacion de las propiedades funcionales

(Pour-El, 1981; Cheftel y col., 1989)

Propiedad Funcional Ejemplos

Solubilidad, viscosidad,
absorcion y retencion de agua,
hinchamiento etc.

Propiedades de interaccion
proteina-agua

Propiedades de interaccion

protefna-proteina Precipitacion, gelificacion

Capacidad y estabilidad de

Propiedades de Superficie .,
emulsion y espumantes.

Van der Ven y col., (2002) clasifico las propiedades funcionales en dos grupos, de acuerdo al tipo

de funcion que desempefiara la proteina, esto es tecnofuncional o biofuncional (Tabla 5).

Tabla 5 Clasificacion de las propiedades funcionales segiin Van der Ven y col., (2002)

) . Tipo de .
Propiedad Funcional propiedad Ejemplos
Solubilidad ~ Solubilidad
Precipitacion
Espesante
‘ Reologicas Gelificacion
Tecnofuncional Textura
Surfactantes Emulsificantes
Espumantes
. Sabores
Sensoriales
Aromas
Digestibilidad
Biofuncional Nutricionales Actividad
antimicrobiana

En las clasificaciones presentadas anteriormente, las propiedades no son independientes entre si,
y muchas de ellas se encuentran implicadas en otras de manera simultanea como es el caso de la
solubilidad y viscosidad que dependen de las interacciones proteina-agua y proteina-proteina.
Existe controversia sobre si la actividad enzimatica puede catalogarse como una propiedad

funcional, como lo menciona Kinsella (1976). Sin embargo, lo que se puede asegurar es que la
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actividad enzimatica puede ser utilizada para modificar las caracteristicas fisicas y quimicas de

los componentes alimenticios y alterar el producto alimenticio terminado.

En la presente tesis se tomara la clasificacion propuesta por Pour-El (1981) y Cheftel y col.
(1989), debido a que las proteinas carnicas, participan en tres tipos de interacciones: proteina-

agua, proteina-proteina y proteina-grasa.

Factores que alteran las propiedades funcionales

Las propiedades funcionales de las proteinas dependen de factores de tipo intrinsecos y
extrinsecos (Kinsella, 1976; Smith, 1988). Entre los factores intrinsecos se encuentran las
caracteristicas quimicas, fisicas, estructurales y conformacionales, como la composiciéon y la
secuencia de aminoécidos; el tamafio, la forma y la distribucion de la molécula; los enlaces con
otras moléculas a través de grupos sulfhidrilos; y la hidrofobicidad superficial, entre otros. Los
factores extrinsecos son los de tipo ambiental y de proceso; dentro de los primeros estan el pH, la
concentracion y tipo de iones, la temperatura, la interacciéon con otros componentes, etcétera,
mientras que entre los factores de proceso estan el método de extraccion de la proteina ya sea
(calentamiento, congelacion, refrigeracion, secado, modificacion quimica o enzimatica), asi como

la manipulacion durante el proceso de obtencion de proteinas (Damodaran, 1996a).

La estructura de las proteinas es definitiva en las propiedades funcionales. Los grupos de una
molécula de proteina en medio acuoso se comportan de diferentes formas; los grupos polares
estan orientados hacia la fase acuosa mientras que los no polares lo estan hacia la parte interna de
la molécula, dando como consecuencia la estabilidad de la conformacion de la proteina por
accion del agua. Sin embargo, si la proporcion de aminoécidos no polares aumenta la estructura
de la proteina se altera, ya que estos residuos se asociaran y orientaran hacia regiones
hidrofobicas formando nuevas estructuras, mientras que algunos aminoacidos quedan expuestos
en la superficie molecular, dando como consecuencia “bolsas” hidrofdbicas que se protegen del

medio polar a través de procesos de asociacion (Kinsella, 1976 ).
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Por tanto, también la composicion de los aminoacidos es importante ya que los aminoacidos no
polares causan cambios en las interacciones intermoleculares, tales como enlaces peptidicos,
interacciones con agua y en la superficie (con aceite o aire) para formar emulsiones y espumas.
Los aminoacidos cargados favorecen las interacciones electrostaticas, las cuales estan implicadas
en la estabilizacion de proteinas (Lins y col., 2003; Poon y col., 2001). El contenido de cisteina y
cistina juega un papel importante en la estructura y funciéon de la proteina ya que los grupos
sulthidrilos pueden ser oxidados a puentes disulfuro hacia el interior o hacia la superficie de la
molécula (Genovese y col., 2000).

La estabilizacion de la proteina en su conformacidon ya sea terciaria y cuaternaria se debe
basicamente a la estabilidad estructural de los residuos (Lins y col., 2003; Gémez-Moreno, 2003;
Sancho, 2003). El rompimiento de las fuerzas moleculares entre aminodcidos y moléculas mas
pequefias es la causa de la desestabilizacion de la proteina, la cual busca un “reacomodo” con los

grupos existentes. Los enlaces moleculares encontrados en una proteina se resumen en la Tabla 6

Tabla 6. Fuerzas moleculares involucradas en la conformacion de una proteina
(Cheftel y col. 1989)

‘ Energia Distancia _
Tipo Grupos Funcionales

(kI /mol)  (A)

Covalente 330-380 1-2 Disulfuro

Puente de 8-40 2-3 amida, hidroxilo, grupos
hidrégeno fenolicos

Interacciones  4-12 3-5 Cadenas alifaticas y aromaticas
hidrofébicas

Interacc199es 2-84 2-3 Grupos amino y carboxilo
electrostaticas

Fuerzas de 1-9 2-3 Dipolos instantaneos

Van der Waals

De las fuerzas senaladas en la tabla, las interacciones mas importantes son las hidrofébicas ya

que estan relacionadas en el plegamiento de cadenas polipeptidicas y son los enlaces responsables
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de la conformacion molecular de las proteinas (Kinsella, 1976). Las interacciones hidrofobicas

han sido estudiadas en relacion con las propiedades funcionales de diversas proteinas (Li-Chan y

col., 1985).

A continuacion se discuten las propiedades funcionales que se estudiaron en la presente tesis.

Interacciones proteina-agua: Propiedades de hidratacion

Los principales parametros responsables de las propiedades funcionales de las proteinas son el
contenido de agua en el sistema y la capacidad de las proteinas de interaccionar con la misma
debido a que las proteinas solo presentan funcionalidad si se encuentran en fase acuosa (Chou y
Morr, 1979). El tipo de enlaces involucrados en las interacciones proteina-agua son
fundamentalmente puentes de hidrogeno o dipolo-dipolo. Las interacciones proteina-agua
promueven las propiedades de hidratacién durante el proceso de produccion de los alimentos, ya
sea viscosidad, solubilidad, gelificacion, o propiedades de superficie como emulsificacion y
espumado (Chou y Morr, 1979). Las principales propiedades de hidratacion son solubilidad,

retencion de agua y viscosidad.

Solubilidad

Esta propiedad es la cantidad de proteina que se mantiene en solucion bajo condiciones
especificas y que no precipita a fuerzas centrifugas moderadas (Motrissey y col., 1987; Pilosof,
2000). La solubilidad de las proteinas depende de la composicion de aminoacidos, la
cuantificacion de aminoécidos polares y no polares, asi como la conformacion de la proteina. Por
otro lado esta condicionada por varios factores tales el pH, tipo de iones presentes y la
concentracion de estos (Kinsella, 1984; Morr y col., 1985). El conocimiento de la influencia de
estos factores sobre la solubilidad es muy 1til para seleccionar las condiciones Optimas de
extraccion de las proteinas de sus fuentes originales, reflejando asi resultados para la

optimizacion de las condiciones de proceso.
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Capacidad de retencion de agua

Practicamente existen dos conceptos que se relacionan con esta propiedad funcional. La
capacidad de absorcion de agua y la capacidad de ligar agua. La primera esta definida como el
agua absorbida por polvos proteicos a una humedad relativa (Franco y col., 1990), mientras que
la segunda se refiere al agua retenida por una proteina después de la operacion de filtracion, o
aplicarle una presion o fuerza centrifuga, como es en el caso de productos carnicos (Trout, 1988).
La capacidad de retencion de agua varia en funcidon del tipo de proteina, concentracion, pH,

fuerza i6nica, temperatura y la presencia de otros componentes (p.e sales) (Chou y Morr, 1979).

