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Introducción general

I. INTRODUCCION GENERAL

1.1. EL PESCADO COMO AUMENTO

La carne de pescado es una importante fuente de proteínas animales, 

siendo fundamental en la dieta de distintas culturas. Diversas características de 

estos productos los hacen beneficiosos desde el punto de vista nutritivo y de la 

salud del consumidor. Así, datos epidemiológicos indican una mayor longevidad 

en los países donde su consumo es muy frecuente (Ackman, 1988). Entre sus 

ventajas pueden mencionarse: bajo nivel de grasas con una baja proporción de 

ácidos grasos saturados y abundancia de ácidos 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 país mantiene un consumo bajo de pescado, aunque éste se ha 

incrementado debido a modificaciones en los hábitos de consumo, alcanzando 

los 9 kg/habitante/año en 1997, con significativas diferencias entre las distintas 

regiones. En función de ello, en Argentina el mercado interno del pescado 

corresponde a menos del 15 % de las capturas (Consejo Federal de Inversiones 

CFI). Las exportaciones de pescado constituyen una fuente importante de divisas, 

superando en ciertos años las correspondientes a la exportación de carne.

1.1.1. Clasificación de las especies pesqueras

Dada la enorme variedad de animales acuáticos disponibles para la 

alimentación humana, existe una gran dificultad para la identificación correcta 

de las especies. El uso de nombres locales o comunes crea generalmente 

confusión, haciéndose imprescindible rotular exactamente las especies, 

principalmente las de comercialización internacional.
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Introducción genera

Por otra parte, la clasificación de las especies es importante desde el punto 

de vista práctico, ya que los distintos grupos se deterioran en formas diferentes y 

varían en cuanto a su composición química.

Desde el punto de vista industrial, existen fundamentalmente dos grupos de 

peces importantes: los Condrictios o peces cartilaginosos y los Teleósteos o peces 

óseos. Las diferencias entre estas dos grandes clases no se limitan a las 

características del esqueleto, sino que también existen grandes diferencias en la 

estructura de las agallas, la morfología de los órganos sexuales, el mecanismo de 

flotación, la estructura de la piel y otras (Contreras Guzmán, 2002). Estas 

características influyen en el comportamiento bioquímico post-mortem y en su 

utilización tecnológica. En la Tabla 1.1. se presentan las características generales 

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

Tabla 1.1. Clasificación de los peces
Clase Caract. biológicas Caract. tecnológicas Ejemplos

Condrictios peces cartilaginosos alto contenido de urea
en el músculo

tiburones y rayas

Teleósteos o 

peces óseos

peces pelágicos pescado graso (lípidos 
almacenados en el 
tejido muscular)

arenque, caballa, 
sardina, atún,
anchoa

peces demersales Pescado (blanco)
magro, almacena
lípidos solo en el hígado

bacalao, merluza,
mero, salmón de mar

Las especies pelágicas son aquellas cuyo cuerpo está adaptado para 

desarrollar grandes velocidades para la búsqueda de alimentos o durante la 

migración para desovan son predadores y viven en la superficie. Por otra parte, 

los peces demersales son los de aguas profundas, poco veloces y que 

generalmente no tienen hábitos migratorios (Contreras Guzmán, 2002).

Los peces pelágicos son de gran importancia en la industria de alimentos 

marinos ya que, por formar cardúmenes pueden ser capturados masivamente. 

Constituyen la materia prima básica de las conservas enlatadas y harinas de 

pescado.
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Introducción general

1.1.2. El músculo de los peces

Un corte transversal del cuerpo del pescado -obtenido luego de la 

separación de la cabeza, las visceras y la piel- muestra una carne generalmente 

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

músculos de los peces se organizan 

longitudinalmente a lo largo de la columna 

vertebral. Los dos cuadrantes superiores 

constituyen las masas musculares dorsales y 

los inferiores las masas musculares ventrales 

(Figura 1.1.).

El músculo de los peces puede ser 

dividido en músculo claro y músculo rojo u 

oscuro, los cuales presentan diferentes 

características fisiológicas y bioquímicas. La 

masa muscular oscura corre lateralmente 

desde la cabeza hasta la cola, encima del 

músculo claro o penetrando en él. En los 

peces sedentarios, el músculo oscuro es solo 

una capa fina que puede verse al retirar la 

piel, constituyendo alrededor de un 5 % del 

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 características de los dos tipos de músculos, se 

destacan el mayor contenido de lípidos y de mioglobina en el músculo rojo.

1.1.2.1. Estructura muscular

La anatomía del músculo del pez difiere de la anatomía de los animales 

terrestres y los pájaros, estando las diferencias dadas fundamentalmente por tres 

factores básicos. El primero está relacionado con el hecho de que el cuerpo del 

Figura 1.1. Corte transversal de 
músculo de pescado. FB: fibras 
blancas, FR: fibras rojas, Fl: fibras 
intermedias, CV: columna vertebral, 
LLC: canal de la línea lateral 
(Foegeding y col., 1996)
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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 músculos. Por otra parte, dado que la 

mayoría de las especies comercialmente importantes son poiquilotermas y viven 

en ambientes fríos, las proteínas musculares tienen propiedades diferentes con 

respecto a las de los animales de sangre caliente. En tercer lugar, debido a los 

particulares movimientos que debe realizar el cuerpo del pez, el arreglo 

estructural del músculo es marcadamente diferente con respecto al músculo de 

los animales terrestres y los pájaros (Foegeding y col., 1996).

El músculo esquelético está constituido por células multinucleadas, largas y 

angostas denominadas fibras. Su longitud se encuentra en el orden de los 

centímetros mientras que su diámetro oscila entre 10 y 100 gm. A nivel celular, 

existe mucha similitud entre los músculos de una amplia variedad de especies.

El arreglo de las fibras musculares en un pez óseo típico se muestra en la 

Figura 1.2. Las células musculares corren 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. Patrón de miotomas del músculo de peces óseos, 
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 ensamblándose de manera 

típica. Debido a la inclinación que presentan los miotomas, se produce una 

superposición de los mismos formando conos embutidos muy visibles en un corte 

transversal en el cual se ven como anillos concéntricos (Contreras Guzmán, 2002). 

Los myocommatas corren en forma oblicua, formando un patrón de surcos 

perpendiculares al eje longitudinal del pez. En la superficie de los músculos, los 

mioseptos se fusionan con el perimisio - membrana de fibras entrecruzadas que 

recubre el músculo-, y en el interior se amarran a la columna vertebral. Esto 

permite dar flexibilidad al músculo en los movimientos que propulsan al pez a 

través del agua.

La fibra o célula muscular se encuentra recubierta externamente por una 

membrana, el endomicio, que es una prolongación del miosepto. Por debajo del 

endomicio se encuentra la membrana celular o sarcolema, la cual regula la 

entrada y salida de metabolitos y está relacionada con la contracción muscular.

El sarcolema está formado por 

al menos cuatro capas, de las 

cuales, la más interna, es la 

membrana plasmática. Las 

invaginaciones del sarcolema 

forman el sistema de túbulos T, 

cuyos extremos se unen en el 

interior de la célula con el 

retículo sarcoplásmico -sistema 

membranoso generalmente 

paralelo al eje principal de la 

célula- (Figura 1.3.). La unión del 

sistema T y el retículo 

sarcoplásmico (triada) ocurre 

cerca de los discos Z en los 

peces. La extensión del sarcolema dentro de la célula por medio de los túbulos T 

hace que la célula muscular responda como una unidad. La despolarización de

Figura 1.3. Corte de una fibra muscular moslrando 
su membrana externa, sus invaginaciones (sistema 
T) y la unión al retículo scrcoplásmico en la triada 
(Foegeding y col., 1996)
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estas estructuras produce una liberación de calcio de las vesículas del retículo 

sarcoplásmico desencadenando el proceso de contracción muscular.

El espacio interior de la célula muscular está ocupado por el sarcoplasma, 

líquido viscoso en el cual se encuentran los núcleos (periféricos) y el resto de las 

organelas (corpúsculos de Golgi, mitocondrias, lisosomas), granulos de almidón, 

gotas de grasa, numerosas proteínas -entre ellas las enzimas y la mioglobina-, 

muchos compuestos nitrogenados de bajo peso molecular (ATP, creatina, óxido 

de trimetilamina, aminoácidos) e iones inorgánicos.

En el centro de la fibra muscular se encuentran los miofilamentos o 

miofibrillas, los cuales constituyen el aparato contráctil del músculo. Las miofibrillas 

se encuentran rodeadas por el sarcoplasma, los túbulos T y el retículo 

sarcoplásmico (Figura 1.4.a.). La disposición repetitiva específica de las proteínas 

en las miofibrillas es responsable de la apariencia estriada (bandas claras y 

oscuras) típica de los músculos al microscopio (Figura l.4.b.). Las bandas oscuras 

son anisotrópicas o birrefringentes al ser vistas bajo luz polarizada; por ser 

anisotrópicas se denominan bandas "A”. Las bandas claras son isotrópicas 

denominándose bandas T. En el centro de las bandas T hay una línea oscura, la 

línea 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 última aparece la línea “M” más 

oscura.

Los miofilamentos se encuentran organizados longitudinalmente al eje de la 

fibra, formando segmentos llamados sarcómeros que están separados entre sí por 

tabiques divisorios (líneas Z) (Figura 1.4.). La longitud promedio de un sarcómero es 

de 2 a 2,5 mm (Sanclivier, 1982). Un sarcómero está compuesto por filamentos 

gruesos y filamentos finos. Los filamentos finos aparecen hacia fuera de los discos 

Z en ambas direcciones, constituyendo la banda "I". Dichos filamentos se 

superponen con los filamentos 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 

filamentos gruesos. Los filamentos gruesos se disponen hexagonalmente, en las 

zonas de interpenetración de ambos tipos de filamentos, cada filamento grueso 

se halla rodeado por seis filamentos delgados, mientras que cada filamento 

delgado es compartido por tres filamentos gruesos (Cassens,1976).
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Figura 1.4. (a) Miofíbrillas con el retículo sarcoplásmico y el sistema de túbulos que las 
rodea (Foegeding y col., 1996). (b) Sección longitudinal de músculo estriado: 
micrografía electrónica (arriba), interpenetración de los filamentos responsable de la 
aparición de las diversas bandas (Cassens, 1976)

1.1.2.2. Composición química del músculo

La composición química del músculo de los peces vana ampliamente entre 

las diferentes especies, así como también dentro de la misma especie. En la Tabla

1.2. se presentan los rangos correspondientes a los principales constituyentes del 

músculo de pescado con sus variaciones en las distintas especies, en 

comparación con la carne vacuna (Huss, 1998).

Tabla 1.2. Principales constituyentes del músculo de pescado y de vacuno
Constituyente

(g/100 g de músculo) pescado (filete) vacuno (músc. aislado)
Proteínas 16-21 20

Lípidos 0,2 - 25 3
Carbohidratos <0,5 1

Cenizas 1,2- 1,5 1
Agua 66-81 75

La composición proximal de la carne de pescado sufre frecuentes 

fluctuaciones dado que los diferentes estados fisiológicos del animal se reflejan en 

el tenor de grasa, agua y en algunos casos de proteínas (Contreras Guzmán, 
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2002). Entre los principales factores que afectan la composición del músculo, 

pueden mencionarse:

• Edad de los peces (alevín, juvenil, adulto): los peces jóvenes generalmente 

tienen más agua y menos lípidos que los adultos, dado que al encontrarse en 

desarrollo disminuyen las reservas de grasa.

• Estación del año y fase de la migración: la influencia de la estación del año es 

muy marcada en los peces pelágicos, los cuales aumentan o disminuyen su 

porcentaje de grasa en función de la disponibilidad de alimento. En general, 

se observa una acumulación de grasa desde el final de la primavera y durante 

el verano y el otoño, así como un mínimo al inicio de la primavera. El 

contenido de agua se comporta de manera opuesta. El conocimiento de la 

variación estacional tiene gran importancia tecnológica pues afecta el 

rendimiento, sabor y firmeza de la carne y por otra parte, la estabilidad frente 

a la oxidación lipídica vana por el aumento estacional de los ácidos grasos 

poliinsaturados o por la variación de los antioxidantes naturales (tocoferoles, 

flavonoides) sintetizados en el plancton.

• Sexo y desarrollo de las gónadas: Durante el desove, hay un consumo notable 

del contenido graso del cuerpo con un aumento proporcional de agua. Las 

proteínas musculares normalmente son preservadas. No obstante, se ha 

observado en merluza la degradación de la miosina en pre-desove, debida al 

stress metabólico y alimenticio (Roura y col., 1992). Las alteraciones extremas 

pueden dañar la textura de la carne y si el agotamiento de las reservas es muy 

grande puede ser fatal, particularmente si coincide con la migración.

• 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 proteínas presentan mayor 

porcentaje en la zona dorsal. Estas diferencias son particularmente evidentes 

en los peces grasos y menos perceptibles en los semigrasos, desapareciendo 

prácticamente en las especies magras.

• Clase de músculo (claro, oscuro): el contenido de lípidos es marcadamente 

más alto en los músculos oscuros mientras que el del resto de los componentes 

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

Esta división se realiza en base al porcentaje de lípidos, siendo importante su 

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

útil, aceptabilidad y tecnología de los productos obtenidos a partir de ellas 

(Contreras Guzmán, 2002). Así, Jacquot (1961) propuso la siguiente clasificación:

• Peces magros: menos de 2,5 % de grasa

• Peces semigrasos: entre 2,5 y 9,5 % de grasa

• Peces grasos: más de 9,5 % de grasa

Otra manera posible de distinguir entre especies magras y grasas es 

denominar como especies magras aquellas que almacenan lípidos sólo en el 

hígado y como especies grasas las que almacenan lípidos en células distribuidas 

en otros tejidos del cuerpo (Huss, 1998).

Stansby (1962) propuso incluir en la clasificación el contenido de proteínas, 

dando lugar a las siguientes categorías:

• Categoría A: muy altos en proteínas (más de 20 % p/p) e intermedios en grasas 

(entre 5 y 15% p/p).

• Categoría B: Intermedios en proteínas (entre 15 y 20 % p/p) e intermedios en 

grasa (entre 5 y 15 % p/p).

• Categoría C: muy altos en grasas (más de 15 % p/p) y bajos en proteínas 

(menos de 15 % p/p). Dentro de este grupo se encontrarían las especies 

pelágicas.

• Categoría D: muy altos en proteínas (más de 20 % p/p) y bajos en grasas 

(menos de 5 % p/p).

• Categoría E: bajos en proteínas (menos del 15 % p/p) y bajos en grasas (menos 

del 5% p/p).

• Categoría F: Intermedios en proteínas (entre 15 y 20 % p/p) y bajos en grasas 

(menos del 5 % p/p).

I.I.2.3. Proteínas musculares

Las proteínas del músculo pueden ser clasificadas de acuerdo con su 

función biológica o sus propiedades químicas. En el primer caso, pueden dividirse 
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en proteínas relacionadas con el metabolismo energético, con la contracción y 

estructurales (Foegeding y col., 1996). Según sus propiedades químicas, pueden 

clasificarse de acuerdo a su solubilidad en medios acuosos en tres tipos: proteínas 

solubles en agua, proteínas solubles en soluciones salinas y proteínas insolubles en 

las condiciones antes mencionadas (Huitín, 1976).

1.1.2.3.1. Fracción soluble en agua o proteínas sarcoplásmicas.

Son aquellas proteínas que pueden ser extraídas del músculo con agua o 

soluciones salinas diluidas. Se trata de proteínas de estructura globular y pesos 

moleculares relativamente bajos (20-60 kD).

Esta fracción está constituida fundamentalmente por enzimas, 

principalmente las de la vía glicolítica, creatin-quinasa y AMP-deaminasa así 

como también por el pigmento mioglobina. En los peces marinos constituyen 

entre el 20 y el 30 % de las proteínas (Contreras Guzmán, 2002).

Su composición polipeptídica es bastante constante dentro de una misma 

especie, variando poco con el sexo, la edad, estación y condiciones fisiológicas, 

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

1.1.2.3.2. Fracción insoluble o proteínas del estroma

Es el residuo insoluble que queda después del tratamiento con soluciones 

salinas de alta fuerza iónica. Está constituida fundamentalmente por proteínas del 

tejido conectivo (colágeno, elastina); sin embargo, también puede incluir algunas 

proteínas contráctiles no extraídas, tales como la fitina y la desmina.

La composición del tejido conectivo depende de la zona de extracción 

(piel, músculo, esqueleto) (Montero y Borderías, 1990). En el músculo, el tejido 

conectivo está 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 proteína constituyente del tejido conectivo es el colágeno. Esta 

es una glicoproteína con residuos de azúcares (glucosa, galactosa) unidos a
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hidroxilisina. El colágeno existe bajo diferentes formas polimórficas, formadas por 

tres cadenas polipeptidícas helicoidales (diferentes de la típica a-hélice debido a 

su alto contenido de hidroxiprolina) conformando una superhélice. Las moléculas 

de colágeno se unen a través de sus extremos para formar las fibras de colágeno.

