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Intfroduccién general

|. INTRODUCCION GENERAL

LIl. EL PESCADO COMO ALIMENTO

La came de pescado es una importante fuente de proteinas animales,
siendo fundamental en la dieta de distintas culturas. Diversas caracteristicas de
estos productos los hacen beneficiosos desde el punto de vista nutritivo y de la
salud del consumidor. Asi, datos epidemiolégicos indican una mayor longevidad
en los paises donde su consumo es muy frecuente (Ackman, 1988). Entre sus
ventajas pueden mencionarse: bagjo nivel de grasas con una baja proporcién de
4cidos grasos saturados y abundancia de 4cidos grasos omega 3 e importante
fuente de minerales y vitaminas.

Las capturas mundiales de pescado se han duplicado a partir de la
década del 60 desde 40 millones de toneladas hasta estabilizarse justo por debajo
de los 100 millones después de 1988 (Huss, 1998).

Nuestro pais mantiene un consumo bajo de pescado, aunque éste se ha
incrementado debido a modificaciones en los hdbitos de consumo, alcanzando
los 9 kg/habitante/aino en 1997, con significativas diferencias entre las distintas
regiones. En funcién de ello, en Argentina el mercado intemo del pescado
comresponde a menos del 15 % de las capturas (Consejo Federal de Inversiones
CFl). Las exportaciones de pescado constituyen una fuente importante de divisas,

superando en ciertos afos las correspondientes a la exportacién de came.

LI.1. Clasificacion de las especles pesqueras

Dada la enome variedad de animales acudticos disponibles para la
alimentacién humana, existe una gran dificultad para la identificacién comrecta
de las especies. El uso de nombres locales o comunes crea generaimente
confusién, haciéndose imprescindible rotular exactamente las especies,

principalmente las de comercializacién intemacional.
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Por otra parte, la clasificacién de las especies es importante desde el punto
de vista practico, ya que los distintos grupos se deterioran en formas diferentes y
varian en cuanto a su composicién quimica.

Desde el punto de vista industrial, existen fundamentalmente dos grupos de
peces importantes: los Condrictios o peces cartilaginosos y los Telebsteos o peces
6seos. Las diferencias entre estas dos grandes clases no se limitan a las
caracteristicas del esqueleto, sino que también existen grandes diferencias en la
estructura de las agallas, la morfologia de los érganos sexuales, el mecanismo de
flotacién, la estructura de la piel y otras (Contreras Guzman, 2002). Estas
caracteristicas influyen en el comportamiento bioquimico post-mortem y en su
utilizacién tecnolégica. En la Tabla 1.1. se presentan las caracteristicas generales

de estos dos grandes grupos y algunos ejemplos (Huss, 1998).

Tabla 1.1. Clasificacién de los peces

Condrictios  peces cartilaginosos alto contenido de urea tiburones y rayas

en el musculo

peces pelagicos pescado graso (lipidos arenque, caballa,

Teledsteos o almacenados en el sarding, atun,
peces 6seos tejido muscular) anchoa

peces demersales Pescado (blanco) bacalao. merluza,

magro, almacena mero, salmén de mar

lipidos solo en el higado

Las especies peldgicas son aquellas cuyo cuerpo estd adaptado para
desamrollar grandes velocidades para la busqueda de alimentos o durante la
migracién para desovar; son predadores y viven en la superficie. Por ofra parte,
los peces demersales son los de aguas profundas, poco veloces y que
generalmente no tienen habitos migratorios (Contreras Guzman, 2002).

Los peces pelagicos son de gran importancia en la industria de alimentos
marinos ya que, por formar cardimenes pueden ser capturados masivamente.
Constituyen la materia prima bdsica de las conservas enlatadas y harinas de

pescado.
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1.1.2. El mésculo de los peces

Un corte transversal del cuerpo del pescado -obtenido luego de la
separacién de la cabezq, las visceras y la piel- muestra una came generalmente

clara organizada en cuatro bloques bien definidos (Contreras Guzman, 2002). Los

musculos de los peces se organizan
longitudinalmente a lo largo de la columna

vertebral. Los dos cuadrantes superiores

los inferiores las masas musculares ventrales

I
‘ constituyen las masas musculares dorsales y
|
l (Figura I.1.).

{ El misculo de los peces puede ser
| dividido en musculo claro y musculo rojo u
|
I

| oscuro, los cuales presentan diferentes

caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas. La

' masa muscular oscura corre lateralmente

Figura L1. Corte transversal de | desde la cabeza hasta la cola, encima del

musculo de pescado. FB: fibras
blancas, FR: fibras rojas, Fl: fibras
intermedias, CV: columna vertebral, ‘
LLC: canal de la linea Ilateral ‘
(Foegeding y col.. 1996) |

. |

- - piel, constituyendo alrededor de un 5 % del

musculo claro o penetrando en él. En los

peces sedentarios, el musculo oscuro es solo

una capa fina que puede verse al retirar la

peso del filete. En los peces migratorios, puede llegar a ser hasta un 48 % del filete
(Love, 1970), penetrando hacia la columna en diversas formas dependiendo de la
especie.

Dentro de las diferentes caracteristicas de los dos tipos de musculos, se

destacan el mayor contenido de lipidos y de mioglobina en el musculo rojo.
1.1.2.1. Estructura muscular
La anatomia del muUsculo del pez difiere de la anatomia de los animales

terrestres y los p@jaros, estando las diferencias dadas fundamentalmente por tres

factores basicos. El primero est@ relacionado con el hecho de que el cuerpo del
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pez es sostenido por el agua, por lo cual no requiere un tejido conectivo fuerte y
extenso para soportar y mantener los muisculos. Por otra parte, dado que la
mayoria de las especies comercialmente importantes son poiquilotermas y viven
en ambientes frios, las proteinas musculares tienen propiedades diferentes con
respecto a las de los animales de sangre caliente. En tercer lugar, debido a los
particulares movimientos que debe redlizar el cuerpo del pez, el ameglo
estructural del misculo es marcadamente diferente con respecto al muisculo de
los animales terrestres y los pdjaros (Foegeding y col., 1996).

El mUsculo esquelético estd constituido por células multinucleadas, largas y
angostas denominadas fibras. Su longitud se encuentra en el orden de los
centimetros mientras que su di@metro oscila entre 10 y 100 um. A nivel celular,
existe mucha similitud entre los musculos de una amplia variedad de especies.

El areglo de las fibras musculares en un pez éseo tipico se muestra en la
Figura 12 Las células musculares coren en paralelo, separadas
perpendicularmente por capas delgadas de tejido conectivo llamado miosepta

(myocommata). Los segmentos musculares situados entre estos tabiques de tejido

Figura 1.2. Patrén de miotomas del musculo de peces 6seos,
con vista lateral de un miotoma (Foegeding y col.. 1996)
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conectivo se denominan miotomas (Huss, 1998). Los miotomas tienen forma de W
y van desde la superficie hasta la columna vertebral ensambldndose de manera
tipica. Debido a la inclinacién que presentan los miotomas, se produce una
superposicién de los mismos formando conos embutidos muy visibles en un corte
transversal en el cual se ven como anillos concéntricos (Contreras Guzman, 2002).
Los myocommatas corren en forma oblicua, foomando un patrén de surcos
perpendiculares al eje longitudinal del pez. En la superficie de los musculos, los
mioseptos se fusionan con el perimisio - membrana de fibras entrecruzadas que
recubre el muisculo-, y en el interior se amamran a la columna vertebral. Esto
permite dar flexibilidad al misculo en los movimientos que propulsan al pez a
fravés del agua.

La fibra o célula muscular se encuentra recubierta externamente por una
membrana, el endomicio, que es una prolongacién del miosepto. Por debajo del
endomicio se encuentra la membrana celular o sarcolema, la cual regula la

entrada y salida de metabolitos y esta relacionada con la contraccién muscular.

| El sarcolema estd formado por

al menos cuatro capas, de las

& 1'Bandal cudles, la md&s interna, es la
g -
Wikl Banda A membrana plasmdtica. Las
g bl |
‘ ':ﬁ ‘ invaginaciones del sarcolema
W
Ay z . .
g Linea forman el sistema de tGbulos T,
“4 Sistema T
{31 Reticulo cuyos extiremos se unen en el
', sarcoplasmico
i“ _ interior de la célula con el
(Mitocondria
h i - s P . 0
k- Sarcomero reticulo sarcoplasmico -sistema

X

“ Triada !
40 priofibritias ‘ paralelo al eje principal de la
Rt

o

Filamentos

membranoso generaimente

R

TS £ Wil
REL B e P2 DAOARR IR T s s .513‘\"

célula- (Figura 1.3.). La unién del

Figura 1.3. Corte de una fibra muscular mostrando | Sistema Ty el reticulo

suU memb_rgno ex't?mo, sus invaginaciones (snstgmo i sarcopldsmico (tfiada) ocurme
T) y la unién al reticulo sarcoplasmico en la friada |
i

(Foegeding y col., 1996) cerca de los discos Z en los

peces. La extension del sarcolema dentro de la célula por medio de los tdbulos T

hace que la célula muscular responda como una unidad. La despolarizacién de
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estas estructuras produce una liberacién de calcio de las vesiculas del reticulo
sarcoplasmico desencadenando el proceso de contraccién muscular.

El espacio interior de la célula muscular estd ocupado por el sarcoplasma,
liquido viscoso en el cual se encuentran los nucleos (periféricos) y el resto de Ids
organelas (corpusculos de Golgi. mitocondrias, lisosomas), granulos de almidén,
gotas de grasa, numerosas proteinas -entre ellas las enzimas y la mioglobina-,
muchos compuestos nitrogenados de bajo peso molecular (ATP, creatina, éxido
de trimetilamina, aminodcidos) e iones inorganicos.

En el centro de la fibra muscular se encuentran los miofilamentos o
miofibrillas, los cuales constituyen el aparato contractil del misculo. Las miofibrillas
se encuentran rodeadas por el sarcoplasma, los tdbulos T y el retficulo
sarcoplasmico (Figura l.4.a.). La disposicidn repetitiva especifica de las proteinas
en las miofibrillas es responsable de la apariencia estriada (bandas claras y
oscuras) tipica de los musculos al microscopio (Figura 1.4.b.). Las bandas oscuras
son anisotrépicas o birefringentes al ser vistas bajo luz polarizada; por ser
anisotrépicas se denominan bandas “A". Las bandas claras son isotrépicas
denomin@ndose bandas “T". En el centro de las bandas “T* hay una linea oscura, la
linea Z o disco Z; mientras que en el centro de las bandas “"A™ se encuentra una
zona clara llamada zona "H’. En el centro de esta Ultima aparece Id linea "M™ mds
oscura.

Los miofilamentos se encuentran organizados longitudinalmente al eje de la
fibra, formando segmentos lamados sarcémeros que estan separados entre si por
tabiques divisorios (lineas Z) (Figura 1.4.). La longitud promedio de un sarcémero es
de 2 a 2,5 mm (Sanclivier, 1982). Un sarcémero estG@ compuesto por filamentos
gruesos Yy filamentos finos. Los flamentos finos aparecen hacia fuera de los discos
Z en ambas direcciones, constituyendo la banda T. Dichos filamentos se
superponen con los flamentos gruesos en una zona de la banda “A™. La zona "H"
es la zona de la banda “"A” donde los filamentos finos no se solapan con
flamentos gruesos. Los filamentos gruesos se disponen hexagonalmente, en las
zonas de interpenetracién de ambos tipos de filamentos, cada filamento grueso
se halla rodeado por seis flamentos delgados, mientras que cada filamento

delgado es compartido por tres flamentos gruesos (Cassens,1976).
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Figura 1.4. (a) Miofibrillas con el reficulo sarcopldsmico y el sistema de tubulos que las
rodea (Foegeding y col. 1996). (b) Seccion longitudinal de musculo esiriado:
micrografia electrénica (amba). interpenetracion de los filamentos responsable de la
aparicion de las diversas bandas (Cassens, 1976)

1.1.2.2.Composicién quimica del musculo

La composiciéon quimica del musculo de los peces varia ampliamente entre
las diferentes especies, asi como también dentro de la misma especie. En la Tabla
I.2. se presentan los rangos comespondientes a los principales constituyentes del
muUsculo de pescado con sus variaciones en las distintas especies, en

comparacién con la came vacuna (Huss, 1998).

Tabla 1.2. Principales constituyentes del musculo de pescado y de vacuno

Proteinas 16 - 21 20
Lipidos 0.2-25 3
Carbohidratos <0.5 ]
Cenizas 1,2-15 1

Agua 66 - 81 75

La composicién proximal de la came de pescado sufre frecuentes
fluctuaciones dado que los diferentes estados fisiolégicos del animal se reflejan en

el tenor de grasa, agua y en algunos casos de proteinas (Contreras Guzman,
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2002). Entre los principales factores que afectan la composicidén del musculo,

pueden mencionarse:

Edad de los peces (alevin, juvenil, adulto): los peces jdvenes generaimente
tienen mas agua y menos lipidos que los adultos, dado que al encontrarse en
desarrollo disminuyen las reservas de grasa.

Estacién del aino y fase de la migracién: la influencia de la estacién del afio es
muy marcada en los peces pelagicos, los cuales aumentan o disminuyen su
porcentaje de grasa en funcién de la disponibilidad de alimento. En general,
se observa una acumulacién de grasa desde el final de la primavera y durante
el verano y el otofio, asi como un minimo al inicio de la primavera. El
contenido de agua se comporta de manera opuesta. El conocimiento de la
variacién estacional tiene gran importancia tecnolégica pues afecta el
rendimiento, sabor y fimeza de la came y por ofra parte, la estabilidad frente
a la oxidacién lipidica varia por el aumento estacional de los acidos grasos
poliinsaturados o por la variacién de los antioxidantes naturales (tocoferoles,
flavonoides) sintetizados en el plancton.

Sexo y desarrollo de las génadas: Durante el desove, hay un consumo notable
del contenido graso del cuerpo con un aumento proporcional de agua. Las
proteinas musculares normalmente son preservadas. No obstante, se ha
observado en meriluza la degradacién de la miosina en pre-desove, debida al
stress metabdlico y alimenticio (Roura y col., 1992). Las alteraciones extremas
pueden daiar la textura de la carne y si el agotamiento de las reservas es muy
grande puede ser fatal, particularmente si coincide con la migracién.

Zona del cuerpo analizada (lomo, cola, vientre): El porcentaje de grasa es
mayor en la zona ventral y menor en la caudal, mientras que el contenido de
agua registra un comportamiento inverso. Las proteinas presentan mayor
porcentaje en la zona dorsal. Estas diferencias son particularmente evidentes
en los peces grasos y menos perceptibles en los semigrasos, desapareciendo
practicamente en las especies magras.

Clase de musculo (claro, oscuro): el contenido de lipidos es marcadamente
mds alto en los musculos oscuros mientras que el del resto de los componentes

suele ser mayor en los musculos claros.
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Anteriormente se han mencionado especies grasas, semigrasas y magras.

Esta division se realiza en base al porcentgje de lipidos, siendo importante su

consideracién ya que la misma influye notoriamente en el tipo de producto, vida

Otil, aceptabilidad y tecnologia de los productos obtenidos a partir de ellas

(Contreras Guzman, 2002). Asl, Jacquot (1961) propuso la siguiente clasificacién:
¢ Peces magros: menos de 2,5 % de grasa
e Peces semigrasos: entre 2,5y 9,5 % de grasa
« Peces grasos: mas de 9,5 % de grasa

Otra manera posible de distinguir entre especies magras y grasas es
denominar como especies magras aquellas que almacenan lipidos sélo en el
higado y como especies grasas las que almacenan lipidos en células distribuidas

en ofros tejidos del cuerpo (Huss, 1998).

Stansby (1962) propuso incluir en la clasificacién el contenido de proteinas,
dando lugar a las siguientes categorias:

¢ Categoria A: muy altos en proteinas (mdas de 20 % p/p) e intermedios en grasas
(entre 5y 15% p/p).

e Categoria B: Intermedios en proteinas (entre 15 y 20 % p/p) e intermedios en
grasa (enire 5y 15% p/p).

e Categoria C: muy altos en grasas (més de 15 % p/p) y bajos en proteinas
(menos de 15 % p/p). Denfro de este grupo se encontrarian las especies
peldgicas.

e Categoria D: muy altos en proteinas (mas de 20 % p/p) y bajos en grasas
(menos de 5% p/p).

e Categoria E: bajos en proteinas (menos del 15 % p/p) y bajos en grasas (menos
del 5% p/p).

e Categoria F: Intermedios en proteinas (entre 15y 20 % p/p) y bajos en grasas
(menos del 5% p/p).

1.1.2.3. Proteinas musculares

Las proteinas del musculo pueden ser clasificadas de acuerdo con su

funcién bioldgica o sus propiedades quimicas. En el primer caso, pueden dividirse
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en proteinas relacionadas con el metabolismo energético, con la contraccién y
estructurales (Foegeding y col., 1996). Segin sus propiedades quimicas, pueden
clasificarse de acuerdo a su solubilidad en medios acuosos en fres tipos: proteinas
solubles en aguaq, proteinas solubles en soluciones salinas y proteinas insolubles en

las condiciones antes mencionadas (Hultin, 1976).

1.1.2.3.1. Fraccién soluble en agua o proteinas sarcoplasmicas.

Son aquellas proteinas que pueden ser extraidas del musculo con agua o
soluciones salinas diluidas. Se trata de proteinas de estructura globular y pesos
moleculares relativamente bajos (20 - 60 kD).

Esta fraccién est@ constitvida fundamentalmente por enzimas,
principalmente las de la via glicolitica, creatin-quinasa y AMP-deaminasa asf
como también por el pigmento mioglobina. En los peces marinos constituyen
entre el 20 y el 30 % de las proteinas (Contreras Guzman, 2002).

Su composicién polipeptidica es bastante constante dentro de una misma
especie, variando poco con el sexo, la edad, estacién y condiciones fisiolégicas,

lo cual las hace apropiadas como criterio de identidad biolégica (Cowie, 1968).

I.1.2.3.2. Fraccién insoluble o proteinas del estroma

Es el residuo insoluble que queda después del tratamiento con soluciones
salinas de alta fuerza idénica. Estd constituida fundamentalmente por proteinas del
tejido conectivo (colageno, elastina); sin embargo, también puede incluir algunas
proteinas contractiles no extraidas, tales como la titina y la desmina.

La composicién del tejido conectivo depende de la zona de exiraccién
(piel, musculo, esqueleto) (Montero y Borderias, 1990). En el musculo, el tejido
conectivo est@ constituido por las membranas que envuelven externamente
cada haz de fibras (fasciae), por los tabiques que separan segmentos (mioseptos)
y por membranas intra-miotomas.

La principal proteina constituyente del tejido conectivo es el coldgeno. Esta

es una glicoproteina con residuos de azicares (glucosa, galactosa) unidos a
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hidroxilisina. El colageno existe bajo diferentes formas polimérficas, formadas por
tres cadenas polipeptidicas helicoidales (diferentes de la tipica a-hélice debido a
su-alto contenido de hidroxiprolina) conformando una superhélice. Las moléculas
de coldgeno se unen a través de sus extremos para formar las fibras de colageno.

En general, el contenido de coldgeno del musculo de los peces es inferior
al de los mamisferos (Foegeding y col., 1996). Diferentes especies pesqueras
contienen diversas cantidades de colageno, probablemente la distribucién de
esta proteina esté relacionada con el comportamiento natatorio de las especies
(Huss, 1998). Ademas, las diversas cantidades y diferentes tipos de coldgeno en los
peces pueden tener influencia en las propiedades texturales del musculo
(Montero y Borderias, 1989).

En general, las fibras de colageno forman una compleja estructura de
redes, similar a la presente en los mamiferos. Sin embargo, el coladgeno de los
peces es mucho mdés sensible al calor, conteniendo menos entrecruzamientos y
mas termoldabiles que el coldgeno de animales de sangre caliente. El contenido
de hidroxiprolina es en general menor en peces que en mamiferos (Contreras
Guzman, 2002).

Otras proteinas estromdaticas son la reticulina y la elastina. La primera
constituye el reticulo sarcoplasmico, mientras que la elastina es una proteina
fibrosa y eldstica caracteristica de los tejidos sometidos a tensiones constantes

pero que deben recuperarse rGpidamente.