Viscosidad

La viscosidad de las soluciones proteicas es una propiedad funcional cuya medida es utilizada
frecuentemente como método para determinar el grado de desnaturalizacion y agregacion
proteica (Borderias y col., 1983). Es el cociente entre la fuerza de cizalla y la velocidad relativa
de corte, por lo que es una forma de medir resistencia al flujo (Bourne, 1982). La viscosidad esta
determinada por el nimero y tipo de moléculas, asi como por su arreglo en el medio; éste a la vez
puede ser compuesto solamente por agua, contener disolvente y/o macromoléculas (Rha y
Pradispasena, 1986; Cofrades y col., 1993). Algunos autores (Borderias y col., 1985; Huidobro y
Tejada, 1993) han propuesto que existe una relacion lineal entre la viscosidad y la concentracion
de las macromoléculas presentes, principalmente proteinas, esto es debido a la relacion que existe
entre la solubilidad de las particulas y la saturacion de las mismas en el medio, asi a menor
concentracion hay un descenso de la viscosidad, por otro lado a concentraciones grandes de
proteina los valores de viscosidad aumentan debido a que predomina la interaccién proteina-
proteina (Kinsella, 1976; Rha y Pradispasena, 1986). También se ha observado que cuando existe
desnaturalizacion de las proteinas miofibrilares se agregan dando como consecuencia una
disminuciéon de la solubilidad de estas, y por lo tanto una disminucién en el valor de la
viscosidad. Por otro lado, la carga electrostatica de las proteinas en suspensiones también afecta a
la viscosidad ya que en el punto isoeléctrico de la proteina no hay solubilidad y existe agregacion.
Aunado a esto, los valores de viscosidad estan condicionados por el pH del medio. Cheftel y col.

(1989) propusieron que la viscosidad de las suspensiones proteicas aumenta en medios alcalinos
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debido a que las cargas eléctricas desenrollan a las moléculas ocupando un mayor radio
hidrodindmico mientras que ha valores 4cidos disminuye. El efecto del pH sobre la viscosidad de
soluciones proteicas depende de las caracteristicas intrinsecas e individuales de la proteina en
estudio. La viscosidad disminuye al aumentar la temperatura debido al rompimiento de enlaces
de hidrogeno, fuerzas de Van der Waals, interacciones hidrofobicas y electrostaticas, dando como
consecuencia la desestabilizacion de la proteina y la subsecuente agregacion (Rha y Pradipasena,

1986).

Propiedades de superficie

Estas involucran a las interacciones de proteinas en interfases, donde una de estas es acuosa y la
otra es aceite o aire. En el primer caso, donde las fases son agua y aceite se refiere a propiedades
de emulsificacion; en el segundo, cuando las fases son agua y aire se refiere a espumado. En
ambos casos las proteinas en la interfase se distribuyen de forma que los residuos hidrofilicos o
polares se orienten hacia la fase acuosa y mientras que los residuos hidrofobicos hacia la fase de
aceite o aire. Al igual que en otras propiedades funcionales, el comportamiento de las proteinas
en la interfase estd afectado por las interacciones fisicas del medio, por la composicion, por la
conformacion espacial de la proteina (Sainsby, 1986), y por la naturaleza de la otra fase (aceite o
aire) (Huidobro, 1990). Las principales propiedades de superficie son: espumado, gelificacion y

emulsificacion.

Espumado

La espuma es una dispersion de burbujas de aire en un liquido (Wagner, 2000; Damodaran,
2005). Esta propiedad involucra la capacidad espumante y la estabilidad de la espuma. La
primera evalla el proceso de formacion de una espuma por la proteina, es decir la habilidad de
una proteina para incorporar aire en la solucion en forma de una distribucion fina de burbujas. La
segunda propiedad evalta el tiempo de vida de una espuma (Kato y col., 1985). Al igual que
otras propiedades funcionales, el espumado depende de factores intrinsecos de la proteina como
la hidrofobicidad total y superficial, la carga neta y superficial, la flexibilidad y conformacion

molecular, y la susceptibilidad al trabajo mecénico durante el proceso de formacion de espuma
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(Wagner, 2000). Los factores dependientes del medio que afectan a las propiedades espumantes
de las proteinas son la concentracion y solubilidad proteica, el pH, la concentracion y tipo de

sales.

Gelificacion

La gelificacion es la agregacion de moléculas desnaturalizadas para la formacion de una red
proteica ordenada y tridimensional. El mecanismo y las interacciones que intervienen en la
formacion de la red no se conoce con detalle, sin embargo se supone se forma en dos etapas. La
primera de desnaturalizacion y desdoblamiento de la proteina, y la segunda es la agregacion de
las moléculas parcialmente hidrolizadas, hasta la formacion de la red proteica, la cual se propone
que es el resultado del equilibrio de interacciones proteina-proteina, proteina-agua asi como
fuerzas de atraccion y repulsion de las cercanas cadenas polipeptidicas (Cheftel y col., 1989).

Los parametros que afectan la gelificacion son la concentracion y tipo de proteina, el pH,

temperatura, fuerza idnica y la participacion de otros componentes (Damodaran, 1989).

2.2.2 Emulsificacion

Las emulsiones constituyen a un gran niimero de productos alimenticios, tales como la leche, la
crema, la mantequilla, las bebidas no alcohodlicas, las sopas instantaneas, las pastas, la mayonesa,
los aderezos, las salsas y los helados, entre otros (Swaisgood, 1996; Damodaran, 2005). El
estudio de las emulsiones es considerado multidisciplinario, ya que es combinada con disciplinas
como la quimica, la fisica y la ingenieria (McClements, 1999a). En la industria alimentaria, el
estudio de las emulsiones se enfoca principalmente a mejorar la calidad de proceso y de consumo

de los alimentos emulsificados (McClements, 1999a).

Una emulsion es un sistema heterogéneo y meta estable, formado por dos fluidos inmiscibles,
comunmente en alimentos estos son agua y aceite. Una de las fases esta dispersa en la otra
mediante particulas de tamano coloidal en forma de gotas (Dimitrova y col., 2004; Damodaran,
2005). El sistema de emulsion es considerado una dispersion coloidal. El tamafio de particula de
una dispersion coloidal oscila en el intervalo 10nm-Imm (Walstra, 1996a) y las emulsiones

alimenticias se encuentran en el rango de 0.1 a 100 um (Eads, 1994; Robins y col., 2002). Las

23




Revision Bibliogrdfica

emulsiones se clasifican de acuerdo a la composicion de las fases dispersa y continua; un sistema
el cual el aceite esta disperso en una fase continua acuosa es llamado aceite en agua o emulsion
O/W (por sus siglas en inglés) o aceite/agua, mientras que un sistema en el cual el agua esta
dispersa en una fase continua oleosa se denomina emulsion agua en aceite 0 W/O (por sus siglas

en inglés) o agua/aceite (McClements, 1999a; Al-Malah y col., 2000).

Una emulsion se forma por diferentes formas, desde un paso hasta pasos consecutivos,
dependiendo de la naturaleza de la materia prima y el método utilizado para la elaboracion de
esta. Lo mas conveniente es mezclar los ingredientes de acuerdo a su solubilidad, por ejemplo las
vitaminas, colores y antioxidantes son mezclados en aceite, mientras que las proteinas,
polisacaridos, azucares y sales son mezclados con la fase acuosa. El tiempo de homogenizacion
dependera del niimero, distribucion y homogeneidad de los materiales (Kinsella y Whitehead,

1989).