En general, el contenido de colágeno del músculo de los peces es inferior 

al de los mamísferos (Foegeding y col., 1996). Diferentes especies pesqueras 

contienen diversas cantidades de colágeno, probablemente la distribución de 

esta proteína esté relacionada con el comportamiento natatorio de las especies 

(Huss, 1998). Además, las diversas cantidades y diferentes tipos de colágeno en los 

peces pueden tener influencia en las propiedades texturales del músculo 

(Montero y Borderías, 1989).

En general, las fibras de colágeno forman una compleja estructura de 

redes, similar a la presente en los mamíferos. Sin embargo, el colágeno de los 

peces es mucho más sensible al calor, conteniendo menos entrecruzamientos y 

más termolábiles que el colágeno de animales de sangre caliente. El contenido 

de hidroxiprolina es en general menor en peces que en mamíferos (Contreras 

Guzmán, 2002).

Otras proteínas estomáticas son la reticulina y la elastina. La primera 

constituye el retículo sarcoplásmico, mientras que la elastina es una proteína 

fibrosa y elástica característica de los tejidos sometidos a tensiones constantes 

pero que deben recuperarse rápidamente.

I.I.2.3.3. Proteínas contráctiles o miofíbrílares

Son solubles en soluciones salinas de alta fuerza iónica (NaCI o KCI 0,6 M, 

pH = 7,0 - 7,2). A continuación se enumeran las principales características de las 

proteínas miofíbrílares más importantes:

Miosina

Es la proteína constituyente de los filamentos gruesos. Representa entre el 

50 y el 60 % de las proteínas 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 polipeptídicas, dos cadenas pesadas y cuatro cadenas 

livianas, ensambladas en una estructura cuaternaria formando una cola con dos 

cabezas globulares (Figura 1.5.). La región recta de la cola (bastón) consta de dos 

cadenas pesadas con estructura de a-hélice, superenrolladas en una estructura 

de a - hélice doble que termina en la región de las cabezas. La región de la cola 

es responsable de la asociación de la miosina en los filamentos gruesos.

Figura 1.5. Estructura de la molécula de miosina. En la pcrte 
superior se indican los segmentos obtenidos por proteólisis: 
MMP: meromiosina pesada, MML: meromiosina liviana, SI: 
subfragmento 1 y S2: subfragmento 2 (modificado de Roura, 
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 así 

porque pueden ser removidas de la miosina por tratamiento con DTNB (ácido 

5,5''d¡tiobis-2-nitrobenzoico), o también llamadas cadenas livianas regulatorias por 

ser responsables de la regulación mediada por calcio de la contracción del 

músculo de los moluscos y de la regulación mediada por fosforilación en el 

músculo liso. El otro 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 desarma, liberando dos polipéptidos formados por la región que conforma el 
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bastón 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 proteolíticas tal como la tripsina, para dar dos 

segmentos: la meromiosina liviana y la meromiosina pesada que contiene las 

cabezas globulares (Figura I.5.). La sección de la cabeza de la meromiosina 

pesada se designa subfragmento 1 o SI y está unida a la región recta 

(subfragmento 2 o S2) a través de uniones flexibles. La región 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 miosina, 

unidas cabeza con cola en ambas direcciones. Esta disposición es fundamental 

para que la contracción ocurra.

Además de la miosina, existen otras proteínas en los filamentos gruesos, 

tales como las proteínas C, H y X. Estas se encuentran en bandas espaciadas 

periódicamente. Se piensa que estos anillos proteicos podrían proteger al 

filamento contra la destrucción por fuerzas de tensión o por cambios en el 

ambiente iónico.

Actina

Es la principal proteína de los filamentos finos, constituye entre el 20 y el 25 

% de las proteínas miofibrilares. En la forma monomérica (actina G) (42 - 48 kD) 

tiene estructura globular y es estable en agua, pudiendo existir también como 

dímero. La G-actina une ATP muy firmemente y, en presencia de magnesio, 

polimeriza espontáneamente para formar F-actina, con la consecuente hidrólisis 

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 

concentración de aproximadamente 0,15 M.

Los filamentos de F-actina interaccionan con la cabeza de miosina. Al 

examinarse al microscopio electrónico, la miosina unida a la F-actina aparece 

como largas cuerdas en puntas de flecha apuntando en la misma dirección, lo 

cual indica que los monómeros 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 forma un complejo llamado 

actomiosina, ¡nteraccionando a través de puentes disulfuro. La actividad ATP-asa 

de la actomiosina está modificada con respecto a la miosina, ya que esta última 

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 músculo pot-mortem, la actomiosina es el principal estado en que se 

encuentran la miosina y la actina, dada la depleción de ATP que ocurre. Por lo 

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

Tropomiosina ay 0

Representa el 5 % de las proteínas miofibrilares. Su peso molecular es de 68 

kD y está constituida por una cadena de a-tropomiosina (37 kD) y una de p- 

tropomiosina (33 kD), aunque a veces también están presentes los homodímeros. 

Las dos cadenas polipeptídicas (a - helicoidales) se encuentran formando una 

estructura supersecundaria parecida a la porción cola de la molécula de miosina.

La tropomiosina se agrega a través de sus extremos y se une al filamento 

de actina en cada uno de sus surcos, de manera tal que cada molécula de 

tropomiosina interactúa con siete monómeros de actina (Figura 1.6.). Junto con la 

troponina, forman un complejo que regula la interacción de la miosina con los 

filamentos finos.

Figura 1.6. Unión de tropomiosina y iroponina a la doble hélice de actina 
(Foegeding y col., 1996)
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Troponinas

Representan un 5 % de las proteínas miofibrilares, existiendo en tres formas 

moleculares organizadas en un complejo: la troponina I (21 - 24 kD) es la 

subunidad que inhibe la unión miosina-actina y la actividad ATP-asa, la troponina 

C (18 kD) es el sitio de unión del calcio y la troponina T (31 - 37 kD) es el sitio de 

unión de troponina - tropomiosina.

Aunque los pesos moleculares de estas proteínas se conocen bien en los 

mamíferos, hay algunos discrepancias en los valores publicados para diversos 

pescados.

ay p -Actininas

Son proteínas de unión a la F-actina. La a-actinina se localiza en el disco Z, 

siendo su función, aparentemente, darle estructura al mismo. Tiene una masa 

molecular de 200 kD y está constituida por dos subunidades de masa similar.

La p-actinina está constituida por un polipéptido de 35 kD y otro de 31 kD. 

Se localiza en el extremo libre del filamento de actina, pudiendo estar 

involucrada en la regulación de la longitud de los filamentos finos.

Otras proteínas sarcomérícas estructurales

La desmina es una proteína 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 línea Z formando la conexión con las miofibrilllas 

adyacentes.

La fitina es una proteína de alta masa molecular (alrededor de 1000 kD), 

suficientemente larga como para extenderse desde la línea Z a la línea M 

Representa el 10 % de las proteínas miofibrilares. Interactúa con la miosina, las 

proteínas de la línea M y la a-actinina. Se cree que su función es regular la 

longitud de los filamentos gruesos y mantener la continuidad mecánica de las 

miofibrillas.

La principal proteína constituyente de la línea M es la miomesina (165 kD), 

representando el 3 % de las proteínas miofibrilares.
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La nebulina es otra proteína miofibrilar grande (700 - 900 kD) que 

representa el 5 % de las proteínas miofibrilares. Tiene múltiples sitios de unión a la 

actina y podría funcionar regulando la longitud de los filamentos finos.

I.I.2.3.4. La contracción muscular

La contracción ocurre cuando el músculo es estimulado por un impulso 

nervioso que despolariza el sarcolema. Dicha despolarización es transmitida al 

interior de la célula a través del sistema de túbulos T (Foegeding y col., 1996), 

produciendo una liberación de calcio del retículo sarcoplásmico a través de un 

canal de calcio. El calcio liberado se une a la troponina C causando una 

transición estructural que consecuentemente produce cambios en el complejo 

troponina-tropomiosina-actina, haciendo que la tropomiosina se mueva dentro 

de los surcos de la superhélice de F-actina. De esta manera, el filamento fino es 

capaz de interactuar con un filamento grueso y causar la contracción.

Cada cabeza de miosina puede interactuar con dos monómeros de 

actina a través de un sitio de unión fuerte y otro débil. Cuando al final de un ciclo 

de contracción, 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 

separación de los dos segmentos de la cabeza de miosina lo cual produce un 

desacople de los sitios de unión fuerte. La cabeza de miosina se cierra alrededor 

de la molécula de ATP resultando en la disociación 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 liberación del fosfato 

comienza la fuerza de contracción. Al final de la contracción el ADP es liberado y 

la cabeza de miosina vuelve al sitio de inicio.

La relajación del músculo involucra la desactivación del filamento fino, lo 

cual se logra a través de la disminución del calcio sarcoplasmático mediante un 

transporte activo del calcio hacia el interior del retículo sarcoplásmico.

La fuente de energía para la generación de ATP en el músculo claro es el 

glucógeno, mientras que en el músculo oscuro también puede ser obtenida a 
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través de los lípidos. El músculo oscuro posee muchas más mitocondrias que el 

músculo blanco, permitiéndole realizar un metabolismo aeróbico; mientras que el 

músculo blanco genera la energía principalmente mediante un metabolismo 

anaeróbico, acumulando ácido láctico.

I.I.2.3.5. Composición de aminoácidos de las proteínas musculares

El músculo de los peces posee una excelente composición de aminoácidos 

que refleja principalmente la composición de la miosina, y que aporta altos 

contenidos de lisina, metionina, triptofano y otros aminoácidos esenciales. Esto lo 

hace un muy buen complemento de dietas que contienen proteínas vegetales 

(Contreras Guzmán, 2002). La composición de aminoácidos de peces (tanto 

marinos como de agua dulce) es muy próxima a la de bovino dadas las 

similitudes entre las correspondientes moléculas de miosina.

I.I.2.4. La fracción lipídica del músculo

Antiguamente, los lípidos de pescado eran considerados un componente 

indeseable, asociado al olor a grasa rancia que desvalorizaba la porción 

comestible. Actualmente, el aceite de pescado está causando una revolución en 

la medicina y en la nutrición, como consecuencia de una campaña por la 

reducción del colesterol dietario, ante la evidencia que las poblaciones cuya 

alimentación está basada en productos marinos, tienen menor incidencia de 

enfermedades isquémicas del corazón. Así, fue comprobado el beneficio de los 

ácidos grasos omega-3 (<o3) en la disminución del colesterol, el nivel de los 

triglicéridos plasmáticos, la disminución de ateromas y la atenuación 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 estándar 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 agregación plaquetaria disminuida, con la 
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menor frecuencia de infarto de los países desarrollados o en desarrollo a pesar de 

estar sometidos a un elevado stress (Introzzi, 1995).

Las razones por las cuales los organismos marinos acumulan ácidos grasos 

poliinsaturados ®3 en los tejidos musculares y depósitos de reserva no están aún 

totalmente explicadas. Las estructuras básicas 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 alimentaria. De 

manera general, se puede aceptar que la estructura de los lípidos marinos es una 

forma de adaptación de las especies para sobrevivir en el agua salada y a 

temperaturas relativamente bajas, ya que los lípidos de peces de agua dulce, 

particularmente los de clima tropical, son completamente diferentes.

Existe una relación inversa entre el grado de poliinsaturación de los lípidos y 

la temperatura del hábitat, que resulta en grasas con puntos de fusión 

ligeramente inferiores a la temperatura mínima del medio acuático (Contreras, 

2002). Aparentemente, mediante la regulación de la poliinsaturación se controla 

la fluidez de los lípidos protoplasmáticos (Hardy y Keay, 1972).

Por otra parte, la presencia en los organismos marinos de ácidos grasos de 

cadena larga se justificaría por la posibilidad de introducir un número mayor de 

enlaces dobles, particularmente si los ácidos grasos tuvieran estructura a>3 

(Ackman, 1982).

Los lípidos encontrados en extractos de tejidos de pescado pueden 

clasificarse en dos grandes fracciones: Lípidos neutros (triglicéridos, hidrocarburos, 

ácidos grasos libres, vitaminas liposolubles, esteróles, éteres de dialcilglicerol, 

alcoholes grasos y ceras) y Lípidos polares (glicolípidos, fosfolípidos, lipopéptidos).

Lípidos neutros

Los lípidos neutros constituyen cerca del 90 % de los lípidos totales en las 

especies grasas o semigrasas presentando porcentajes mucho menores en las 

especies magras. El músculo blanco de un pez magro típico puede contener 

menos del 1 % de lípidos, de los cuales hasta un 90 % puede corresponder a 

fosfolípidos (Ackman, 1980).
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Los triglicéridos son los principales componentes de los lípidos neutros, 

siendo empleados para el almacenamiento de energía en depósitos de grasa, 

generalmente dentro de células especiales rodeadas por una membrana 

fosfolipídica y una red de colágeno relativamente débil. Algunas especies 

pueden contener ceras esterificadas como parte de sus depósitos de grasas.

Como se mencionó anteriormente, las especies de pescado pueden 

clasificarse según de cómo almacenan sus lípidos de reserva; los pescados 

magros utilizan el hígado mientras que los grasos almacenan lípidos en células 

grasas en distintas partes del cuerpo tales como el tejido subcutáneo, en los 

músculos del vientre y en los músculos que mueven las aletas y la cola (Huss, 

1998). Los depósitos de grasa se encuentran esparcidos por toda la estructura 

muscular, aunque la concentración de células grasas parece ser más elevada 

cerca de los myocommatas y en las regiones entre el músculo claro y el oscuro. El 

músculo oscuro contiene algunos triglicéridos dentro de las células musculares, 

incluso en las especies magras, dado que este músculo es capaz de metabolizar 

directamente los lípidos para la obtención de energía.

Los triglicéridos son los responsables de la amplia variación estacional de los 

lípidos, principalmente por acumulación bajo la piel y en la cavidad ventral. 

Dichas variaciones son más importantes en las especies pelágicas, estando 

relacionadas con las fases de migración y desove, como ya fue mencionado 

anteriormente en esta Introducción.

Dentro de la fracción de los lípidos neutros se encuentran también las 

vitaminas liposolubles: A, D y E. Las vitaminas A y D se encuentran en muy 

pequeñas cantidades en el músculo, siendo este contenido algo mayor para las 

especies grasas. Al igual que los mamíferos, los peces almacenan en la carne casi 

exclusivamente a-tocoferol (el cual posee la mayor actividad de vitamina E) y 

pequeñas cantidades de y-tocoferol y 8-tocoferol (Contreras Guzmán, 2002). La 

vitamina E es un antioxidante natural del músculo, pudiendo actuar en forma 

sinérgica con los fosfolípidos musculares.
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Lípidos polares

Los lípidos polares tienen funciones estructurales, alcanzando porcentajes 

muy variables con respecto a los lípidos totales según las especies y de acuerdo 

con el contenido de triglicéridos, con los cuales presentan una relación inversa.

Dentro de esta fracción, los fosfolípidos son los principales constituyentes de 

las estructuras de las membranas, incluyendo la membrana celular, el retículo 

sarcoplásmico y otros sistemas tubulares intracelulares, como así también de las 

membranas de organelas tales como las mitocondrias.

Cuando los fosfolípidos se expresan cada 100 g de músculo, se observan 

valores relativamente próximos en la mayoría de las especies, demostrando que 

estos compuestos no son afectados por la especie ni por condiciones 

nutricionales adversas (Contreras Guzmán, 2002). Si se expresan en función del 

contenido de lípidos totales se obtienen valores bajos para las especies grasas y 

altos para las especies magras.

El fosfolípido más abundante en los músculos de peces es la fosfatidilcolina, 

seguido por la fosfatidiletanolamina.

Acidos grasos

Los ácidos grasos se encuentran formando parte de casi todas las clases 

de lípidos mientras que como ácidos grasos libres se hallan en una pequeña 

fracción.

La composición de ácidos grasos de los lípidos está influenciada por los 

diferentes factores tales como la familia biológica, las condiciones ambientales 

(salinidad, temperatura, estaciones), la composición de ácidos grasos del 

alimento habitual y el estado de estrés fisiológico (ayuno, migración, desove) 

(Contreras Guzmán, 2002).

Existen importantes diferencias entre los ácidos grasos de los animales 

marinos y los de otros grupos de organismos, algunas de las cuales se resumen a 

continuación:
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• Mayor diversidad en la longitud de las cadenas, incluyendo ácidos grasos 

desde 14 hasta 24 átomos de carbono.

• Acidos grasos insaturados que contienen entre 1 a 6 insaturaciones, 

generando un promedio de insaturación superior al de las grasas animales 

y los aceites vegetales.

• Acidos grasos en formas isoméricas, generando las estructuras ©3, ©4, ©5, 

©6, ©7, ©9 y otras. En los lípidos marinos predomina la estructura ©3 y en los 

peces de agua dulce la ©6.

En los aceites de pescado han sido identificados más de 90 ácidos grasos, 

aunque no más de 20 exceden el 1 % y solo 10 u 11 existen en cantidades 

suficientes para influir en las propiedades físicas o químicas de las grasas.

Los aceites marinos presentan una alta proporción de ácidos grasos 

poliinsaturados (PUFAs) ©3 y escasa cantidad de sus precursores de 18 carbonos 

(ácido linoleico y ácido linolénico) (Introzzi, 1995).