1.1.2.3.3. Proteinas coniractiles o miofibrilares

Son solubles en soluciones salinas de alta fuerza iénica (NaCl o KCl 0,6 M,
pH =7,0-7.,2). A continuacién se enumeran las principales caracteristicas de las

proteinas miofibrilares mas importantes:

Miosina
Es la proteina constituyente de los filamentos gruesos. Representa entre el
50y el 60 % de las proteinas miofibrilares. Es una molécula muy grande (alrededor

de 160 nm de longitud), con un peso molecular cercano a los 500 kD. Contiene un
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total de seis cadenas polipeptidicas, dos cadenas pesadas y cuatro cadenas
livianas, ensambladas en una estructura cuaternaria foormando una cola con dos
cabezas globulares (Figura 1.5.). La regidn recta de la cola (bastén) consta de dos
cadenas pesadas con estructura de a-hélice, superenrolladas en una estructura
de a - hélice doble que termina en la regién de las cabezas. La regién de la cola

es responsable de la asociacién de la miosina en los flamentos gruesos.

l

| ] 1 i |
r T T L
[ MML 1 MMP _i
s
L
cadenas
/Ivlmls
cabeza de|
L bastén ’mloslna
} L 1

Figura LS. Estructura de la molécula de miosina. En la parte
superior se indican los segmentos obtenidos por protediisis:
MMP: meromiosina pesada, MML: meromiosina liviana, S1:
subfragmento 1 y S2: subfragmento 2 (modificado de Rourq,
1992)

El principal tipo de estructura presente en las cabezas de miosina es la a -
hélice. Asociadas con cada cabeza se encuentran dos cadenas livianas. Existen
dos tipos de cadenas livianas: las cadenas livianas DTNB (18 - 19 kD), llamadas asi
porque pueden ser removidas de la miosina por fratamiento con DINB (acido
5.5 ditiobis-2-nitrobenzoico), o también llamadas cadenas livianas regulatorias por
ser responsables de la regulacién mediada por calcio de la contraccién del
muUsculo de los moluscos y de la regulacién mediada por fosforilacién en el
musculo liso. El ofro tipo de cadenas livianas son las alcalinas (16 - 22 kD) dado
que son liberadas en condiciones alcalinas, también llamadas cadenas livianas
esenciales porque antiguamente eran consideradas esenciales para la actividad
ATPasa. Cuando la miosina es tratada con agentes disociantes, la a - hélice doble

se desamma, liberando dos polipéptidos formados por la regién que conforma el
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bastén y la cabeza (200 kD) y las cadenas livianas se separan de las cabezas
(Foegeding y col., 1996).

A fin de facilitar los estudios realizados sobre la molécula de miosina, ésta
puede ser tratada con enzimas proteoliticas tal como la tripsina, para dar dos
segmentos: la meromiosina liviana y la meromiosina pesada que contiene las
cabezas globulares (Figura L.5.). La seccién de la cabeza de la meromiosina
pesada se designa subfragmento 1 o S1 y est@ unida a la regién recta
(subfragmento 2 o $2) a través de uniones flexibles. La regién de la meromiosina
liviana es la responsable de asociarse y formar la estructura del filamento grueso.

Cada filamento grueso contiene alrededor de 400 moléculas de miosing,
unidas cabeza con cola en ambas direcciones. Esta disposicion es fundamental
para que la contraccién ocurra.

Ademd@s de la miosina, existen ofras proteinas en los filamentos gruesos,
tales como las proteinas C, H y X. Estas se encueniran en bandas espaciadas
peribdicamente. Se piensa que estos anillos proteicos podrian proteger al
flamento contra la destruccién por fuerzas de tensién o por cambios en el

ambiente iénico.

Actina

Es la principal proteina de los flamentos finos, constituye entre el 20 y el 25
% de las proteinas miofibrilares. En la forma monomérica (actina G) (42 — 48 kD)
tiene estructura globular y es estable en agua, pudiendo existir también como
dimero. La G-actina une ATP muy fimemente y, en presencia de magnesio,
polimeriza espontdneamente para formar F-actina, con la consecuente hidrélisis
del ATP unido. La F - actina o actina fibrosa presenta una estructura de doble
hélice. La G - actina también polimeriza en presencia de sales neutras a una
concentracién de aproximadamente 0,15 M.

Los flamentos de F-actina interaccionan con la cabeza de miosina. Al
examinarse al microscopio electrénico, la miosina unida a la F-actina aparece
como largas cuerdas en puntas de flecha apuntando en la misma direccién, lo
cual indica que los monémeros de actina en la F-actina tienen polaridad

(Foegeding y col, 1996).
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Actomiosina

Cuando se mezcla miosina y actina in vitro se foorma un complejo llamado
actomiosing, interaccionando a través de puentes disulfuro. La actividad ATP-asa
de la actomiosina estd modificada con respecto a la miosina, ya que esta Ultima
es activada por calcio e inhibida por magnesio mientras que la primera es
activada por magnesio. El complejo puede ser disociado en presencia de ATP y/o
ADP e iones magnesio.

En el musculo pot-mortem, la actomiosina es el principal estado en que se
encuentran la miosina y la actina, dada la deplecién de ATP que ocurre. Por lo

tanto, este complejo se encuentra en los extractos de musculo post-mortem.

Tropomiosina ay f

Representa el 5 % de las proteinas miofibrilares. Su peso molecular es de 68
kD y estd constituida por una cadena de a-tropomiosina (37 kD) y una de B-
tropomiosina (33 kD), aunque a veces también estan presentes los homodimeros.
Las dos cadenas polipeptidicas (a - helicoidales) se encuentran formando una
estructura supersecundaria parecida a la porcién cola de la molécula de miosina.

La tropomiosina se agrega a fravés de sus extremos y se une al flamento
de actina en cada uno de sus surcos, de manera tal que cada molécula de
fropomiosina interactia con siete monémeros de actina (Figura 1.8.). Junto con la
froponina, forman un complejo que regula la interaccién de la miosina con los

filamentos finos.

! !

Figura 1.8. Unién de fropomiosina y froponina a la doble hélice de actina
(Foegeding y col., 1996)
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Troponinas

Representan un 5 % de las proteinas miofibrilares, existiendo en fres formas
moleculares organizadas en un complejo: la froponina | (21 - 24 kD) es la
subunidad que inhibe la unién miosina-actina y la actividad ATP-asq, la froponina
C (18 kD) es el sitio de unién del calcio y la froponina T (31 — 37 kD) es el sitio de
unién de troponina - tropomiosina.

Aunque los pesos moleculares de estas proteinas se conocen bien en los
mamiferos, hay algunos discrepancias en los valores publicados para diversos

pescados.

a 'y p -Actininas

Son proteinas de unién a la F-actina. La a-actinina se localiza en el disco Z,
siendo su funcién, aparentemente, darle estructura al mismo. Tiene una masa
molecular de 200 kD y esta@ constituida por dos subunidades de masa similar.

La p-actinina esta constituida por un polipéptido de 35 kD y otro de 31 kD.
Se localza en el extremo libre del filamento de actina, pudiendo estar

involucrada en la regulacién de la longitud de los flamentos finos.

Otras proteinas sarcoméricas estructurales

La desmina es una proteina de 55 kD que forma parte del citoesqueleto
celular. Forma filamentos intermedios en longitud (10 nm), los cuales se localizan
en la periferia de cada linea Z foormando la conexién con las miofibrilllas
adyacentes.

La titina es una proteina de alta masa molecular (alrededor de 1000 kD),
suficientemente larga como para extenderse desde la linea Z a la linea M
Representa el 10 % de las proteinas miofibrilares. Interactia con la miosina, las
proteinas de la linea M y la a-actinina. Se cree que su funcién es regular la
longitud de los flamentos gruesos y mantener la continuidad mecdnica de las
miofibrillas.

La principal proteina constituyente de la linea M es la miomesina (165 kD),

representando el 3 % de las proteinas miofibrilares.
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La nebulina es ofra proteina miofibrilar grande (700 - 900 kD) que
representa el 5 % de las proteinas miofibrilares. Tiene multiples sitios de unién a la

actina y podria funcionar regulando la longitud de los flamentos finos.

1.1.2.3.4. La coniraccién muscular

La contraccién ocume cuando el musculo es estimulado por un impulso
nervioso que despolariza el sarcolema. Dicha despolarizacién es transmitida al
interior de la célula a través del sistema de tibulos T (Foegeding y col., 1996),
produciendo una liberacién de calcio del reticulo sarcopldsmico a través de un
canal de calcio. El cadicio liberado se une a la troponina C causando una
transicién estructural que consecuentemente produce cambios en el complejo
troponina-tropomiosina-actina, haciendo que la tfropomiosina se mueva dentro
de los surcos de la superhélice de F-actina. De esta manerq, el flamento fino es
capaz de interactuar con un filamento grueso y causar la contraccién.

Cada cabeza de miosina puede interactuar con dos monémeros de
actina a través de un sitio de unién fuerte y otro débil. Cuando al final de un ciclo
de contraccién, con la miosina fuertemente unida a la actina, se une una
molécula de ATP al sitio ATPasa de la cabeza de miosina, se produce una
separacién de los dos segmentos de la cabeza de miosina lo cual produce un
desacople de los sitios de unién fuerte. La cabeza de miosina se ciemra alrededor
de la molécula de ATP resultando en la disociacién de la miosina y la actina. El
ATP es hidrolizado, quedando ADP y fosfato unidos a la cabeza de miosina. La
miosina comienza a recombinarse con la actina, primero a través de uniones
débiles y luego de uniones fuertes y posteriormente, con la liberacién del fosfato
comienza la fuerza de coniraccién. Al final de la contraccién el ADP es liberado y
la cabeza de miosina vuelve al sitio de inicio.

La relgjacién del musculo involucra la desactivacién del filamento fino, lo
cudl se logra a través de la disminucién del calcio sarcoplasmatico mediante un
transporte activo del calcio hacia el interior del reticulo sarcoplasmico.

La fuente de energia para la generacién de ATP en el muisculo claro es el

glucégeno, mientras que en el musculo oscuro también puede ser obtenida a
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través de los lipidos. El miUsculo oscuro posee muchas md@s mitocondrias que el
musculo blanco, pemitiéndole realizar un metabolismo aerdbico; mientras que el
musculo blanco genera la energia principalmente mediante un metabolismo

anaerdbico, acumulando acido lactico.

1.1.2.3.5. Composicién de aminodcidos de las proteinas musculares

El mUsculo de los peces posee una excelente composicidn de aminodcidos
que refleja principalmente la composicién de la miosina, y que aporta altos
contenidos de lisina, metioninq, triptofano y otros aminodcidos esenciales. Esto lo
hace un muy buen complemento de dietas que contienen proteinas vegetales
(Contreras Guzman, 2002). La composicién de aminodcidos de peces (tanto
marinos como de agua dulce) es muy préxima a la de bovino dadas las

similitudes entre las comrespondientes moléculas de miosina.

1.1.2.4. La fracclén lipidica del misculo

Antiguamente, los lipidos de pescado eran considerados un componente
indeseable, asociado al olor a grasa rancia que desvalorizaba la porcién
comestible. Actualmente, el aceite de pescado estd causando una revolucién en
la medicina y en la nutricibn, como consecuencia de una campana por la
reduccién del colesterol dietario, ante la evidencia que las poblaciones cuya
alimentacién estd basada en productos marinos, tienen menor incidencia de
enfermedades isquémicas del corazdn. Asi, fue comprobado el beneficio de los
Aacidos grasos omega-3 (@3) en la disminucién del colesterol, el nivel de los
triglicéridos plasmaticos, la disminucién de ateromas y la atenuacién de los
procesos inmunoinflamatorios como asma, artritis, psoriasis (Barlow, 1987). Los
esquimales, cuya dieta se basa en el consumo de animales marinos, ingieren el
doble de colesterol que el occidental estandar y tienen una frecuencia de infarto
10 veces menor; mientras que los japoneses que consumen diariamente de 100 a

250 g de pescado presentan una agregacién plaquetaria disminuida, con la
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menor frecuencia de infarto de los paises desarrollados o en desarrollo a pesar de
estar sometidos a un elevado stress (Introzzi, 1995).

Las razones por las cuales los organismos marinos ocumqlan dacidos grasos
poliinsaturados @3 en los tejidos musculares y depdsitos de reserva no estdn aun
totalmente explicadas. Las estructuras basicas son sintetizadas en el fitoplancton y
en las macroalgas (Hardy y Keay, 1972; Ackman, 1980 y 1982) desde donde son
transferidas al zooplancton y niveles superiores de la cadena dlimentaria. De
manera general, se puede aceptar que la estructura de los lipidos marinos es una
forma de adaptacién de las especies para sobrevivir en el agua salada y a
temperaturas relativamente bajas, ya que los lipidos de peces de agua dulce,
particularmente los de clima tropical, son completamente diferentes.

Existe una relacién inversa entre el grado de poliinsaturacién de los lipidos y
la temperatura del habitat, que resulta en grasas con puntos de fusién
ligeramente inferiores a la temperatura minima del medio acudtico (Contreras,
2002). Aparentemente, mediante la regulacién de la poliinsaturacién se controla
la fluidez de los lipidos protoplasmaticos (Hardy y Keay, 1972).

Por otra parte, la presencia en los organismos marinos de acidos grasos de
cadena larga se justificaria por la posibilidad de infroducir un nOmero mayor de
enlaces dobles, particularmente si los dcidos grasos tuvieran estructura o3
(Ackman, 1982).

Los lipidos encontrados en exiractos de tejidos de pescado pueden
clasificarse en dos grandes fracciones: Lipidos neutros (triglicéridos, hidrocarburos,
dacidos grasos libres, vitaminas liposolubles, esteroles, éteres de dialcilglicerol,

alcoholes grasos y ceras) y Lipidos polares (glicolipidos, fosfolipidos, lipopéptidos).
Lipidos neutros

Los lipidos neutros constituyen cerca del 90 % de los lipidos totales en las
especies grasas o semigrasas presentando porcentajes mucho menores en las
especies magras. El mUsculo blanco de un pez magro tipico puede contener
menos del 1 % de lipidos, de los cuales hasta un 90 % puede comresponder a
fosfolipidos (Ackman, 1980).
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Los triglicéridos son los principales componentes de los lipidos neutros,
siendo empleados para el aimacenamiento de energia en depésitos de grasa,
generaimente dentro de células especiales rodeadas por una membrana
fosfolipidica y una red de colageno relativamente débil. Algunas especies
pueden contener ceras esterificadas como parte de sus depdsitos de grasas.

Como se mencioné anteriormente, las especies de pescado pueden
clasificarse segun de cémo almacenan sus lipidos de reserva; los pescados
magros utilizan el higado mientras que los grasos almacenan lipidos en células
grasas en distintas partes del cuerpo tales como el tejido subcutdneo, en los
musculos del vientre y en los mUsculos que mueven las aletas y la cola (Huss,
1998). Los depdsitos de grasa se encuentran esparcidos por toda la estructura
muscular, aunque la concentracién de células grasas parece ser mas elevada
cerca de los myocommatas y en las regiones entre el musculo claro y el oscuro. El
musculo oscuro contiene algunos triglicéridos dentro de las células musculares,
incluso en las especies magras, dado que este mUsculo es capaz de metabolizar
directamente los lipidos para la obtencidn de energia.

Los triglicéridos son los responsables de la amplia variacién estacional de los
Iipidos, principalmente por acumulacién bajo la piel y en la cavidad ventral.
Dichas variaciones son mds importantes en las especies peldagicas, estando
relacionadas con las fases de migracién y desove, como ya fue mencionado
anteriormente en esta Introduccién.

Dentro de la fraccién de los lipidos neutros se encueniran también las
vitaminas liposolubles: A, D y E. Las vitaminas A y D se encuentran en muy
pequeinas cantidades en el mUsculo, siendo este contenido algo mayor para las
especies grasas. Al igual que los mamiferos, los peces almacenan en la came casi
exclusivamente a-tocoferol (el cual posee la mayor actividad de vitamina E) y
pequeiias cantidades de y-tocoferol y §-tocoferol (Contreras Guzman, 2002). La
vitamina E es un antioxidante natural del muidsculo. pudiendo actuar en forma

sinérgica con los fosfolipidos musculares.
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Lipidos polares

Los lipidos polares tienen funciones estructurales, alcanzando porcentajes
muy variables con respecto a los lipidos totales segun las especies y de acuerdo
con el contenido de triglicéridos, con los cuales presentan una relacién inversa.

Dentro de esta fraccidn, los fosfolipidos son los principales constituyentes de
las estructuras de las membranas, incluyendo la membrana celular, el reticulo
sarcopld@smico y ofros sistemas tubulares intracelulares, como asi también de las
membranas de organelas tales como las mitocondrias.

Cuando los fosfolipidos se expresan cada 100 g de musculo, se observan
valores relativamente préximos en la mayoria de las especies, demostrando que
estos compuestos no son afectados por la especie ni por condiciones
nutricionales adversas (Contreras Guzman, 2002). Si se expresan en funcién del
contenido de lipidos totales se obtienen valores bajos para las especies grasas y
altos para las especies magras.

El fosfolipido mas abundante en los musculos de peces es la fosfatidilcolina,

seguido por la fosfatidiletanolamina.

Acidos grasos

Los 4cidos grasos se encuentran formando parte de casi todas las clases
de lipidos mientras que como dcidos grasos libres se hallan en una pequefa
fraccién.

La composicion de acidos grasos de los lipidos estd influenciada por los
diferentes factores tales como la familia biolégica, las condiciones ambientales
(salinidad, temperatura, estaciones), la composicidn de A4acidos grasos del
alimento habitual y el estado de estrés fisiolégico (ayuno., migracién, desove)
(Contreras Guzman, 2002).

Existen importantes diferencias entre los acidos grasos de los animales
marinos y los de otros grupos de organismos, algunas de las cuales se resumen a

continuacién:
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e Mayor diversidad en la longitud de las cadenas, incluyendo &cidos grasos
desde 14 hasta 24 Gtomos de carbono.

e Acidos grasos insaturados que contienen entre 1 a 6 insaturaciones,
generando un promedio de insaturacién superior al de las grasas animales
y los aceites vegetales.

e Acidos grasos en formas isoméricas, generando las estructuras o3, o4, o5,
06, o7, o? y ofras. En los lipidos marinos predomina la estructura @3 y en los
peces de agua dulce la wé.

En los aceites de pescado han sido identificados mdas de 90 acidos grasos,
aunque no mas de 20 exceden el 1 % y solo 10 u 11 existen en cantidades
suficientes para influir en las propiedades fisicas o quimicas de las grasas.

Los aceites marinos presentan una alta proporcién de dAcidos grasos
poliinsaturados (PUFAs) @3 y escasa cantidad de sus precursores de 18 carbonos
(&cido linoleico y acido linolénico) (Introzz, 1995).

Entre los PUFAs de la serie o3 presentes en los lipidos de pescado se
destacan: 4cido eicosapentaenoico EPA (C20:503)., 4cido docosapentenoico
DPA (C22:503) y 4cido docohexaenoico DHA (C22:6w3).

1.L.2.5. Ofros componentes musculares

1.1.2.5.1. Compuestos nilrogenados no proteicos

En los peces el contenido de compuestos nitrogenados no proteicos (NNP)
es muy elevado y presenta una composicidn muy compleja. El estudio de dichos
componentes ha sido de gran utilidad en el desamollo de diversas @reas de la
ciencia y la tecnologia de los pescados.

Algunos compuestos del NNP son especificos de las especies, lo cual
permite utilizarlos en la clasificacién de conservas y productos cocidos ya que no
se destruyen por calor. Por otra parte, son ampliamente vutilzados en la
evaluacién de la frescura, dado que son modificados por enzimas endégenas y

microorganismos, generando compuestos tipicos. Ademds, algunos de estos
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solutos estan involucrados en la generacidén de aroma y sabor en el pescado
(Contreras Guzman, 2002).

El contenido de NNP es dependiente de las especies, variando entre 8 y 18
% del nitrégeno total en los teledsteos (Simidu, 1961). Las especies de menor
contenido de NNP son en general demersales, con pequeiias cantidades de
musculo rojo y bajo contenido lipidico. Entre las especies con mayores contenidos
de NNP se encuentran las de la familia Scombridae (atin, bonito, caballa), con
una combinacién Unica de aminodcidos libres que causan su sabor y aroma
peculiar.