La formacién de una emulsion se lleva a cabo mediante accion de un sistema mecanico a través
de homogenizadores; los mas usados en la industria de los alimentos son los molinos coloidales,
de alta presion, ultrasonicos, de membrana, de métodos de micro fluidizacion y de alta velocidad.
Estos dispositivos, desarrollados para producir emulsiones alimenticias, presentan ventajas y
desventajas que dependen de la naturaleza de los materiales procesados, el volumen del material
a homogenizar, la distribucion del tamano de particula deseada, las propiedades fisicoquimicas
requeridas del producto final, y el costo de operaciéon y mantenimiento del equipo (Kinsella y

Whitehead, 1989; McClements, 1999b).

El tipo de homogenizador empleado en la presente tesis fue el de alta velocidad. Este tipo de
equipo es el mas utilizado en la industria de alimentos, de tres tipos fundamentales: de paleta, de
propela o de turbinas (Fellows, 1988). Los liquidos son homogenizados en un recipiente agitado
por una hélice que rota a velocidades de 20 a 20,000 rpm, este movimiento rotatorio genera una
combinacion de velocidades longitudinal y rotacional, el tamafio de particula producido es de un
intervalo de 2 a 10 um, dependiendo del tiempo y velocidad de homogenizacion (Fellows, 1988;

McClements, 1999b).
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2.2.2.1 Estabilidad de emulsiones

Debido a que una emulsién es un sistema meta estable, este cambia con el tiempo. Algunas
emulsiones forman parte de intermediarios en el proceso de elaboracion de productos
alimentarios, por lo que solo necesitan estabilidad por unos pocos segundos, minutos u horas,
mientras que otros son el producto final, por lo que la emulsién debe de ser estable por dias,
meses o afos (Damodaran, 2005). La estabilidad de una emulsion es la habilidad que tiene una
emulsion en resistir cambios en sus propiedades con respecto al tiempo. Una emulsion puede ser
inestable por efecto de procesos fisicos y quimicos. La inestabilidad fisica es el resultado de la
alteracion en la distribucion espacial o la organizacion estructural de las moléculas, mientras que
la inestabilidad quimica se produce por una alteracion en la estructura quimica de las moléculas.
La inestabilidad fisica comprende fenémenos como el cremado, la floculacion y la coalescencia
(Walstra, 1996a; Dalgleish, 1997; Damodaran, 2005), mientras que la inestabilidad quimica se
origina debido a cambios por oxidacidon o por hidrolisis de las moléculas, o ambos. (Walstra,
1996a). Ambos tipos de procesos de inestabilidad pueden ocurrir al mismo tiempo o secuenciado,

o uno como efecto de otro (Walstra, 1996b).

Cremado

La fuerza generadora es la gravedad. En general, las fases de una emulsion tienen diferentes
densidades, por lo que la fuerza gravitacional actiia sobre ellas a diferentes aceleraciones
(McClements, 1999b). Si la fase dispersa tiene menor densidad que la fase continua, esta tendera
a migrar hacia arriba del recipiente que contenga a la emulsion, llaméndose a este mecanismo
cremado; si la fase dispersa tiene mayor densidad, migrara hacia el fondo, este fendmeno es de
sedimentacion (Walstra, 1996b). Generalmente las densidades de muchos aceites comestibles
liquidos presentan una densidad mas baja que la del agua, por lo que en una emulsion O/W hay

una tendencia de que el aceite se acumule en la superficie (Dukhin y Sjoblom, 1996).
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Floculacion

Es un mecanismo en el que dos o mas gotas forman agregados pero estas no pierden su integridad
individual. La formacion de floculos puede ser una ventaja o una desventaja en la calidad de una
emulsion, dependiendo de la naturaleza del producto alimenticio. La floculacion acelera la
velocidad gravitacional en emulsiones diluidas, lo cual es indeseable en un alimento debido a que
reducen la vida del producto (Luyten y col., 1993). Este mecanismo también causa un aumento
en la viscosidad de la emulsién y puede incluso formar un gel (Demetriades y col., 1997).
Muchos productos son caracterizados por tener baja viscosidad y la floculacion los demerita, sin
embargo en otros productos una floculacion controlada podria ser ventajosa debido a que
promueve una textura deseada, si se controla el grado de formacion, la estructura y la velocidad

de formacion del floculo.

Coalescencia
Por este mecanismo se juntan las gotas formando una sola, como consecuencia se pierde su
integridad individual. El sistema adquiere un estado estable termodindmicamente debido a que
decrece el area superficial entre las fases (Kavalnov y Wennerstrom, 1996). La coalescencia
causa que las gotas de la emulsidon cremen o sedimenten mas rdpidamente por el incremento de su
tamafio, como consecuencia de que la pelicula interfacial se desintegre. En general la
susceptibilidad de las gotas para coalescer es determinado por fuerzas que actian entre las gotas,

gravitacional, coloidal y mecanica (Walstra, 1996a; McClements, 1999b).

2.2.2.2. Propiedades de las emulsiones

Para que una emulsion sea estable a largo plazo, es necesaria la adicién de un tercer componente
que lo equilibre. Las proteinas, debido a su caracter anfifilico, juegan un papel importante en la
estabilizacion de una emulsion. Las ventajas del uso de las proteinas como agentes emulsificantes
se basa en que son compuestos naturales, en muchos casos no son toxicas, son baratas y se
encuentran ampliamente, caracteristicas que las hacen buenos ingredientes en los alimentos

(Wilde y col., 2004).
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El mecanismo de adsorcion de las proteinas a la interfase es diferente al de los surfactantes de
bajo peso molecular. Estos surfactantes, debido a su bajo peso molecular, no presentan
impedimentos estéricos conformacionales para la adsorcion y orientacion de la molécula, ya que
los radicales hidrofilicos e hidrofobicos se encuentran en los extremos de la molécula. Para las
proteinas, en cambio, la adsorcion y la orientacion estan limitadas por la distribucion de grupos
hidrofilicos e hidrofobicos dentro de la macromolécula, asi como por su estructura tridimensional

(Dimitrova y col., 2004).

A pesar de que todas las proteinas son anfifilicas, sus propiedades de superficie las hacen mas o
menos reactivas en sistemas aceite/agua. La flexibilidad de la cadena polipeptidica es resultado
de la secuencia de residuos, la distribucion de grupos R hidrofobos e hidrofilicos, la carga neta
de la proteina, son algunos factores que determinan la capacidad emulsificante de las proteinas.
La estabilidad de la emulsion se logra por la formacion de una capa en la interfase aceite/agua
con las proteinas (Dimitrova y col., 2004), en el cual la energia libre se reduce si se incrementa la
entropia. Lo anterior se logra por la interaccion lipido/proteina, determinada por la hidrofobicidad

del sistema (Morrissey y col., 1987; Damoradan y Song, 1988).

La formacion de la pelicula de proteinas se lleva a cabo en varias etapas; durante el proceso de
homogenizacion de un sistema aceite/agua se produce una transferencia de masa, difundiéndose
las proteinas hacia la interfase; una vez alli, estas se distribuyen a lo largo de la interfase a través
de despegamientos y reorientacion en la interfase; finalmente, las proteinas se adsorben en la
interfase y se establecen interacciones intermoleculares entre las dos fases (Dickinson y
Matsummura, 1991). La adsorcion en la interfase, la etapa critica que determina la estabilizacion
de la emulsion, depende de la distribucién de las zonas hidrofilicas e hidrofobicas en su
superficie. Si la superficie de la proteina es extremadamente hidrofila y no contiene zonas
hidrofobas, la adsorcion es muy débil o no ocurre debido a que la energia libre es inferior en la
fase acuosa que en la interfase o en la fase lipidica; a medida que aumenta en la superficie la

cantidad de zonas hidréfobas la adsorcion es mas rapida (Damodaran, 1990 y 2005).