Entre los PUFAs de la serie ©3 presentes en los lípidos de pescado se 

destacan: ácido eicosapentaenoico EPA (C20:5©3), ácido docosapentenoico 

DPA (C22:5©3) y ácido docohexaenoico DHA (C22:6©3).

1.1.2.5. Oíros componentes musculares

i.l.2.5.1. Compuestos nitrogenados no proteicos

En los peces el contenido de compuestos nitrogenados no proteicos (NNP) 

es muy elevado y presenta una composición muy compleja. El estudio de dichos 

componentes ha sido de gran utilidad en el desarrollo de diversas áreas de la 

ciencia y la tecnología de los pescados.

Algunos compuestos del NNP son específicos de las especies, lo cual 

permite utilizarlos en la clasificación de conservas y productos cocidos ya que no 

se destruyen por calor. Por otra parte, son ampliamente utilizados en la 

evaluación de la frescura, dado que son modificados por enzimas endógenas y 

microorganismos, generando compuestos típicos. Además, algunos de estos
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solutos están involucrados en la generación de aroma y sabor en el pescado 

(Contreras Guzmán, 2002).

El contenido de NNP es dependiente de las especies, variando entre 8 y 18 

% del nitrógeno total en los teleósteos (Simidu, 1961). Las especies de menor 

contenido de NNP son en general demersales, con pequeñas cantidades de 

músculo rojo y bajo contenido lipídico. Entre las especies con mayores contenidos 

de NNP se encuentran las de la familia Scombridae (atún, bonito, caballa), con 

una combinación única de aminoácidos libres que causan su sabor y aroma 

peculiar.

Los principales componentes de esta fracción son: bases volátiles como el 

amoníaco y el óxido de trimetilamina (OTMA), derivados de la guanidina 

(creatina), derivados del imidazol (histidina y otros), aminoácidos libres, 

nucleótidos y bases purínicas, y urea (en los peces cartilaginosos) (Huss, 1998; 

Contreras Guzmán, 2002).

La composición de los distintos componentes del NNP varia entre las 

especies así como también dentro de la misma especie, dependiendo de la talla, 

la estación del año, la zona del músculo muestreada, etc. (Konosu y Yamaguchi, 

1982).

El OTMA es un compuesto importante y característico de las especies 

marinas. Existen diferentes teorías que explican el origen del OTMA. Por una parte, 

las algas verdes, rojas y cafés lo sintetizan y los organismos zooplanctónicos y los 

peces herbívoros lo consumen y almacenan, transfiriéndose luego a los siguientes 

niveles de la cadena trófica (origen exógeno). Además algunas especies de 

peces son capaces de sintetizar OTMA a partir de trimetilamina (TMA) (origen 

endógeno), aunque esta fuente se considera de menor importancia (Huss, 1998; 

Contreras Guzmán, 2002).

Se han postulado tres funciones básicas del OTMA en los peces marinos: 1) 

regulador osmótico, ajustando las concentraciones de solutos para lograr una 

isotonicidad con el entorno acuático; 2) agente de desintoxicación, como un 

mecanismo para reducir el exceso de TMA formada por degradación de otros 

compuestos, a través de la TMA monooxigenasa que transforma TMA en OTMA; 3) 

función estabilizadora de proteínas en especies con alto contenido de urea.
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Cuantitativamente, el principal componente de la fracción NNP es la 

creatina, la cual tiene una función energética de gran importancia como 

portador de fosfato en la contracción muscular.

I.I.2.5.2. Vitaminas y minerales

La cantidad de vitaminas y minerales es específica de la especie y puede 

variar con la estación del año. En general, la carne de pescado es una buena 

fuente de vitamina B y como se mencionó anteriormente, de vitamina A y D en el 

caso de especies grasas.

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

fósforo, así como también de hierro y cobre, siendo su contenido de sodio bajo.

1.1.3. Cambios post-mortem en el músculo

Al momento de la muerte del pez, el suministro de oxígeno al tejido 

muscular se interrumpe porque la sangre deja de ser bombeada al corazón y no 

circula a través de las branquias donde, en los peces vivos, era enriquecida con 

oxígeno. Así, en condiciones de anaerobiosis, el ATP puede ser sintetizado a través 

de otras vías tal como la conversión de creatina fosfato a creatina transfiriendo su 

fosfato al ADP, hasta el agotamiento de la creatina fosfato. Luego que la creatina 

fosfato ha sido utilizada, lo cual ocurre rápidamente después de la muerte, la 

glicólisis anaeróbica continúa regenerando algo de ATP, acumulándose lactato 

como producto final (Foegeding y col., 1996). Paralelamente, ocurre una 

depleción del ATP a través de diferentes ATPasas, principalmente de aquéllas 

relacionadas con los sistemas de membrana y con una contribución de las 

proteínas contráctiles. La actividad glicolítica finaliza por consumo del sustrato o, 

más probablemente, por la disminución del pH causada por la hidrólisis de ATP.

De esta manera, el músculo anaeróbico no puede mantener su nivel 

normal de ATP y cuando el nivel intracelular declina de 7-10 nmoles/g a menos de 

1 pmol/g de tejido, el músculo entra en rigor-mortis (Huss, 1998). El estado de rígor- 

mortis se define como la pérdida de la plasticidad y extensibilidad de los músculos
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debida a la alteración de los ciclos de contracción y relajación, ya que la 

depleción del ATP causa un aumento cada vez mayor de los complejos de 

actomiosina no disociados (Contreras Guzmán, 2002).

En función de estos cambios, después de la muerte de los animales, los 

músculos pasan por tres etapas bien definidas:

1) Fase de pre-rigor-mortis

2) Fase de rigor-mortis pleno (contracción)

3) Fase de post-rigor-mortis (relajación)

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

diferentes características del músculo, las cuales se detallan a continuación:

a) Cambios en las propiedades físicas y químicas del músculo

En la fase de pre-rigor-mortis, el músculo conserva características físicas 

similares a las que tenía en el animal vivo, entre las cuales pueden mencionarse: 

pH alrededor de 7,0; máxima retención de agua; extensibilidad; máxima 

resistencia eléctrica; máxima extracción de proteínas (cercana al 90 %) y 

contracción frente a un estímulo eléctrico (Contreras Guzmán, 2002).

La duración del pre-rigor dependerá de las reservas de ATP al momento de 

la muerte. Según el sistema de pesca empleado, algunas especies sufren un gran 

stress que puede agotar el glucógeno antes de la captura, lo que resulta en 

ausencia de pre-rigory un rigor breve, sin disminución del pH, llamado rigor-mortis 

alcalino, que origina un músculo con una consistencia pegajosa y una vida útil 

muy corta.

Una buena condición nutricional al momento de la captura, un mayor 

tamaño de los especímenes y un enfriamiento rápido de las capturas son factores 

que prolongan el período de pre-rigor conduciendo a un período de rigor-mortis 

más largo, lo cual es muy conveniente para extender la vida útil del pescado. 

Entre los factores que disminuyen el período de pre-rigor se cuentan: los maltratos 

del pescado a bordo o en la industria, el agotamiento durante la captura, las 

especies de carne oscura y las especies en fase de migración o desove.
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El comienzo del rigor-morfís puede evidenciarse por una ausencia de 

reacción del músculo al estímulo eléctrico o a través de la verificación de la 

rigidez muscular mediante un texturómetro o simplemente por el tacto. También, 

el tiempo en el cual la mayoría del ATP ha sido degradado puede ser utilizado 

como un indicador del comienzo del rigor-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 rápida a 0 °C que a temperatura ambiente, aunque vuelve a 

incrementarse a partir de los 25 °C.

En términos generales, no hay un pH específico al cual el músculo se torne 

rígido, pero es frecuente que el músculo entre en rigor cuando el pH alcanza un 

valor mínimo. Dicho valor mínimo 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 músculo en rigor de los mamíferos, tal como en el vacuno 

donde se registran valores de pH de 5,1 (Huss, 1998; Contreras Guzmán, 2002).

Esta disminución de pH tiene consecuencias en las propiedades físicas del 

músculo. A medida que el pH disminuye, se reduce la carga neta de la superficie 

de las proteínas musculares, causando su desnaturalización parcial y 

disminuyendo su capacidad de enlazar agua. El músculo en rigor resulta 

particularmente inadecuado para un procesamiento posterior que involucre 

calentamiento, dado que la desnaturalización por calor incrementa más la 

pérdida de agua, con un efecto perjudicial sobre la textura del músculo (Love, 

1975; Huss, 1998).

Por otra parte, durante el rigor ocurre un fenómeno conocido como 

"gaping", el cual consiste en la separación de los miotomas debido a un 

debilitamiento del colágeno 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 desgarrados.

Después de un período variable de rigidez que depende de las 

condiciones de almacenaje y de factores biológicos (especie, edad, tipo de 

músculo), el músculo se relaja y recupera muchas de la propiedades que tenía en 

el período de pre-rigor, entrando en el período de post-rigor. Así, el pH aumenta 

hasta valores algo más bajos que los del pre-rigor, incrementándose también la 

retención de agua, la extensibilidad y la solubilidad de las proteínas.

La resolución del rigor mortis es un proceso que no está totalmente 

comprendido. El principal factor involucrado parece ser la pérdida de regulación 

de las proteasas que actúan en el recambio de las proteínas del animal vivo. Estas 

proteasas hidrolizan las proteínas musculares, debilitando la estructura de las 

miofibrillas. La actividad de las proteasas en el músculo px>st-mortem dependerá 

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 óptima a pH ácido. 

En el músculo se encuentran varios tip>os: catepsina B1 (pH óptimo 3,5-6), 

catepsina H (pH 6,0), catepsina L (pH 5,0) y catepsina D (pH 3,0-5,0). No está 

confirmada la participación de estas proteasas en el relajamiento del músculo. Se 

le ha dado mayor impxrtancia en este proceso a la pxirticipxación de las 

calpaínas o proteasas neutras activadas pxr calcio (^-calpaína y m-calpaína). La 

acción de estas proteasas llevaría a la ruptura de la estructura multimolecular de 

los sarcómeros, pxr lo que su impacto en el ablandamiento de la carne sería 

mucho más relevante que una hidrólisis con producción de fragmentos de menor 

peso molecular. Este sistema enzimático se localiza en la línea Z, sobre la banda M 

y otras zonas rodeadas de sarcoplasma conteniendo calcio. La activación de las 

calpaínas produciría una remoción total o parcial de la línea Z, degradación de 

los enlaces cruzados (transversales) de las miofibrillas y de la proteínas (a-actinina) 

que sostienen las moléculas de miosina (Contreras Guzmán, 2002).
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b) Degradación de nucleótidos

El reblandecimiento del músculo durante la resolución del rigor (y 

eventualmente el proceso de deterioro) coincide con cambios autolíticos. Dentro 

de ellos, se encuentra la degradación 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) (ñgura 1.7.). Actualmente se acepta que la IMP es responsable 

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

La velocidad de cada una de las reacciones anteriores varía 

marcadamente de una especie a la otra, progresando generalmente 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, desarrollando una fórmula para determinar la frescura del 

pescado basada en estos cambios. Así, definieron el valor K como la relación de 

la concentración de inosina e hipoxantina con respecto a la cantidad total de 

compuestos relacionados con el ATP.
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La degradación de nucleótidos no está necesariamente relacionada con 

el deterioro, considerándose que solo la hipoxantina tiene un efecto directo en el 

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

1.1.4. Métodos de conservación del pescado

A través de la historia, la preferencia del hombre ha estado dirigida al 

consumo de pescado fresco antes que a otro tipo de producto pesquero. Sin 

embargo, el pescado se deteriora muy rápidamente y ha sido necesario 

desarrollar otros métodos para su preservación (Huss, 1998).

Evidencias históricas demuestran que en la China milenaria, hace más de 

tres mil años, se utilizaba hielo natural para preservar pescado. Lq? antiguos 

romanos también empleaban hielo natural mezclado con algas marinas para 

mantener el pescado fresco. Sin embargo, fue el desarrollo de la refrigeración 

mecánica lo que hizo posible la utilización del hielo en la preservación del 

pescado. Las ventajas prácticas de la utilización del hielo en la manipulación del 

pescado fresco están plenamente comprobadas.

El hielo es utilizado en la preservación del pescado por las siguientes 

razones: a) reducción de la temperatura, con lo cual es reducido el crecimiento 

de microorganismos patógenos y de deterioro así como también la velocidad de 

reacciones enzimáticas de deterioro y b) el hielo derretido mantiene la humedad 

del pescado, previniendo la deshidratación superficial y reduciendo la pérdida 

de peso.

Por otra parte, la congelación es un método de preservación donde el 

deterioro debido a la putrefacción y autólisis que ocurren en el almacenamiento 

refrigerado son perfectamente controlados, aumentando así su vida útil 

(Dondero, 1990). Sin embargo, la congelación y el almacenamiento congelado 

producen deterioros en la calidad de los productos. Los problemas más serios se 

producen en el sabor, color y principalmente en la textura. El deterioro en el sabor 

se debe principalmente a la formación de compuestos de bajo peso molecular 

provenientes de la oxidación de lípidos o degradación de compuestos 

nitrogenados, mientras que la decoloración se debe a la degradación de los 
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pigmentos. Los cambios más importantes se producen en la textura, que se vuelve 

dura, fibrosa, esponjosa o seca. El músculo pierde también ciertas propiedades 

funcionales, como la capacidad de emulsificación, de retención de agua, de unir 

lípidos y de formar geles. Estos cambios son consecuencia -principalmente- de la 

desnaturalización proteica que ocurre a temperaturas por debajo de 0 °C.

Otro mecanismo para conservar los productos del mar es la 

deshidratación, inhibiendo el crecimiento bacteriano debido a lo disminución de 

la actividad acuosa aw de los productos. La deshidratación puede obtenerse por 

diferentes medios, entre los cuales puede mencionarse la “deshidratación en 

túnel" a través del pasaje de una corriente de aire seco; la "salazón” y el 

“ahumado". La salazón puede realizarse tanto con sal sólida como con salmuera. 

Con la técnica de ahumado, no sólo se consigue una deshidratación sino 

también la adición de sustancias que se desprenden de las maderas, dándole un 

sabor especial a los productos así conservados.

Otro procedimiento importante para la conservación de ciertas especies es 

el envasado de los productos cocidos en envases herméticos y su esterilización 

(“conservas”).

1.1.5. Funcionalidad de las proteínas musculares: Gelaclón térmica

Un gel es una fase intermedia entre un sólido y un líquido, formada por el 

entrecruzamiento de polímeros a través de uniones covalentes y no covalentes 

para dar una matriz que es capaz de retener agua y otras sustancias de bajo 

peso molecular (Damodaran, 1996). En el proceso de gelación está involucrada 

la transformación de la proteína del estado "sol" al estado “tipo gel", la cual 

puede llevarse a cabo a través de la aplicación de calor, enzimas o cationes 

divalentes en condiciones apropiadas.

Gran parte de los geles proteicos en alimentos se obtienen por tratamiento 

térmico. La proteína en estado "sol" es transformada primero a un estado de 

“progel" por desnaturalización, siendo éste un estado de líquido viscoso en el cual 

ya ha ocurrido un cierto grado de polimerización proteica. Esta etapa provoca el 

30



Introducción genera*

desplegamiento de las proteínas y la exposición de grupos funcionales, necesaria 

para que ocurra la formación de la red proteica.

Los principales tipos de interacciones involucradas en la formación de la 

matriz de un gel son los puentes de hidrógeno, las interacciones hidrofóbicas y las 

electrostáticas. En el caso de las proteínas que contienen grupos cistina o cisteína 

también pueden formarse uniones covalentes del tipo puentes disulfuro.

Las proteínas pueden formar dos tipos de geles según sus propiedades 

moleculares y las condiciones del medio. Así, las proteínas que contienen grandes 

cantidades de aminoácidos no polares sufren una agregación hidrofóbica. Los 

agregados insolubles se asocian posteriormente al azar en un gel tipo coágulo. La 

agregación y formación de la matriz ocurren a una velocidad mayor que la 

desnaturalización. Los geles formados son opacos debido a la matriz 

desordenada formada por agregados proteicos.

Sin embargo, las proteínas que contienen pequeñas cantidades de 

residuos no polares forman complejos solubles, con una velocidad de asociación 

menor que la velocidad de desnaturalización. De esta manera, la matriz del gel 

es formada predominantemente por puentes de hidrógeno, lo cual no ocurre 

hasta ser enfriada. En estas condiciones la velocidad de asociación es baja, 

facilitando la formación de una matriz ordenada y traslúcida.

Los geles traslucidos tienen una mayor capacidad de retención de agua 

que los coágulos opacos, sugiriendo que gran parte del agua de los geles está 

unida a través de puentes de hidrógeno a grupos carbonilos y aminos de las 

uniones peptídicas, está hidratando grupos cargados o se encuentra en 

estructuras formadas por interacciones de hidrógeno entre las moléculas de 

agua.

En el caso de productos cárneos, la formación de estructuras tipo gel son 

necesarias para unir piezas de carne, de distintas formas o tamaños, simulando la 

apariencia y textura del músculo entero o para crear nuevos productos con 

texturas diferentes. Comúnmente, esto se logra mediante la gelación térmica de 

las proteínas miofibrilares (Foegeding y col., 1996).