Los principales componentes de esta fraccién son: bases volaties como el
amoniaco y el é6xido de trimetiiamina (OTMA), derivados de la guanidina
(creatina), derivados del imidazol (histidina y oftros), aminodcidos libres,
nucledtidos y bases purinicas, y urea (en los peces cartilaginosos) (Huss, 1998;
Contreras Guzman, 2002).

La composicidn de los distintos componentes del NNP varfa entre las
especies asi como también dentro de la misma especie, dependiendo de la tallq,
la estacién del ano, la zona del mUsculo muestreadq, etc. (Konosu y Yamaguchi,
1982).

El OTMA es un compuesto importante y caracteristico de las especies
marinas. Existen diferentes teorias que explican el origen del OTMA. Por una parte,
las algas verdes, rojas y cafés lo sintetizan y los organismos zooplancténicos y los
peces herbivoros lo consumen y almacenan, transfiiéndose luego a los siguientes
niveles de la cadena tréfica (origen exégeno). Ademds algunas especies de
peces son capaces de sintetizar OTMA a partir de trimetilamina (TMA) (origen
endégeno), aunque esta fuente se considera de menor importancia (Huss, 1998;
Contreras Guzman, 2002).

Se han postulado tres funciones basicas del OTMA en los peces marinos: 1)
regulador osmético, ajustando las conceniraciones de solutos para lograr una
isotonicidad con el entorno acudtico; 2) agente de desintoxicacién, como un
mecanismo para reducir el exceso de TMA formada por degradacién de otros
compuestos, a través de la TMA monooxigenasa que transforma TMA en OTMA; 3)

funcién estabilizadora de proteinas en especies con alto contenido de urea.
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Cuantitativamente, el principal componente de la fraccién NNP es la
creatina, la cual tiene una funcién energética de gran importancia como

portador de fosfato en la contraccién muscular.

1.1.2.5.2. Vitaminas y minerales

La cantidad de vitaminas y minerales es especifica de la especie y puede
variar con la estacién del ano. En general, la came de pescado es una buena
fuente de vitamina B y como se mencioné anteriormente, de vitamina Ay D en el
caso de especies grasas.

En cuanto a los minerales, el pescado es una valiosa fuente de calcio y

fésforo, asi como también de hierro y cobre, siendo su contenido de sodio bagjo.

L.1.3. Camblos post-mortem en el musculo

Al momento de la muerte del pez, el suministro de oxigeno al tejido
muscular se interumpe porque la sangre deja de ser bombeada al corazén y no
circula a través de las branquias donde, en los peces vivos, era enriquecida con
oxigeno. Asi, en condiciones de anaerobiosis, el ATP puede ser sintetizado a través
de ofras vias tal como la conversidn de creatina fosfato a creatina transfirendo su
fosfato al ADP, hasta el agotamiento de la creatina fosfato. Luego que la creatina
fosfato ha sido utilzada, lo cual ocure r@pidamente después de la muerte, la
glicdlisis anaerdbica continba regenerando algo de ATP, acumulandose lactato
como producto final (Foegeding y col., 1996). Paralelamente, ocumre una
deplecién del ATP a través de diferentes ATPasas, principalmente de aquéllas
relacionadas con los sistemas de membrana y con una contribucién de las
proteinas contrdctiles. La actividad glicolitica finalza por consumo del sustrato o,
mas probablemente, por la disminucién del pH causada por la hidrélisis de ATP.

De esta manera, el misculo anaerébico no puede mantener su nivel
nomal de ATP y cuando el nivel intracelular declina de 7-10 umoles/g a menos de
1 umol/g de tejido, el musculo entra en rigor-mortis (Huss, 1998). El estado de rigor-

mortis se define como la pérdida de la plasticidad y extensibilidad de los mUsculos
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debida a la alteracién de los ciclos de contraccién y relajacién, ya que la
deplecién del ATP causa un aumento cada vez mayor de los complejos de
actomiosina no disociados (Contreras Guzman, 2002).
En funcidn de estos cambios, después de la muerte de los animales, los

musculos pasan por tres etapas bien definidas:

1) Fase de prerigor-mortis

2) Fase de rigor-mortis pleno (contraccién)

3) Fase de post+igor-mortis (relajacion)

A lo largo de estas etapas ocumren una serie de reacciones, afectando

diferentes caracteristicas del musculo, las cuales se detallan a continuacién:

a) Cambios en las propiedades fisicas y quimicas del masculo

En la fase de pre-igor-mortis, el mUsculo conserva caracteristicas fisicas
similares a las que tenia en el animal vivo, entre las cuales pueden mencionarse:
pH alrededor de 7,0; maxima retencidn de agua; extensibiidad; maxima
resistencia eléctrica; maxima extraccién de proteinas (cercana al 90 %) y
contraccién frente a un estimulo eléctrico (Contreras Guzman, 2002).

La duracién del prefigor dependerd de las reservas de ATP al momento de
la muerte. Segun el sistema de pesca empleado, algunas especies sufren un gran
stress que puede agotar el glucégeno antes de la captura, lo que resulta en
ausencia de pre-igor y un rigor breve, sin disminucién del pH, llamado rigor-mortis
alcalino, que origina un musculo con una consistencia pegajosa y vuna vida util
muy corta.

Una buena condicién nutricional al momento de la captura, un mayor
tamaiio de los especimenes y un enfriamiento rapido de las capturas son factores
que prolongan el periodo de preigor conduciendo a un periodo de rigor-mortis
mas largo, lo cual es muy conveniente para extender la vida Util del pescado.
Entre los factores que disminuyen el periodo de pre-figor se cuentan: los maltratos
del pescado a bordo o en la industria, el agotamiento durante la captura, las

especies de came oscuray las especies en fase de migracién o desove.
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El comienzo del rigor-mortis puede evidenciarse por una ausencia de
reaccidén del musculo al estimulo eléctrico o a través de la verificacion de la
rigidez muscular mediante un texturémetro o simplemente por el tacto. También,
el tiempo en el cual la mayoria del ATP ha sido degradado puede ser utilizado
como un indicador del comienzo del igor-mortis, coincidiendo con una incipiente
pérdida de extensibilidad (Foegeding y col., 1996).

El tiempo del comienzo del rigor es fuertemente dependiente de la
temperatura. En general, en los pescados enfriados con hielo inmediatamente
después de ser capturados, el rigor se inicia en las primeras 7 horas (Amlacher,
1961). En distintas especies pesqueras marinas, se ha comprobado que la
velocidad de entrada en rigor se incrementa al aumentar la temperatura
(Amlacher, 1961; Jones y col., 1965); contrariamente, en bovino, la entrada en
rigor mortis es mas rdpida a 0 °C que a temperatura ambiente, aunque vuelve a
incrementarse a partir de los 25 °C.

En téminos generales, no hay un pH especifico al cual el misculo se torne
rigido, pero es frecuente que el musculo entre en rigor cuando el pH alcanza un
valor minimo. Dicho valor minimo de pH puede encontrarse entre 6,1-6,5, aunque
en algunas especies puede llegar hasta 5,8-6,0 (caballas) o 5,4-5,6 (atunes e
hipogloso). En los pescados, raramente el pH desciende a valores tan bajos como
los observados en el musculo en rigor de los mamiferos, tal como en el vacuno
donde se registran valores de pH de 5,1 (Huss, 1998; Contreras Guzman, 2002).

Esta disminucién de pH tiene consecuencias en las propiedades fisicas del
musculo. A medida que el pH disminuye, se reduce la carga neta de la superficie
de las proteinas musculares, causando su desnaturalizacién parcial y
disminuyendo su capacidad de enlazar agua. El muisculo en rigor resulta
particularmente inadecuado para un procesamiento posterior que involucre
calentamiento, dado que la desnaturalizacién por calor incrementa mdés la
pérdida de agua, con un efecto perjudicial sobre la textura del musculo (Love,
1975; Huss, 1998).

Por otra parte, durante el rigor ocurre un fenédmeno conocido como
"gaping”, el cual consiste en la separacién de los miotomas debido a un

debilitamiento del coldgeno que los une al myocommata. El bajo pH es uno de
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los factores que produce dicho debilitamiento (Foegeding y col., 1996; Contreras,
2002). Si se filetea el pescado en estas condiciones, se obtienen rendimientos
bajos con un alto porcentaje de filetes desgamrados.

Después de un periodo variable de rigidez que depende de las
condiciones de almacenaqje y de factores biolégicos (especie, edad, tipo de
musculo), el musculo se relqja y recupera muchas de la propiedades que tenia en
el periodo de pre-rigor, entrando en el periodo de postigor. Asi, el pH aumenta
hasta valores algo mdas bajos que los del pre-igor; incrementdndose también la
retencién de agua, la extensibilidad y la solubilidad de las proteinas.

La resolucién del rigor mortis es un proceso que no estd totaimente
comprendido. El principal factor involucrado parece ser la pérdida de regulacién
de las proteasas que actiuan en el recambio de las proteinas del animal vivo. Estas
proteasas hidrolzan las proteinas musculares, debilitando la estructura de las
miofibrillas. La actividad de las proteasas en el musculo post-mortem dependera
de la cantidad de enzima activa, de la presencia de inhibidores, activadores y
cofactores y del pH (Foegeding y col., 1996).

Las catepsinas son proteasas lisosomales con actividad éptima a pH acido.
En el muisculo se encuentran varios tipos: catepsina Bl (pH 6ptimo 3,5-6),
catepsina H (pH 6,0), catepsina L (pH 5,0) y catepsina D (pH 3,0-5,0). No esta
confimada la participacién de estas proteasas en el relajamiento del muisculo. Se
le ha dado mayor importancia en este proceso a la participacién de las
calpainas o proteasas neutras activadas por calcio (p-calpaina y m-calpainag). La
accién de estas proteasas llevaria a la ruptura de la estructura multimolecular de
los sarcédmeros, por lo que su impacto en el ablandamiento de la carne seria
mucho mds relevante que una hidrdlisis con producciéon de fragmentos de menor
peso molecular. Este sistema enzimatico se localiza en la linea Z, sobre la banda M
y ofras zonas rodeadas de sarcoplasma conteniendo calcio. La activacién de las
calpainas produciria una remocién total o parcial de la linea Z, degradacién de
los enlaces cruzados (transversales) de las miofibrillas y de la proteinas (a-actinina)

que sostienen las moléculas de miosina (Contreras Guzman, 2002).
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b) Degradacién de nucleétidos

El reblandecimiento del musculo durante la resolucién del rigor (y
eventualmente el proceso de deterioro) coincide con cambios autoliticos. Dentro
de ellos, se encuentra la degradacién de los compuestos relacionados con el ATP
para formar diferentes intermediarios como adenosina difosfato (ADP), adenosina
monofosfato (AMP), inosina monofosfato (IMP), inosina (Ino) y finalmente
Hipoxantina (Hx) (FAgura I.7.). Actualmente se acepta que la IMP es responsable

del sabor deseable a pescado fresco, presente solo en productos de alta calidad.

|
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Figura 1.7. Conversion de ATP a hipoxantina en mUsculo postmortem

la velocidad de cada una de las reacciones anteriores varia
marcadamente de una especie a la otra, progresando generaimente en
coincidencia con el nivel de deterioro percibido mediante un panel de analistas
sensoriales. Saito y col. (1959) fueron los primeros en observar este
comportamiento, desamollando una fémula para determinar la frescura del
pescado basada en estos cambios. Asi, definieron el valor K como la relacién de
la concentracién de inosina e hipoxantina con respecto a la cantidad total de

compuestos relacionados con el ATP.
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La degradacién de nucledtidos no estd necesariamente relacionada con
el deterioro, considerdndose que solo la hipoxantina tiene un efecto directo en el

sabor amargo percibido en el pescado deteriorado (Huss, 1998).

L.1.4. Métodos de conservacion del pescado

A fravés de la historia, la preferencia del hombre ha estado dirgida al
consumo de pescado fresco antes que a otro tipo de producto pesquero. Sin
embargo, el pescado se deteriora muy rdpidamente y ha sido necesario
desarrollar otros métodos para su preservacién (Huss, 1998).

Evidencias histéricas demuestran que en la China milenaria, hace mas de
tres mil afos, se utilizaba hielo natural para preservar pescado. Los antiguos
romanos también empleaban hielo natural mezclado con algas marinas para
mantener el pescado fresco. Sin embargo, fue el desarrollo de la refrigeracién
mecdnica lo que hizo posible la utilizacién del hielo en la preservacién del
pescado. Las ventajas practicas de la utilizacién del hielo en la manipulacién del
pescado fresco estdn plenamente comprobadas.

El hielo es utilizado en la preservacién del pescado por las siguientes
razones: a) reduccién de la temperatura, con lo cual es reducido el crecimiento
de microorganismos patégenos y de deterioro asi como también la velocidad de
reacciones enzimdticas de deterioro y b) el hielo derretido mantiene la humedad
del pescado, previniendo la deshidratacién superficial y reduciendo la pérdida
de peso.

Por ofra parte, la congelacién es un método de preservacién donde el
deterioro debido a la putrefaccién y autdlisis que ocumren en el aimacenamiento
refigerado son perfectamente controlados, aumentando asi su vida Ufil
(Dondero, 1990). Sin embargo, la congelacién y el aimacenamiento congelado
producen deterioros en la calidad de los productos. Los problemas mas serios se
producen en el sabor, color y principalmente en la textura. El deterioro en el sabor
se debe principalmente a la foormacién de compuestos de bajo peso molecular
provenientes de la oxidacién de lipidos o degradacién de compuestos

nitrogenados, mientras que la decoloracién se debe a la degradacién de los
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pigmentos. Los cambios mas importantes se producen en la textura, que se vuelve
durq, fibrosa, esponjosa o seca. El musculo pierde también ciertas propiedades
funcionales, como la capacidad de emulsificacién, de retencién de agua, de unir
lipidos y de formar geles. Estos cambios son consecuencia -principalmente- de la
desnaturalizacién proteica que ocurre a temperaturas por debajo de 0 °C.

Otro mecanismo para conservar los productos del mar es la
deshidratacién, inhibiendo el crecimiento bacteriano debido a lo disminucién de
la actividad acuosa aw de los productos. La deshidratacién puede obtenerse por
diferentes medios, entre los cuales puede mencionarse la “deshidratacién en
tonel” a través del pasaje de una corriente de aire seco; la “salazén” y el
“"ahumado”. La salazén puede realizarse tanto con sal sélida como con salmuera.
Con la técnica de ahumado, no sélo se consigue una deshidratacién sino
también la adicién de sustancias que se desprenden de las maderas, dandole un
sabor especial a los productos asi conservados.

Otro procedimiento importante para la conservacién de ciertas especies es
el envasado de los productos cocidos en envases herméticos y su esterilizaciéon

(“conservas”).
LI.5. Funclonalidad de las proteinas musculares : Gelacién térmmica

Un gel es una fase intermedia entre un sdlido y un liquido, formada por el
entrecruzamiento de polimeros a través de uniones covalentes y no covalentes
para dar una matriz que es capaz de retener agua y otras sustancias de bagjo
peso molecular (Damodaran, 1996). En el proceso de gelacién estd involucrada
la transformacién de la proteina del estado “sol" al estado “tipo gel”, la cual
puede llevarse a cabo a través de la aplicacién de calor, enZimas o cationes
divalentes en condiciones apropiadas.

Gran parte de los geles proteicos en alimentos se obtienen por tfratamiento
témico. La proteina en estado “"sol" es transformada primero a un estado de
“progel” por desnaturalizacién, siendo éste un estado de liquido viscoso en el cual

ya ha ocunido un cierto grado de polimerizacién proteica. Esta etapa provoca el
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desplegamiento de las proteinas y la exposicién de grupos funcionales, necesaria
para que ocumra la formacién de la red proteica.

Los principales tipos de interacciones involucradas en la formacién de la
matriz de un gel son los puentes de hidrégeno, las interacciones hidrofébicas y las
electrostaticas. En el caso de las proteinas que contienen grupos cistina o cisteina
también pueden formarse uniones covalentes del tipo puentes disulfuro.

Las proteinas pueden formar dos tipos de geles segin sus propiedades
moleculares y las condiciones del medio. Asi, las proteinas que contienen grandes
cantidades de aminodcidos no polares sufren una agregacién hidrofébica. Los
agregados insolubles se asocian posteriormente al azar en un gel tipo coagulo. La
agregacién y formacién de la matriz ocuren a una velocidad mayor que la
desnaturalizacién. Los geles formados son opacos debido a la matriz
desordenada formada por agregados proteicos.

Sin embargo, las proteinas que contienen pequenas cantidades de
residuos no polares forman complejos solubles, con una velocidad de asociacién
menor que la velocidad de desnaturalizacién. De esta manerq, la matriz del gel
es formada predominantemente por puentes de hidrégeno, lo cual no ocure
hasta ser enfriada. En estas condiciones la velocidad de asociacion es bqja,
facilitando la formacién de una matriz ordenada y traslicida.

Los geles traslucidos tienen una mayor capacidad de retencién de agua
que los coagulos opacos, sugiriendo que gran parte del agua de los geles esta
unida a través de puentes de hidrégeno a grupos carbonilos y aminos de las
uniones peptidicas, estd@ hidratando grupos cargados o se encuentra en
estructuras formadas por interacciones de hidrégeno entre las moléculas de
agua.

En el caso de productos cdrneos, la formacién de estructuras tipo gel son
necesarias para unir piezas de carne, de distintas formas o tamaiios, simulando la
apariencia y textura del musculo entero o para crear nuevos productos con
texturas diferentes. Cominmente, esto se logra mediante la gelacién témica de
las proteinas miofibrilares (Foegeding y col., 1996).

La capacidad de las proteinas miofibrilares para formar un gel inducido por

calor fuerte requiere una buena dispersién y reactividad de la superficie de estas
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proteinas, o sea, disponibilidad de los sitios para favorecer las interacciones
proteina-proteina.

En el caso del misculo de pescado, la gelacién témica es un paso
fundamental en la manufactura de una variedad de alimentos preparados a
partir de “surimi” , tales como “kamaboko” y productos andlogos de crustGceos
(por ejemplo, “kanikama” que es un andlogo de cangrejo) (Visessanguan y col.,
2000).

Se denomina con el témino japonés “surimi” al producto (pasta)
intermediario producido por repetidos lavados de musculo de pescado picado,
almacenado en congelacién en presencia de crioprotectores para extender su
vida 0til (Roussel y Cheftel, 1988; Visessanguan y col., 2000). El surimi es,
bdasicamente, un concentrado de proteinas miofibrilares, al cual se le ha reducido
el color, el olor y sabor a través de los lavados.

Muchos paises, entre los cuales se destacan Japdén, Estados Unidos,
Canadd y los de la Unién Europeaq, producen surimi comercialmente. El surimi de
mayor calidad y mdas econdmico se produce a partir de especies abundantes,
neutras en cuanto a su “flavor” y olor, de muisculo blanco y no grasas, siendo el
Alaska pollak el pescado mas ampliamente utilizado.

La preparacién del surimi a nivel industrial consta de una serie de etapas,
las cuales se resumen a continuacién (Lee, 1986):

1) Obtencién de la pulpa de pescado: el pescado descabezado vy
eviscerado es sometido a una mdaquina despulpadora donde la piel y las
espinas son removidas, siendo importante el tamafo de las particulas
obtenidas para el procesamiento posterior.

2) Lavado: se redlizan sucesivos lavados con el fin de eliminar sangre,
pigmentos, proteinas solubles, sustancias nitrogenadas no proteicas y
cualquier otra sustancia soluble. La fase grasa puede ser removida durante
el proceso por flotacién (Lanier, 1986). Los lavados son realizados con
agua fria (10 °C o menos), siendo 6ptima una proporcién de agua a came
de 3:1 o 4:1. Se ha demostrado que no son necesarios mdas de tres ciclos
de lavado y que el tiempo de residencia éptimo se encuentra alrededor

de los 9 minutos por cada ciclo. Otros factores importantes en el
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procesamiento son: la velocidad de agitacién, las caracteristicas del agua
de lavado, la frescura del pescado y la presencia de materia grasa. En
este paso se pierde entre un 15y 20 % del peso.

3) Separacién del agua de lavado: el agua es drenada a través de un
tambor rotatorio perforado. Se producen algunas pérdidas de sélido que
pasan a través de las perforaciones del tambor. -

4) Refinado: se utilizan mallas (1-2 mm) para separar misculo claro de oscuro
y tejido conectivo.