Las cadenas polipeptidicas en la interfase se configuran espacialmente en tres formas,

dependiendo de las caracteristicas conformacionales de la proteina: trenes, bucles y colas. La
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primera configuracion son segmentos que hacen contacto directo con la interfase, la segunda
configuraciéon son segmentos suspendidos en la fase acuosa, mientras que las colas son
segmentos de grupos amino o carboxilo terminales de la proteina que se sitlian en la parte acuosa.
La configuracion de tren presenta uniones fuertes y menos tension superficial que en las otras dos
configuraciones (Damodaran, 1996b). Por otra parte, la resistencia mecénica de una pelicula
interfacial también depende de las interacciones intermoleculares: electrostaticas atractivas,
covalentes (enlaces disulfuro), puentes de hidrogeno e interacciones hidrofobicas (Dimitrova y

col., 2004).

2.2.2.3 Caracterizacion de las propiedades de la emulsion

La caracterizacion de las propiedades de una emulsion, en general, se llevan a cabo en sistemas
modelo, lo que permite estudiar el comportamiento funcional de las proteinas en forma precisa,
ya que en sistemas reales la presencia e interaccion de compuestos de muy variadas especies
quimicas produce errores de observacion. Los experimentos modelo en emulsiones se dividen en
dos grupos principales los métodos microscopicos y métodos macroscopicos. Los métodos
microscopicos estan disefiados para simular la interaccion entre gotas, donde el objeto de estudio
es la interaccion entre gotas, o entre las gotas y la fase continua. Entre estos métodos se
encuentran el uso de la celda de Scheludko, de aditamentos para medir las fuerzas superficiales
en liquidos, de la celda de Mysels, de técnicas de encadenamiento magnético, etcétera. En el
segundo grupo estdn los estudios en sistemas de emulsion modelo, como la estabilidad y la
actividad de la emulsion, la distribucion del tamafio de particula y la viscosidad. Estos métodos
reflejan un comportamiento global de la emulsion, se reflejan los efectos de la interaccion de

varios fendmenos intermoleculares (Dimitrova y col., 2004).

A continuacion se describen los principios de los métodos experimentales empleados en la

presente tesis, a través de los cuales se caracterizo la emulsion modelo, sujeto de estudio.
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Capacidad de emulsificacion

Es la cantidad de aceite que puede emulsionar una solucion de proteina a una concentracion dada
al momento en que se produce la inversion de la emulsion. El principio de este método fue
establecido por Swift y col. (1961) y en su forma mas sencilla, consiste en la adicion de aceite a
un flujo constante a una dispersion de proteina que se mantiene en agitacion continua, hasta que
ocurre la ruptura de la emulsion. A partir de este método se han desarrollado estudios para
detectar el punto de ruptura de la emulsion, entre ellos el cambio de viscosidad (métodos
instrumentales y subjetivos) (Wang y Kinsella, 1976; Hauffman y col., 1975; Franco y col.,
1990), el color (adicionando un colorante hidrosoluble) (Chiralt y col., 1998) o por conductividad
eléctrica (cambios en la conductividad del sistema o de la potencia del homogenizador para
mantener su velocidad angular constante) (Kato y col., 1985; Al-Malah y col., 2000; Bani-Jaber y
col., 2000). Este ultimo es el mas utilizado, se basa en la medicion de la conductividad eléctrica
hasta la ruptura de la emulsion por medio de un voltimetro (Jiménez-Colmenero y Garcia-
Matamoros, 1981). Sin embargo, es importante que se considere al llevar a cabo este método que
la capacidad de emulsion es dependiente de la velocidad de adicion de aceite y de la geometria
del homogenizador, ademds de que la posible incorporacion de aire e incremento de la
temperatura durante la homogenizacion y un aumento en la viscosidad de la emulsion lo cual
dificulta medir el punto de ruptura de la emulsion (Wagner, 2000). La cantidad de aceite
emulsificado se determina por diferencia entre pesos del vaso antes y después de la adicion de
aceite, o por el volumen agregado de aceite. Las condiciones de la determinacion pueden ser

modificadas para optimizar o adecuar el método seglin las necesidades particulares a estudiar.

Actividad de emulsion

Estima el area interfacial creada por el emulsificante. Existen varios métodos para determinar
este parametro: dispersion de la luz (Pearce y Kinsella, 1978), microscopia 6ptica y microscopia
electronica de barrido (Klemaszewki y col., 1989; Liboff y col., 1988), por conteo de particulas,
entre otros. El método mas utilizado para este fin es el propuesto por Pearce y Kinsella (1978),
basado en turbidimetria, ya que la turbidez producida por una dispersion de particulas es

proporcional al area interfacial. Estos autores definen la actividad de emulsion como el area
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interfacial creada (medida en m?) y estabilizada por una concentracion dada de proteina
(determinada en gramos) diluida 250 veces en un medio estabilizante. El indice de actividad de
emulsion depende del volumen de la misma, el tipo de homogenizador empleado, la velocidad y
duracién de la homogenizacion, la concentracion de proteina y la cantidad de aceite adicionado,
por lo que debe tenerse cuidado en las condiciones experimentales, asi como evitar la

incorporacion de aire, la formacion de floculos y el cremado durante las lecturas (Wagner,

2000).
Estabilidad de la emulsion

El estudio de la estabilidad de la emulsion consiste en analizar y cuantificar los cambios
ocurridos en la emulsion, tales como pérdida de integridad del sistema por la separacion de fases
debido a los mecanismos de desestabilizacion en el sistema. Estos cambios se estudian mediante
la medida volumétrica de la cantidad de cada una de las fases separadas de la emulsién por
métodos granulométricos (tamafio de particula), medidas Opticas y medidas turbidimétricas
(Pearce y Kinsella, 1978; Shimizu y col., 1983; Latreille y Paquin 1990; Curt, 1994). El método
turbidimétrico propuesto por Pearce y Kinsella (1978) es el mas utilizado, se basa en medidas

espectrofotométricas a lo largo de un intervalo dado de tiempo.

Distribucion del tamaiio de la particula

Una particula es una fase rodeada por otra fase, cuya dimensidon maxima es menor a lmm, pero
superior al tamafio de intervalo coloidal de 10nm a Imm (Walstra, 1996a y b). Frecuentemente el
termino particula, es asociada a s6lidos, como los encontrados en polvos y harinas, en alimentos
también se consideran particulas a las gotas encontradas en una emulsion asi como a las celdas de
aire, cristales de hielo, entre otros (Aguilera, 2001). La distribucion del tamafio de particula se
resume en un histograma de frecuencias del nimero de particulas en una dentro de un intervalo
de tamafios. En la determinacién de tamafio de particula de una emulsién se pueden utilizar
métodos microscopicos, y métodos de atenuacion y disociacion de luz (scattering), estos ultimos
aplican un programa de computadora para dar como resultado una distribucion del tamafio de

particula (Brown, 1990; Aguilera, 2001, Coupland y McClements, 2001).
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El anélisis microscopico es adecuado para particulas de 1 y 100 pm, determinando la longitud en
una direccion (didmetros) asi como el area proyectada por las particulas. Cabe mencionar que de
este método se derivan el andlisis de imagenes con ayuda del programa de computadora
especializado para caracterizar a las particulas. El andlisis de imagen es una herramienta que
permite extraer informacion de las imagenes analizando el arreglo bidimensional de pixeles,
mediante el uso de filtros que mejoran las imdgenes, reduciendo el ruido de las imagenes y
enfatizando los bordes. Esto quiere decir que el andlisis de imdgenes puede contar el nimero de
objetos en el campo visual, calcular areas, medir distancia sobre objetos, caracterizar forma y

establecer sus limites (Aguilera y Stanley, 1999; Aguilera, 2001; Quevedo y col., 2002).

El método de atenuacion y disipacion de luz (scattering), se basa en la interaccion de un haz de
luz laser al pasar a través de una suspension de particulas; el andlisis de las particulas es en el
intervalo de 0.02 a 3500 pm. Se basa en el hecho de que el angulo de difraccion es inversamente
proporcional al tamafio de la particula. Es un método no destructivo ni invasivo, por lo que la

muestra puede ser recuperada para una posterior evaluacion (Aguilera, 2001).