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

calor fuerte requiere una buena dispersión y reactividad de la superficie de estas 
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proteínas, o sea, disponibilidad de los sitios para favorecer las interacciones 

proteína-proteína.

En el caso del músculo de pescado, la gelación térmica es un paso 

fundamental en la manufactura de una variedad de alimentos preparados a 

partir de “surimi” , tales como “kamaboko" y productos análogos de crustáceos 

(por ejemplo, "kanikama" que es un análogo de cangrejo) (Visessanguan y col., 

2000).

Se denomina con el término japonés “surimi" al producto (pasta) 

intermediario producido por repetidos lavados de músculo de pescado picado, 

almacenado en congelación en presencia de crioprotectores para extender su 

vida útil (Roussel y Cheftel, 1988: Visessanguan y col., 2000). El surimi es, 

básicamente, un concentrado de proteínas miofibrilares, al cual se le ha reducido 

el color, el olor y sabor a través de los lavados.

Muchos países, entre los cuales se destacan Japón, Estados Unidos, 

Canadá y los de la Unión Europea, producen surimi comercialmente. El surimi de 

mayor calidad y más económico se produce a partir de especies abundantes, 

neutras en cuanto a su "flavor” y olor, de músculo blanco y no grasas, siendo el 

Alaska pollak el pescado más ampliamente utilizado.

La preparación del surimi a nivel industrial consta de una serie de etapas, 

las cuales se resumen a continuación (Lee, 1986):

1) Obtención de la pulpa de pescado: el pescado descabezado y 

eviscerado es sometido a una máquina despulpadora donde la piel y las 

espinas son removidas, siendo importante el tamaño de las partículas 

obtenidas para el procesamiento posterior.

2) Lavado: se realizan sucesivos lavados con el fin de eliminar sangre, 

pigmentos, proteínas solubles, sustancias nitrogenadas no proteicas y 

cualquier otra sustancia soluble. La fase grasa puede ser removida durante 

el proceso por flotación (Lanier, 1986). Los lavados son realizados con 

agua fría (10 °C o menos), siendo óptima una proporción de agua a carne 

de 3:1 o 4:1. Se ha demostrado que no son necesarios más de tres ciclos 

de lavado y que el tiempo de residencia óptimo se encuentra alrededor 

de los 9 minutos por cada ciclo. Otros factores importantes en el 
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procesamiento son: la velocidad de agitación, las características del agua 

de lavado, la frescura del pescado y la presencia de materia grasa. En 

este paso se pierde entre un 15 y 20 % del peso.

3) Separación del agua de lavado: el agua es drenada a través de un 

tambor rotatorio perforado. Se producen algunas pérdidas de sólido que 

pasan a través de las perforaciones del tambor.

4) Refinado: se utilizan mallas (1-2 mm) para separar músculo claro de oscuro 

y tejido conectivo.

5) Deshidratación: se realiza una deshidratación por presión de la carne 

previamente tratada con salmuera para facilitar la remoción de 

humedad. El nivel de humedad alcanzado se encuentra alrededor del 85 

%.

6) Incorporación de crioprotectores: Mediante un mezclador (tipo cutter o 

de paletas giratorias) se homogeinizan las sustancias crioprotectoras con el 

músculo lavado. Entre las sustancias agregadas se cuentan la sal (2-3 %) la 

cual logra la solubilización de las proteínas miofibrilares, polifosfatos, 

azúcares (sacarosa, sorbitol, glucosa).

7) Congelado

La pasta de surimi solubilizada por el agregado de sal, al ser sometida a 

calentamiento, permite la obtención de un gel el cual recibe el nombre de 

“kamaboko". Este es un complejo proceso fisicoquímico que involucra cambios 

estructurales y funcionales de las proteínas miofibrilares.

La formación de la matriz del gel involucra las siguientes etapas 

fundamentales (Roussel y Cheftel, 1990): a) disociación y solubilización de los 

filamentos de miosina en moléculas individuales; b) desplegamiento parcial de la 

región de a-hélice de las cadenas pesadas de miosina y c) formación de una 

matriz del gel ordenada por agregación de esas regiones desplegadas a través 

de interacciones hidrofóbicas y electrostáticas (Liu 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 tendría lugar al realizar el tratamiento a 70-90 

°C, involucrando la agregación de las cabezas de miosina a través de 

interacciones hidrofóbicas y puentes disulfuro.
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Las proteínas miofibrilares de pescado presentan características particulares 

en cuanto a su comportamiento durante la gelación térmica, presentando el 

fenómeno de “suwari" 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 elástico, el cual resultaría de interacciones proteína-proteína 

debidas a un desplegamiento parcial de la miosina. Se ha sugerido la 

participación de interacciones hidrofóbicas en el fenómeno de “setting" (Niwa, 

1975).

Cuando el surimi es calentado rápidamente a 75 - 90 °C sin incubación previa 

a temperaturas menores a 40 °C, se obtiene un gel más rígido pero menos 

elástico, debido a un predominio de la agregación sobre el desplegamiento. Los 

mejores atributos texturales (mayor rigidez y elasticidad) se obtienen al realizar 

una incubación 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 formar un gel elástico depende 

fundamentalmente de la miosina (Sano y col., 1988). El complejo de actomiosina 

presente en el surimi puede formar un gel elástico; esta capacidad deriva de la 

porción de miosina. Sin embargo, se ha demostrado que la unión con actina, 

modifica las propiedades de gelificación de la miosina (Yasui y col., 1980), 

produciendo la miosina geles más elásticos que la actomiosina (Sano y col., 1988).

La capacidad de gelación de las distintas especies parece estar relacionada 

con la cantidad de superficie hidrofóbica expuesta por la miosina (Chan y col., 

1992a, b). Además, se ha demostrado la participación de enlaces disulfuro en la 

formación del gel. La importancia de la cadena pesada de miosina estaría 

relacionada con su alto contenido de grupos sulfihidrilos (-SH), los cuales tienden a 

formar enlaces disulfuro a partir de los 40 °C, incrementándose su formación a 

mayor temperatura (Roussel y Cheftel, 1990). Así, las cabezas de miosina tienden 

a agregarse a partir de los 40 °C, alcanzando la máxima interacción a partir de 

los 50 °C. Se ha propuesto que las cabezas de miosina permiten la gelificación 

mediante enlaces cabeza-cabeza, pero las colas de miosina integran la red 

mediante su asociación, la cual se iniciaría a partir de los 50 °C, posteriormente el 
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desdoblamiento de la estructura helicoidal y exposición de sus residuos 

hidrofóbicos (Chan y col., 1992b; Sharp y Offer, 1992).

1.1.6. La especie en estudio: Salmón de mar (Pseudopercis semifasciatá)

La especie elegida para la realización de este trabajo fue el “salmón de 

mar”, “salmón blanco" o “falso salmón” correspondiente 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 Perrota, 2003).

Se trata de un pez demersal teleósteo, habitante de aguas costeras del 

Océano Atlántico sudoccidental. Su distribución geográfica abarca desde los 23 

°S en Brasil hasta los 47 °S en la Patagonia Argentina (González, 1995). Habita 

tanto en cuevas "salmoneras'’, como en fondos duros y arenosos.

I.I.6.I. Características biológicas

Recientemente, 

se han realizado diversos 

trabajos acerca del 

“salmón de mar", 

relacionados con

aspectos biológicos y taxonómicos. Se trata de una especie con características 

biológicas particulares, diferentes de las de otras especies demersales. Así, se ha 

informado que es una especie longeva (puede vivir hasta 30 años) de 

crecimiento lento, hallándose 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 coloración 

(Macchi y col., 1995; González, 1995). La temporada de actividad reproductiva 

comienza en octubre, con máxima actividad en noviembre y diciembre, 

finalizando en enero.
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En cuanto a sus hábitos alimentarios, es una especie predadora activa, 

principalmente consumidora de especies demersales tales como la merluza y el 

langostino. Con el aumento de talla, el "salmón de mar” presenta una mayor 

preferencia por el consumo de peces con respecto a los crustáceos (Elias y Rajoy, 

1992). Se ha demostrado que los individuos no se alimentan durante el período de 

desove.

I.I.6.2. Importancia comercial

El “salmón de mar” es un recurso de explotación comercial considerable, 

tanto por la flota costera (puertos de Rawson (Chubut), San Antonio Oeste (Río 

Negro) y Quequén (Buenos Aires), como por la de media altura y de altura (Mar 

del Plata y Bahía Blanca (Buenos Aires)), Puerto Madryn y Comodoro Rivadavia 

(Chubut) (Elias y Burgos, 1988). Las capturas se realizan a profundidades de hasta 

90 metros mediante red de arrastre de fondo.

Las capturas de los últimos años (1993 - 2003) han variado entre las 2000 y 

3500 toneladas (Revista Redes, 2004). Existen variaciones estacionales en los 

volúmenes de captura, con una importante merma en los meses de otoño e 

invierno y un aumento durante la primavera y el verano

El “salmón de mar" es un producto muy 

apreciado por la calidad de su carne. Se destina al 

mercado interno 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).
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l.ll. OXIDACIÓN LIPÍDICA

Durante el procesamiento, almacenamiento y manipulación de los 

alimentos, los lípidos pueden sufrir reacciones químicas complejas así como 

también reaccionar con otros componentes del alimento, causando la formación 

de compuestos tóxicos e indeseables desde el punto de vista de la calidad del 

mismo. Dentro de los principales procesos de deterioro de los lípidos pueden 

mencionarse la lipólisis, la oxidación y la descomposición térmica.

La lipólisis consiste en la liberación de ácidos grasos por hidrólisis de sus 

uniones ésteres mediante acción enzimática o mediante la acción de calor y 

humedad. En las grasas de tejidos animales vivientes, los ácidos grasos libres están 

prácticamente ausentes, pudiendo aparecer luego de la muerte del animal por 

acción enzimática (Nawar, 1996). La mayoría de las especies de pescado 

presentan hidrólisis de fosfolípidos durante el almacenamiento congelado, siendo 

este proceso asociado al deterioro de la calidad de esos productos.

Diversos estudios realizados indican que la hidrólisis de los triglicéridos conduce 

a un incremento de la oxidación de los lípidos: sin embargo la hidrólisis de los 

fosfolípidos inhibiría dicho proceso (Shewfelt, 1981).

En términos generales la oxidación de los lípidos puede darse a través de dos 

mecanismos:

1. Autoxidación: es la reacción con oxígeno molecular a través de un 

mecanismo autocatalítico. Es la principal causa de deterioro oxidativo de los 

lípidos.

2. Enzimático: a través de enzimas llamadas lipooxigenasás.

1.11.1. Autooxidación lipídlca

1.11.1.1. Mecanismo de autoxidación

La autoxidación de los lípidos 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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Iniciación

La oxidación directa de los lípidos insaturados por el oxígeno tapíete (la 

forma más estable del oxígeno) es termodinámicamente desfavorable, dado que 

los dobles enlaces de los ácidos grasos se encuentran en estado singlete y tal 

reacción no cumpliría con la regla de la conservación del spin. En función de ello, 

la producción de los primeros radicales debe estar catalizada. En presencia de 

iniciadores (I), los lípidos insaturados (LH) pierden un radical hidrógeno (H‘) de la 

posición a con respecto a los dobles enlaces del ácido graso para formar un 

radical libre lipídico según la reacción Q.1):

Los iniciadores pueden producir radicales por diferentes mecanismos: 

disociación térmica de hidroperóxidos presentes como impurezas; 

descomposición de hidroperóxidos catalizada por metales o exposición a la luz; 

siendo el más probable el segundo.

Por otra parte, el oxígeno singlete puede reaccionar con los ácidos grasos 

insaturados con mucha mayor velocidad que el oxígeno triplete, generando 

hidroperóxidos que pueden servir como iniciadores en las reacciones anteriores. 

La vía más común de generación de oxígeno singlete es la fotosensibilización de 

los pigmentos naturales presentes en los alimentos, tales como clorofila, 

hemoglobina y mioglobina.

Propagación

El radical alquilo (L ) reacciona muy rápidamente con oxígeno molecular 

para formar radicales peroxilos (LOO*) 0.2). Esta reacción es mucho mas rápida 

que la siguiente, en la cual se transfiere un hidrógeno de otra molécula lipídica LH 

para dar un hidroperóxido LOOH y otro radical L * 0-3) ■
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Q2)

0-3)

La susceptibilidad de los lípidos a la autoxidación depende de la 

disponibilidad y relativa facilidad de los hidrógenos alílicos para reaccionar con 

los radicales peroxilos. Debido a la estabilización por resonancia de las especies 

L*, pueden formarse hidroperóxidos isoméricos.

Los hidroperóxidos son los productos primarios fundamentales de la 

oxidación lipídica. Son relativamente inestables, participando en numerosas 

reacciones posteriores. En los primeros estadios de la autoxidación, su velocidad 

de formación excede a la velocidad de descomposición; mientras que en los 

últimos estadios se da la relación inversa.

Terminación

En las últimas etapas de la oxidación, luego de alcanzar un máximo, la 

velocidad disminuye, los radicales peroxilos reaccionan unos con otros formando 

productos no radicalarios (1.4).

Q.4)

Los hidroperóxidos pueden sufrir reacciones de homólisis catalizada por 

metales o calor, generando radicales peroxilos y alcoxilos que pueden continuar 

la cadena complicando el proceso de oxidación, o formar productos finales no 

radicalarios.

Otras reacciones de terminación involucran la condensación de radicales 

peroxilos (LOO*), alcoxilos (LO*) o alquilos (L*), siendo dependientes de la presión 

de oxígeno y de la temperatura. Algunas de estas reacciones se muestran en las 

ecuaciones (M),(U;y(L7).
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2 LOO’ LOOL + Oa 09

LO*+ L* LOL 0¿)

2 L* L—L 07)

La Figura 1.9. muestra un esquema general del desarrollo del proceso de 

autoxidación de los lípidos. Como puede observarse, los hidroperóxidos 

generados por el mecanismo de radicales libres sufren una posterior 

descomposición, generando una amplia variedad de productos.

Figura 1.9. Esquema general del proceso de autoxidación 
lipídica (Nawar, 1996)
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Descomposición de los hidroperóxidos

La descomposición de los hidroperóxidos conduce, mediante rutas complejas 

de reacciones, a la formación de una mezcla de sustancias monoméricas, 

poliméricas y volátiles de bajo peso molecular (productos secundarios). Cada 

hidroperóxido produce un conjunto de productos de degradación típicos y 

específicos, dependiendo de la posición del grupo peróxido 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 descomposición de los hidroperóxidos es la ruptura 

del enlace oxígeno - oxígeno del grupo hidroperóxido para dar un radical 

alcoxilo y un radical hidroxilo Q.8). A continuación, se rompen los enlaces 

carbono-carbono a cada lado del grupo alcoxilo (ruptura homolítica); 

produciendo generalmente un aldehido y un ácido si la ruptura se produce del 

lado del grupo carboxilo, o un hidrocarburo y un oxoácido cuando se rompe el 

enlace correspondiente al lado de la cadena hidrocarbonada 0.9). Cuando se 

forma un radical vinilo (como en la reacción 1.9.}, posteriormente se forma un 

grupo aldehido por reacción con un radical hidroxilo.

Q.9)

Además de los productos determinados por la ruptura homolítica, pueden 

aparecer otros compuestos formados a través de diversos mecanismos.

Los radicales aleo» pueden también generar hidroxiácidos y cetoácidos, 

así como también epóxidos por reacción con radicales peroxilos.

Los radicales alquilos generados por ruptura homolítica del lado metilo de 

la cadena pueden combinarse con radicales hidroxilos para dar un alcohol. 
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perder un hidrógeno para dar un 1-alqueno o peroxidarse para dar un 

hidroperóxido terminal.

En condiciones específicas, puede producirse una ruptura heterolítica de 

los hidroperóxidos, rompiéndose el enlace 

entre el grupo hidroperóxido y el doble enlace 

alílico, generando compuestos carbonílicos 

con mayor selectividad que en el caso de la 

ruptura homolítica. En la Figura 1.10 se muestra 

un posible mecanismo de ruptura heterolítica.

Durante la oxidación de las ácidos 

grasos poliinsaturados también pueden 

formarse peróxidos cíclicos, las cuales se 

descomponen generando una variedad de 

compuestos.Figura 1.10. Mecanismo de 
ruptura heterolítica (Nawar, 1996)

Descomposición de los aldehidos

Los aldehidos son los principales compuestos generados durante la 

oxidación de los lípidos y pueden sufrir, posteriormente, una gran variedad de 

reacciones de descomposición.

Así, los aldehidos saturados pueden oxidarse para dar los ácidos 

correspondientes, los cuales pueden participar en reacciones de dimerización y 

condensación, generando compuestos del tipo trialquiltrioxanos que poseen 

olores fuertes.

Los aldehidos insaturados pueden sufrir autoxidación por ataque del 

oxígeno en la posición a-metilénica, generando hidrocarburos de cadena corta, 

aldehidos y dialdehídos. Tal es el caso de la formación del malonaldehído, un 

producto volátil característico de la oxidación de ácidos grasos con tres o más 

dobles enlaces (/JO).
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0.10)

Por último, durante la oxidación y/o calentamiento de los lípidos ocurren 

procesos de dimerización y polimerización mediante reacciones entre un doble 

enlace y un dieno conjugado: combinación de radicales libres y adición de un 

radical libre a un doble enlace. Los dímeros y polímeros modifican las 

propiedades físicas de la fase grasa.