5) Deshidratacién: se realza una deshidratacién por presion de la came
previamente iratada con salmuera para facilitar la remocién de
humedad. El nivel de humedad alcanzado se encuentra alrededor del 85
%.

6) Incorporaciéon de crioprotectores: Mediante un mezclador (tipo cutter o
de paletas giratorias) se homogeinizan las sustancias crioprotectoras con el
musculo lavado. Entre las sustancias agregadas se cuentan la sal (2-3 %) la
cual logra la solubilizacién de las proteinas miofibrilares, polifosfatos,
azucares (sacarosq, sorbitol, glucosal).

7) Congelado

La pasta de surimi solubilzada por el agregado de sal, al ser sometida a
calentamiento, pemite la obtencién de un gel el cual recibe el nhombre de
“kamaboko". Este es un complejo proceso fisicoquimico que involucra cambios
estructurales y funcionales de las proteinas miofibrilares.

La formacién de la matriz del gel involucra las siguientes etapas
fundamentales (Roussel y Cheftel, 1990): a) disociacién y solubilzacién de los
flamentos de miosina en moléculas individuales; b) desplegamiento parcial de la
regién de a-hélice de las cadenas pesadas de miosina y c) formacién de una
matriz del gel ordenada por agregacién de esas regiones desplegadas a través
de interacciones hidrofébicas y electrostaticas (Liv y col., 1982). Estas tres etapas
pueden tener lugar cuando el surimi es mantenido a 35-40 °C (30 minutos) en
presencia de sal. Una cuarta etapa tendria lugar al realizar el tratamiento a 70-90
°C, involucrando la agregacién de las cabezas de miosina a través de

interacciones hidrofébicas y puentes disulfuro.
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Las proteinas miofibrilares de pescado presentan caracteristicas particulares
en cuanto a su comportamiento durante la gelacién témica, presentando el
fenébmeno de “suwar” o “gel setting” al ser incubadas a temperaturas entre 4 y 40
°C por diferentes tiempos (Roussel y Cheftel, 1988). En estas condiciones se forma
un gel débil pero elastico, el cual resultaria de interacciones proteina-proteina
debidas a un desplegamiento parcial de la miosina. Se ha sugerido la
participacién de interacciones hidrofédbicas en el fenédmeno de “setting” (Niwa,
1975).

Cuando el surimi es calentado rapidamente a 75 — 90 °C sin incubacién previa
a temperaturas menores a 40 °C, se obtiene un gel mas rigido pero menos
eldastico, debido a un predominio de la agregacién sobre el desplegamiento. Los
mejores atributos texturales (mayor rigidez y elasticidad) se obtienen al realizar
una incubacién a 35 - 40 °C seguida por el tratamiento a 80 — 90 °C (Ishikawa y
col., 1979; Roussel y Cheftel, 1988).

La capacidad del surimi de fommar un gel elastico depende
fundamentalmente de la miosina (Sano y col., 1988). El complejo de actomiosina
presente en el surimi puede formar un gel elastico; esta capacidad deriva de la
porcién de miosina. Sin embargo, se ha demostrado que la unién con actina,
modifica las propiedades de gelificacidn de la miosina (Yasui y col., 1980),
produciendo la miosina geles mas elasticos que la actomiosina (Sano y col., 1988).

La capacidad de gelacién de las distintas especies parece estar relacionada
con la cantidad de superficie hidrofébica expuesta por la miosina (Chan y col.,
1992q, b). Adem@s, se ha demostrado la participacidn de enlaces disulfuro en la
formacién del gel. La importancia de la cadena pesada de miosina estaria
relacionada con su alto contenido de grupos sulfihidrilos (-SH), los cuales tienden a
formar enlaces disulfuro a partir de los 40 °C, incrementdndose su formacién a
mayor temperatura (Roussel y Cheftel, 1990). Asi, las cabezas de miosina tienden
a agregarse a partir de los 40 °C, alcanzando la maxima interaccién a partir de
los 50 °C. Se ha propuesto que las cabezas de miosina permmiten la gelificacién
mediante enlaces cabeza-cabeza, pero las colas de miosina integran la red

mediante su asociacién, la cual se iniciaria a partir de los 50 °C, posteriormente el
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desdoblamiento de la estructura helicoidal y exposicidn de sus residuos
hidrofébicos (Chan y col., 1992b; Sharp y Offer, 1992).

I.1.6. La especie en estudio: Salmén de mar (Pseudopercis semifasciata)

La especie elegida para la redlizacién de este trabgjo fue el “salimén de
mar”, “samén blanco” o "falso salmén” comespondiente a la especie
Pseudopercis semifasciata (Cuvier, 1829), familia Pinguipedidae, orden
Perciformes. Otros nombres comunes dados a esta especie son: namorado (Brasil),
chanchito (Uruguay) y Brasilian sandperch en inglés (Cousseau y Perrotaq, 2003).

Se trata de un pez demersal teledsteo, habitante de aguas costeras del
Océano Atlantico sudoccidental. Su distribucién geografica abarca desde los 23
°S en Brasil hasta los 47 °S en la Patagonia Argentina (Gonzdlez, 1995). Habita

tanto en cuevas “salmoneras”, como en fondos duros y arenosos.

L.L8.1. Caracteristicas blolégicas

Recientemente,
se han realizado diversos

trabajos acerca del

“salmén de mar”,

&

relacionados con
aspectos biolégicos y taxondmicos. Se trata de una especie con caracteristicas
biolégicas particulares, diferentes de las de otras especies demersales. Asi, se ha
informado que es una especie longeva (puede vivir hasta 30 afios) de
crecimiento lento, hallGndose ejemplares de gran peso (machos de 12 kg y
hembras de 10 kg) y talla (alrededor de 140 cm) (Elias y Burgos, 1988). Presenta un
marcado dimorfismo sexual, tanto en la talla como en los patrones de coloracién
(Macchi y col., 1995; Gonzdlez, 1995). La temporada de actividad reproductiva
comienza en octubre, con mdxima actividad en noviembre y diciembre,

finalizando en enero.
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En cuanto a sus ha@bitos alimentarios, es una especie predadora activa,
principalmente consumidora de especies demersales tales como la merluza y el
langostino. Con el aumento de talla, el “samén de mar" presenta una mayor
preferencia por el consumo de peces con respecto a los crustdceos (Elias y Rajoy,
1992). Se ha demostrado que los individuos no se alimentan durante el periodo de

desove.
.L.6.2. Importancia comerclal

El “salmén de mar” es un recurso de explotacién comercial considerable,
tanto por la flota costera (puertos de Rawson (Chubut), San Antonio Oeste (Rio
Negro) y Quequén (Buenos Aires), como por la de media altura y de altura (Mar
del Plata y Bahia Blanca (Buenos Aires)), Puerto Madryn y Comodoro Rivadavia
(Chubut) (Elfas y Burgos, 1988). Las capturas se realizan a profundidades de hasta
90 metros mediante red de arrastre de fondo.

Las capturas de los Ultimos afios (1993 — 2003) han variado entre las 2000 y
3500 toneladas (Revista Redes, 2004). Existen variaciones estacionales en los
volimenes de captura, con una importante mema en los meses de otofo e
inviemo y un aumento durante la primavera y el veranc.

B “samén de mar" es un producto muy
apreciado por la calidad de su came. Se destina al
mercado intemo en forma de postas y entero, tanto
fresco como congelado, mientras que se exporta
congelado en forma de filete o entero descabezado

y eviscerado(H&G). b e
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I.1Il. OXIDACION LIPIDICA

Durante el procesamiento, almacenamiento y manipulacién de los
alimentos, los lipidos pueden sufrir reacciones quimicas complejas asi como
también reaccionar con otros componentes del alimento, causando la formacién
de compuestos tdxicos e indeseables desde el punto de vista de la calidad del
mismo. Dentro de los principales procesos de deterioro de los lipidos pueden
mencionarse la lipdlisis, la oxidacién y la descomposicién témica.

La lipdlisis consiste en la liberacién de 4cidos grasos por hidrélisis de sus
uniones ésteres mediante accién enzimdtica o mediante la accién de calor y
humedad. En las grasas de tejidos animales vivientes, los Gcidos grasos libres estan
practicamente ausentes, pudiendo aparecer luego de la muerte del animal por
accién enzimdtica (Nawar, 1996). La mayoria de las especies de pescado
presentan hidrdlisis de fosfolipidos durante el aimacenamiento congelado, siendo
este proceso asociado al deterioro de la calidad de esos productos.

Diversos estudios realizados indican que la hidrdlisis de los triglicéridos conduce
a un incremento de la oxidacién de los lipidos; sin embargo la hidrélisis de los
fosfolipidos inhibiria dicho proceso (Shewfelt, 1981).

En téminos generales la oxidacién de los lipidos puede darse a través de dos
mecanismos:

1. Autoxidacién: es la reaccién con oxigeno molecular a través de un
mecanismo autocatalitico. Es la principal causa de deterioro oxidativo de los
lfpidos.

2. Enzimdftico: a través de enzimas llamadas lipooxigenasas.
LIL.1. Autooxidacién lipidica
LIL.1.1. Mecanismo de autoxidacién
La autoxidacién de los lipidos se produce mediante un mecanismo de

radicales libres, el cual puede describirse a través de una serie de etapas (Frankel,
1998; Nawar, 1996):
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Iniciacién

La oxidacién directa de los lipidos insaturados por el oxigeno triplete (la
forma mas estable del oxigeno) es termodin@micamente desfavorable, dado que
los dobles enlaces de los Gcidos grasos se encueniran en estado singlete y tal
reaccién no cumpliria con la regla de la conservacién del spin. En funcién de ello,
la produccién de los primeros radicales debe estar catalizada. En presencia de
iniciadores (1), los lipidos insaturados (LH) pierden un radical hidrégeno (H') de la
posicién a con respecto a los dobles enlaces del 4cido graso para formar un

radical libre lipidico segun la reaccién (1.1):

IH —» H+L X))
R;

Los iniciadores pueden producir radicales por diferentes mecanismos:
disociacién témmica de hidroperéxidos presentes como impurezas;
descomposicion de hidroperdxidos catalizada por metales o exposicién a la luz
siendo el md&s probable el segundo.

Por otra parte, el oxigeno singlete puede reaccionar con los 4cidos grasos
insaturados con mucha mayor velocidad que el oxigeno ftriplete, generando
hidroperéxidos que pueden servir como iniciadores en las reacciones anteriores.
La via mas comuin de generacién de oxigeno singlete es la fotosensibilzacién de
los pigmentos naturales presentes en los alimentos, tales como clorofila,

hemoglobina y mioglobina.
Propagacién

El radical alquilo (f) reacciona muy rdpidamente con oxigeno molecular
para formar radicales peroxilos (LOO®) (1.2). Esta reaccién es mucho mas répida

que la siguiente, en la cual se transfiere un hidrégeno de ofra molécula lipldica LH

para dar un hidroperéxido LOOH y ofro radical L * (1.3).
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L'+ 0, = » 100" 0.2)

LOO' + LH —2 = | 00H + L 0.3)

La susceptibiidad de los lipidos a la autoxidacién depende de la
disponibilidad y relativa facilidad de los hidrégenos alilicos para reaccionar con
los radicales peroxilos. Debido a la estabilizacién por resonancia de las especies
L*, pueden formarse hidroperéxidos isoméricos.

Los hidroperéxidos son los productos primarios fundamentales de la
oxidacién lipidica. Son relativamente inestables, participando en numerosas
reacciones posteriores. En los primeros estadios de la autoxidacién, su velocidad
de formacién excede a la velocidad de descomposicidén; mientras que en los

Ultimos estadios se da la relacién inversa.
Terminacién

En las Ultimas etapas de la oxidacién, luego de alcanzar un maximo, la
velocidad disminuye, los radicales peroxilos reaccionan unos con otros formando

productos no radicalarios (1.4).

ky

LOO '+ LOO" ——» productos no radicalarios (1.4)

Los hidroperéxidos pueden sufrir reacciones de homdlisis catalizada por
metales o calor, generando radicales peroxilos y alcoxilos que pueden continuar
la cadena complicando el proceso de oxidacién, o formar productos finales no
radicalarios.

Ofras reacciones de terminacién involucran la condensacién de radicales
peroxilos (LOO"), alcoxilos (LO®) o alquilos (L°), siendo dependientes de la presién
de oxigeno y de la temperatura. Algunas de estas reacciones se muestran en las
ecuaciones (1.5), (1.6) y (1.7).
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2 LOO'—» LOOL + O, 0.5
LO+ L°—— |OL (.6
2L — L—L a.7)

La Figura 1.9. muesira un esquema general del desarrollo del proceso de
autoxidacién de los lipidos. Como puede observarse, los hidroperéxidos
generados por el mecanismo de radicales libres sufren una posterior

descomposicién, generando una amplia variedad de productos.

LtH
Dimeros, polimeros,
0 .= peréxidos ciclicos,
LOO’
Inlclacién
g Propagacién
L Ruptura
LH .
Aldehidos, cetonas,

compuestos
cicllcos y LOOH hidrocarburas, furanos,

4cidos

aciclicos
L. on

dimeros LOOL 4— LO° ——s compuestoe ceta, hidroxi y epaxi

yLoL : l
ruptura
i
- radicales lio semlaldehidos u
Aldehidos alqu oxo<Esteres
! ' ; 0,
01 condensacion
hidrocarburos
LOOH
terminal
hidrocarburos +
aldehidos cortos hidrocasrburos
4cidos aldehidos
epdxidos alcoholes

Figura 1.9. Esquema general del proceso de autoxidacion
lipidica (Nawar., 1994)

L —
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Descomposicién de los hidroperéxidos

La descomposicidn de los hidroperéxidos conduce, mediante rutas complejas
de reacciones, a la foormacién de una mezcla de sustancias monoméricas,
poliméricas y voldtiles de bajo peso molecular (productos secundarios). Cada
hidroperéxido produce un conjunto de productos de degradacién tipicos y
especificos, dependiendo de la posicién del grupo peréxido en la molécula. Estos
productos pueden a su vez, sufrir posteriores oxidaciones y descomposiciones,
contribuyendo a un gran pool de radicales libres.

El primer paso en la descomposicidn de los hidroperéxidos es la ruptura
del enlace oxigeno — oxigeno del grupo hidroperdxido para dar un radical
alcoxiio y un radical hidroxilo (I.8). A continuacién, se rompen los enlaces
carbono-carbono a cada lado del grupo dalcoxio (ruptura homolitica):
produciendo generalmente un aldehido y un 4cido si la ruptura se produce del
lado del grupo carboxilo, o un hidrocarburo y un oxodcido cuando se rompe el
enlace comespondiente al lado de la cadena hidrocarbonada (1.9). Cuando se
forma un radical vinilo (como en la reaccién L.9.), posteriornente se forma un

grupo aldehido por reaccién con un radical hidroxilo.

Ri-GH-R, = R,-CH-R, + OH R-CH=CH-CH-CHy-R
wgvv ?I- o - O—0OH
H radies glea 0.8) o 1 0.9)
R—CH-CH-}(IZH%CHrR‘
R-CH=CH- R-CH=CH-CHO
+ +

Adema@s de los productos determinados por la ruptura homolitica, pueden
aparecer otros compuestos formados a través de diversos mecanismos.

Los radicales alcoxi pueden también generar hidroxiacidos y cetodcidos,
asi como también epdxidos por reaccién con radicales peroxilos.

Los radicales alquilos generados por ruptura homolitica del lado metilo de

la cadena pueden combinarse con radicales hidroxilos para dar un alcohol,
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perder un hidrégeno para dar un l-alqueno o peroxidarse para dar un

hidroperéxido terminal.

En condiciones especfficas, puede producirse una ruptura heterolltica de
-R—CH=CH-?.;; c_,H,;; —___T los hidroperéxidos, rompiéndose el enlace
H GH entre el grupo hidroperéxido y el doble enlace
R-CH=CH-CH -CH, -R' alilico, generando compuestos carbonilicos
. H con mayor selectividad que en el caso de la
R-CH*CH-(;-O;H- CHy-R rupturo- homoliﬁco-. En la Figura 1.10 se mut:zstrc
un posible mecanismo de ruptura heterolitica.
JH'O _ Durante la oxidacién de las dcidos

R-Cw -CH~01;3::CH1'R' grasos polinsaturados también pueden
o formarse perédxidos ciclicos, las cuales se

R-CH-CHO * OHC-CHy 'R descomponen generando una variedad de

Figura 110. Mecanismo de | compuestos.
ruptura heterolitica (Nawar, 1994)

Descomposicién de los aldehidos

Los aldehidos son los principales compuestos generados durante la
oxidacién de los lipidos y pueden sufrir, posterioomente, una gran variedad de
reacciones de descomposicion.

Asl, los aldehidos saturados pueden oxidarse para dar los d4cidos
comrespondientes, los cuales pueden participar en reacciones de dimerizacién y
condensacién, generando compuestos del tipo frialquiltioxanos que poseen
olores fuertes.

Los aldehidos insaturados pueden sufrir autoxidacién por ataque del
oxigeno en la posicién a-metilénica, generando hidrocarburos de cadena corta,
aldehidos y dialdehidos. Tal es el caso de la formacién del malonaldehido, un
producto voldtil caracteristico de la oxidacién de 4cidos grasos con tres o mdas
dobles enlaces (I.10).
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C -C-C=C-CHO .10)

C-C-C=C-CHO
O
O
H
R-CHO + OHC-CH2-CHO
malonaldehido

Por Ultimo, durante la oxidacién y/o calentamiento de los lipidos ocurren
procesos de dimerizacién y polimerizacién mediante reacciones entre un doble
enlace y un dieno conjugado; combinacién de radicales libres y adicién de un
radical libre a un doble enlace. Los dimeros y polimeros modifican las

propiedades fisicas de la fase grasa.
LI.1.2. Factores que afectan la velocldad de autoxidacién lipidica

Diversos factores relacionados con los dcidos grasos presentes, las
caracteristicas fisicas y quimicas del alimento asi como también con la presencia
de otros componentes, tienen un efecto sobre el proceso de oxidacién lipidica. A

continuacién se enumeran los principales factores involucrados:

Composicién de los 4cidos grasos: El nUmero, posicidn y geometria de los dobles
enlaces afecta la velocidad de oxidacidn (Nawar, 1996). Las menores energias de
disociacién para hidrégenos unidos a carbonos se encuentran enire dobles
enlaces adyacentes. Por lo tanto, estos son los sitios mdas favorecidos
termodindmicamente para ser atacados por los radicales peroxilos. A mayor
grado de insaturacién, la velocidad de oxidacién es mayor. Asi, se ha
comprobado que las velocidades relativas de oxidacién estGn lineaimente
relacionadas con el nimero de grupos metileno bis-alilicos en los ésteres de los
Acidos grasos poliinsaturados en sistemas modelo, presentando, por ejemplo, el
dacido 22:6 una velocidad S veces mayor a la del 182 (Crosgrove y col., 1987). Los

isdmeros cis se oxidan mds r@pidamente que los frans. La longitud de la cadena
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del acido graso no tiene efecto aparente en la velocidad o extensién de la
formacién de radicales.
Por otra parte, los &cidos grasos libres se oxidan a mayor velocidad que los

esterificados a glicerol.

Conceniracién de oxigeno: A altas concentraciones de oxigeno (condiciones
atmosféricas), la velocidad de oxidacién es independiente de la misma; pero a
muy bajas concentraciones la velocidad es aproximadamente proporcional a
esta variable (Davidovich y col., 1980). La influencia de la concentracién de
oxigeno se ve afectada por otros factores tales como la temperatura y el area

superficial.

Temperalura : La velocidad de las reacciones asociadas con la oxidacién lipidica
aumenta con el aumento de la temperatura. La temperatura ejerce efecto sobre
la presién parcial de oxigeno asf como también sobre la solubilidad del oxigeno,

disminuyéndola.

Area superficial: La velocidad de oxidacién se incrementa proporcionalmente

con el drea superficial de los lipidos expuesta.

Humedad: En alimentos con muy baja actividad acuosa (aw menor que 0,1) la
oxidacién ocumre a alta velocidad. Al aumentar aw hasta aproximadamente 0,3,
la velocidad disminuye alcanzando un minimo y aumentando nuevamente a
mayores aw (Labuza y col., 1972). La baja velocidad de oxidacidn con bajos
contenidos de agua es atribuida a una reducida actividad catalitica de los
metales, a quenching de los radicales libres y/o falta de acceso del oxigeno a los

lfpidos.