2.2.3. Proteinas miofibrilares como emulsificantes

Las proteinas carnicas que tienen mayor participacion en relaciéon con la funcionalidad en un
alimento son las miofibrilares. Estas desarrollan un papel muy fundamental en la elaboracion de
productos céarnicos; debido a que presentan interacciones proteina-agua, superficiales y proteina-
proteina son responsables de propiedades tales como retencion de agua, emulsificacion y la
gelificacion (Girald y col., 1991; Xiong, 2004). Las proteinas miofibrilares que mas contribuyen
a estas propiedades son la miosina y la actina, predominando esta ultima en la etapa pre rigor, y
la actomiosina que predomina en la etapa post rigor. La miosina y la actina contribuyen con cerca
del 95% en la retencion de agua y entre un 75-90% en la emulsificacion (Girald y col., 1991).
Dependiendo de la formulacién y el proceso de elaboracion, las proteinas carnicas presentan
cambios e interacciones estructurales, desarrollando las caracteristicas fisicas especificas de un

producto, en donde hay una combinacion de propiedades funcionales.
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Se han reportado diferencias en la funcionalidad de proteinas miofibrilares obtenidas de
diferentes especies (Cofrades y col., 1996; Mittal, 2005). Aunado a esto, el tipo de tejido
muscular del que proceden las proteinas, liso, estriado o cardiaco, determina la funcionalidad
(Smith y Brekke, 1984). Esta diferencia se ha relacionado con el polimorfismo de la miosina, ya
que las cadenas ligeras difieren en peso molecular tanto entre especies como dentro de una
especie, en funcion del tipo del musculo (Smith, 1988). Asghar y col. (1985) por su parte,
reportaron la presencia de isoformas como un indicador de la diferencia de funcionalidad de las
proteinas miofibrilares; la miosina de pollo aislada de musculo blanco contiene tres isoformas,

mientras que la de misculo cardiaco solo contiene dos (Nakai y Li-Chan, 1988).

2.2.3.1. Emulsiones carnicas

Las especies animales empleadas para la elaboracion de productos carnicos son, mayormente, de
res, cerdo, pollo y pescado, entre otras (Mittal, 2005). Entre estos productos procesados, tienen
un lugar preponderante los finamente picados o emulsionados, como las salchichas tipo Viena y
Frankfurt, la bolofia, los pasteles (de pollo, de pimiento, etc.). Todos estos productos se clasifican
como emulsiones carnicas.

Una emulsion carnica se define como una mezcla de proteinas musculares, grasa, agua, sal y
otros ingredientes, que después del cocimiento resulta una mezcla homogénea con una estructura
compleja en la que interactian las materias primas (Jones, 1984). La estructura de estos
productos se ha llamado pasta o emulsion cérnica del tipo aceite en agua, o O/W, donde las
proteinas miofibrilares actian como agentes emulsificantes fundamentales, si bien a nivel
industrial se emplean otros emulsificantes y estabilizantes de la emulsion (Theno y Schmidt.,
1978). Sin embargo, algunos autores (Hamann, 1988; Regenstein, 1988; Smith, 1988) consideran
que no es una emulsion verdadera debido a que no es estrictamente un sistema donde la fase
dispersa son glébulos de grasa en una fase continua acuosa, ademas que los globulos de grasa de
la fase dispersa son de didmetro mayor a 20 um, limite maximo del tamafo de particula de la fase
dispersa para ser considerada como emulsion (Lee, 1985). La controversia ha llevado a realizar
numerosas investigaciones para explicar el efecto fisicoquimico que ocurre en el sistema carne-
aceite-agua. Brown y Toledo (1975) propusieron el término pasta carnica (meat batter) en lugar

de emulsion carnica (meat emulsion), para evitar contradicciones. Shut (1976) propuso que el
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término capacidad de ligar grasa es el mas adecuado para describir la estabilidad del sistema
carnico. Esta controversia deriva de la explicacion del mecanismo de estabilizacion; se han
propuesto 2 teorias:

1. Teoria de la formacion de emulsion

2. Teoria del atrapamiento fisico.

En la primera teoria, el sistema cérnico es catalogado como una emulsion aceite en agua; se
caracteriza por la formacion de una pelicula interfacial alrededor del globulo de la grasa (Gordon
y Barbut, 1992b), mientras que la segunda teoria propone que los globulos de grasa son

fisicamente atrapados en una matriz proteica (Lee, 1985).

En la preparacion de una emulsion cérnica se destacan tres propiedades de las proteinas (Acton y
col., 1983): la interaccidon agua-proteina, la asociacion lipido—proteina y la agregacion proteina-
proteina. Estas propiedades son las responsables de la capacidad de retencion de agua, de
emulsion y de la gelificacion. Hermansson (1986) propuso una teoria intermediaria basada en la
captura fisica de gotas de lipido en una matriz proteica, la cual depende del tipo de grasa, del tipo
de musculo, y de las condiciones de proceso. Por su parte, Koolmes y col. (1989) sugieren que la
estabilizacion del sistema carnico se debe a la existencia de las dos teorias de formacion del

sistema carnico.

En la presente tesis se elabord una emulsion modelo a partir de proteinas miofibrilares, imitando
la formulacion de salchicha tipo Frankfurt, favoreciendo la primera teoria, de formacion de
emulsion mas que de atrapamiento fisico, como la base teorica de la metodologia y discusion de

los resultados.

2.2.3.2 Formacion de una emulsion cdrnica

Los primeros estudios en los que se muestra que las proteinas miofibrilares forman una pelicula
alrededor del globulo de grasa fueron reportados por Hansen (1960) y Swift y col. (1961).

Hansen (1960) sugiri6 que en un sistema carnico emulsionado crudo las proteinas miofibrilares

estan orientadas y ordenadas hacia la superficie de los globulos de grasa, formando asi una
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membrana estable que no solo se encuentra en las pastas crudas sino también en las pastas
cocidas, observandose ademds la presencia de poros pequeios (Borchet y col.,, 1967). La
principal proteina involucrada en la formacion de la pelicula interfacial es la miosina (Swift y
col., 1961; Galluzo y Regeinstein, 1978). Esta proteina, parcialmente desnaturalizada, forma una
capa monomolecular alrededor de los globulos de grasa, mientras que las otras proteinas se
agrupan alrededor de esta monocapa. Para que la miosina forme una monocapa, debe de tener una
region hidrofobica que se orienta hacia el globulo de grasa, y una region hidréfilica orientada
hacia la fase acuosa y, por tanto, tener flexibilidad para desplegarse y adsorberse en la interfase
(Jones, 1984). La molécula de la miosina esta orientada a la interfase con la cabeza de la
meromiosina pesada (HMM) hacia la parte hidrofobica, y la meromiosina ligera (LMM) dirigida
a la fase acuosa (Jones, 1984). Lo anterior se comprueba debido a la alta hidrofobicidad de la
meromiosina pesada (Borejdo, 1983; Harrington y Rodgers, 1984), por lo que la estabilidad de la
emulsion carnica se mantiene gracias a la repulsion electrostatica entre moléculas de miosina con

carga neta negativa (Kinsella, 1976).

Las proteinas miofibrilares involucradas en la formacion de la pelicula interfacial empiezan a
desnaturalizarse alrededor de los 43°C (Wright y Wilding, 1984). Sin embargo las pastas carnicas
son cocidas alrededor de 70°C, por lo que se esperaria que la grasa se expandiera. La realidad es
que la pelicula interfacial permanece en un estado semirigido debido a la formacidon de poros
(Jones y Mandingo, 1982). En estudios por microscopia electronica de barrido de la pelicula
interfacial se ha observado la presencia de pequefias gotas de grasa alrededor de los poros
formados por estos, concluyéndose que estos actian como valvulas que regulan la presion
producida por la expansion térmica de la grasa durante el cocimiento evitando que se destruya la

pelicula interfacial (Jones y Mandingo, 1982).