1.11.1.2. Factores que afectan la velocidad de autoxldaclón llpídica

Diversos factores relacionados con los ácidos grasos presentes, las 

características físicas y químicas del alimento así como también con la presencia 

de otros componentes, tienen un efecto sobre el proceso de oxidación lipídica. A 

continuación se enumeran los principales factores involucrados:

Composición de los ácidos grasos: El número, posición y geometría de los dobles 

enlaces afecta la velocidad de oxidación (Nawar, 1996). Las menores energías de 

disociación para hidrógenos unidos a carbonos se encuentran entre dobles 

enlaces adyacentes. Por lo tanto, estos son los sitios más favorecidos 

termodinámicamente para ser atacados por los radicales peroxilos. A mayor 

grado de insaturación, la velocidad de oxidación es mayor. Así, se ha 

comprobado que las velocidades relativas de oxidación están linealmente 

relacionadas con el número de grupos metileno bis-alílicos en los ésteres de los 

ácidos grasos poliinsaturados en sistemas modelo, presentando, por ejemplo, el 

ácido 22:6 una velocidad 5 veces mayor a la del 18:2 (Crosgrove y col., 1987). Los 

isómeros cis se oxidan más rápidamente que los frans. La longitud de la cadena 
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del ácido graso no tiene efecto aparente en la velocidad o extensión de la 

formación de radicales.

Por otra parte, los ácidos grasos libres se oxidan a mayor velocidad que los 

esterificados a glicerol.

Concentración de oxígeno: A altas concentraciones de oxígeno (condiciones 

atmosféricas), la velocidad de oxidación 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 concentración de 

oxígeno se ve afectada por otros factores tales como la temperatura y el área 

superficial.

Temperatura : La velocidad de las reacciones asociadas con la oxidación lipídica 

aumenta con el aumento de la temperatura. La temperatura ejerce efecto sobre 

la presión parcial de oxígeno así como también sobre la solubilidad del oxígeno, 

disminuyéndola.

Area superficial: La velocidad de oxidación se incrementa proporcionalmente 

con el área superficial de los lípidos expuesta.

Humectad: En alimentos con muy baja actividad acuosa (aw menor que 0,1) la 

oxidación ocurre a alta velocidad. Al aumentar aw hasta aproximadamente 0,3, 

la velocidad disminuye alcanzando un mínimo y aumentando nuevamente a 

mayores aw (Labuza y col., 1972). La baja velocidad de oxidación con bajos 

contenidos de agua es atribuida a una reducida actividad catalítica de los 

metales, a quenching de los radicales libres y/o falta de acceso del oxígeno a los 

lípidos.

Otros factores relacionados con el estado de los lípidos: Se ha determinado que 

la velocidad de oxidación puede estar influenciada por factores tales como la 

orientación molecular, el estado físico, la presencia de una emulsión y la 

movilidad molecular.
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Pro-oxidantes: Los metales de transición son los principales factores catalizadores 

de la oxidación lipídica en los sistemas biológicos. El hierro en particular es un 

buen catalizador, pudiendo actuar en forma no-hemo y en forma de grupo hemo 

contenido en distintas proteínas.

Energía radiante: tanto la radiación visible, ultravioleta como gamma son 

promotoras de la oxidación.

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 retrasar o prevenir la oxidación de ese sustrato 

(Shahidi, 1997). Este tema será desarrollado más ampliamente posteriormente.

1.11.1.3. Métodos do determinación de la oxidación lipídlca

Dada la gran diversidad de productos generados por la oxidación de los 

lípidos 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 

oxidación. Sin embargo, ninguno de ellos es capaz de determinar todos los 

eventos de la oxidación, siendo cada uno apropiado para evaluar una etapa del 

proceso.

De esta manera, existen métodos que determinan productos primarios de 

la oxidación lipídica, otros que determinan productos secundarios e incluso otros 

evalúan productos terciarios, lo cual será desarrollado en la próxima sección. 

Dada la diversidad de métodos, no serán todos descriptos, haciendo solo una 

mención de los más utilizados y desarrollando más ampliamente el método a ser 

empleado en este trabajo.

Dentro de los métodos que determinan productos primarios puede 

mencionarse el Indice de peróxido, el cual es aplicable al seguimiento de la 

formación de peróxidos en las primeras etapas de la oxidación donde dichos 

compuestos alcanzan un máximo, disminuyendo luego. Es un método altamente 

empírico y dependiente del procedimiento empleado.

45



Introducción general

La determinación de Dienos conjugados (hidroperóxidos) es un método 

sensible para el seguimiento de los primeros estadios de la oxidación, donde los 

hidroperóxidos no han sufrido aún una importante descomposición. En estados 

más avanzados de la oxidación, los hidroperóxidos se descomponen en 

productos secundarios que pueden ser determinados por otros ensayos.

Los productos secundarios de la oxidación pueden ser medidos a través de 

diferentes metodologías. Los Compuestos carbonífícos totales se determinan 

mediante la formación de sus hidrazonas; mientras que otros métodos evalúan 

algunos compuestos carbonílicos específicos. Entre ellos pueden mencionarse el 

Test de anisidina (evalúa principalmente 2-alquenales), el Test de Kreis y el Ensayo 

de TBA que será descripto posteriormente.

Los productos de oxidación volátiles responsables del desarrollo del flavor 

asociado a la oxidación lipídica pueden ser determinados mediante 

cromatografía gaseosa. Este tipo de análisis, además de correlacionar con los 

análisis sensoriales, constituyen métodos sensibles que detectan bajos niveles de 

oxidación en diferentes sustratos. Pueden utilizarse diversas metodologías 

(inyección directa, espacio de cabeza estático o dinámico) (Frankel, 1998), lo 

cual lleva a diferencias en los perfiles de compuestos volátiles obtenidos. Los 

compuestos comúnmente determinados mediante estos métodos son: pentano, 

pentanal, hexanal, 2-heptenal, 2,4 heptadienal, nonanal, 2,4 decadienal y otros.

Por último, 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 análisis 

instrumentales. La puntuación obtenida a través de estos métodos puede ser 

correlacionada con los resultados de otros ensayos de oxidación lipídica.

Ensayo del ácido 2-tiobarbitúrico (TBA)

El ensayo de TBA es un método ampliamente utilizado para medir rancidez 

oxidativa en alimentos y en otros sistemas biológicos, siendo especialmente útil 

para determinar la evolución de la oxidación lipídica en función de la aplicación
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de diferentes procesamientos. El ensayo se basa en la determinación de la 

concentración de compuestos de color rosado formados entre el ácido 2- 

tiobarbitúrico (TBA) y productos secundarios de la oxidación de ácidos grasos 

poliinsaturados (Frankel, 1998). La reacción no es específica pudiendo involucrar 

a una serie de compuestos, por lo cual se habla de “sustancias reactivas al TBA" 

(TBARS). Dentro de estos compuestos, el más importante y estudiado es el 

malonaldehído (MDA), el cual reacciona con el TBA según la siguiente ecuación 

química (Sinnhuber y col., 1958):

ácido 2-tiobarbitúrico
malonaldehído

complejo rosado (111)

La formación del complejo coloreado (máxima absorción 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 metálicos y 

antioxidantes. El calentamiento y el medio ácido parecen ser esenciales para la 

liberación del malonaldehído de precursores (por ejemplo unión a proteínas), 

para la condensación con el TBA y para el máximo desarrollo del color (Hoyland y 

Taylor, 1991).

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

metodologías:

a. Por calentamiento directo de la muestra con TBA seguido de separación del 

complejo rosado producido por centrifugación (Sinnhuber y col., 1958; 

Uchiyama y Mihara, 1978; Pokomy y Dieffenbacher, 1989).

b. Por destilación de la muestra seguida de reacción del destilado con el TBA 

(Tarladgis y col, 1960; Rhee, 1978; Yamauchi y col., 1982; Ke y col, 1984).

c. Por extracción de la fracción lipídica de la muestra con solventes orgánicos y 

reacción del extracto con el TBA (Pikul y col, 1983, 1989).
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d. Por obtención del líquido exudado desproteneizado del músculo y posterior 

determinación del número de TBA mediante la reacción de Matsushita (Tomás 

y Funes, 1987: Tomás, 1988).

e. Por extracción del malonaldehído usando una solución de ácido 

tricloroacético (Witte y col., 1970: Vyncke, 1970: Sinnhuber y Yu, 1977: Siu y 

Draper, 1978); o una solución de ácido perclórico (Salih y col., 1987: Pikul y col, 

1989).

Los métodos de calentamiento directo y de destilación pueden formar 

malonaldehído y otras sustancias reactivas adicionales a través de la 

degradación de hidroperóxidos durante el análisis (Hoyland y Taylor, 1991). La 

obtención del exudado presenta ventajas frente a estos métodos dado que no 

utiliza condiciones drásticas durante el ensayo. En el caso de los métodos que 

involucran extracción de los lípidos, el malonaldehído preformado presente en la 

fase acuosa de la muestra no es detectado (Raharjo y col., 1993).

El método de extracción ácida emplea condiciones más suaves y no se 

aplica calentamiento a la muestra, lo cual minimiza la formación de sustancias 

reactivas adicionales.

Diferentes autores han propuesto distintos tiempos y temperaturas de 

reacción (desde temperatura ambiente hasta baño de agua en ebullición). En un 

estudio de las condiciones óptimas, Botsoglou y col. (1994) informaron que éstas 

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

I.ll.2.lmportancla de la oxidación lipídica en pescado

Los lípidos de pescado son muy susceptibles a la oxidación por contener 

una alta proporción de ácidos grasos poliinsaturados, tales como el ácido 

eicosapentaenoico (EPA) y el ácido docosahexaenoico (DHA) (Frankel, 1998). El 

pescado contiene también prooxidantes que generan radicales libres lipidíeos 

iniciadores así como también antioxidantes naturales, los cuales son influenciados 

por una diversidad de factores.

La oxidación de los ácidos grasos poliinsaturados <d3 produce compuestos 

volátiles. El deterioro del flavor por oxidación lipídica en pescado es una de las 
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principales causas de pérdida de calidad durante el procesamiento y 

almacenamiento del pescado. El olor y flavor característico 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.

1.11.3. Interacción de los productos de oxidación lipídlca con proteínas

La rancidez oxidativa desarrollada en los alimentos provoca cambios en la 

calidad de los mismos que afectan su flavor, olor, sabor, color, textura, 

propiedades funcionales y nutricionales. Los productos provenientes de la 

oxidación -tanto los primarios como los secundarios- pueden reaccionar con otros 

constituyentes tales como proteínas, péptidos, aminoácidos libres, fosfolípidos y 

ácidos 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 proteínas son relevantes en alimentos ricos en las 

mismas tal como pueden ser los productos de origen marino.

I.ll. 3.1. Mecanismos de Interacción lípidos oxidados - proteínas

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

proteínas por parte de los lípidos oxidados:

1. Reacciones que involucran formación de radicales libres proteicos. Los 

radicales peroxilos son muy reactivos con aminoácidos tales como triptofano, 

histidina, cisteína, cistina, metionina, lisina y tirosina, los cuales pueden sufrir 

decarboxilación, decarbonilación y deaminación (Frankel, 1998). Por otra parte, 

los radicales libres así como los hidroperóxidos pueden reaccionar con las 

cadenas laterales de las proteínas produciendo radicales libres proteicos (P-) 

(Figura 1.11.- reacciones a y b). Estos radicales libres pueden incorporar oxígeno 

para formar radicales peroxi (Figura 1.11.- reacción c), los cuales pueden sustraer 

un hidrógeno de otra molécula de lípido con la formación de un hidroperóxido 

proteico (Figura 1.11.- reacción d). Los hidroperóxidos proteicos pueden
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Figura 1.11. Posibles reacciones de proteínas con radicales libres e 
hidroperóxidos

a) LO- + PH------------- ► P- + LOH

b) LOOH + PH---------- ► LO- + P- + H2O

c) P- + O2------------- ► POz

d) PO2-+LH------------- ► L- + POOH

•) P-+P-------------- ► p-p

f) P-+P------------- ► P-P- P-P---------------- ► P-P-P-

descomponerse, dando productos con estructura carbonita. Por otra parte, los 

radicales libres proteicos pueden recombinarse entre sí o con otras moléculas de 

proteínas con la consecuente formación de dímeros u oligómeros mayores (Figura

1.11.-  reacción e y f) así como también pueden copolimerizar con radicales libres 

lipidíeos. Otras consecuencias de la reacción de radicales libres con proteínas son 

la escisión proteica y la modificación química de las cadenas laterales con un 

cambio en la carga eléctrica de la proteína (Chta y Tappel, 1969a; Karel, 1973; 

Pokomy y col., 1993); un cambio químico en las cadenas laterales puede hacer a 

la proteína menos estable y más susceptible a la desnaturalización que la 

estructura nativa.

2. Reacciones de condensación con productos secundarios de la oxidación 

lipídica. Los aldehidos, dialdehídos y epóxidos derivados de la descomposición de 

hidroperóxidos pueden reaccionar con grupos amino para formar un aducto 

denominado base de Schiff (Figura 1.12 - reacción a). Las bases de Schiff pueden 

reaccionar nuevamente, produciendo por condensación aldólica dímeros y 

complejos de alto peso molecular (Figura 1.12 - reacción 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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Figura 1.12. Reacciones de condensación entre compuestos secundarios 
de la oxidación lipídica y grupos amino (Aubourg, 1999a)

moléculas (browning) (Aubourg, 1999a). Dichos compuestos presentan, además, 

espectros de fluorescencia característicos.

Las bases de Schiff pueden ser formadas también por reacción de un 

hidroperóxido lipídico y una amina primaria.

Los primeros estudios acerca de la formación de compuestos de 

interacción fluorescentes fueron realizados en tejidos vivos, donde se estudió la 

lipofucsina o "pigmentos de la edad". Chio y Tappel (1969b) propusieron la 

interacción de dos moléculas de aminoácidos con una molécula de 

malonaldehído (MDA) para formar una base de Schiff conjugada responsable de 

la fluorescencia de pigmentos encontrados en tejidos humanos y animales 

(lipofucsina), y que son considerados indicativos de procesos degenerativos de las 

células como envejecimiento, stress ambiental y deficiencia de vitamina E 

(Tappel, 1980). Nair y col. (1981, 1986) informaron acerca de la dificultad de 

obtener el fluorósforo en cuestión partiendo de MDA puro y compuestos amino. 

Posteriormente, se encontró evidencia acerca de la importancia de otros 

compuestos carbonílicos en la formación de las bases de Schiff responsables de la 

fluorescencia, sugiriendo la participación de 4-hidroxinonenal y otros aldehidos 

reactivos similares (Tsuchida y col, 1985).

La determinación de compuestos fluorescentes ha sido empleada para 

evaluar la oxidación lipídica en alimentos. Para ello, se utilizaron diferentes clases 

de muestras: extractos orgánicos, extractos acuosos, ambos a la vez y muestras
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sólidas. Los extractos orgánicos han sido empleados para estudiar el daño en 

tejidos vivientes, donde estañan involucrados los fosfolípidos de membrana 

formando un complejo insoluble en agua. También se han utilizado este tipo de 

extractos para el seguimiento de la oxidación en leche (Bouzas y col., 1985) y en 

aceites de fritura (Miyagawa y col., 1991). Cuando en la formación de los 

compuestos de interacción se encuentran involucrados grupos amino proteicos, 

las sustancias fluorescentes quedan unidas a la fracción proteica y no pueden ser 

extraídas con solventes orgánicos, sino con solventes acuosos. Por lo tanto, la 

naturaleza polar o no polar de los compuestos fluorescentes dependerá de cuál 

es el compuesto donor de grupos amino (Aubourg, 1999a).

Kamarei y Karel (1984) desarrollaron un método para medir compuestos 

fluorescentes en carne liofilizada, a partir de extractos orgánicos (cloroformo: 

metanol, 2:1). Estos autores encontraron tres picos de excitación con máximos a 

308, 318 y 350 nm respectivamente, cuyas intensidades variaron en función de la 

extensión de la oxidación. Así, a medida que la oxidación progresó, la intensidad 

registrada a 318 nm disminuyó y a 350 nm aumentó. Este corrimiento en los 

máximos fue utilizado como un "estándar interno" para evaluar el grado de 

oxidación. En cuanto a los espectros de emisión, el máximo se desplazó de 476 a 

460 nm a medida que se incrementó la oxidación. La relación entre la intensidad 

de emisión y la intensidad de excitación a 318 nm fue utilizada como otro índice 

de oxidación.

Por otra parte, se han determinado productos fluorescentes en las fases 

orgánica y acuosa obtenidas mediante el método de Folch en carne de pollo. En 

este caso, se utilizó una longitud de onda de excitación de 360 nm y una longitud 

de onda de emisión de 440 nm (Pikul y col., 1984).