Oftros factores relacionados con el estado de los lipidos: Se ha determinado que
la velocidad de oxidacién puede estar influenciada por factores tales como la
orientacién molecular, el estado fisico, la presencia de una emulsién y la

movilidad molecular.
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Pro-oxidantes: Los metales de fransicién son los principales factores catalizadores
de la oxidacién lipidica en los sistemas bioldgicos. El hiero en particular es un
buen catalizador, pudiendo actuar en forma no-hemo y en forma de grupo hemo

contenido en distintas proteinas.

Energia radiante: tanto la radiacién visible, ultravioleta como gamma son

promotoras de la oxidacién.

Antioxidantes: son sustancias naturalmente presentes o agregadas en los
alimentos y en los organismos vivos en concentraciones mucho menores a la del
sustrato oxidable, que pueden retfrasar o prevenir la oxidacién de ese sustrato

(Shahidi, 1997). Este tema serd desarrollado més ampliamente posteriormente.

L.I.1.3. Métodos de determinaclién de la oxidacién lipidica

Dada la gran diversidad de productos generados por la oxidacién de los
Iipidos y la importancia de este proceso en la aceptabilidad y calidad nutricional
de los alimentos, se han desarrollado muchos métodos para el seguimiento de la
oxidacién. Sin embargo, ninguno de ellos es capaz de detemminar todos los
eventos de la oxidacién, siendo cada uno apropiado para evaluar una etapa del
proceso.

De esta manerq, existen métodos que determinan productos primarios de
la oxidacién lipidica, ofros que determinan productos secundarios e incluso otros
evaltan productos terciarios, o cual ser@ desamrollado en la préxima seccién.
Dada la diversidad de métodos, no seran todos descriptos, haciendo solo una
mencién de los mdas utilizados y desarrollando méas ampliamente el método a ser
empleado en este frabgjo.

Dentro de los métodos que detemminan productos primarios puede
mencionarse el Indice de perdxido, el cual es aplicable al seguimiento de la
formacién de perdxidos en las primeras etapas de la oxidacién donde dichos
compuestos alcanzan un maximo, disminuyendo luego. Es un método altamente

emplrico y dependiente del procedimiento empleado.
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La determinacién de Dienos conjugados (hidroperdxidos) es un método
sensible para el seguimiento de los primeros estadios de la oxidacién, donde los
hidroperéxidos no han sufrido ain una importante descomposicién. En estados
mdas avanzados de la oxidacién, los hidroperdxidos se descomponen en
productos secundarios que pueden ser determinados por otros ensayos.

Los productos secundarios de la oxidacién pueden ser medidos a través de
diferentes metodologias. Los Compuestos carbonilicos totales se determinan
mediante la formacién de sus hidrazonas; mientras que ofros métodos evalian
algunos compuestos carbonflicos especificos. Entre ellos pueden mencionarse el
Test de anisidina (evalua principalmente 2-alquenales), el Test de Kreis y el Ensayo
de TBA que serd descripto posteriormente.

Los productos de oxidacién voldtiles responsables del desarmrolio del flavor
asociado a la oxidacién lipidica pueden ser determinados mediante
cromatografia gaseosa. Este tipo de andlisis, ademds de corelacionar con los
andlisis sensoriales, constituyen métodos sensibles que detectan bajos niveles de
oxidacién en diferentes sustratos. Pueden utilzarse diversas metodologias
(inyeccién directa, espacio de cabeza estdatico o dindmico) (Frankel, 1998), lo
cual lleva a diferencias en los perfiles de compuestos volatiles obtenidos. Los
compuestos comiunmente determinados mediante estos métodos son: pentano,
pentanal, hexanal, 2-heptenal, 2,4 heptadienal, nonanal, 2,4 decadienal y otros.

Por 0ltimo, no se deben dejar de mencionar los Métodos sensoriales. En sus
distintas modalidades (paneles entrenados y paneles de consumidores), en
algunos casos pueden ser capaces de identificar alteraciones del flavor o el olor
que no pueden ser detectados por los métodos objetivos o los andlisis
instrumentales. La puntuacién obtenida a través de estos métodos puede ser

cormrelacionada con los resultados de ofros ensayos de oxidacién lipidica.
Ensayo del &cido 2-fiobarbitdrico (TBA)
El ensayo de TBA es un método ampliamente utilzado para medir rancidez

oxidativa en alimentos y en ofros sistemas biolégicos, siendo especialmente Util

para determminar la evolucién de la oxidacién lipidica en funcién de la aplicacién
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de diferentes procesamientos. El ensayo se basa en la determinacién de la
concentracidn de compuestos de color rosado formados enfre el acido 2-
tiobarbitdrico (TBA) y productos secundarios de la oxidacién de &cidos grasos
polinsaturados (Frankel, 1998). La reaccién no es especifica pudiendo involucrar
a una serie de compuestos, por lo cual se habla de “sustancias reactivas al TBA”
(TBARS). Dentro de estos compuestos, el mas importante y estudiado es el
malonaldehido (MDA), el cual reacciona con el TBA seguin la siguiente ecuacién

quimica (Sinnhuber y col., 1958):

HS SH
\('— cm—c/ ° —p T
AN ~H H-CH=CH

malonaldehido HO
complejo rosado

dacido 2-hobcrbn‘unco amy

La formacién del complejo coloreado (maxima absorcién entre 532 y 535
nm) se encuentra influenciada por una serie de factores, tales como la
temperatura y tiempo de calentamiento, pH, presencia de iones metdlicos y
antioxidantes. El calentamiento y el medio 4cido parecen ser esenciales para la
liberacién del malonaldehido de precursores (por ejemplo unién a proteinas),
para la condensacién con el TBA y para el maximo desarrollo del color (Hoyland y
Taylor, 1991).

" El ensayo de TBA ha sido llevado a cabo de acuerdo con diversas
metodologias:

a. Por calentamiento directo de la muestra con TBA seguido de separacién del
complejo rosado producido por centrifugacidn (Sinnhuber y col., 1958;
Uchiyama y Mihara, 1978; Pokomy y Dieffenbacher, 1989).

b. Por destilacion de la muestra seguida de reaccién del destiado con el TBA
(Tarladgis y col, 1960; Rhee, 1978; Yamauchi y col., 1982; Ke y col, 1984).

c. Por extraccién de la fraccién lipidica de la muestra con solventes orgéhicos y
reaccién del extracto con el TBA (Pikul y col, 1983, 1989).
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d. Por obtencién del liquido exudado desproteneizado del musculo y posterior
deteminacién del nomero de TBA mediante la reaccién de Matsushita (Tomas
y Funes, 1987; Tomd@s, 1988).

e. Por exiraccibn del malonaldehido usando wuna solucién de dcido
tricloroacético (Witte y col., 1970; Vyncke, 1970; Sinnhuber y Yu, 1977; Siv y
Draper, 1978); o una solucién de 4cido perclérico (Salih y col., 1987; Pikul y col,
1989).

Los métodos de calentamiento directo y de destilacién pueden formar
malonaldehido y ofras sustancias reactivas adicionales a través de la
degradacién de hidroperdxidos durante el andlisis (Hoyland y Taylor, 1991). La
obtencién del exudado presenta ventagjas frente a estos métodos dado que no
utiliza condiciones drasticas durante el ensayo. En el caso de los métodos que
involucran extraccién de los lipidos, el malonaldehido preformado presente en la
fase acuosa de la muesira no es detectado (Raharjo y col., 1993).

El método de extraccién acida emplea condiciones md@s suaves y no se
aplica calentamiento a la muestra, lo cual minimiza la formacién de sustancias
reactivas adicionales.

Diferentes autores han propuesto distintos tiempos y temperaturas de
reaccién (desde temperatura ambiente hasta baio de agua en ebullicién). En un
estudio de las condiciones Sptimas, Botsoglou y col. (1994) informaron que éstas

cormresponderian a un calentamiento de 30 minutos a 70 °C.

I.1.2.Importancia de la oxidacién lipidica en pescado

Los lipidos de pescado son muy susceptibles a la oxidacidn por contener
una alta proporcién de AGcidos grasos polinsaturados, tales como el acido
eicosapentaenoico (EPA) y el 4cido docosahexaenoico (DHA) (Frankel, 1998). El
pescado contiene también prooxidantes que generan radicales libres lipidicos
iniciadores asi como también antioxidantes naturales, los cuales son influenciados
por una diversidad de factores.

La oxidacién de los Gcidos grasos poliinsaturados @3 produce compuestos

voldatiles. El deterioro del flavor por oxidacién lipidica en pescado es una de las
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principales causas de pérdida de calidad durante el procesamiento y
almacenamiento del pescado. H olor y flavor caracteristico del pescado oxidado
se debe a una mezcla de aldehidos, tales como el 2-pentenal, 2-hexenal, 4-

heptenal, 2,4-heptadienal y 2,4,7-decatrienal.

LIL3. Interaccién de los productos de oxidaclon lipidica con proteinas

La rancidez oxidativa desarrollada en los alimentos provoca cambios en la
calidad de los mismos que afectan su flavor, olor, sabor, color, texturq,
propiedades funcionales y nutricionales. Los productos provenientes de la
oxidacién -tanto los primarios como los secundarios- pueden reaccionar con otros
constituyentes tales como proteinas, péptidos, aminodcidos libres, fosfolipidos y
4cidos nucleicos (Frankel, 1998; Aubourg, 1999a). Dichas reacciones son muy
importantes por sus consecuencias en el deterioro de la calidad de los alimentos,
en particular, las reacciones con proteinas son relevantes en alimentos ricos en las

mismas tal como pueden ser los productos de origen marino.
LIl. 3.1. Mecanismos de Interaccién lipidos oxidados - proteinas

Se han descripto dos tipos de reacciones porsibles que provocan dafio en las

proteinas por parte de los lipidos oxidados:

1. Reacciones que involucran formacién de radicales libres proteicos. Los
radicales peroxilos son muy reactivos con aminoacidos tales como friptofano,
histidina, cisteina, cistina, metionina, lisina y tirosina, los cuales pueden sufrir
decarboxilacién, decarbonilacién y deaminacién (Frankel, 1998). Por ofra parte,

los radicales libres asi como los hidroperéxidos pueden reaccionar con las
cadenas laterales de las proteinas produciendo radicales libres proteicos (P¢)

(Agura I.11.- reacclones a y b). Estos radicales libres pueden incorporar oxigeno
para formar radicales peroxi (Figura I.11.- reaccién ¢), los cuales pueden sustraer
un hidrégeno de otra molécula de lipido con la formacién de un hidroperdxido

proteico (Figura I.11.- reacclén d). Los hidroperéxidos proteicos pueden
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a) LO*+PH—® P- +LOH

b) LOOH+PH—» LO: +P- + H0

c) P-+ O —» POz

d) POz + lIH—» L + POOH

e) P-+p-——» P-P

f) P-+P—» P-P p-p—————» P-P-P-
FAgura 1.11. Posibles reacciones de proteinas con radicales libres e
hidroperéxidos

descomponerse, dando productos con estructura carbonilo. Por otra parte, los
radicales libres proteicos pueden recombinarse entre si o con otras moléculas de
proteinas con la consecuente formacién de dimeros u oligémeros mayores (Agura
I.11.- reacclén e y f) asl como también pueden copolimerizar con radicales libres
lipidicos. Otras consecuencias de la reaccién de radicales libres con protelnas son
la escision proteica y la modificacién quimica de las cadenas laterales con un
cambio en la carga eléctrica de la proteina (Chio y Tappel, 1969a; Karel, 1973;
Pokomy y col., 1993); un cambio quimico en las cadenas laterales puede hacer a
la protelna menos estable y mdas susceptible a la desnaturalizacién que la

estructura nativa.

2. Reacciones de condensacién con producfos secundarios de la oxidacién
lipidica. Los aldehidos, dialdehidos y epdxidos derivados de la descomposicién de
hidroperéxidos pueden reaccionar con grupos amino para formar un aducto
denominado base de Schiff (Figura 1.12 - reacclén a). Las bases de Schiff pueden
reaccionar nuevamente, produciendo por condensacién alddlica dimeros y
complejos de alto peso molecular (Figura 1.12 - reaccién b). En las bases de Schiff
conjugadas producidas, el sistema de dobles enlaces conjugados se ha

extendido, lo cual genera un incremento en la intensidad del color de dichas
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a

R-CHO + R-NH;— R-CHOH-NHR’ — R-CH=N-R’

aldehido amina primaria base de Schiff
b

R-CH,-CH=N-R’ + R"-CHO —— R—-C=CH-R”"

base de Schiff aldehido I

CH=N-R’
base de Schiff conjugada

FAgura |.12. Reacciones de condensacion enfre compuestos secundarios
de la oxidacién lipidica y grupos amino (Aubourg, 1999q)

moléculas (browning) (Aubourg, 1999qa). Dichos compuestos presentan, ademds,
espectros de fluorescencia caracteristicos.

Las bases de Schiff pueden ser foomadas también por reaccién de un
hidroperéxido lipidico y una amina primaria.

Los primeros estudios acerca de la formaciébn de compuestos de
interaccién fluorescentes fueron realizados en tejidos vivos, donde se estudié la
lipofucsina o “pigmentos de la edad”. Chio y Tappel (1969b) propusieron la
interaccién de dos moléculas de aminodcidos con una molécula de
malonaldehido (MDA) para formar una base de Schiff conjugada responsable de
la fluorescencia de pigmentos enconfrados en tejidos humanos y animales
(lipofucsina), y que son considerados indicativos de procesos degenerativos de las
células como envejecimiento, siress ambiental y deficiencia de vitamina E
(Tappel, 1980). Nair y col. (1981, 1986) informaron acerca de la dificultad de
obtener el fluorésforo en cuestiéon partiendo de MDA puro y compuestos amino.
Posteriormente, se enconiré evidencia acerca de la importancia de otros
compuestos carbonilicos en la formacién de las bases de Schiff responsables de la
fluorescencia, sugiriendo la participacién de 4-hidroxinonenal y ofros aldehidos
reactivos similares (Tsuchida y col, 1985).

La deteminacién de compuestos fluorescentes ha sido empleada para
evaluar la oxidacién lipidica en alimentos. Para ello, se utilizaron diferentes clases

de muestras: extractos orgdnicos, extractos acuosos, ambos a la vez y muestras
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sdlidas. Los extractos orgdnicos han sido empleados para estudiar el dafio en
tejidos vivientes, donde estarian involucrados los fosfolipidos de membrana
formando un complejo insoluble en agua. También se han utilizado este tipo de
extractos para el seguimiento de la oxidacién en leche (Bouzas y col., 1985) y en
aceites de fritura (Miyagawa y col., 1991). Cuando en la formacién de los
compuestos de interaccidn se encuentran involucrados grupos amino proteicos,
las sustancias fluorescentes quedan unidas a la fraccién proteica y no pueden ser
extraidas con solventes orgdanicos, sino con solventes acuosos. Por lo tanto, la
naturaleza polar o no polar de los compuestos fluorescentes dependera de cudl
es el compuesto donor de grupos amino (Aubourg, 1999q).

Kamarei y Karel (1984) desarrollaron un método para medir compuestos
fluorescentes en came liofilizada, a partir de exiractos orgdnicos (cloroformo:
metanol, 2:1). Estos autores encontraron tres picos de excitacién con maximos a
308, 318 y 350 nm respectivamente, cuyas intensidades variaron en funcién de la
extensidn de la oxidacién. Asi, a medida que la oxidacién progresd, la intensidad
registrada a 318 nm disminuyé y a 350 nm aumenté. Este comimiento en los
maximos fue utilizado como un "estdndar intemo" para evaluar el grado de
oxidacién. En cuanto a los espectros de emisién, el maximo se desplazé de 476 a
460 nm a medida que se incrementé la oxidacién. La relacién entre la intensidad
de emisién y la intensidad de excitacién a 318 nm fue utilizada como otro indice
de oxidacién.

Por otra parte, se han determinado productos fluorescentes en las fases
orgdnica y acuosa obtenidas mediante el método de Folch en came de pollo. En
este caso, se utilizé una longitud de onda de excitacién de 360 nm y una longitud
de onda de emisién de 440 nm (Pikul y col., 1984).

En la literatura, se encuentran diversos trabaqjos relacionados con la
determinacién de compuestos fluorescentes en pescado. Davis (1982) determind
la fluorescencia de muestras sélidas y liquidas {exudado de musculo y extractos
acuosos), observando dos emisiones diferentes a lo largo del almacenamiento
congelado del muisculo de pescado. Estas emisiones de fluorescencia se
encontrarian relacionadas con compuestos carbonilicos procedentes de la

oxidacién lipidica y, por ofra parte, formaldehido producido por la degradacién
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del 6xido de trimetilamina en aquellos tejidos que contienen las enzimas capaces
de producido (Davis y Reece, 1982). La determinacién de compuestos de
interaccién fluorescentes ha sido utilizada para evaluar el deterioro oxidativo en
pescado grasos secos (Smith y col., 1990), mientras que técnicas de
espéciroﬂuorometn’a en muesiras sélidas se emplearon en came de pescado
liofilizada (Hasegawa y col., 1992).

Las fases orgdnica y acuosa provenientes de una extraccién mediante el
método de Bligh y Dyer (1959), han sido ampliamente utiizadas en la
determinacién de compuestos fluorescentes para evaluar la calidad del
pescado. Los compuestos fluorescentes formados en los primeros estadios de
interaccién dan lugar a ofros compuestos que se visualizan a mayores longitudes
de onda (Aubourg, 1999q). Este comimiento fue medido en ambas fases como la
relacién (8F) entre dos maximos de excitacién/emisién. El comimiento batocrémico
estd de acuerdo con la teoria general de una formacién progresiva de bases de
Schiff y otros compuestos de interaccién, incrementdndose los pesos moleculares
y el nimero de enlaces insaturados. Diversos estudios se han focalzado en
cormrelacionar dicho corrimiento con otros indices de calidad durante diversos
procesamientos de pescado, tales como refrigeracién de pescados grasos
(Aubourg y col., 1997) y magros (Aubourg y col., 1998); congelacién y
almacenamiento congelado (Aubourg y col., 1998); coccién (Aubourg y col.,
1995) y en conservas (Aubourg y Medinq, 1997).

La interaccién entre lipidos oxidados y proteinas afecta la calidad
nutricional y sensorial de los alimentos. Asi, ha sido posible observar una
disminucién en el valor biolégico de las proteinas dada por la reaccién con
grupos e-amino de la lisina, oxidacién del grupo -SH de la metionina y cambios en
ofros aminod@cidos; cambios en la digestibilidad, disminuyendo la velocidad de
lipdlisis por lipasas y de protedlisis por proteasas digestivas. Por otra parte, entre las
modificaciones sensoriales pueden mencionarse: cambios en el flavor por unién
de sustancias provenientes de la oxidacién relacionadas con esta caracteristica -
por ejemplo aldehidos- con proteinas; cambios en el color fundamentalmente
debidos al "browning”y cambios en la textura debidos al entrecruzamiento de las

cadenas polipeptidicas (Pokomy y col., 1993; Aubourg, 1999q).

53



Infroduccién generat

L.Il.4. Antioxidantes naturales

La oxidacién de los lipidos es un problema que afecta no sélo las
propiedades funcionales, sensoriales y nutricionales de los alimentos como se ha
mencionado previamente, sino que también tiene importantes efectos en el
organismo humano. Los radicales libres, particularmente los radicales hidroxilos,
pueden afectar las membranas lipidicas para producir perdxidos y especies
reactivas al oxigeno, las cuales se vinculan con una variedad de enfermedades y
dafo a distintos tejidos (ateroesclerosis, sistema cardiovascular y corazén, riiones,
higado, pulmones y otros) y con la aceleracién del proceso de envejecimiento
(Shahidi,1997). Los productos secundarios también son altamente reactivos. El
malonaldehido y el 4-hidroxinonenal pueden reaccionar con proteinas y con el
DNA. La reaccién con DNA ha sido vinculada con procesos de mutagénesis,
citotoxicidad y carcinogenesis (Pearson y col., 1983; Shahidi, 1997), mientras que
la reaccién con proteinas es responsable de la formacién de los pigmentos de la
edad o lipofucsina como se mencioné anterioormente. Dichos compuestos se
forman por peroxidacién de los lipidos de las membranas subcelulares y se
acumulan en diversos tejidos animales tales como cerebro y corazén (Tappel,
1980).