En estudios sobre la habilidad de las proteinas miofibrilares purificadas (miosina, actina,
actomiosina y proteinas sarcopldsmicas) en la formacion de emulsiones, se ha observando que la
miosina tiene mejor capacidad de emulsificacion, ademas de ser mas estable que la actina,
actomiosina y proteinas sarcoplasmicas (Hegarty y col., 1963; Tsai y col., 1972; Xiong y Kenney,
1999). Estos autores concluyeron que la causa de estas propiedades de formacion y estabilizacion

de las emulsiones es la forma molecular de la miosina, muy alargada y con una superficie
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disponible considerable que rodea las gotas de grasa en una proporcion 50 veces mayor a las

otras proteinas miofibrilares.

Factores que afectan las propiedades emulsificantes de las proteinas carnicas

Son varias las causas por las que las proteinas miofibrilares varian en su capacidad de
emulsificacion. El tipo del musculo es el primer criterio cuando se trata de elegir materia prima
para elaborar emulsiones carnicas (Hermansson, 1986; Swan y Boles, 2006). Swift y col., (1961)
estudiaron la capacidad de emulsion de 13 diferentes cortes musculares de res y de cerdo, y
encontraron que los cortes magros tenian una mejor capacidad de formacion de emulsion que los
cortes grasos. En relacion a otros tipos de tejido muscular, se han estudiados musculo liso como
cerebro, pulmon, estdémago, intestinos (duodeno), higado, rifién y bazo, ademds del corazén
(Satterlee, 1975; Toledo, 1973). Las emulsiones realizadas con este tipo de tejidos fueron 60 a
70% mas inestables que las formuladas con musculo estriado. También existe diferencia entre
especies de diferente hébitat; Deng y col. (1981) realizaron estudios comparativos sobre la
capacidad de ligar grasa y agua en pastas carnicas en el musculo de bovino y los musculos
dorsales de la caballa (Scromber scrombus) y concluyeron que las pastas formuladas con mutsculo
de caballa eran mas inestables.

Otros factores extrinsecos del proceso de formacion de emulsiones también afectan a la
capacidad de emulsificacion de las proteinas miofibrilares, tales como pH, fuerza idnica del

medio y concentracion de la proteina y de la fase lipidica (Gordon y Barbut, 1992 a y b).
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2.3 Enzimas, alterantes en sistemas cdarnicos

Tanto en las especies de animales terrestres como las acuaticas, la estructura del musculo estriado
cambia en la etapa post mortem, debido al proceso de resolucion de la rigidez cadavérica y
posteriormente de maduraciéon. Durante esta etapa disminuye la dureza originada por la
contraccion muscular durante la rigidez, aumenta el pH y se producen compuestos de
degradacion que pueden contribuir positivamente al sabor de la carne, como es el caso de la
maduracion de la carne de res. Sin embargo, si se continlia el proceso de maduracion por un
tiempo prolongado se inicia la putrefaccion. Estos procesos secuenciados, maduraciéon y
putrefaccion, se originan por la presencia de enzimas endogenas de la célula muscular y de
enzimas exodgenas producidas por la microflora que ingresa a la carne por la manipulacion de la
canal. Ambos tipos de enzimas utilizan como sustrato a los compuestos quimicos presentes en la

carne. De principal importancia para esta tesis, es la utilizacion de las proteinas de la carne.

2.3.1 Enzimas proteoliticas

Las enzimas que hidrolizan a los enlaces peptidicos se conocen como peptidasas, peptido-
hidrolasas, proteasas, proteinasas y enzimas proteoliticas; sin embargo existen diferencias entre
los significados de alguno de estos términos (Barrett, 1986). En 1962, la Enzyme Comission of
the Internacional Union of Biochemistry catalogd a las proteinasas dentro del grupo E.C 3.4.;
mientras que el Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and
Molecular Biology (NC-IUBMB, 1992), sugiri6 el término general de peptidasa para nombrar a
todas las enzimas que hidrolizan enlaces peptidicos, aunque este término es poco usado en la
literatura refiriéndose a enzimas proteoliticas como peptidasas. En la presente tesis se utilizo la

nomenclatura adaptada por Barrett (1986), donde se emplea el término proteasa.
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Las proteasas pueden ser exopeptidasas, las cuales actlian sobre los grupos amino o carboxilo
terminal de aminoécidos, mientras que las endopeptidasas, también llamadas proteinasas

(Macdonald y Barrett, 1986) actian en los enlaces peptidicos internos de polipéptidos (Figura 3).

2.3.3.1 Clasificacion de las endopeptidasas

Las proteasas (peptidasas) estan clasificadas de acuerdo a los mecanismos cataliticos en los
cuales actiian, cuyo nombre deriva del aminoécido existente en el sitio catalitico de la enzima.
Hay cinco clases de endopeptidasas (proteinasas) reconocidas: serinproteasas, cisteinproteasas,
aspartilproteasas, metaloproteasas (Webb, 1993) y las endopeptidasas de mecanismos

desconocidos. (Figura 3).

Proteasas E.C.3.4
(peptidasas)
I

I 1
Exopeptidasas Endopeptidasas
(proteinasas)

Serin endopeptidasas
(E.C.3.4.21)

Cistein endopeptidasas
(E.C.3.4.22

Aspartil endopeptidasas
(E.C.3.4.23)

Metaloendopeptidasas
(E.C.3.4.24)

Endopeptidasas de mecanismo
desconocido

Figura 3. Principales clases de proteasas (peptidasas) de acuerdo a Nomenclature Committee of the

International Union of Biochemistry and Molecular Biology NC-IUBMB, 1992 (Fan y Wu, 2005)

Serinproteasas

Esta clase comprende dos familias: de la quimotripsina la cual incluyen a enzimas de los

mamiferos tales como quimotripsina, tripsina, y elastasa; y la de la subtilisina la cual incluyen a

37




Revision Bibliogrdfica

enzimas bacterianas como la subtilisina. Las similitudes entre las dos familias estan en el sitio
catalitico, que comprende tres residuos de aminodcidos, His 57, Asp 102 y Ser 195, la misma
geometria de sitio activo y la misma via de catélisis, pero exhiben diferentes especificidades de
sustrato. Los inhibidores de estas enzimas son de la familia de las serinproteasas y son las

serpinas (Rawlings y col., 2004; Reeck y col., 1997).

Cisteinproteasas

Son también conocidas como de la familia de la papaina, ya que la homologia entre ellas es cerca
del 90% en su secuencia de aminoacidos, ademds que los residuos de aminoacidos en el sitio
activo, Cys 25 y His 159, son los mismos que actiian en la catalisis. La mayoria de las enzimas
proteoliticas lisosomales de los vertebrados e invertebrados, denominadas catepsinas, son de esta
familia a excepcion de la catepsina D, la cual es una aspartil proteasa. Otras enzimas catalogadas
como cisteinproteasas son las encontradas en el citosol de la célula muscular, denominadas
calpainas. Los inhibidores de las cistein proteasas son de la familia de las cistatinas (Reeck, 1997,

Rawlings y col., 2004; Dubin, 2005; Fan y Wu, 2005)

Aspartilproteasas

Comprende a la familia de la pepsina, entre las que se encuentra la catepsina D, la renina, y la
propia pepsina, también se encuentran en esta familia a algunas enzimas de origen fungico, tales
como la peniciliopepsina y rhizopuspepsina (Fan y Wu., 2005). Mares y col. (1989) encontraron,
a través de estudios cristalograficos, que las moléculas de estas enzimas tienen 2 lobulos
homologos y que el sitio activo se encuentra en la parte media de ambos. Cada l6bulo contribuye
con un residuo de acido aspartico, estos dos residuos comprenden el sitio catalitico de las

aspartilproteasas.

Metaloproteasas

Esta clase de enzimas difieren ampliamente en su secuencia y estructura, pero la gran mayoria

contienen un atomo de zinc cataliticamente activo, reemplazado en algunos casos por un atomo

38




Revision Bibliogrdfica

de cobalto o niquel, sin perder actividad. La termolisina, una metaloproteasa, es una enzima
bacteriana la cual ha sido caracterizada y su estructura cristalizada muestra que tiene un atomo de
zinc que esta enlazado con dos residuos de histidina y uno de acido glutamico (Skiles y col.,
2004).