En la literatura, se encuentran diversos trabajos relacionados con la 

determinación de compuestos fluorescentes en pescado. Davis (1982) determinó 

la fluorescencia de muestras sólidas y líquidas (exudado de músculo y extractos 

acuosos), observando dos emisiones diferentes a lo largo del almacenamiento 

congelado del músculo de pescado. Estas emisiones de fluorescencia se 

encontrarían relacionadas con compuestos carbonílicos procedentes de la 

oxidación lipídica y, por otra parte, formaldehído producido por la degradación 
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del óxido de trimetilamina en aquellos tejidos que contienen las enzimas capaces 

de producirlo (Davis y Reece, 1982). La determinación de compuestos de 

interacción fluorescentes ha sido utilizada para evaluar el deterioro oxidativo en 

pescado grasos secos (Smith y col., 1990), mientras que técnicas de 

espectrofluorometría en muestras sólidas se emplearon en carne de pescado 

liofilizada (Hasegawa y col., 1992).

Las fases orgánica y acuosa provenientes de una extracción mediante el 

método de Bligh y Dyer (1959), han sido ampliamente utilizadas en la 

determinación de compuestos fluorescentes para evaluar la calidad del 

pescado. Los compuestos fluorescentes formados en los primeros estadios de 

interacción dan lugar a otros compuestos que se visualizan a mayores longitudes 

de onda (Aubourg, 1999a). Este corrimiento fue medido en ambas fases como la 

relación (8F) entre dos máximos de excitación/emisión. El corrimiento batocrómico 

está de acuerdo con la teoría general de una formación progresiva de bases de 

Schiff y otros compuestos de interacción, incrementándose los pesos moleculares 

y el número de enlaces insaturados. Diversos estudios se han focalizado en 

correlacionar dicho corrimiento con otros índices de calidad durante diversos 

procesamientos de pescado, tales como refrigeración de pescados grasos 

(Aubourg y col., 1997) y magros (Aubourg y col., 1998); congelación y 

almacenamiento congelado (Aubourg y col., 1998); cocción (Aubourg y col., 

1995) y en conservas (Aubourg y Medina, 1997).

La interacción entre lípidos oxidados y proteínas afecta la calidad 

nutricional y sensorial de los alimentos. Así, ha sido posible observar una 

disminución en el valor biológico de las proteínas dada por la reacción con 

grupos e-amino de la lisina, oxidación del grupo -SH de la metionina y cambios en 

otros aminoácidos; cambios en la digestibilidad, disminuyendo la velocidad de 

lipólisis por lipasas y de proteólisis por proteasas digestivas. Por otra parte, entre las 

modificaciones sensoriales pueden mencionarse: cambios en el flavor por unión 

de sustancias provenientes de la oxidación relacionadas con esta característica - 

por ejemplo aldehidos- con proteínas; cambios en el color fundamentalmente 

debidos al "browning** y cambios en la textura debidos al entrecruzamiento de las 

cadenas polipeptídicas (Pokomy y col., 1993; Aubourg, 1999a).
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1.11.4. Antioxidantes naturales

La oxidación de los lípidos es un problema que afecta no sólo 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 lipídicas para producir peróxidos y especies 

reactivas al oxígeno, las cuales se vinculan con una variedad de enfermedades y 

daño a distintos tejidos (ateroesclerosis, sistema cardiovascular y corazón, riñones, 

hígado, pulmones y otros) y con la aceleración del proceso de envejecimiento 

(Shahidi,1997). Los productos secundarios también son altamente reactivos. El 

malonaldehído y el 4-hidroxinonenal pueden reaccionar con proteínas y con el 

DNA. La reacción con DNA ha sido vinculada con procesos de mutagénesis, 

citotoxicidad y carcinogenesis (Pearson y col., 1983: Shahidi, 1997), mientras que 

la reacción con proteínas es responsable de la formación de los pigmentos de la 

edad o lipofucsina como se mencionó anteriormente. Dichos compuestos se 

forman por peroxidación de los lípidos de las membranas subcelulares y se 

acumulan en diversos tejidos animales tales como cerebro y corazón (Tappel, 

1980).

Dadas las consecuencias negativas de la oxidación lipídica, la 

incorporación de antioxidantes sintéticos es utilizada en el procesamiento de 

diversos alimentos. Entre ellos, los más 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 función de estas 

observaciones, y del interés de los consumidores por reducir el consumo de 

aditivos químicos, 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 
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compuestos antioxidantes naturales más importantes con sus fuentes principales 

de obtención (Shahidi, 1997).

Tabla 1.3. Compuestos antioxidantes naturales y sus fuentes
Compuestos antíoxidantes Fuentes

Vitamina E (tocoferoles y tocotrienoles) Semillas de oleaginosas, aceite de palma, 
huevos, granos, lácteos, etc

Vitamina C Frutas y vegetales (berries, citrus, papas, ajíes 
verdes, etc)

Carotenoides Zanahorias, tomates, citrus, aceite de palma, 
etc.

Flavonoides e isoflavonas Frutas y vegetales {berries, ajíes, citrus, 
cruciferas, tomates, cebollas, etc), semillas de 
oleaginosas tal como la soja

Ácidos fenólicos y derivados Semillas de oleaginosas y ciertos aceites, 
cereales, granos

Catequinas Té verde, berries, ciertas semillas de 
oleaginosas, etc

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

Desde la época prehistórica, 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 preservativos, la 

presencia, en estos productos, de constituyentes con actividades antioxidantes y 

antimicrobianas en estos productos (Nakatani, 1997).

Rosmarínus Offícinalis (romero)

Diversas investigaciones han demostrado que el romero (Rosmarínus 

officinalis L.) y la salvia (Salvia officinalis L.) son dos de las especias más potentes 

como antioxidantes (Lindberg Madsen y Bertelsen, 1995). Ambas especies 

contienen compuestos comunes, tales como el camosol (una lactona diterpénica
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fenólica) y el ácido camósico. A partir de romero, se han aislado además otros 

compuestos tales como el rosmanol, epirosmanol, isorosmanol, ácido rosmannico, 

rosmaridifenol y rosmariquinona, ácido ursólico y ácido betulínico.

En la Figura 1.13. se muestran los constituyentes del romero que poseen 

actividad antioxidante. Los diterpenos fenólicos, camosol y ácido camósico, dan 

cuenta de una alta proporción (cercana al 90 %) de dicha actividad en los 

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

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

Los antioxidantes pueden actuar a distintos niveles de la secuencia de 

reacciones de oxidación: 1) disminuyendo la concentración de oxígeno, 2) 

interceptando al oxígeno 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) interrumpiendo la cadena 
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de iniciación o propagación transfiriendo átomos de hidrógeno a los radicales 

lipidíeos (L-) y peroxilos (LOO-) (Shahidi, 1997; Frankel, 1998).

Los compuestos fenólicos son efectivos antioxidantes donadores de átomos 

de hidrógeno, produciéndose radicales del antioxidante no reactivos. Dichos 

radicales son estabilizados por deslocalización electrónica de sus estructuras 

fenoxilo, estando la actividad del antioxidante directamente relacionada con la 

estabilización por resonancia de dichas estructuras (Frankel, 1998). Tanto el 

camosol como el ácido camósico son buenos secuestradores de radicales 

peroxilos. La metilación 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 hidrógeno 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 líquidos, pastas o polvos, algunos de ellos son solubles en 

aceites, otros son dispersables en agua. Estos extractos pueden obtenerse 

utilizando distintos solventes tales como metanol, etanol, acetona, hexano y 

dióxido de carbono (extracción supercrítica) (Lindberg Madsen y Bertelsen, 1995). 

Se han desarrollado además, 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 conversión de ácido 

carnósico a camosol.

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 evaluación. Tanto los extractos de romero como el 

ácido camósico y el camosol aislados han demostrado inhibir efectivamente la 

formación de peróxidos en aceite de maíz, soja, maní y pescado. Sin embargo, 

dichos compuestos fueron inactivos o promovieron la oxidación 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 carácter hidrofílico (Frankel, 1998).

Se han realizado diversos estudios sobre la capacidad antioxidante del 

extracto de romero en diferentes sistemas cárneos sometidos a distintas 

condiciones de almacenamiento (Lindberg Madsen y Bertelsen, 1995). En la Tabla

1.4. se presentan algunos ejemplos. Sin embargo, no se encuentran en la literatura 

suficientes trabajos acerca de la acción de este antioxidante en músculo de 

pescado.

Tabla 1.4. Aplicación de romero como antioxidante en diferentes productos 
cárneos

Producto 
antioxidante Tipo de alimento

Condiciones de
almacenamiento

Reducción en el

N° de TBA (%)

Oleoresina Carne vacuna cruda molida -20 °C, 6 meses 39

Carne vacuna cocida molida 4 °C, 6 días 14

Carne de pollo molida 4 °C, 6 días 11

Carne de pollo molida -20 °C, 6 meses 1

Salchichas -18 °C, 20 días 46

Hamburguesas cocidas 4 °C, 2 días 31

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

Hamburguesas cocidas 4 °C, 2 días 56

Carne cocida 4 °C, 5 días 35
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II. OBJETIVOS

Dada la relevancia del proceso de oxidación lipídica en sustratos ricos en 

ácidos grasos poliinsaturados tal como los lípidos de pescado, es importante 

estudiar dicho proceso y sus consecuencias sobre la fracción lipídica, así como 

sobre otros componentes del músculo. El salmón 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 

desarrollarla temática citada en esta especie.

Objetivo general

Evaluar el desarrollo del proceso de oxidación lipídica y su influencia sobre 
otros constituyentes musculares de salmón de mar tales como las proteínas 
musculares

Se proponen como objetivos específicos:

• Analizar la interacción de uno de los principales productos de oxidación 

lipídica -malonaldehído- con las proteínas miofibrilares aisladas de músculo de 

salmón de mar en un sistema modelo, en condiciones que propicien dicha 

interacción.

• Analizar los cambios en la calidad del músculo de salmón de mar durante el 

almacenamiento refrigerado, particularmente aquéllos relacionados con la 

oxidación lipídica y sus consecuencias sobre otros constituyentes tales como 

las proteínas.

• Analizar los cambios en la calidad del músculo de salmón de mar durante el 

almacenamiento en estado congelado, particularmente aquéllos
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relacionados con la oxidación lipídica y sus consecuencias sobre otros 

constituyentes tales como las proteínas.

• Evaluar el efecto del agregado de extracto de romero como antioxldante de 

origen natural al músculo almacenado en estado congelado y refrigerado.

• Correlacionar las modificaciones registradas en el sistema real {músculo) 

refrigerado y congelado con los resultados obtenidos en los sistemas modelo.
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Sistemas modelo - Introducción y Objetivos

1.1. INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS

Como se comentó en la Introducción General de este trabajo, las proteínas 

pueden ser alteradas por productos de la oxidación lipídica a través de dos tipos 

de interacciones: reacciones con productos intermedios inestables tales como 

radicales libres e hidroperóxidos y reacciones con productos secundarios.

Se han realizado numerosos estudios en sistemas modelo para obtener 

información acerca de estas interacciones, en algunos casos a través de la 

exposición de diversas proteínas a sistemas generadores de radicales libres y en 

otros, incubándolas en presencia de productos secundarios, principalmente 

malonaldehído obtenido químicamente, o de ácidos grasos en condiciones que 

favorecieran su oxidación. Este tipo de sistemas es muy útil 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 más rápida ya 

que pueden utilizarse condiciones que facilitan la realización de ensayos 

acelerados.

Las proteínas miofibrilares son componentes muy importantes del músculo, 

susceptibles de sufrir reacciones oxidativas. Decker y col. (1993) analizaron el 

daño oxidativo producido en miofibrillas de músculo blanco de pavo expuestas a 

la acción de sales de hierro, cobre y ascorbato. Así, dichas proteínas mostraron 

alteración de su conformación, incremento del contenido de grupos carbonilos, 

pérdida de solubilidad, reducción de la capacidad para formar geles y de la 

capacidad de retener agua, y formación de polímeros proteicos constituidos 

principalmente por actina y miosina. Srinivasan y Huitín (1995) utilizaron un sistema 

basado en la enzima xantina oxidasa para generar radicales libres hidroxilos en 

músculo de bacalao; los resultados obtenidos fueron una disminución de la 

solubilidad de las miofibrillas oxidadas luego de un ciclo de 

congelación/descongelación y de una disminución del pH, además de la 

aparición de una banda de alto peso molecular por SDS-PAGE. Estos mismos 

autores (1997) utilizaron un sistema generador de radicales libres no enzimático 

(hierro férrico, peróxido de hidrógeno y ácido ascórbico) en músculo de bacalao; 

obteniendo una disminución de la solubilidad proteica, pérdida de grupos 
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sulfhidrilos y formación de puentes disulfuro con producción de fracciones de alto 

peso molecular. De la misma manera , L¡ y King (1996) observaron disminución de 

la actividad ATPasa y cambios conformacionales, mientras que Liu y Xiong (2000) 

determinaron cambios en la desnaturalización de las proteínas modificadas.

Los primeros trabajos que analizaron la interacción entre malonaldehído 

(MDA) y otros componentes presentes en los alimentos datan de los años 1960. 

Poco tiempo antes se había reconocido al MDA como un producto de la 

autooxidación de los ácidos grasos poliinsaturados (Sinnhuber y col., 1958).

En solución acuosa, el MDA presenta un equilibrio tautomérico ceto-enol 

dependiente del pH; a pH por encima de 6,5 se encuentra totalmente en su 

forma de anión 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 (proteínas musculares de pollo y pescado solubles en agua, aldolasa y 

miosina de pescado) pudieron aislar productos resultantes de la unión del MDA 

con las proteínas. Posteriormente, Buttkus (1967) estudió específicamente la 

interacción entre MDA y miosina de trucha, demostrando que el MDA podía 

reaccionar con los grupos e-amino de la lisina, siendo la velocidad de reacción 

dependiente de la temperatura. Dicha reacción ocurrió también a temperaturas 

de congelación (-20°C) a una velocidad similar a la presentada a temperatura 

ambiente. El autor atribuye este hecho a un efecto de aumento de 

concentración de los reactivos por la congelación del solvente y a un efecto 

catalizador que involucra la estructura del hielo.

Chio y Tappel (1969b) propusieron un mecanismo para esta reacción que 

resulta en la formación de N,N'-disustituido l-amino-3-iminopropeno, ocurriendo 

posteriormente un entrecruzamiento.

Por otra parte, fue demostrado que el MDA podía reaccionar con otros 

residuos de aminoácidos además de la lisina, tales como la histidina, arginina, 

tirosina y metionina (Buttkus, 1967; Braddock y Dugan, 1973). Estas reacciones 

llevan a la formación de compuestos del tipo bases de Schiff solubles y son 

responsables tanto de la formación de compuestos fluorescentes como de 

entrecruzamiento de las proteínas.
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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 

proteína disminuyendo su actividad Ca+2-ATPasa y causando su desnaturalización 

con pérdida de la estructura secundaria (menor contenido de a-hélice y 

estructuras p y mayor contenido de estructura al azar), formación de 

entrecruzamientos y polimerización (Li y King, 1999).

En función de los antecedentes comentados, se propone analizar la 

interacción del malonaldehído con las proteínas miofibrilares aisladas de músculo 

de salmón de mar en un sistema modelo, evaluando aspectos estructurales, 

funcionales y nufricionales relacionados con dicha interacción.
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1.2. MATERIALES Y METODOS

1.2.1. Material utilizado

Este estudio fue realizado con filetes de salmón 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. Preparación de los Sistemas Modelo

1.2.2.1. Aislamiento de proteínas miofibrilares de salmón de mar

Se aislaron proteínas miofibrilares de músculo de salmón de mar, según el 

procedimiento de Goll y Robson (1967) modificado por Wagner y Añon (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 

acuerdo al esquema presentado en la Figura M.1.1.

Cada muestra fue homogeneizada con 10,0 mi de una solución buffer 

compuesta por sacarosa 0,25 M, EDTA lmM, Tris (hidroximetil aminometano)-HCI 

0,05 M, pH 7,0 (solución A) en un homogeneizador OMNI MIXER Sorvall. El extracto 

obtenido fue agitado lentamente con un agitador magnético durante 30 min 

Posteriormente, se centrifugó a 2500 g durante 10 min a 4 °C en una centrífuga 

Sorvall. Se descartó el sobrenadante conteniendo las proteínas sarcoplásmicas. El 

precipitado fue resuspendido con 10,0 mi de solución A, agitándose suavemente 

y se centrifugó a 2500g por 10 min a 4 °C. El sobrenadante fue separado del 

sedimento, el cual se trató con una solución buffer conteniendo EDTA 1 mM, Tris- 

HCI 0,05 M, pH 7,0 (solución B). La suspensión resultante se filtró a través de una 

gasa doble a efectos de separar el tejido conectivo y posteriormente se 

centrifugó 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 (solución 1), se 

centrifugaron y purificaron mediante dos pasos sucesivos de resuspensión y 
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posterior centrifugación en solución de EDTA lmM, pH 7,0 (solución 2) y agua 

bidestilada (solución 3), respectivamente. Finalmente, se solubilizaron con distintos 

volúmenes de buffer KCI 0,6 M, Tris-HCI 0,03 M, pH 7,00 (solución 4) de acuerdo a 

la concentración de proteínas miofibrilares deseada. Cabe señalar, que durante 

todo el procedimiento se trabajó en baño de hielo a fin de evitar alteraciones de 

las proteínas por efecto térmico.