Dadas las consecuencias negativas de la oxidacién lipidica, Ila
incorporacién de antioxidantes sintéticos es utilizada en el procesamiento de
diversos alimentos. Enfre ellos, los mas empleados han sido butil-hidroxitolueno
(BHT), butil-hidroxianisol (BHA) y ter-butil hidroquinona (TBHQ). Con el incremento
del interés por la seguridad de los aditivos alimentarios, estos antioxidantes han
sido estudiados habiéndose comprobado que poseen actividad carcinogénica
(Wu y col., 1982; Lindberg Madsen y Bertelsen, 1995). En funcidén de estas
observaciones, y del interés de los consumidores por reducir el consumo de
aditivos quimicos, la demanda de antioxidantes se ha orientado hacia el empleo
de productos naturales.

Dentro de los antioxidantes naturales se incluyen diversos grupos de
compuestos tales como fenoles y polifenoles, quelantes, vitaminas y enzimas,

carotenoides y camosina. En la Tabla 1.3 se encuentran algunos de los

54



Infroduccién general

compuestos antioxidantes naturales mas importantes con sus fuentes principales
de obtencién (Shahidi, 1997).

Tabla 1.3. Compuestos antioxidantes naturales y sus fuentes
[ : 1

Vitamina E (tocoferoles y tocotrienoles) Semillas de oleaginosas, aceite de palma,

huevos, granos, lacteos, etc
Vitamina C Frutas y vegetales (bermries, citrus, papas. qgjies
verdes, etc) ‘
Carotenoides Lanahorias, tomates, citrus, aceite de palma,
etc.
Flavonoides e isoflavonas Frutas y vegetales (bermries, qjies. cifrus,

cruciferas, tomates, cebollas, etc), semillas de
oleaginosas tal como la soja ‘

Acidos fendlicos y derivados Semillas de oleaginosas y ciertos aceites,
cereales, granos

Catequinas Té verde, bemies, ciertas semillas de‘
oleaginosas, etc

Extractos Té verde, romero, salvia, orégano, tomillo, etc ‘

Desde la época prehistérica, las especias e hierbas han sido utilizadas no
solamente para aromatizar y saborizar los alimentos, sino por sus propiedades
antisépticas y medicinales, sugiriendo, dadas sus propiedades preservativas, la
presencia, en estos productos, de constituyentes con actividades antioxidantes y

antimicrobianas en estos productos (Nakatani, 1997).

Diversas investigaciones han demostrado que el romero (Rosmarinus
officinalis L.) y la salvia (Salvia officinalis L.) son dos de las especias mas potentes
como antioxidantes (Lindberg Madsen y Bertelsen, 1995). Ambas especies

contienen compuestos comunes, tales como el camosol (una lactona diterpénica

55



Infrocduccidn general

fendlica) y el acido camdésico. A partir de romero, se han aislado ademas otros
compuestos tales como el rosmanol, epirosmanol, isorosmanol, acido rosmarinico,
rosmaridifenol y rosmariquinona, acido ursélico y acido betulinico.

En la Figura I.13. se muestran los constituyentes del romero que poseen
actividad antioxidante. Los diterpenos fendlicos, camosol y acido camésico, dan
cuenta de una alta proporcién (cercana al 90 %) de dicha actividad en los

extractos comerciales de romero (Bracco y col., 1981; Offord y col., 1997)..

?

Isorosmanol

Rosmaridifenol Acido rosmarinico

Figura 1.13. Compuestos antioxidantes presentes en exiracto de
romero (Lindberg Madsen y Bertelsen, 1995)

Los antioxidantes pueden actuar a distintos niveles de la secuencia de
reacciones de oxidacién: 1) disminuyendo la concentracién de oxigeno, 2)
interceptando al oxigeno singlete, 3) secuestrando radicales libres tales como los
radicales hidroxilo, 4) uniéndose a metales catalizadores, 5) descomponiendo

productos primarios a compuestos no radicalarios y 6) interumpiendo la cadena
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de iniciaciébn o propagacién transfiiendo Gtomos de hidrégeno a los radicales
lipidicos (L) y peroxilos (LOO") (Shahidi, 1997; Frankel, 1998).

Los compuestos fendlicos son efectivos antioxidantes donadores de 4tomos
de hidrégeno, produciéndose radicales del antioxidante no reactivos. Dichos
radicales son estabilizados por deslocalizacion electrénica de sus estructuras
fenoxilo, estando la actividad del antioxidante directamente relacionada con la
estabilizacién por resonancia de dichas estructuras (Frankel, 1998). Tanto el
camosol como el 4cido camdésico son buenos secuestradores de radicales
peroxilos. La metilacién de los grupos hidroxilos elimina la actividad antioxidante,
indicando que estos grupos son los responsables de dicha actividad (Lindberg
Madsen y Bertelsen, 1995). Un mecanismo de transferencia de hidrégeno también
ha sido comprobado en el caso de la rosmariquinona (Hall y col., 1998).

Existe una variedad de productos comerciales conteniendo extracto de
romero, en forma de liquidos, pastas o polvos, algunos de ellos son solubles en
aceites, ofros son dispersables en agua. Estos extractos pueden obtenerse
utilizando distintos solventes tales como metanol, etanol, acetona, hexano y
diéxido de carbono (extraccién supercritica) (Lindberg Madsen y Bertelsen, 1995).
Se han desamollado ademdés, extractos de romero refinados, en los cuales se
eliminan los problemas de olor, sabor y color. Durante los procesos que implican
calor y uso de solventes, puede producirse una considerable conversién de acido
carnésico a carnosol.

Por otra parte, se ha evaluado la actividad antioxidante de los extractos en
diversos sustratos tanto animales como vegetales (sistemas modelo y ensayos de
almacenamiento), ya que las primeras investigaciones realizadas por Chipault y
col. (1952) mostraron que la actividad antioxidante de la hierba era dependiente
del sustrato utilizado en la evaluacién. Tanto los exitractos de romero como el
d4cido camésico y el camosol aislados han demostrado inhibir efectivamente la
formacién de perdxidos en aceite de maiz, soja, mani y pescado. Sin embargo,
dichos compuestos fueron inactivos o promovieron la oxidacién en las
correspondientes emulsiones de aceites vegetales en agua, pero tuvieron efectos

antioxidantes en emulsiones de aceite de pescado. Dicho comportamiento
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puede ser explicado en base a la actividad superficial de los compuestos
antioxidantes, los cuales presentan caracter hidrofilico (Frankel, 1998).

Se han realizado diversos estudios sobre la cbpocidad antioxidante del
extracto de romero en diferentes sistemmas cameos sometidos a distintas
condiciones de almacenamiento (Lindberg Madsen y Bertelsen, 1995). En la Tabla
I.4. se presentan algunos ejemplos. Sin embargo, no se encuentran en la literatura
suficientes trabajos acerca de la accién de este antioxidante en musculo de

pescado.

Tabla L.4. Aplicacién de romero como antioxidante en diferentes productos

cdrneos

Oleoresina Carne vacuna cruda molida -20 °C, 6 meses 39
Carne vacuna cocida molida 4 °C, 6 dias 14

Carne de pollo molida 4 °C, 6 dias 11

Carne de pollo molida -20 °C, 6 meses ]
Salchichas -18 °C, 20 dias 46

Hamburguesas cocidas 4 °C, 2 dias 31

Extracto Salchichas 4 °C, 18-35 dias 0-72

Hamburguesas cocidas 4 °C, 2 dias 56
Carne cocida 4 °C, 5dias 35
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Il. OBJETIVOS

Dada la relevancia del proceso de oxidacion lipidica en sustratos ricos en

dcidos grasos poliinsaturados tal como los lipidos de pescado, es importante

estudiar dicho proceso y sus consecuencias sobre la fraccién lipidica, asi como

sobre otros componentes del musculo. El salmén de mar (Pseudopercis

semifasciata) es una especie pesquera local muy valorada por la calidad de su

carne que no ha sido suficientemente estudiada, por lo cual se propone

desarrollar la temdatica citada en esta especie.

Objetivo general

Evaluar el desarrollo del proceso de oxidacién lipidica y su influencia sobre
otros constituyentes musculares de salimén de mar tales como las proteinas

musculares

Se proponen como objetivos especificos:

Analizar la interaccién de uno de los principales productos de oxidacién
lipidica -malonaldehido- con las proteinas miofibrilares aisladas de musculo de
salmén de mar en un sistema modelo, en condiciones que propicien dicha
interaccién.

Analizar los cambios en la calidad del mUsculo de salmén de mar durante el
almacenamiento refrigerado, particularmente aquéllos relacionados con la
oxidacién lipidica y sus consecuencias sobre otros constituyentes tales como

las proteinas.

Analizar los cambios en la calidad del muUsculo de saimén de mar durante el

almacenamienfo en estado congelado, particularmente aquéllos



Objetivos

relacionados con la oxidacién lipidica y sus consecuencias sobre otros
constituyentes tales como las proteinas.

Evaluar el efecto del agregado de extracto de romero como anfioxidante de
origen natural al misculo aimacenado en estado congelado y refrigerado.

Cormrrelacionar las modificaciones registradas en el sistema real (musculo)
refrigerado y congelado con los resultados obtenidos en los sistemas modelo.
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Sistemas modelo - Introduccidén y Objetivos

1.1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS |

Como se comentd en la Infroduccion General de este trabajo, las proteinas
pueden ser alteradas por productos de la oxidacién lipidica a través de dos tipos
de interacciones: reacciones con productos intermedios inestables tales como
radicales libres e hidroperdxidos y reacciones con productos secundarios.

Se han redlizado numerosos estudios en sistemas modelo para obtener
informacién acerca de estas interacciones, en algunos casos a través de la
exposicidn de diversas proteinas a sistemas generadores de radicales libres y en
otros, incubdndolas en presencia de productos secundarios, principaimente
malonaldehido obtenido quimicamente, o de acidos grasos en condiciones que
favorecieran su oxidacion. Este tipo de sistemas es muy Util ya que, por una parte,
simplifica mucho el sistema real aislando los componentes y reacciones que se
quieren analizar y por otra, permite obtener resultados de manera mds rdpida ya
que pueden utilizarse condiciones que facilitan la readlizacién de ensayos
acelerados.

Las proteinas miofibrilares son componentes muy importantes del musculo,
susceptibles de sufrir reacciones oxidativas. Decker y col. (1993) analizaron el
daiio oxidativo producido en miofibrillas de musculo blanco de pavo expuestas a
la accién de sales de hiemro, cobre y ascorbato. Asi, dichas proteinas mostraron
alteracién de su conformacién, incremento del contenido de grupos carbonilos,
pérdida de solubilidad, reduccién de la capacidad para formar geles y de la
capacidad de retener agua, y formacién de polimeros proteicos constituidos
principalmente por actina y miosina. Srinivasan y Hultin (1995) utilizaron un sistema
basado en la enzima xantina oxidasa para generar radicales libres hidroxilos en
muUsculo de bacalao; los resultados obtenidos fueron una disminucién de la
solubilidad de las miofibrilas oxidadas Iluvego de un ciclo de
congelacién/descongelacién y de una disminucidén del pH, ademdas de la
aparicion de una banda de alto peso molecular por SDS-PAGE. Estos mismos
autores (1997) utilizaron un sistema generador de radicales libres no enzimdtico
(hierro fémico, perdéxido de hidrégeno y Gcido ascérbico) en muisculo de bacalao;
obteniendo una disminucién de la solubiidad proteica, pérdida de grupos
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sulfhidrilos y formacidén de puentes disulfuro con produccién de fracciones de alto
peso molecular. De la misma manera , Li y King (1996) observaron disminucién de
la actividad ATPasa y cambios conformacionales, mientras que Liv y Xiong (2000)
determinaron cambios en la desnaturalizacion de las proteinas modificadas.

Los primeros trabajos que analizaron la interaccién entre malonaldehido
(MDA) y ofros componentes presentes en los alimentos datan de los aiios 1960.
Poco tiempo antes se habia reconocido al MDA como un producto de la
autooxidacidn de los cidos grasos poliinsaturados (Sinnhuber y col., 1958).

En solucién acuosa, el MDA presenta un equilibrio tautomérico ceto-enol
dependiente del pH; a pH por encima de 6,5 se encuenira totaimente en su
forma de anién enolato (Kwon y col., 1965). Estos autores fueron unos de los
primeros en estudiar la reactividad del MDA con otros constituyentes de los
alimentos. A partir de sistemas constituidos por MDA y distintas fracciones
proteicas (proteinas musculares de pollo y pescado solubles en aguaq, aldolasa y
miosina de pescado) pudieron aislar productos resultantes de la unién del MDA
con las proteinas. Posteriormente, Buttkus (1967) estudié especificamente la
interaccidn entre MDA y miosina de trucha, demosirando que el MDA podia
reaccionar con los grupos e-amino de la lising, siendo la velocidad de reaccién
dependiente de la temperatura. Dicha reaccién ocurmié también a temperaturas
de congelacién (-20°C) a una velocidad similar a la presentada a temperatura
ambiente. El autor atribuye este hecho a un efecto de aumento de
concentracién de los reactivos por la congelacién del solvente y a un efecto
catalizador que involucra la estructura del hielo.

Chio y Tappel {1969b) propusieron un mecanismo para esta reaccién que
resulta en la formacién de N,N’-disustituido 1-amino-3-iminopropeno, ocurriendo
posteriormente un entrecruzamiento.

Por otra parte, fue demostrado que el MDA podia reaccionar con otros
residuos de aminodcidos adema@s de la lising, tales como la histidina, arginina,
tirosina y metionina (Buttkus, 1967; Braddock y Dugan, 1973). Estas reacciones
llevan a la fomacién de compuestos del tipo bases de Schiff solubles y son
responsables tanto de la formacidén de compuestos fluorescentes como de
entrecruzamiento de las proteinas.
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Estudios realizados en sistemas modelo constituidos por MDA y el
subfragmento 1 de miosina de conejo, mostraron que el MDA se asocia con la
proteina disminuyendo su actividad Ca*2-ATPasa y causando su desnaturalizacidn
con pérdida de la estructura secundaria (menor contenido de o-hélice y
estructuras B y mayor contenido de estructura al azar), formaciéon de
entrecruzamientos y polimerizacién (Li y King, 1999).

En funcidn de los antecedentes comentados, se propone analizar la
interaccién del malonaldehido con las proteinas miofibrilares aisladas de musculo
de salmén de mar en un sistema modelo, evaluando aspectos estructurales,
funcionales y nutricionales relacionados con dicha interaccion.
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1.2. MATERIALES Y METODOS
1.2.1. Material vtilizado

Este estudio fue realzado con filetes de salmén de mar (Pseudopercis
semifasciata) en estado fresco adquiridos en el mercado local. Los ejemplares,
provenientes del puerto de Mar del Plata (Pcia. de Buenos Aires), fueron
capturados por barcos de media altura habiendo sido mantenidos en hielo hasta
su llegada al laboratorio.

1.2.2. Preparacion de los Sistemas Modelo

1.2.2.1. Aislamiento de proteinas miofibrilares de salmén de mar

Se aislaron proteinas miofibrilares de mUsculo de salmén de mar, segun el
procedimiento de Goll y Robson (1967) modificado por Wagner y Aion (1985).
Para ello, se picaron los filetes para obtener un “pool” representativo a partir del
cual se tomaron muestras de 3,00 a 4,00 g las cuales fueron procesadas de
acverdo al esquema presentado en la Figura M.1.1.

Cada muestra fue homogeneizada con 10,0 ml de una solucién buffer
compuesta por sacarosa 0,25 M, EDTA 1mM, Tris (hidroximetii aminometano)-HCI
0,05 M, pH 7,0 (solucién A) en un homogeneizador OMNI MIXER Sorvall. El extracto
obtenido fue agitado lentamente con un agitador magnético durante 30 min
Posteriormente, se centrifugd a 2500 g durante 10 min a 4 °C en una centrifuga
Sorvall. Se descarté el sobrenadante conteniendo las proteinas sarcopldsmicas. El
precipitado fue resuspendido con 10,0 mi de solucién A, agitdndose suavemente
y se centrifugd a 2500g por 10 min a 4 °C. El sobrenadante fue separado del
sedimento, el cual se traté con una solucién buffer conteniendo EDTA 1 mM, Tris-
HCI 0,05 M, pH 7,0 (solucién B). La suspension resultante se filtré a través de una
gasa doble a efectos de separar el tejido conectivo y posteriormente se
centrifugdé a 2500 g (10 min., 4 °C). Las miofibrillas presentes en el sedimento fueron
resuspendidas en buffer con KCI 0,15 M, Tris-HCI 0,03 M, pH 7,0 (solucién 1), se
centrifugaron y purificaron mediante dos pasos sucesivos de resuspensidn y
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posterior centrifugacion en solucién de EDTA 1mM, pH 7,0 (solucién 2) y agua
bidestilada (solucidn 3), respectivamente. Finaimente, se solubilizaron con distintos
volumenes de buffer KCI 0,6 M, Tris-HCI 0,03 M, pH 7,00 (solucién 4) de acuerdo a
la concentracidn de proteinas miofibrilares deseada. Cabe seiialar, que durante
todo el procedimiento se trabqjé en baio de hielo a fin de evitar alteraciones de
las proteinas por efecto térmico.

La concentracién de las proteinas miofibriiares en solucién 4 fue
determinada mediante el método de Biuret modificado (Robson y col., 1968).

Muscu,o B e > + 6 ml sol. A
| picado |+ 10mISOL A o cion magnética, [ Centrifugacién (2500g, 10 min,
b | OMNI MIXER : 4°C)
30 min. A \
P Sobrenadante (Proteinas
- Sedimento | sarcoplasmicas)

+ 10 ml sol. A
Agitacion suave con varilla

i Centrifugacién (2500g, 10 min, 4 °C)

. Sedimento Sobrenadante (Proteinas

: sarcoplasmicas)
i + 10 ml sol. B
Agitacion suave con varilla

Filtracion con gasa doble
A  +10misol. B

 Filtrado Tejido conectivo
iCentrifugacién (25009, 10 min, 4°C)
RN A/ \ Sobrenadante
.~ Sedimento

- Mi : f » 5 | Proteinas
» ",,‘!9,“",,",'??5,, _| Purificacién sol. 1,2y 3 Resuspension | Miofibrilares
(resuspension y centrifugacién)  sol. 4 R

Figura M.1.1. Aislamiento de proteinas miofibrilares de musculo de salmon de mar

1.2.2.2. Obtencién de malonaldehido (MDA)

Se prepararon soluciones de MDA por hidrélisis acida de 1,1,3,3,
tetraetoxipropano (TEP) (Ke y col., 1984). Se agregé HCI 0,1 M al volumen de TEP
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calculado segun la concentracion de MDA a obtener y se prosigui®é con un
calentamiento en bafio de agua hirviente durante 5 min. La solucién resultante
fue llevada a pH 7,0 y hasta el corespondiente volumen final.

En el caso de los estudios de Calorimetria Diferencial de Bamido (DSC),
Solubilidad, Electroforesis y Microscopia Electronica de Transmision (TEM) se
prepard una solucidén madre de MDA 100 mM, a partir de la cual soluciones 20 y
30 mM fueron obtenidas por dilucion con solucién 4.

En el caso de los ensayos de Lisina disponible y Gelacidén térmica, se utilizdé
una solucién de MDA 300 mM dada la mayor concentracién proteica requerida
en estos estudios, llevando al volumen final con solucién 4.

1.2.2.3. Incubacién de las proteinas miofibrilares con MDA

Con el objetivo de poner de manifiesto la interaccién de las proteinas
miofibrilares con el MDA, se prepararon los siguientes sistemas:

1. Sistemas PM + MDA: solucidn de proteinas miofibrilares con la adicién de
solucibn de MDA. De acuerdo con lo mencionado en el item anterior, las
concentraciones de proteinas y de MDA fueron ajustadas a niveles adecuados
para llevar a cabo los estudios posteriores, siendo especificadas en cada uno de
los correspondientes ensayos.

2. Sistemas control PM: constituidos sélo por proteinas miofibrilares. Estos
sistemas fueron analizados en todos los casos, a fin de evaluar un posible efecto
de la temperatura y el tiempo de incubacién sobre las proteinas miofibrilares.