De las cuatro familias de proteasas antes mencionadas, las que se encuentran en mayor
proporcion en un sistema muscular, ya sea vertebrados o invertebrados, terrestres o acuaticos, son
las cisteinproteasas y aspartilproteasas. Las cisteinproteasas comprenden a las enzimas
encontradas en el sistema lisosomal de la célula, denominadas catepsinas y en el citosol, llamadas
calpainas. Las aspartilproteasas comprenden algunas catepsinas, como la catepsina D, la cual
presenta la mayor actividad en el sistema muscular y de las cuales se encuentran numerosos
estudios en el almacenamiento de carne (Cheret y col., 2007; Polidori y col., 2001; McGrath.,

1999; Garcia-Barrientos, 1998.).

2.3.2. Proteasas endogenas de la carne

En el proceso de obtencion de la carne como alimento, las proteasas juegan un papel fundamental
al afectar las caracteristicas de calidad (fisicoquimica y sensorial). Estas proteasas son de tipo
endogeno (lisosomales y citosolicas), encontradas inactivas naturalmente en el musculo vivo y
activadas después de la muerte del animal; y exdgenas, que ingresan al musculo por accion del
metabolismo de algunos microorganismos de la flora nativa.

La accion de enzimas enddgenas también afecta a los productos derivados de la carne. Cao y col.
(1999) realizaron estudios sobre la familia de las serinproteasas y su accidon sobre sustratos
musculares en carpa; la alta actividad enzimdtica dio como resultado la alteracion de la textura en
los geles proteicos formados. En sistemas carnicos, se han realizado diversos estudios para
evaluar el efecto de proteasas endogenas en sistemas carnicos, con respecto al pH de actividad se

dividen en enzimas 4cidas o alcalinas (Garcia-Barrientos, 1998; Sikorski y Kolakowska 2000).

2.3.2.1 Enzimas lisosomales: catepsinas

Antes de 1970 (McGrath, 1999) se sabia que los lisosomas poseian diversas enzimas capaces de

degradar un niimero considerable de biomoléculas, y por tanto participaban en los procesos
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fisiologicos de la célula, encontrandose asi el primer sistema proteolitico intracelular que se
relacion6 con la actividad lisosomal y con la degradacion de la célula; posteriormente se
encontraron otras vias de degradacion proteolitica extralisosomales. Los lisosomas son organelos
citoplasmaticos contenedores de enzimas con actividad proteolitica 4cida (Novikoff y Holtzman,
1978). Las enzimas de los lisosomas intervienen en la degradacion de proteinas, polisacaridos y

lipidos, y otros compuestos ya que los lisosomas estdn relacionados con la digestion intracelular

(Melendo y col., 2001).

Después de la muerte del animal, las membranas lipoproteicas de los lisosomas se rompen al
existir diferencias en la presion ejercida por los iones hidronio en el ambiente celular, por
consiguiente las enzimas se liberan cuando desciende el pH; en este momento son capaces de
degradar los componentes principales de la carne, dando como consecuencia la pérdida de

uniformidad e integridad de la fibra muscular (Lawrie, 1998; Melendo y col., 2001).

El término de catepsina proviene del griego “digerir” y fue utilizado por primera vez por
Willstitter y Bamann (1929), para describir una proteasa intracelular activa a pH acidos. Las
catepsinas, ademas de existir en animales acudticos y terrestres, se encuentran en protozoarios
(Bart y col., 1997), invertebrados terrestres (Caffrey y Rupel, 1997) y hongos (Sharma y col.,
1989). En los animales superiores se encuentran en todo tipo de células a excepcion de las células
rojas de la sangre (Bond y Butler, 1987). Las catepsinas tienen un pH Optimo 4cido (Anson,

1938; Lawrie, 1998; McGrath, 1999; Somoza y col., 2000).

Las catepsinas forman parte de la familia de las cisteinproteasas, aunque a este grupo se han
incluido las catepsinas D y E, que son aspartilproteasas (Macdonald y Barret, 1986), la catepsina
IIT que es una metaloproteasa (Henson y Frohne, 1976) y las catepsinas A (Macdonald y Barrett,
1986) y G, que son serinproteasas (Barrett, 1980). La inclusion de estas enzimas al grupo de las
catepsinas se debe a que tienen actividad a pH 4cidos. Muchos autores han relacionado a las
catepsinas con la proteodlisis encontrada en la carne, desde la obtencion de la carne,
almacenamiento, y proceso de produccion de productos carnicos. (Delbarre-Labrat y col., 2006;

Herrera-Méndez y col., 2006).
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Las cisteinproteasas tienen un 90% de homologia en la secuencia de aminoécidos con la papaina,
conociéndose también como enzimas de la familia de la papaina; tienen como papel principal
hidrolizar los enlaces peptidicos utilizando los residuos de aminoacidos encontrados alrededor de
su sitio activo cisteina (Cys 25) y una histidina (His 159) (McGrath, 1999).

Se han realizado estudios de aproximadamente 20 tipos de catepsinas de las cuales las catepsinas
A, B, C, D, H, L, J, se han encontrado en los musculos de animales tanto acuaticos como
terrestres siendo las catepsinas B, D, H y L las mejor caracterizadas (Matsumiya y col, 1989;
Koohmaraie y col., 1990; Yamashita y Konagaya, 1991; Jiang y col., 1999; Hughes y col., 2000).

La Tabla 7 muestra las principales caracteristicas in vitro de algunas catepsinas.

Tabla 7. Principales caracteristicas de algunas catepsinas in vitro

Peso

Catepsina Molecula pl pH Accién tSIItl t(') Sustrato
r (kDa) catalitico
B 25 4.5-5.5 4-6 endo cistein ac‘t na
miosina
actina
miosina
D 42 5.5-6.5 3-5 endo aspartin  troponina T
troponina |
linea Z
H 28 7.1 5.5-6.5 endo-exo cistein actina
miosina
actina
miosina
L 24 5.8-6.1 4-6.5 endo cistein troponina T
troponina |
colageno
M 30 5-7 endo
25 6 endo
T 35 6 endo

Los estudios histoquimicos del tejido muscular han reportado la localizacion de las catepsinas, y
explicado su participacion en la degradacion de las proteinas miofibrilares de la carne. Se ha
encontrado que al cuarto dia de almacenamiento de carne de bovino las catepsinas tienen una

difusion méxima en la fibra muscular, lo que permite deducir que una vez degradada la
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membrana lisosomal por el descenso de pH post mortem, la accidon de las enzimas se incrementa
con el tiempo de almacenamiento (Chambers y col.,, 1994). En los animales acudticos la
liberacion de las catepsinas se ve favorecida ademés de la ruptura de los lisosomas por
disminucion del pH después de la muerte del animal (Church, 1998), y se ven involucrados
factores de congelacion y descongelacion post mortem del musculo durante el almacenamiento

(Skjervold, y col., 2001; Delbarre-Ladrat y col., 2006).

Sancho y col. (1997) reportaron que a 37°C es mas intenso el rompimiento de las membranas
lisosomales debido a que el musculo esta en estado post mortem. En esta situacion las enzimas
proteoliticas son mas activas a una temperatura optima, causando una degradacion extensiva de
las proteinas miofibrilares. Estos autores encontraron que las catepsinas de bovino degradan a la
miosina a 37°C pero no a temperaturas menores, mientras que la actina es degradada en pequenas

cantidades.