La concentración de las proteínas miofibrilares en solución 4 fue 

determinada mediante el método de Biuret modificado (Robson y col., 1968).

Figura M.1.1. Aislamiento de proteínas miofibrilares de músculo de salmón de mar

1.2.2.2. Obtención de malonaldehído (MDA)

Se prepararon soluciones de MDA por hidrólisis ácida de 1,1,3,3, 

tetraetoxipropano (TEP) (Ke y col., 1984). Se agregó HCI 0,1 M al volumen de TEP 
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calculado según la concentración de MDA a obtener y se prosiguió con un 

calentamiento en baño de agua hirviente durante 5 min. La solución resultante 

fue llevada a pH 7,0 y hasta el correspondiente volumen final.

En el caso de los estudios de Calorimetría Diferencial de Barrido (DSC), 

Solubilidad, Electroforesis y Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM) se 

preparó una solución madre de MDA 100 mM, a partir de la cual soluciones 20 y 

30 mM fueron obtenidas por dilución con solución 4.

En el caso de los ensayos de Lisina disponible y Gelación térmica, se utilizó 

una solución de MDA 300 mM dada la mayor concentración proteica requerida 

en estos estudios, llevando al volumen final con solución 4.

1.2.2.3. Incubación de las proteínas miofibrilares con MDA

Con el objetivo de poner de manifiesto la interacción de las proteínas 

miofibrilares con el MDA, se prepararon los siguientes sistemas:

1. Sistemas PM + MDA: solución de proteínas miofibrilares con la adición de 

solución de MDA. De acuerdo con lo mencionado en el item anterior, las 

concentraciones de proteínas 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 sólo por proteínas miofibrilares. Estos 

sistemas fueron analizados en todos los casos, a fin de evaluar un posible efecto 

de la temperatura y el tiempo de incubación sobre las proteínas miofibrilares.

Los sistemas fueron incubados a 27 ± 1 °C durante 8 h con una baja 

velocidad de agitación. En la mayoría de los casos, se tomaron muestras a 0, 4 y 8 

h de incubación, las cuales fueron colocadas en hielo a fin de evitar que continúe 

la reacción entre las proteínas y el MDA e inmediatamente procesadas, de 

acuerdo a cada determinación posterior.
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La temperatura de incubación (27 °C) se eligió de manera tal que 

permitiera aumentar la velocidad de reacción realizando un ensayo acelerado, a 

la vez que no tuviera efecto sobre la conformación de las proteínas miofibrilares.

Los estudios realizados sobre los sistemas modelo se expondrán en dos 

secciones: 1) se describirán los ensayos tendientes a analizar las posibles 

modificaciones en la estructura de las proteínas miofibrilares y 2) se estudiarán los 

aspectos funcionales de las mismas, en particular se analizará el proceso de 

gelación térmica y las características de los geles formados. Todos los estudios 

fueron llevados a cabo por duplicado en cada sistema y como mínimo en dos 

sistemas incubados independienteménte.

1.2.3. Calorimetría Diferencial de Barrido (DSC)

Los estudios de calorimetría diferencial de barrido 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, así como obtener las entalpias asociadas a estos procesos.

A tal efecto, se utilizó esta técnica para analizar las temperaturas y 

entalpias de desnaturalización (proceso endotérmico) de las proteínas 

miofibrilares de salmón de mar, así como los posibles cambios en estos parámetros 

debidos a la interacción con MDA.

Las mediciones se realizaron en un calorímetro 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 energía entregada a una muestra y a la referencia sometidas 

simultáneamente a un programa controlado de temperatura, 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 

receptáculos donde se colocan las cápsulas con la muestra y la referencia, 

siendo además uno de los elementos de la unión termoeléctrica que permite 

medir la temperatura. Consta además, 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 cápsula.

El calorímetro fue calibrado con sustancias de alta pureza, utilizándose 

indio, ácido laúrico y ácido esteárico para la escala de temperaturas (ASTM E967- 

83). La determinación de entalpias de transición también requiere una calibración 

con sustancias de alta pureza (indio) (ASTM E968-83).

Muestras: Los sistemas se prepararon mezclando 20,0 mi de solución de 

proteínas miofibrilares (5,0 mg/ml) con 20,0 mi de solución de MDA 20 ó 30 mM 

(relación masa proteína : masa MDA 3,5:1 y 2,3:1, respectivamente). En los 

sistemas control se agregó 20,0 mi de solución 4.

Procedimiento: Luego de la incubación, se agregó a las muestras agua 

destilada a fin de insolubilizar las proteínas miofibrilares y se centrifugó a 5000 g 

durante 10 min a 4 °C, descartando el sobrenadante.

Para realizar las determinaciones, se colocaron 20 - 22 mg de los 

sedimentos -previamente secados sobre un papel absorbente- en cápsulas de 

aluminio, cerrándolas herméticamente. Se realizaron comdas en un rango de 

temperatura de 15 a 100 °C, a una velocidad de calentamiento p = 10 °C/min. 

Como referencia se utilizó una cápsula conteniendo agua destilada, lo cual 

permitió una mejor compensación y estabilización de la línea de base, dado que 

las muestras contenían un alto porcentaje de agua (superior al 80 %). Luego, las 

cápsulas 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 

desnaturalización de miosina y actina dadas por las correspondientes 

temperaturas de pico, para cada muestra (PM, PM + MDA(3,5:1) y PM + 

MDA(2.3:1), t = 0, 4, y 8 h). Además, se estimaron las entalpias de 
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desnaturalización (AHmiosina, AHac«na y AHtotai) a través del área bajo la curva 

obtenida. En cada caso, se analizaron las muestras por triplicado.

El porcentaje de proteína nativa presente en una muestra se calculó como 

la relación entre el AHm¡0 de la muestra y el AHm¡0 del sistema control a t = 0, siendo 

el % de proteína desnaturalizada igual a (100 - porcentaje de proteína 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 poliacrilamida con dodecil 

sulfato de sodio (SDS-PAGE).

Muestras: Las muestras fueron preparadas de manera similar a la señalada 

para los estudios de DSC. Luego de la respectiva incubación, se tomaron 0,5 mi 

de muestra obteniéndose el sedimento por centrifugación a 5000 g, tal como fue 

detallado en la sección anterior. Los sedimentos fueron resuspendidos con buffer 

conteniendo KCI 0,6 M (pH 7,0).

Procedimiento: Se realizaron comdas electroforéticas en geles de 

poliacrilamida en condiciones disociantes (SDS-PAGE), según el sistema descripto 

por Laemmli (1970).

Reactivos utilizados:

Solución de acrilamida-bisacrilamida: acrilamida 30% p/v, bisacrilamida

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 comda (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 utilizó un equipo de miniplacas Mini Protean II (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 utilizado (1 mm) consistió en un gradiente entre 3 y 15 % 

p/v de acrilamida obtenido mediante un mezclador de gradiente BIO-RAD y una 

bomba peristáltica (Masterflex, Cole-Parmer). Se utilizó un gel apilador al 3 % p/v 

de acrilamida.

Muestras: A las distintas muestras se les agregó buffer muestra con o sin ME 

en relación 1:1, siendo sometidas a un tratamiento térmico en baño a 100 °C 

durante 1 min.

En este caso se sembró el mismo volumen de cada una de las muestras. 

Además, se sembraron proteínas patrón de alta masa molecular (Prosieve) los 

cuales se detallan en la Tabla M.l.l. y patrones de miosina de conejo (Sigma).

Tabla M.l.l. Patrones de alta masa molecular
Proteína patrón Masa Molecular

(kDa)
Masa subunidades

(kDa)
Tiroglobulina 669 330

Ferritina 440 18,5 (220)
Catalasa 232 60

Lactosa deshidrogenase 140 36
Seroalbúmina bovina 67 67

Coloración de los geles: Los geles fueron coloreados con Coomasie Brilliant 

Blue R-250 0.2 % en solución metanol - ácido acético - agua destilada (5:5:2) y 

posteriormente decolorados con solución metanol - ácido acético - agua 

destilada (2.5:1:6.5). En algunos casos, cuando la cantidad de proteína sembrada 

fue significativamente inferior, fue necesario realizar una tinción con plata a fin de 

aumentar la sensibilidad en la detección de las bandas proteicas.
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1.2.4.2. Electroforesls Bldimenslonal

La electroforesis bidimensional permite someter a las proteínas a dos 

condiciones diferentes y sucesivas de separación, aplicadas en la primera y 

segunda dimensión respectivamente. En este caso, la misma fue realizada según 

la técnica de Petruccelli y Añón (1995) en las muestras obtenidas de acuerdo a lo 

detallado previamente para la SDS-PAGE en gradiente.

Primera dimensión (sin ME): Se utilizó un gel separador (0,75 mm) en 

gradiente (3-15 %) sin gel apilador. Las muestras se prepararon tal como fue 

explicado en el ítem anterior (sin ME) sembrándose por duplicado. Luego de la 

comda, se cortaron las calles, siendo almacenada una parte de ellas en glicerol 

al 10 % v/v a -20 °C, mientras que el resto fue coloreado con Coomasie Brilliant 

Blue.

Segunda dimensión (con ME): Se realizó en geles separadores (1,5 mm) en 

gradiente (3-15%) sin gel apilador. Previo a la corrida, las calles de la primera 

dimensión que habían sido almacenadas en glicerol fueron tratadas con buffer 

Tris-HCI 62,5 mM (pH 6,8), SDS 1% p/v, sacarosa 20 % p/v, 0- mercaptoetanol (ME) 

0,2 M, durante 30 min a 55 °C, con dos cambios de solución. Se colocó la calle 

sobre el gel de la segunda dimensión y se adicionó buffer Tris-HCI 62,5 mM, (pH 

6,8), SDS 1 % p/v y azul de bromofenol 0,01 % p/v, realizando la corrida a comente 

constante (40 mA por placa).

Coloración de ios geles*. Los geles correspondientes a la segunda 

dimensión fueron revelados mediante tinción con plata.

1.2.4.3. Análisis de los geles

Los geles fueron analizados mediante un analizador de imágenes 

Molecular Analyst Software (Bio-Rad), obteniendo los correspondientes 

densitogramas y estimando las masas moleculares de las distintas especies 

proteicas.
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1.2.5. Solubilidad proteica

1.2.5.1. Solubilidad en KCI 0,6 M

En una primera etapa, se analizó la solubilidad de las proteínas miofibrilares 

de salmón de mar en solución 4.

Muestras: en este caso la concentración proteica y de MDA se duplicaron 

con respecto a los estudios de DSC, manteniendo las mismas relaciones proteína : 

MDA.

Procedimiento: Las muestras previamente incubadas fueron centrifugadas 

a 5000 g durante 15 min. a 4 °C. Se determinó la concentración de proteínas en el 

sobrenadante por el método de Biuret. La solubilidad proteica en cada sistema se 

calculó como:

(Ec. 1.1.)

Los resultados se expresaron como la solubilidad (S) con respecto a la 

solubilidad del sistema control a t = 0 (So):

(Ec. 1.2.)

1.2.5.2. Solubilidad en distintos medios

Con el fin de obtener mayor información acerca de la naturaleza química 

de la interacción entre las proteínas miofibrilares de salmón de mar y el MDA, se 

realizaron ensayos de solubilidad en diferentes medios, los cuales se detallan a 

continuación:
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• buffer NaCI 0,6M, Tris-HCI 0,03M, pH 7,0 (buffer 1)

• buffer NaCI 0,6M, Tris-HCI 0,03M, SDS 5%, urea 8M, pH 7,0 (buffer 2)

• buffer NaCI 0,6M, Tris-HCI 0,03M, SDS 5%, urea 8M, p-mercaptoetanol 

(ME) 5%, pH 7,0 (buffer 3)

Muestras: se analizaron sistemas preparados de manera similar a la 

detallada para los estudios de DSC, con soluciones de MDA 30 mM (relación 

proteínas : MDA 2,3:1).

Procedimiento: 1,00 mi de muestra de cada uno de los sistemas incubados 

a 27 °C fue tratado con 3,00 mi de cada una de las soluciones, agitando durante 

20 min a temperatura ambiente. Se centrifugó a 17.000 g durante 15 min a 15 °C, 

determinando posteriormente la concentración de proteínas en el sobrenadante.

Dada la interferencia del SDS, urea y ME en los distintos métodos de 

determinación de proteínas, la concentración proteica en los sobrenadantes se 

determinó mediante el método de Lowry modificado por Bensadoun y Weinstein 

(1976), al cual se le realizaron pequeñas modificaciones.

Se tomaron 0,30 mi de muestra y se llevaron a 3,00 mi con agua destilada. 

Se mezcló vigorosamente con un Vórtex y se dejó en reposo durante 15 min. Se 

agregó 1,00 mi de ácido tricloroacético (TCA) 24% p/v, se mezcló y centrifugó a 

3300 g durante 30 min a temperatura ambiente. Se removió el sobrenadante y se 

realizó la determinación del contenido proteico sobre los sedimentos por el 

método de Lowry. Se calculó la solubilidad S y S/So de acuerdo con las 

ecuaciones 1.1 y 1.2., determinando la concentración original de proteínas sobre 

una alícuota tomada antes de la centrifugación 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.
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Muestras: se mezcló una alícuota de sobrenadante con igual volumen de 

buffer muestra con o sin ME, sembrando 30 gg de proteína en cada calle.

La metodología utilizada para la realización de las comdas electroforéticas 

fue detallada en la sección 1.2.4.1.

1.2.6. Determinación de Usina disponible

Se analizó 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 

reacción del Fluor-2,4-Dinitrobenceno (FDNB) con aminoácidos para dar 

compuestos coloreados. A fin de poder medir la absorbancia correspondiente a 

las interferencias y así poder eliminarlas, se preparó un segundo tubo de reacción 

donde se agregó metilcloroformiato (MCC) que forma un derivado a-MC-e-DNF- 

lisina el cual es soluble en éter (ver Procedimiento). De esta manera, el único 

aminoácido 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 parcialmente 

soluble en éter.

Muestras: Los sistemas fueron preparados de manera de tener una 

concentración final de proteínas de 20 mg/ml con una relación proteína : MDA 

de 5:1.

Procedimiento: Luego de la incubación, se agregaron 8,00 mi de NaHCOs 8 

% p/v y se agitó durante 2 min en un homogeneizador Virtis. Posteriormente, se 

trasvasó a un balón de vidrio recubierto con papel aluminio con 2,00 mi de 

NaHCO3. Se practicaron dos nuevos lavados con 2,00 y 1,00 mi de etanol 96° 

respectivamente. Se agregaron 9,30 mi de dinitrofluorobenceno (DNFB) en etanol 

(2,40 mi de DNFB en 72,0 mi de etanol). Se agitó durante 2 h a temperatura 

ambiente, evaporando luego el etanol en estufa a 37 °C (aproximadamente 2 h) 

Se agregaron 200 mi de HCI 8N lentamente y se homogeneizó. Se calentó el 

balón a reflujo durante 16 h. Se filtró el hidrolizado obtenido en caliente en matraz 

recubierto con papel aluminio llevando a un volumen final de 250 mi.
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Se prepararon los siguientes tubos:

• Tubo A: Sobre 2,00 mi del hidrolizado se realizaron 3 extracciones con 

5,00 mi cada una de éter libre de peróxidos. Se extrajo la fase etérea y 

se eliminaron los restos de éter en baño a 70 °C. Se llevó a 10,00 mi con 

HCI 1 N.

• Tubo B: Sobre 2,00 mi del hidrolizado se realizó una extracción con 5 mi 

de éter libre de peróxidos. Se extrajo la fase etérea y se eliminaron los 

restos de éter en baño a 70 °C. Se agregó una gota de fenolftaleína y 

posteriormente NaOH 12% p/v hasta aparición de color rosado. Se 

adicionaron 2,00 mi de buffer carbonato (pH 8,5) y a continuación 5 

gotas de metilcloroformiato (MCC). Se tapó y se agitó vigorosamente, 

dejando luego en reposo durante 8 min. Se agregaron 0,75 mi de HCI 

concentrado y se agitó. Se practicaron 4 extracciones de 5,00 mi con 

éter libre de peróxidos, extrayendo luego la fase etérea y evaporando a 

70°C. Se llevó a 10,00 mi con agua destilada.

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

agua destilada. La diferencia A - B corresponde a la absorbancia atribuida a la 

DNF-lisina.

Para obtener la curva de calibración se utilizó clorhidrato de e-DNF-lisina 

disuelto en HCI 8N.

Los resultados se expresaron según la siguiente fórmula:

(Ec. 1.3,)

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

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

Abs = absorbancia de la muestra = A - B

m = masa de proteína en la muestra (obtenida teniendo en 

cuenta la masa, densidad y concentración de la suspensión 

de proteínas)
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1.2.7. Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM)

A fin de investigar las posibles modificaciones estructurales sufridas por las 

proteínas miofibrilares por efecto del MDA, se realizó la observación de las mismas 

en un microscopio electrónico de transmisión.

Muestras: Se prepararon sistemas similares a los utilizados en los ensayos de 

DSC (relación proteína : MDA 2,3:1) (sección 1.2.3.).