Los sistemas fueron incubados a 27 + 1 °C durante 8 h con una bqja
velocidad de agitacidn. En la mayoria de los casos, se tomaron muestras a0, 4y 8
h de incubacién, las cuales fueron colocadas en hielo a fin de evitar que continte
la reaccidn entre las proteinas y el MDA e inmediatamente procesadas, de
acuerdo a cada deteminacidn posterior.
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La temperatura de incubaciéon (27 °C) se eligi6 de manera tal que
permitiera aumentar la velocidad de reaccidn realizando un ensayo acelerado, a
la vez que no tuviera efecto sobre la conformacién de las proteinas miofibrilares.

Los estudios realizados sobre los sistemas modelo se expondran en dos
secciones: 1) se describirdn los ensayos tendientes a analizar las posibles
modificaciones en la estructura de las proteinas miofibrilares y 2) se estudiaran los
aspectos funcionales de las mismas, en particular se analizard el proceso de
gelaciéon témica y las caracteristicas de los geles formados. Todos los estudios
fueron llevados a cabo por duplicado en cada sistema y como minimo en dos
sistemas incubados independientemente.

1.2.3. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Los estudios de calorimetria diferencial de barido permiten determinar las
temperaturas a las cuales ocurren procesos endo o exotérmicos en una muestra
sometida a un programa de temperatura, frente a una sustancia empleada
como referencia, asi como obtener las entalpias asociadas a estos procesos.

A tal efecto, se utilzd esta técnica para analizar las temperaturas y
entalpias de desnaturalizacién (proceso endotémico) de las proteinas
miofibrilares de salmén de mar, asi como los posibles cambios en estos parGmetros
debidos a la interaccién con MDA.

Las mediciones se realizaron en un calorimetro diferencial de barrido
Polymer Laboratories (Rheometric Scientific, U.K.) provisto de un software Plus
V5.41.

Principio de funcionamiento: la técnica se basa en la medida de la
diferencia de energia entregada a una muesira y a la referencia sometidas
simultGneamente a un programa controlado de temperaturq, a fin de mantener
iguales las temperaturas de ambas cuando ocurren procesos que involucran
intercambio de calor en la muestra.
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El equipo posee una celda con un disco de constantan que contiene los
receptaculos donde se colocan las cdpsulas con la muestra y la referencia,
siendo ademas uno de los elementos de la unién termoeléctrica que pemite
medir la temperatura. Consta ademads, de una termocupla de cromel-alumel que
permite determinar el flujo diferencial de calor transferido entre el disco y las
sustancias a través de la capsula.

Bl calorimetro fue calibrado con sustancias de alta purezaq, utilizdndose
indio, acido laurico y acido estedrico para la escala de temperaturas (ASTM E967-
83). La determinacién de entalpias de transicién también requiere una calibracién
con sustancias de alta pureza (indio) (ASTM E968-83).

Muesiras: Los sistemas se prepararon mezclando 20,0 ml de solucién de
proteinas miofibrilares (5,0 mg/ml) con 20,0 ml de solucién de MDA 20 6 30 mM
(relacién masa proteina : masa MDA 3,5:1 y 2.3:1, respectivamente). En los
sistemas control se agregd 20,0 mi de solucién 4.

Procedimiento: Luego de la incubacién, se agregé a las muestras agua
destilada a fin de insolubilizar las proteinas miofibrilares y se centrifugé a 5000 g
durante 10 min a 4 °C, descartando el sobrenadante.

Para redlizar las deteminaciones, se colocaron 20 - 22 mg de los
sedimentos -previamente secados sobre un papel absorbente- en capsulas de
aluminio, cerdndolas herméticamente. Se realizaron comidas en un rango de
temperatura de 15 a 100 °C, a una velocidad de calentamiento g = 10 °C/min.
Como referencia se utilizé una c@psula conteniendo agua destiada, lo cual
permiti® una mejor compensacion y estabilizaciéon de la linea de base, dado que
las muestras contenian un alto porcentgje de agua (superior al 80 %). Luego, las
capsulas fueron perforadas y colocadas en una estufa a 105 °C a fin de obtener
las respectivas masas secas de las muestras.

A partir de los termogramas se obtuvieron las temperaturas de
desnaturalizacion de miosina y actina dadas por las comrespondientes
temperaturas de pico, para cada muestra (PM, PM + MDA(3,5:1) y PM +
MDA(2.3:1), t = 0, 4, y 8 h). Ademds, se estimaron las entalpias de
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desnaturalizacidon (AHmiosna, AHaciina Y AHiota)) @ través del drea bgjo la curva
obtenida. En cada caso, se analizaron las muestras por triplicado.

El porcentaje de proteina nativa presente en una muestra se calculé como
la relacién entre el AHmio de la muestra y el AHmio del sistema control a t =0, siendo
el % de proteina desnaturalizada igual a (100 - porcentaje de proteina nativa).

1.2.4. Electroforesis

A fin de analizar el efecto del tratamiento con MDA en los perfiles
proteicos, se llevaron a cabo electroforesis en geles de poliacriiamida con dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE).

Muestras: Las muestras fueron preparadas de manera similar a la sefialada
para los estudios de DSC. Luego de la respectiva incubacién, se tomaron 0,5 ml
de muestra obteniéndose el sedimento por centrifugacién a 5000 g, tal como fue
detallado en la seccidén anterior. Los sedimentos fueron resuspendidos con buffer
conteniendo KCI 0,6 M (pH 7.0).

Procedimiento: Se realizaron comidas electroforéticas en geles de
poliacriamida en condiciones disociantes (SDS-PAGE), segun el sistema descripto
por Laemmli (1970).

Reactivos utilizados:

Solucidn de acrilamida-bisacriamida: acriamida 30% p/v, bisacriamida
0.8% p/v

Buffer de gel apilador (4x): Tris-HCI 0,5 M (pH 6.8), SDS 0,4%,TEMED 0,4%
Buffer de gel separador (4x): Tris-HCI 1,5M (pH 8.8), SDS 0.4 %, TEMED 0,4%
Buffer de comida (5x): Tris-HCI 0,125 M, glicina 0.96 M (pH 8.,3). SDS 0,5%
Buffer de muestra (2x): Tris-HCI 0,25 M (pH 6,8), glicerol 50 %, SDS 0,2%,TEMED
0,4%, Urea 8 M, azul de bromofenol 0,05%. con o sin ME 5%
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Equipo utilizado: Se utilizd un equipo de miniplacas Mini Protean Il (BIO-
RAD). Las corridas se realizaron a 200 mV, con corrientes de 30 mA/placa mientras
las muestras atravesaron el gel apilador y de 60 mA en el gel separador.

1.2.4.1. SDS-PAGE en gradiente

El gel separador utiizado (1 mm) consisti6 en un gradiente entre 3y 15 %
p/v de acriamida obtenido mediante un mezclador de gradiente BIO-RAD y una
bomba peristaltica (Masterfiex, Cole-Parmer). Se utilizé un gel apilador al 3% p/v
de acrilamida.

Muesiras: A las distintas muestras se les agregé buffer muestra con o sin ME
en relacién 1:1, siendo sometidas a un tratamiento témico en bafo a 100 °C
durante 1 min.

En este caso se sembrd el mismo volumen de cada una de las muestras.
Ademds, se sembraron proteinas patrén de alta masa molecular (Prosieve) los
cuales se detallan en la Tabla M.1.1. y patrones de miosina de conejo (Sigma).

Tabla M.1.1. Patrones de alta masa molecular

Proteina patron Masa Molecular Masa subunidades
kDa kDa
Tiroglobulina 669 330
Ferritina 440 18,5 (220)
Catalasa 232 60
Lactosa deshidrogenasa 140 36
~ Seroalbumina bovina 67 67

Coloracién de los geles: Los geles fueron coloreados con Coomasie Brilliant
Blue R-250 0.2 % en solucidbn metanol - Gcido acético - agua destilada (5:5:2) y
posteriormente decolorados con solucibn metanol - 4cido acético - agua
destilada (2.5:1:6.5). En algunos casos, cuando la cantidad de proteina sembrada
fue significativamente inferior, fue necesario realizar una tincién con plata a fin de
aumentar la sensibilidad en la deteccién de las bandas proteicas.

73



Sistemas Modelo - Materiales y Métodos

1.2.4.2. Electroforesis Bidimensional

La electroforesis bidimensional pemite someter a las proteinas a dos
condiciones diferentes y sucesivas de separacién, aplicadas en la primera y
segunda dimensidn respectivamente. En este caso, la misma fue realizada segun
la técnica de Petruccelli y Aidn (1995) en las muestras obtenidas de acuerdo a lo
detallado previamente para la SDS-PAGE en gradiente.

Primera dimensiéon (sin ME): Se utilizd un gel separador (0,75 mm) en
gradiente (3-15 %) sin gel apilador. Las muestras se prepararon tal como fue
explicado en el item anterior (sin ME) sembrdndose por duplicado. Luego de la
corrida, se cortaron las calles, siendo aimacenada una parte de ellas en glicerol
al 10 % v/v a -20 °C, mientras que el resto fue coloreado con Coomasie Brilliant
Blue.

Segunda dimensién (con ME): Se realizd en geles separadores (1,5 mm) en
gradiente (3-15%) sin gel apilador. Previo a la cormrida, las calles de la primera
dimensién que habian sido almacenadas en glicerol fueron tratadas con buffer
Tris-HCI 62,5 mM (pH 6.,8), SDS 1% p/v, sacarosa 20 % p/v. p- mercaptoetanol (ME)
0,2 M, durante 30 min a 55 °C, con dos cambios de solucidn. Se colocé la calle
sobre el gel de la segunda dimensidn y se adiciond buffer Tris-HCI 62,5 mM, (pH
6.8), SDS 1 % p/v y azul de bromofenol 0,01 % p/v. realzando la corrida a corriente
constante (40 mA por placa).

Coloracién de los geles: Los geles comespondientes a la segunda
dimension fueron revelados mediante tincién con plata.

1.2.4.3. Andlisis de los geles

Los geles fueron andlizados mediante un analzador de imagenes
Molecular Analyst Software (Bio-Rad), obteniendo los comrespondientes
densitogramas y estimando las masas moleculares de las distintas especies
proteicas.
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1.2.5. Solubilidad proteica

1.2.5.1. Solubllidad en KC10,6 M

En una primera etapq, se analizé la solubilidad de las proteinas miofibrilares

de saimén de mar en solucion 4.

Muesiras: en este caso la concentracién proteica y de MDA se duplicaron
con respecto a los estudios de DSC, manteniendo las mismas relaciones proteina :
MDA.

Procedimiento: Las muestras previamente incubadas fueron centrifugadas
a 5000 g durante 15 min. a 4 °C. Se determind la concentracidén de proteinas en el
sobrenadante por el método de Biuret. La solubilidad proteica en cada sistema se

calculé como:

T concentracién proteica en el sobrenadante
- prot =2 x 100 (Ec. 1.1.)
.. concentracion proteica original il

LTREER

Los resultados se expresaron como la solubilidad (S) con respecto a la
solubilidad del sistema control a t =0 (So):

g _solubilidad de la muesa "
_SQ IUb Illdad del COhh’Ol Qt= 0 5

(Ec. 1.2)

5/s

1.2.5.2. Solubilidad en distintos medios

Con el fin de obtener mayor informacién acerca de la naturaleza quimica
de la interaccién entre las proteinas miofibrilares de salmén de mar y el MDA, se
realizaron ensayos de solubilidad en diferentes medios, los cuales se detallan a
continuacién:

75



Sistemas Modelo - Materiales y Métodos

e buffer NaCl 0,6M, Tris-HCI 0,03M, pH 7,0 (buffer 1)

o buffer NaCl 0,6M, Tris-HCI 0,03M, SDS 5%, urea 8M, pH 7.0 (buffer 2)

e buffer NaCl 0,6M, Tris-HCI 0,03M, SDS 5%, urea 8M, pB-mercaptoetanol
(ME) 5%, pH 7.0 (buffer 3)

Muestras: se anadlizaron sistemas preparados de manera similar a la
detallada para los estudios de DSC, con soluciones de MDA 30 mM (relacién
proteinas : MDA 2,3:1).

Procedimiento: 1,00 ml de muestra de cada uno de los sistemas incubados
a 27 °C fue tratado con 3,00 ml de cada una de las soluciones, agitando durante
20 min a temperatura ambiente. Se centrifugd a 17.000 g durante 15 min a 15 °C,
determinando posteriomente la concentracién de proteinas en el sobrenadante.

Dada la interferencia del SDS, urea y ME en los distintos métodos de
determinacién de proteinas, la concentracién proteica en los sobrenadantes se
determind mediante el método de Lowry modificado por Bensadoun y Weinstein
(1976), al cual se le realizaron pequeiias modificaciones.

Se tomaron 0,30 mi de muestra y se llevaron a 3,00 ml con agua destilada.
Se mezclé vigorosamente con un Vértex y se dejé en reposo durante 15 min. Se
agregd 1,00 ml de acido tricloroacético (TCA) 24% p/v. se mezcld y centrifugd a
3300 g durante 30 min a temperatura ambiente. Se removid el sobrenadante y se
realizé la determinacidn del contenido proteico sobre los sedimentos por el
método de Lowry. Se calculdé la solubiidad S y S/So de acuerdo con las
ecuaciones 1.1 y 1.2,, determinando la concentracién original de proteinas sobre
una alicuota tomada antes de la centrifugacién a 17000 g.

1.2.5.3. Electroforesis de las fracciones solubles

Las fracciones solubles obtenidas en ambos estudios de solubilidad fueron
analizadas mediante SDS-PAGE.

76



Sistemas Modelo - Materiales y Métodos

Muestras: se mezclé una dlicuota de sobrenadante con igual volumen de
buffer muestra con o sin ME, sembrando 30 ug de proteina en cada calle.

La metodologia vtilizada para la realizacién de las comidas electroforéticas
fue detallada en la seccién 1.2.4.1.

1.2.6. Determinacién de lisina disponible

Se analizé el contenido de lisina disponible en muestras previamente
incubadas con y sin MDA mediante el método de Carpenter revisado por Booth
(1971) y modificado por Leal y Sambucetti (1987). Este método se basa en la
reaccién del Fuor-2,4-Dinitrobenceno (FDNB) con aminodcidos para dar
compuestos coloreados. A fin de poder medir la absorbancia comrrespondiente a
las interferencias y asi poder eliminarias, se prepard un segundo tubo de reaccién
donde se agregdé meticloroformiato (MCC) que forma un derivado a-MC-e-DNF-
lisina el cual es soluble en éter (ver Procedimiento). De esta manerq, el Unico
aminodcido que produce interferencia es la histidina que, si bien da un derivado
incoloro con el DNFB, adquiere color al ser tratado con MCC y es parciaimente
soluble en éter.

Muestras: Los sistemas fueron preparados de manera de tener una
concentracién final de proteinas de 20 mg/mi con una relacién proteina : MDA
de 5:1.

Procedimiento: Luego de la incubacién, se agregaron 8,00 ml de NaHCO3 8
% p/v y se agité durante 2 min en un homogeneizador Virtis. Posteriormente, se
trasvasd a un baldn de vidrio recubierto con papel aluminio con 2,00 mi de
NaHCO:s. Se practicaron dos nuevos lavados con 2,00 y 1,00 ml de etanol 96°
respectivamente. Se agregaron 9,30 ml de dinitrofluorobenceno (DNFB) en etanol
(2,40 ml de DNFB en 72,0 mi de etanol). Se agité durante 2 h a temperatura
ambiente, evaporando luego el etanol en estufa a 37 °C (aproximadamente 2 h)
Se agregaron 200 ml de HCl 8N lentamente y se homogeneizé. Se calenté el
balén a refiujo durante 16 h. Se filtrd el hidrolzado obtenido en caliente en matraz
recubierto con papel aluminio llevando a un volumen final de 250 m.
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Se prepararon los siguientes tubos:

Tubo A: Sobre 2,00 ml del hidrolizado se realizaron 3 extracciones con
5,00 ml cada una de éter libre de perdxidos. Se extrgjo la fase etérea y
se eliminaron los restos de éter en bafio a 70 °C. Se llevé a 10,00 ml con
HCI T N.

Tubo B: Sobre 2,00 ml del hidrolizado se realizd una extracciéon con 5 mi
de éter libre de perdxidos. Se extrajo la fase etérea y se eliminaron los
restos de éter en bano a 70 °C. Se agregd una gota de fenolftaleina y
posteriormente NaOH 12% p/v hasta aparicién de color rosado. Se
adicionaron 2,00 ml de buffer carbonato (pH 8.5) y a continuacién 5
gotas de metilcloroformiato (MCC). Se tapé y se agité vigorosamente,
dejando luego en reposo durante 8 min. Se agregaron 0,75 ml de HCI
concentrado y se agitd. Se practicaron 4 extracciones de 5,00 ml con
éter libre de peréxidos, extrayendo luego la fase etérea y evaporando a
70°C. Se llevé a 10,00 ml con agua destilada.

Se leyeron los tubos en espectrofotémetro a 435 nm contra un blanco de

agua destilada. La diferencia A - B corresponde a la absorbancia atribvida a la
DNF-lisina.

Para obtener la curva de calibracién se utilizd clorhidrato de e-DNF-lisina
disuelto en HCI 8N.

Los resultados se expresaron segun la siguiente férmula:

fng lisina disponible = Abs x 0,42 x f x 250 x 100°

... 100gprotein@ . .. .. 2xm .

(Ec. 1.3.)

H

e

donde: 0,42 = coeficiente de transformacion de e-DNF-lisina a lisina

f = factor de la curva = mg std / Abs std

Abs = absorbancia de la muestra= A -8B

m = masa de proteina en la muestra (obtenida teniendo en
cuenta la masa, densidad y concentracién de la suspensidén
de proteinas)
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1.2.7. Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)

A fin de investigar las posibles modificaciones estructurales sufridas por las
proteinas miofibrilares por efecto del MDA, se realiz la observacién de las mismas
en un microscopio electrénico de transmisiéon.

Muesiras: Se prepararon sistemas similares a los utilizados en los ensayos de
DSC (relacién proteina : MDA 2,3:1) (seccién 1.2.3.).

Procedimiento: Luego de la incubacién, las muestras fueron diluidas 1/200
con solucién 4 y tratadas segin el procedimiento de Lozano y Morales (1983). Se
colocé una grilla (200 mesh) con un film de formvar en una gota de muestra por el
lapso de 3 min. Posteriormente, se colocé la grila en una gota de solucién de
acetato de uranilo saturada durante 1 min. Se secé y fue observada en un
microscopio JEOL 100 CX Il operado a 80 kV.

1.2.8. Formacion de estructuras tipo gel por efecto del MDA sin fratamiento

térmico

Mientras se realizaban ensayos utilizando altas concentraciones de
proteinas se observd la foomacién de estructuras tipo "geles” en presencia de
MDA durante la incubacién a 27 °C. En consecuenciaq, se realizd una experiencia
a fin de deteminar la incidencia de la conceniracion de MDA sobre la
produccion de este fenébmeno.

Muestras: Se prepararon sistemas conteniendo 20 mg/ml de proteinas y las
siguientes relaciones proteina:MDA:

e 5:1 (conc. final MDA = 60 mM)

e 50:1 (conc.final MDA = 6 mM)

e 100:1 (conc.final MDA =3 mM)

e 500:1 (conc.final MDA =0,6 mM)

e control (sin MDA)
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Procedimiento: Se incubaron los sistemas a 27 °C, siendo observados
macroscépicamente a distintos tiempos de incubacién (2, 4, 6, 8, 25 y 31 h).
Cuando se observé la formacién de una “masa sélida”, se tomaron muestras para
ser luego observadas en un microscopio electréonico de barido (SEM), mediante
la técnica que serd explicada en la seccién 1.2.10.3

1.2.9. Andlisis de parGmefros reologicos durante el proceso de gelacién
térmica

Muesiras: Se prepararon sistemas conteniendo una concentracién final de
20 mg/ml con una relacién proteina : MDA 5:1. Adema@s se realizaron ensayos
sobre sistemas con la misma concentracién proteica y una relacién proteina :
MDA 50:1.