Las catepsinas del musculo del pescado se conocen desde hace un poco mas de 40 afos (Siebert,
1962) pero continuamente han ido identificdndose nuevas catepsinas en pescados y mariscos, en
los cuales se ha reportado su efecto durante el almacenamiento, asi como su purificacion y uso en
la elaboracion de productos procesados (Yongsawatdigul y col., 1997; Hara y col., 1988; Jung y
col., 2000). La catepsina L ha sido purificada de la merluza (Merluccius merluccius) y se ha
caracterizado in vitro; se ha encontrado una actividad méxima a pH 5.5, y estabilidad hasta
55°C (An y col., 1994; Seymour y col., 1994). Cheret y col., (2007) estudiaron las catepsinas B,
D, H, y L extraidas también de merluza, asi como de bovino, encontrando mayor actividad en las
catepsinas B y L de merluza que de bovino. Por otra parte la actividad de la catepsina D extraida
de la carne de bovino fue 1.4 veces mayor que la encontrada en la merluza, mientras que la

actividad de la catepsina H fue igual en ambos musculos.
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2.3.2.2 Enzimas citosdlicas: calpainas

Guroff (1964) report6 los primeros estudios sobre las calpainas demostrando la existencia de
proteasas dependientes del calcio en cerebro de rata; posteriormente Meyer y col. (1964) las

caracterizaron y mas tarde fueron purificadas por Dayton y col. (1976).

El sistema proteolitico de las calpainas ha tenido varios nombres: factor activado por calcio
(CAF), proteasas neutras activadas por calcio (CANP), cisteinproteasas dependientes de calcio,
sulfihidrilproteasas dependientes de calcio (CDSP), y proteasas dependientes de calcio (CDP)
(Haard, 1990; Kumamoto y col., 1992; Ilian y col., 2003). La clasificacion de las calpainas por la
International Union of Biochemistry es EC 3.4.22.17.

El sistema proteolitico de las calpainas se encuentra en el citoplasma del tejido muscular de los
animales terrestres peces e invertebrados, consta de dos isoformas nombradas de acuerdo a la
concentracion de calcio que necesitan para activarse: u-calpaina (1-5 mM) y m-calpaina (80-120
mM), también han sido llamadas calpaina I y II, respectivamente (Koohmaraie y col., 1988). Las
calpainas del musculo esquelético (u-calpaina y m-calpaina) tienen un peso molecular alrededor
de 110 kDa, constan de dos fracciones de 80 y 30 kDa al analizarlas por electroforesis

desnaturalizante (Suzuki y Ohno, 1990).

Una de las caracteristicas importantes de las calpainas es que son susceptibles al calcio que las
induce, pero una exposicion prolongada da como resultado la pérdida de actividad proteolitica y
por ultimo la destruccion de la enzima. Como resultado de la autoprotedlisis, las subunidades de
80 y 30 kDa son degradadas a polipéptidos de pesos moleculares entre 76 y 18 kDa (Suzuki y
Ohno, 1990; Saido y col., 1994a).

Morgan y col. (1993) encontraron que las concentraciones de calcio intracelular in vivo son
suficientes para activar a la calpaina I pero no a la II, mientras que en condiciones post mortem la
concentracion de Ca*" puede alcanzar concentraciones de hasta 0.1mM. En estudios sobre la
degradacion de las proteinas miofibrilares se ha observado que las calpainas producen proteolisis

de la troponina T, troponina I, tropomiosina, a-actinina, titina, y nebulina (Zeece y col., 1983;

43




Revision Bibliogrdfica

Koohmaraie, 1992); la desmina también es extremadamente susceptible a la accion de las enzimas
proteoliticas (Dayton y col., 1976). Sin embargo, las calpainas no degradan a la o-actina ni a la
a-actinina (Goll y col., 1989), asi como a la cabeza pesada de la miosina en animales terrestres
(Tan y col., 1988). Las calpainas tienden a concentrarse en la linea Z por lo que la protedlisis

empieza en este sitio, dando como resultado el desarreglo del sarcémero (Bird y col., 1980).

Las condiciones Optimas para la activacion de las calpainas es a 25°C y pH 7.5, sin embargo el
requerimiento minimo de calcio para su activacion es independiente de la temperatura (Cottin y
col., 1991; Gil y col., 1998). La actividad de las calpainas se afecta por la presencia de grupos
tiol, calcio, fosofolipidos (Saido y col., 1994b; Sorimachi y col., 1994) y por un inhibidor
enddgeno llamado calpastatina (Kawasaki y col., 1993; Croall y McGrody, 1994) el cual posee 4
dominios con una secuencia comun de aminoacidos (TIPPEYR) que inhibe especificamente a la

calpaina (Croall y McGrody, 1994).

El ablandamiento del musculo esquelético de animales terrestres ha sido ligado a la actividad post
mortem del sistema proteolitico de las calpainas (Parr y col., 1999; Polidori y col., 2001). Cuando
la carne es tratada con cloruro de calcio ocurre cierto grado de proteolisis, reduciendo asi el
tiempo necesario para la maduracion post mortem (Cottin y col., 1991; Lee y col., 2000; Polidori
y col., 2001). Sin embargo algunas propiedades sensoriales, tales como el olor y el sabor, se
alteran (Lansdell y col., 1995). Los estudios en carne tratada con iones de Ca”’, ya sea inyectada
o marinada, han determinado que se genera un sabor residual amargo en carne de caballo y
conejo (Pérez Chabela y col., 1998; Scanga y col., 2000). En cuanto a animales acuaticos, se han
observado que las calpainas estdn asociadas con los cambios textuales de licuefaccion en el
musculo de crustaceos, induciendo una digestion inespecifica generalizada de las proteinas
miofibrilares. Sin embargo, las calpainas del musculo de vertebrados son muy especificas,
degradando principalmente a las proteinas troponina T, desmina, titina y nebulina, atacando tanto
a la actina como a la miosina en vertebrados (Koohmaraie, 1992; Delbarre-Labrat y col., 2004).
En musculo de pescado, las calpainas degradan a la miosina, especificamente a la cadena pesada,
formando un fragmento de aproximadamente 150 kDa (Muramoto y col., 1988). Los mismos
autores reportaron que las calpainas de pescado son mucho mads activas a bajas temperaturas que

las calpainas de mamiferos. La degradacion proteica es especifica de la especie acuatica, ademas
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de ser mas activas contra las miosinas y menos estables al calor que en el caso de calpainas de
animales terrestres. Las especies de peces de aguas frias son mas susceptibles a la autolisis por
calpainas que las especies de aguas tropicales. Aunque las calpainas han sido identificadas en
especies tan diferentes entre si como tilapia y camaron (Wang y col., 1993), carpa (Toyohara y
Shimizu, 1988), atun, besugo rojo y trucha (Muramoto y col., 1988), todos los estudios reportan

una relacion entre la actividad de las calpainas y la textura de las muestras.

Delbarre-Labrat y col. (2004) aislaron la m-calpaina del musculo de robalo y estudiaron la
degradacion de proteinas miofibrilares y sarcoplasmaticas, encontrando que esta enzima degrada
componentes sarcoplasmaticos a fracciones de 27 kDa, asi como a la cadena pesada de la

miosina, la a-actinina y la desmina.

Las calpainas y las catepsinas tienen una accion conjunta durante el almacenamiento post mortem
de la carne; ambos sistemas proteoliticos ayudan a la degradacion de la miofibrilla por medio de
la degradacion de las proteinas miofibrilares, dando como resultado la pérdida de la integridad y
uniformidad de la fibra muscular (Masayuki y col., 1987; Etherington y col., 1987; Sikorski y
Kolakowska 2000; Delbarre-Ladrat y col., 2000; Jiang, 2000; Cheret y col., 2007; Herrera-
Meéndez y col., 2006).

Las enzimas endogenas de animales acuaticos, aunque similares a las encontradas en los animales
terrestres, presentan algunas diferencias. En los animales terrestres, estas enzimas tienen un
efecto benéfico al participar en el proceso de maduraciéon de la carne, mientras que en los
animales acudticos aceleran los mecanismos de autdlisis posteriores a la captura (Jiang, 1998;
Jiang, 2000; Cheret y col., 2007). La velocidad de estos cambios depende de factores como el

método de captura, la manipulacion y el almacenamiento.

2.3.3 Enzimas exdgenas

Las enzimas enddgenas a las que se refiere la presente tesis son aquellas que pueden alterar la
estructura de las prote