Procedimiento: Se sigui6 la evolucidn del proceso de gelacién témica a
través de la determinacidn de pard@metros de viscoelasticidad dindmica. A tal fin
se utilizé un redmetro Paar Physica MCR 300 controlado mediante un software
US200 V2.21 y acoplado a un baiio peltier Viscotherm VT 2 (Paar Physica). El
sistema sensor fue de geometria plato-plato PP30/s de 29,95 mm de diG@metro y
distancia entre los platos de 1 mm.

Las muestras fueron sometidas al siguiente programa de temperatura:

1) calentamiento entre 25y 80 °C a § °C/min

2) mantenimiento a 80 °C durante 45 min

3) enfriamiento entre 80 y 4 °C (20 °C/min)

4) mantenimiento a 4 °C durante 30 min

5) calentamiento entre 4y 20 °C a 10°C

La frecuencia o utilizada fue de 1 Hz y la deformacién y de 0.01%. Se evité
la deshidratacién de la muestra mediante el agregado de silicona. Se registraron
los par@metros G°, G™" y tg (y).

Los geles fomados mediante el programa de temperatura antes descripto
fueron sometidos posteriormente a un bamido de frecuencias. Para ello, se
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llevaron a 20°C y se realizaron los barridos a y constante e igual a 1% variando ®
entre 0,01 y 10 Hz. Los par@Gmetros de interés en este caso fueron G°, G™" y n».

1.2.10. Propiedades de los geles obtenidos por tratamiento térmico

Muestras: Se prepararon sistemas similares a los utilizados en los ensayos
reolégicos (5:1) y se colocaron en tubos de vidrio (2,2 cm de diGmetro interno x é
cm de alto). Los extremos de los tubos fueron cemrados mediante tapones de
goma con una abertura en la cual se colocd una varilla de vidrio (Puppo y Aién,
1998; Lupano, 2000), incubando los sistemas a 27°C.

Obtencién de los geles: Luego de la incubacién, los tubos fueron
colocados en un bano termostatico Lauda a 80°C durante 45 min. Durante los
primeros 45 seg de calentamiento se mantuvieron abiertos (sin la varilla) a fin de
eliminar el aire que contenian y posteriormente fueron cemados. Luego, se
enfriaron r@pidamente en un baifo de agua a temperatura ambiente y se
colocaron en caGmara de 4°C, donde permanecieron entre 15y 24 h.

1.2.10.1. Andlisis de textura

A fin de analizar posibles diferencias en los geles dadas por la interaccidn
con MDA, se estudiaron diferentes aspectos para caracterizaros, entre ellos las
variaciones en los par@metros relacionados con la textura de los geles.

Muestras: Los geles fueron separados del liquido exudado y llevados a
temperatura ambiente. Se cortaron secciones de 1 cm de alto.

Procedimiento: Las determinaciones fueron realizadas en un Analizador de
textura TA-TX2i (Stable Micro Systems, U.K.) controlado por un software Texture
Expert para Windows versién 1.2. Se utilizé una sonda cilindrica con una superficie
de contacto plana de 7,5 cm de didmetro.

81



Sistemas Modelo - Materiales y Métodos

Se practicaron dos tipos de ensayos:

e Andlisis de Perfll de Textura (TPA): Estos ensayos consisten en la
aplicacién sucesiva de dos ciclos de compresidon. La compresion
aplicada fue del 20 % a una velocidad de compresidon de 1 mm/seg,
con un intervalo de 5 seg entre los ciclos. A partir de los perfiles
obtenidos se calcularon los parédmetros de Firmeza (F), Elasticidad
Instantanea (Eins), Elasticidad Retardada (Eret) y Cohesividad (C) (Fiszman
y col., 1998).

e Ensayos de Relajacién: Estos ensayos fueron realizados bajo las mismas
condiciones que los de TPA, en este caso la muestra se sometié a
compresidon manteniendo la misma durante 15 min. De esta manerq, se
registré la fuerza (F) ejercida por la muestra en funcién del tiempo.

1.2.10.2. Capacidad de retencién de agua (WHC)

Muesiras: Los geles fueron separados de su liquido exudado y llevados a
temperatura ambiente.

Procedimiento: Se pesaron entre 0,6 y 1,4 g de muestra (en balanza con
precisién 0,0001 g) en un cilindro conteniendo una membrana de nylon con poros
de 5,0 ym (Micronsep), previamente tarada.

Se centrifugd a 120 g durante 10 min a 20 °C. Se pesé inmediatamente
después de la centrifugacién y se calculé la pérdida de agua como la diferencia
de peso antes y después de la centrifugacién. Posteriormente, estas muestras
fueron colocadas en estufa a 105°C hasta peso constante. La capacidad de
retencién de agua del gel (WHC) se calculé segin la ecuacion 1.4.:

WH o _ canhd'ad de agua rgk'an.ldo x 1 00 (Ec. 14)
_cantidad de aguainicial .

S
AT O S
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donde la cantidad de agua retenida corresponde a la diferencia de peso antes y
después del secado a 105 °C, y la cantidad de agua inicial se obtuvo como la
suma del agua retenida y el agua perdida.

1.2.10.3. Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Se tomaron muestras de los geles de aproximadamente 2 mm de lado, las
cuales fueron fijadas con glutaraldehido 2,5 % en buffer fosfato (pH 7.2). Las
muestras fijadas fueron lavadas, gradualmente deshidratadas en acetona y
finalmente secadas usando un secador por punto critico de didxido de carbono
(Polaron). Posteriormente, las muestras fueron recubiertas con una capa de oro
mediante un equipo Pelco 91000. Las observaciones fueron realizadas usando un
microscopio de bamido JEOL 35 CF a 5-6 kV (Lozano y Morales, 1983).

1.2.10.4. Solubllidad de los geles en distintos medios

Se realizaron ensayos de solubilidad de los geles en diferentes medios con
el objeto de analizar las fuerzas intermoleculares que intervienen en la formacién
de sus matrices, en ausencia y en presencia de MDA. Las soluciones utilizadas
fueron similares a las descriptas en la seccién 3.1.5.2.

Muestras: Los geles fueron separados del liquido exudado y mantenidos a
temperatura ambiente durante 30 min en un desecador.

Procedimiento: Para cada gel, se pesaron alrededor de 150 mg para el
buffer 1, 30 mg para el buffer 2 y 10 mg para el buffer 3 (en balanza con precision
0,00001 g). Se agregaron 1,25 ml del buffer corespondiente y se homogeneizd en
Ultraturrax (7800 rpm, 30 seg). Se transfirid la suspensién a un tubo eppendorf y se
llevé a un volumen final de 1,50 ml. Se centrifugé en una microcentrifuga a 17000
g durante 15 min a 15°C. Se determiné la concentracién de proteinas en el
sobrenadante de manera similar a la descripta en el item 1.2.5.2.
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La masa de gel remanente fue pesada y colocada en estufa a 105°C. A
partir de la masa seca obtenidaq, se estimé la proporciéon de proteina en cada gel.

1.2.10.5. Electroforesis de los liquidos exudados

Muestras provenientes de los liquidos exudados por los geles fueron
analizadas mediante SDS-PAGE a fin de determinar las especies proteicas no
retenidas en la matriz del gel en cada caso. La técnica utilizada fue descripta en
la seccién 1.2.4.1.

1.2.11. Andlisis estadistico

En todos los casos, se analizé el efecto del tiempo de incubacién y de la
concenfracion de MDA mediante un andlisis de varianza (ANOVA). La
comparacién de los valores medios se realizé mediante el test de menor
diferencia significativa (LSD) de Fisher, considerandose que dos medias eran
significativamente diferentes cuando la probabilidad determinada era menor que
0,05 (p < 0,05). Estos andlisis estadisticos se realizaron utilizando el programa SYSTAT
(Wilkinson, 1990).
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1.3. RESULTADOS Y DISCUSION

A. ASPECTOS ESTRUCTURALES

1.3.1. Desnaturalizacion térmica de las proteinas miofibrilares de saimén de

mar

La desnaturalizaciéon témica de proteinas es un proceso muy complejo
que implica el pasaje de un estado nativo a uno desnaturalizado, caracterzado
por una temperatura de desnaturalizacién comespondiente al punto medio del
proceso (Damodaran, 1996). Dicho proceso involucra la desestabilizacién de las
interacciones no covalentes que intervienen en la estructura proteica, tales como
puentes de hidrégeno, uniones electrostaticas y de Van der Waals, cuya ruptura
es endotémica por lo cual son estabiizadas a baqjas temperaturas vy
desestabilizadas a altas temperaturas (control entdlpico); e interacciones
hidrofébicas (ruptura exotémica, estabilizadas a altas temperaturas). La-
estabilidad de las interacciones hidrofébicas tiene un maximo y luego decae
debido a la ruptura de la estructura del agua a altas temperaturas (control
entrépico). Por otra parte, también contribuye a la estabiidad de la
conformacién proteica un término de entropia conformacional. El aumento de
energia cinética dado por el aumento de temperatura induce un
desplegamiento de Ila cadena polipeptidica. La temperatura de
desnaturalizacién de una proteina comesponde a aquélla donde la suma del
componente entdlpico y el entrépico es decir la diferencia de energia libre es
cero (AG =0).

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es una técnica que ofrece una
valiosa informacién acerca de la conformacién proteica. En primer lugar, se
puede obtener la temperatura de desnaturalizacién, la cual es una medida de la
estabilidad témica de la proteina. La temperatura de desnaturalizacién puede
representarse mediante la temperatura de pico o Tmax, Este valor de temperatura
se encuentra normalmente unos grados por encima de la temperatura a la cual
comienza la transicién (temperatura de onset To). Los valores de Tmax medidos en
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diferentes muestras a la misma velocidad de calentamiento son comparables
entre si (Wright y col., 1977).

En el presente estudio se analizaron por DSC los sedimentos obtenidos por
centrifugacién de los sistemas descriptos previo agregado de aguaq, precipitando
las proteinas miofibrilares en forma de miofibrillas a pH 7.0.

a. Estabilidad térmica de las proteinas aisladas de musculo de salmén de mar. En
la Figura 1.1. se presenta un termograma caracteristico obtenido para las
miofibrilas control donde pueden

Tg’ bd observarse tres transiciones
535_ endotémicas. Wright y col. (1977)
g mostraron que el temograma de
o

E*ﬂ actomiosina de conejo presentaba
?45_ tres picos (51.5; 61 y 73 °C)
2 1 _ 7z atribuyendo los dos primeros picos a la
| o

e b % & % & = w desnaturdlizacion de la miosina y el
Temperatura (°C) tercero a la desnaturalizacién de la

actina. Las miofibrilas de salmén de

Figura 1.1. Termograma DSC de proteinas .
miofibrilares  de  salmén de mar Mar  presentaron las  siguientes
(sedimentos) temperaturas de pico: Tl = 42,4 + 1,3
°C, T2 =527 +09 °C y 13 =684 + 04 °C. Puede observarse que estas
temperaturas son menores a las comrespondientes a las proteinas de conejo.
Connell (1961) estudié la miosina presente en diferentes especies de peces de
aguas frias, comparandolas con las de otras especies como bovino, conejo, pollo
y rana. Este autor demostré que en el musculo de pescado esta proteina tenia
menor estabilidad témica que en el caso de mamiferos, mientras que en la rana
exhibia una estabilidad intermedia entre la de los mamiferos y la de pescados de
agua fria. Connell concluyéd que la miosina de las diferentes especies se
encuentra adaptada a las distintas temperaturas corporales. Otros autores
estudiaron proteinas miofibrilares de especies de pescados que habitan en aguas
con diferentes temperaturas, encontrando diferencias en las estabilidades

térmicas de acuerdo a las caracteristicas de su habitat. Asi, muiUsculos de
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pescados de aguas tropicales presentan temperaturas de desnaturalizacién
comrespondientes al primer pico alrededor de 10 °C por encima de la temperatura
comespondiente para especies de aguas frias (Poulter y col., 1985; Hastings y col.,
1985; Davies y col., 1988; Howell y col., 1991). Davies y col. (1994) compararon la
miosina aislada de musculo de pargo emperador (tropical) y de bacalao (aguas
frias), mostrando que bagjo condiciones agregantes (baja fuerza iénica y pH 6) la
miosina de pargo tuvo mayor estabilidad térmica que la de bacalao. Sin
embargo, cuando dichas proteinas fueron disueltas en un medio con alta fuerza
ibnica y/o pH 8, presentaron estabilidades térmicas similares. Estos autores
sugirieron que la diferencia en la estabilidad térmica de la miosina en el musculo
intacto y bajo condiciones de agregaciéon estarian dadas, en parte, por
diferencias en el modo de asociacién entre estas moléculas. La miosina de peces
tropicales experimentaria una importante estabilizacién por la asociacién. En la
Tabla 1.1. se presentan algunos ejemplos de temperaturas de desnaturalizacidn
de proteinas miofibrilares aisladas de pescados con diferente habitat.

Tabla 1.1. Temperaturas de desnaturalizacién de proteinas miofibrilares de

diferentes pescados
Especies T1 T2 13 Comentarios Fuente
°C) (°C) (°C)

Especies marinas de aguas frias

Corvina blanca 38 51 65| Actomiosina, = Wuycol, 1985
(Micropogonias ndulatus) | pH 6,6-6,9
Bacalao 43 | 55 65  Miofibrillas, pH 7,0, Howelly col., 1991
(Gadus morhua) ‘ I=0,05 '
45 |N55M 74 Miofibrillas | Hastingsy col, 1985
' Especies de agua dulce fria
Trucha arcoiris Miofibrillas, pH 7,0, Howelly col., 1991
(Salmo gairdneri) 30 44,6 66,7 1=0,05
'; Especies marinas tropicales
Pargo emperador 40 @ 49 - Miosina, pH 7,0 = Daviesy col., 1994
(Lutianus sebae)
Sea bream 51,7 58 71  Miofibrillas, pH 7,0, Howelly col., 1991
(Gymnocranius rivalatus) 1=0,05
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Las temperaturas de desnaturalizacién encontradas para las proteinas
miofibrilares de salmén de mar son comparables a las de otras especies marinas
de aguas frias tal como el bacalao (temperatura del habitat 2-8 °C).

b. Efecto de la incubacién a 27°C: Los sistemas control incubados durante 4y 8 h
mostraron termogramas similares a los obtenidos a t = 0 (resultados no mostrados).
De acuerdo a estos resultados, podemos decir que la incubacién a 27 °C no
afectd la conformacién de las proteinas miofibrilares de salmén de mar en buffer
con KCI 0,6 M, pH 7,0.

c. Efecto del fratamiento con MDA: Los termogramas comespondientes a las
proteinas miofibrilares tratadas con MDA mostraron cambios importantes en su
perfil, para las dos relaciones proteina : MDA estudiadas. En la Figura 1.2. pueden
observarse los perfies de los sistemas con relacién 3,5:1 parat =0, 4 y 8 h de
incubacién a 27°C y en la Figura 1.3. los comrespondientes a la relacién 2,3:1.
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Figura 1.2. Termogramas DSC de los Figura 1.3. Termogramas DSC de los
sistemas PM + MDA (3,5:1). (a) PM -t = 0; sistemas PM + MDA (2,3:1). (a) PM - t = 0;
(o) PM + MDA -t=0; (c) PM + MDA - t = (b) PM + MDA -t=0; (c) PM + MDA -t =
4 h; (d) PM + MDA-t=8h 4h:(dlPM + MDA -t=8h
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En términos generales, podemos observar un cambio en la fooma de los
termogramas, principalmente en los picos corespondientes a miosina, para todos
los tiempos de interaccién, aunque la modificacién se hizo mdés evidente en
funcién del tiempo de incubacién. Puede observarse la aparicién de un pico mas
ancho para la miosina formado a su vez por varios "picos menores". A t =0, no se
observaron variaciones en las Tmax para las distintas relaciones PM : MDA con
respecto al sistema control. Luego de 4 h de incubacidn, los sistemas no mostraron
diferencias significativas en Tmax (P < 0,05) con respecto a los sistemas control. Sin
embargo, a pesar de presentar Tmax similares, los perfiles témicos fueron
diferentes, principalmente para el sistema PM + MDA (23:1). At = 8 h de
incubacién, el sistema PM + MDA (3,5:1) mostré termogramas con importantes
cambios, donde puede identificarse una primera transicibn a menores
temperaturas (38,9 + 1,6 °C). La Tmax cOmespondiente a la segunda transicién de la
miosina no pudo deteminarse dada la presencia de “pequeiios picos” a distintas
temperaturas. El sistema PM + MDA (2,3:1) presenté modificaciones similares en su
perfil témico. La temperatura de desnaturalizacién de la actina no presentd
cambios relevantes en ninguno de los casos.

El comimiento de la primera transicibn a menores temperaturas indica que
la reaccién con MDA indujo en la miosina de saimén de mar una disminucién en
su estabilidad témica. Asimismo, la aparicién de varios “pequenos picos” sugiere
la presencia de distintas especies proteicas en las muestras con distintas
estabilidades frente a la temperatura. Una posible explicacién para este hecho
podria ser la existencia de moléculas de miosina que pueden encontrarse en
distintos estados de alteracién y por lo tanto ser méas o menos resistentes a la
desestabilizacién por la temperatura. Por otra parte, la agudeza de un pico estd
relacionada con la cooperatividad del proceso de desnaturalizacién es decir,
cuanto menor es el rango de temperatura en el que ocurre el proceso, mas
cooperativo es el mismo. Como se dijo anteriormente, en presencia de MDA se
observa un mayor rango para las transiciones de la miosina, sugiriendo una
pérdida de cooperatividad en el proceso de desnaturalizacién de esta proteina.

Otra informacién que puede obtenerse a partir de un termograma es el
cambio entdlpico (AH) involucrado en el proceso. En el caso de Ia
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desnaturalizacién proteica, este pardmetro es el resultado de la sumatoria de
fendmenos endotémmicos y exotémicos. El cardcter endotémico generalmente
observado para este proceso es debido a un amplio predominio de la
contribucién dada por la ruptura de puentes de hidrégeno. Aunque también
existe una contribucién debida a la agregacién témica (exotémica), ésta no es
relevante, por lo cual se utiliza el parGmetro AHs como indicador del grado de
desnaturalizacién previo de la proteina (Arntfiel y col., 1990).

En este estudio se analizaron los valores de las cambios entdlpicos de la
miosina, la actina y del total (AHmio, AHact ¥ AH: ). Los sistemas control no
presentaron cambios significativos en estos pardmetros en funcién del tiempo de
incubacién a 27 °C, indicando que las proteinas no sufrieron cambios
conformacionales en los tiempos estudiados.

La Figura 1.4. muestra la variacién en el AHmio en funcién del tiempo de
incubacién con MDA para los sistemas 3,5:1 (a) y 2,3:1 (b). En ambos casos se
observa una disminucién en los valores de AHmio en funcidn del tiempo de
incubacién. Para el caso de los sistemas con menor concentracion de MDA
(3,5:1), esta disminucién fue significativa at = 8 h (p < 0,05); en cambio para la
mayor concentracién de MDA (2,3:1) el cambio fue significativo parat=4 h (p <
0,05) y no hubo disminucién significativa entre t = 4 y 8 h de incubacién. Los AHact
se mantuvieron practicamente constantes en todos los casos y el AH: varié en
correlacién con la variacién del AHmio.
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Figura 1.4. Cambio entdipico en la desnaturalizacién térmica (bamras azules) y
porcentaje de desnaturalizacién (linea verde) de la miosina en funcidn del tiempo de
incubacién con MDA. (a) sistema PM + MDA (3,5:1), (b) sistemma PM + MDA (2.3:1).
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Estos resultados muestran un cambio conformacional de la miosina por
efecto del MDA. De esta manera, se calcularon los porcentgjes de
desnaturalizacién para la miosing, los cuales también se muestran en la Figura 1.4.
Para el sistema PM + MDA (3,5:1) se obtuvo el 23,7 % de proteina desnaturalizada
at=4hyel755%at=8h. En el caso del sistema PM + MDA (2,3:1) los
porcentajes fueron 52,7 y 61,1 % respectivamente, evidenciando que el cambio
mds dréstico se produce en las primeras 4 h de interaccién para esta relacién
proteina : MDA y que ademas, es m@s importante al aumentar la relacién MDA :
proteina.

1.3.2. Electroforesis

1.3.2.1. SDS-PAGE de los sedimentos

Se obtuvieron los perfiles electroforéticos de los sedimentos resuspendidos,
tal como se indicé en la seccién 1.2.4. (Materiales y Métodos), a fin de investigar
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