Procedimiento: Luego de la incubación, las muestras fueron diluidas 1/200 

con solución 4 y tratadas según el procedimiento de Lozano y Morales (1983). Se 

colocó una grilla (200 mesh) con un film de formvar en una gota de muestra por el 

lapso de 3 min. Posteriormente, se colocó la grilla en una gota de solución de 

acetato de uranilo saturada durante 1 min. Se secó y fue observada en un 

microscopio JEOL 100 CX II operado a 80 kV.

1.2.8. Formación de estructuras tipo gel por efecto del MDA sin tratamiento 

térmico

Mientras se realizaban ensayos utilizando altas concentraciones de 

proteínas se observó la formación de estructuras tipo "geles" en presencia de 

MDA durante la incubación a 27 °C. En consecuencia, se realizó una experiencia 

a fin de determinar la incidencia de la concentración de MDA sobre la 

producción de este fenómeno.

Muestras: Se prepararon sistemas conteniendo 20 mg/ml de proteínas y las 

siguientes relaciones proteína:MDA:

• 5:1 (conc. final MDA = 60 mM)

• 50:1 (conc. final MDA = 6 mM)

• 100:1 (conc. final MDA = 3 mM)

• 500:1 (conc. final MDA = 0,6 mM)

• control (sin MDA)
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Procedimiento: Se incubaron los sistemas a 27 °C, siendo observados 

macroscópicamente a distintos tiempos de incubación (2, 4, 6, 8, 25 y 31 h). 

Cuando se observó la formación de una "masa sólida", se tomaron muestras para 

ser luego observadas en un microscopio electrónico de barrido (SEM), mediante 

la técnica que será explicada en la sección 1.2.10.3

1.2.9. Análisis de parámelros Teológicos durante el proceso de gelación 

térmica

Muestras: Se prepararon sistemas conteniendo una concentración final de 

20 mg/ml con una relación proteína : MDA 5:1. Además se realizaron ensayos 

sobre sistemas con la misma concentración proteica y una relación proteína : 

MDA 50:1.

Procedimiento: Se siguió la evolución del proceso de gelación térmica a 

través de la determinación de parámetros de viscoelasticidad dinámica. A tal fin 

se utilizó un reómetro Paar Physica MCR 300 controlado mediante un software 

US200 V2.21 y acoplado a un baño peltier Viscotherm VT 2 (Paar Physica). El 

sistema sensor fue de geometría plato-plato PP30/S de 29,95 mm de diámetro y 

distancia entre los platos de 1 mm.

Las muestras fueron sometidas al siguiente programa de temperatura:

1) calentamiento entre 25 y 80 °C a5°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 4 y 20 °C a 10°C

La frecuencia co utilizada fue de 1 Hz y la deformación y de 0.01%. Se evitó 

la deshidratación de la muestra mediante el agregado de silicona. Se registraron 

los parámetros G', G" y tg (y).

Los geles formados mediante el programa de temperatura antes descripto 

fueron sometidos posteriormente a un barrido 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 co 

entre 0,01 y 10 Hz. Los parámetros de interés en este caso fueron Gz, Gzz y q*.

1.2.10. Propiedades de los geles obtenidos por tratamiento térmico

Muestras: Se prepararon sistemas similares a los utilizados en los ensayos 

reológicos (5:1) y se colocaron en tubos de vidrio (2,2 cm de diámetro interno x 6 

cm de alto). Los extremos de los tubos fueron cerrados mediante tapones de 

goma con una abertura en la cual se colocó una varilla de vidrio (Puppo y Añón, 

1998; Lupano, 2000), incubando los sistemas a 27°C.

Obtención de los geles: Luego de la incubación, los tubos fueron 

colocados en un baño termostático 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 contenían y posteriormente fueron cerrados. Luego, se 

enfriaron rápidamente en un baño de agua a temperatura ambiente y se 

colocaron en cámara de 4°C, donde permanecieron entre 15 y 24 h.

1.2.10.1. Análisis de textura

A fin de analizar posibles diferencias en los geles dadas por la interacción 

con MDA, se estudiaron diferentes aspectos para caracterizarlos, entre ellos las 

variaciones en los parámetros relacionados con la textura de los geles.

Muestras: Los geles fueron separados del líquido 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-TX2Í (Stable Micro Systems, U.K.) controlado por un software Texture 

Expert para Windows versión 1.2. Se utilizó una sonda cilindrica con una superficie 

de contacto plana de 7,5 cm de diámetro.
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Se practicaron dos tipos de ensayos:

• Análisis de Perfil de Textura (TPA): Estos ensayos consisten en la 

aplicación sucesiva de dos ciclos de compresión. La compresión 

aplicada fue del 20 % a una velocidad de compresión de 1 mm/seg, 

con un intervalo de 5 seg entre los ciclos. A partir de los perfiles 

obtenidos se calcularon los parámetros de Firmeza (F), Elasticidad 

Instantánea (Eins), Elasticidad Retardada (Ere») y Cohesividad (C) (Fiszman 

y col., 1998).

• Ensayos de Relajación: Estos ensayos fueron realizados bajo las mismas 

condiciones que los de TPA, en este caso la muestra se sometió a 

compresión manteniendo la misma durante 15 min. De esta manera, se 

registró la fuerza (F) ejercida por la muestra en función del tiempo.

1.2.10.2. Capacidad de retención de agua (WHC)

Muestras: Los geles fueron separados de su líquido exudado y llevados a 

temperatura ambiente.

Procedimiento: Se pesaron entre 0,6 y 1,4 g de muestra (en balanza con 

precisión 0,0001 g) en un cilindro conteniendo una membrana de nylon con poros 

de 5,0 gm (Micronsep), previamente tarada.

Se centrifugó a 120 g durante 10 min a 20 °C. Se pesó inmediatamente 

después de la centrifugación y se calculó la pérdida de agua como la diferencia 

de peso antes y después de la centrifugación. Posteriormente, estas muestras 

fueron colocadas en estufa a 105°C hasta peso constante. La capacidad de 

retención de agua del gel (WHC) se calculó según la ecuación 1.4.:

(Ec. 1.4.)
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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. Microscopía Electrónica de Barrido (SEM)

Se tomaron muestras de los geles de aproximadamente 2 mm de lado, las 

cuales fueron fijadas con glutaraldehído 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 crítico de dióxido de carbono 

(Polaron). Posteriormente, las muestras fueron recubiertas con una capa de oro 

mediante un equipo Peleo 91000. Las observaciones fueron realizadas usando un 

microscopio de barrido JEOL 35 CF a 5-6 kV (Lozano y Morales, 1983).

1.2.10.4. Solubilidad 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 formación 

de sus matrices, en ausencia y en presencia de MDA. Las soluciones utilizadas 

fueron similares a las descriptas en la sección 3.1.5.2.

Muestras: Los geles fueron separados del líquido 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 precisión 

0,00001 g). Se agregaron 1,25 mi del buffer correspondiente y se homogeneizó en 

Ultraturrax (7800 rpm, 30 seg). Se transfirió la suspensión a un tubo eppendorf y se 

llevó a un volumen final de 1,50 mi. Se centrifugó en una microcentrífuga a 17000 

g durante 15 min a 15°C. Se determinó la concentración de proteínas en el 

sobrenadante de manera similar a la descripta en el ítem 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 obtenida, se estimó la proporción de proteína en cada gel.

1.2.10.5. Electroforesls de los líquidos exudados

Muestras provenientes de los líquidos 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 sección 1.2.4.1.

1.2.11. Análisis estadístico

En todos los casos, se analizó el efecto del tiempo de incubación y de la 

concentración de MDA mediante un análisis de varianza (ANOVA). La 

comparación de los valores medios se realizó mediante el test de menor 

diferencia significativa (LSD) de Fisher, considerándose que dos medias eran 

significativamente diferentes cuando la probabilidad determinada era menor que 

0,05 (p < 0,05). Estos análisis estadísticos se realizaron utilizando el programa SYSTAT 

(Wilkinson, 1990).
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1.3. RESULTADOS Y DISCUSION

A. ASPECTOS ESTRUCTURALES

1.3.1. Desnaturalización térmica de las proteínas miofibrilares de salmón de 

mar

La desnaturalización térmica de proteínas es un proceso muy complejo 

que implica el pasaje de un estado nativo a uno desnaturalizado, caracterizado 

por una temperatura de desnaturalización correspondiente al punto medio del 

proceso (Damodaran, 1996). Dicho proceso involucra la desestabilización de las 

interacciones no covalentes que intervienen en la estructura proteica, tales como 

puentes de hidrógeno, uniones electrostáticas y de Van der Waals, cuya ruptura 

es endotérmica por lo cual son estabilizadas a bajas temperaturas y 

desestabilizadas a altas temperaturas (control entálpico); e interacciones 

hidrofóbicas (ruptura exotérmica, estabilizadas a altas temperaturas). La 

estabilidad de las interacciones hidrofóbicas tiene un máximo y luego decae 

debido a la ruptura de la estructura del agua a altas temperaturas (control 

entrópico). Por otra parte, también contribuye a la estabilidad de la 

conformación proteica un término de entropía conformacional. El aumento de 

energía cinética dado por el aumento de temperatura induce un 

desplegamiento de la cadena polipeptídica. La temperatura de 

desnaturalización de una proteína corresponde a aquélla donde la suma del 

componente entálpico y el entrópico es decir la diferencia de energía libre es 

cero (AG = 0).

La calorimetría diferencial de barrido (DSC) es una técnica que ofrece una 

valiosa información acerca de la conformación proteica. En primer lugar, se 

puede obtener la temperatura de desnaturalización, la cual es una medida de la 

estabilidad térmica de la proteína. La temperatura de desnaturalización puede 

representarse mediante la temperatura de pico o Tmáx, Este valor de temperatura 

se encuentra normalmente unos grados por encima de la temperatura a la cual 

comienza la transición (temperatura de onset To). Los valores de Tmáx medidos en 
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diferentes muestras a la misma velocidad de calentamiento son comparables 

entre sí (Wright y col., 1977).

En el presente estudio se analizaron por DSC los sedimentos obtenidos por 

centrifugación de los sistemas descriptos previo agregado de agua, precipitando 

las proteínas miofibrilares en forma de miofibrillas a pH 7,0.

a. Estabilidad térmica de las proteínas aisladas de músculo de salmón de mar. En

Figura 1.1. Termograma DSC de proteínas 
miofibrilares de salmón de mar 
(sedimentos)

la Figura 1.1. se presenta un termograma característico obtenido para las 

miofibrillas control donde pueden 

observarse tres transiciones 

endotérmicas. Wright y col. (1977) 

mostraron que el temograma de 

actomiosina de conejo presentaba 

tres picos (51,5; 61 y 73 °C)

atribuyendo los dos primeros picos a la 

desnaturalización de la miosina y el 

tercero a la desnaturalización de la 

actina. Las miofibrillas de salmón de 

mar presentaron las siguientes 

temperaturas de pico: TI = 42,4 ± 1,3 

°C, T2 = 52,7 ± 0,9 °C y T3 = 68,4 ± 0,4 °C. Puede observarse que estas 

temperaturas son menores a las correspondientes a las proteínas de conejo. 

Connell (1961) estudió la miosina presente en diferentes especies de peces de 

aguas frías, comparándolas con las de otras especies como bovino, conejo, pollo 

y rana. Este autor demostró que en el músculo de pescado esta proteína tenía 

menor estabilidad térmica que en el caso de mamíferos, mientras que en la rana 

exhibía una estabilidad intermedia entre la de los mamíferos y la de pescados de 

agua fría. Connell concluyó que la miosina de las diferentes especies se 

encuentra adaptada a las distintas temperaturas corporales. Otros autores 

estudiaron proteínas miofibrilares de especies de pescados que habitan en aguas 

con diferentes temperaturas, encontrando diferencias en las estabilidades 

térmicas de acuerdo a las características de su habitat. Así, músculos de 
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péscados de aguas tropicales presentan temperaturas de desnaturalización 

correspondientes al primer pico alrededor de 10 °C por encima de la temperatura 

correspondiente para especies de aguas frías (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 músculo de pargo emperador (tropical) y de bacalao (aguas 

frías), mostrando que bajo condiciones agregantes (baja fuerza iónica y pH 6) la 

miosina de pargo tuvo mayor estabilidad térmica que la de bacalao. Sin 

embargo, cuando dichas proteínas fueron disueltas en un medio con alta fuerza 

iónica y/o pH 8, presentaron estabilidades térmicas similares. Estos autores 

sugirieron que la diferencia en la estabilidad térmica de la miosina en el músculo 

intacto y bajo condiciones de agregación estarían dadas, en parte, por 

diferencias en el modo de asociación entre estas moléculas. La miosina de peces 

tropicales experimentaría una importante estabilización por la asociación. En la 

Tabla 1.1. se presentan algunos ejemplos de temperaturas de desnaturalización 

de proteínas miofibrilares aisladas de pescados con diferente habitat.

Tabla 1.1. Temperaturas de desnaturalización de proteínas miofibrilares de 
diferentes pescados

Especies TI
(°C)

T2
(°C)

T3
(°C)

Comentarios Fuente

Especies marinas de aguas frías
Corvina blanca 38 51 65 Actomiosina, Wu y col., 1985

(Micropogonias ndulatus) pH 6,6-6,9
Bacalao 43 55 65 Miofibrillas, pH 7,0, Howell y col., 1991

(Gadus morhua) 1 = 0,05
45 55 74 Miofibrillas Hastings y col, 1985

Especies de agua dulce fría

Trucha arcoiris Miofibrillas, pH 7,0, Howell y col., 1991
(Salmo gairdnerí) 30 44,6 66,7 1 = 0,05

Especies marinas tropicales
Pargo emperador 40 49 - Miosina, pH 7,0 Davies y col., 1994

(Lutjanus sebae)
Sea bream 51,7 58 71 Miofibrillas, pH 7,0, Howell y col., 1991

(Gymnocranius rivalatus) 1 = 0,05
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Las temperaturas de desnaturalización encontradas para las proteínas 

miofibrilares de salmón de mar son comparables a las de otras especies marinas 

de aguas frías tal como el bacalao (temperatura del hábitat 2-8 °C).

b. Efecto de la incubación a 27°C: Los sistemas control incubados durante 4 y 8 h 

mostraron termogramas similares a los obtenidos a t = 0 (resultados no mostrados). 

De acuerdo a estos resultados, podemos decir que la incubación a 27 °C no 

afectó la conformación de las proteínas miofibrilares de salmón de mar en buffer 

con KCI 0,6 M, pH 7,0.

c. Efecto de/ tratamiento con MDA: Los termogramas correspondientes a las 

proteínas miofibrilares tratadas con MDA mostraron cambios importantes en su 

perfil, para las dos relaciones proteína : MDA estudiadas. En la Figura 1.2. pueden 

observarse los perfiles de los sistemas con relación 3,5:1 para t = 0, 4 y 8 h de 

incubación a 27°C y en la Figura 1.3. los correspondientes a la relación 2,3:1.

Figura 1.2. Termogramas DSC de los 
sistemas PM + MDA (3,5:1). (a) PM - t = 0: 
(b) PM + MDA - t = 0; (c) PM + MDA - t = 
4 h; (d) PM +MDA-t = 8h

Figura 1.3. Termogramas DSC de los 
sistemas PM + MDA (2,3:1). (a) PM - t = 0; 
(b) PM + MDA - t = 0; (c) PM + MDA -1 = 
4 h: (d) PM + MDA -1 = 8 h
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En términos generales, podemos observar un cambio en la forma de los 

termogramas, principalmente en los picos correspondientes a miosina, para todos 

los tiempos de interacción, aunque la modificación se hizo más evidente en 

función del tiempo de incubación. Puede observarse la aparición de un pico más 

ancho para la miosina formado a su vez por varios "picos menores". A t = 0, no se 

observaron variaciones en las Tmáx para las distintas relaciones PM : MDA con 

respecto al sistema control. Luego de 4 h de incubación, los sistemas no mostraron 

diferencias significativas en Tmáx (p < 0,05) con respecto a los sistemas control. Sin 

embargo, a pesar de presentar Tmáx similares, los perfiles térmicos fueron 

diferentes, principalmente para el sistema PM + MDA (2,3:1). A t = 8 h de 

incubación, el sistema PM + MDA (3,5:1) mostró termogramas con importantes 

cambios, donde puede identificarse una primera transición a menores 

temperaturas (38,9 ± 1,6 °C). La Tmáxcorrespondiente a la segunda transición de la 

miosina no pudo determinarse dada la presencia de "pequeños picos” a distintas 

temperaturas. El sistema PM + MDA (2,3:1) presentó modificaciones similares en su 

perfil térmico. La temperatura de desnaturalización de la actina no presentó 

cambios relevantes en ninguno de los casos.

El corrimiento de la primera transición a menores temperaturas indica que 

la reacción con MDA indujo en la miosina de salmón de mar una disminución en 

su estabilidad térmica. Asimismo, la aparición de varios "pequeños picos" sugiere 

la presencia de distintas especies proteicas en las muestras con distintas 

estabilidades frente a la temperatura. Una posible explicación para este hecho 

podría ser la existencia de moléculas de miosina que pueden encontrarse en 

distintos estados de alteración y por lo tanto ser más o menos resistentes a la 

desestabilización por la temperatura. Por otra parte, la agudeza de un pico está 

relacionada con la cooperatividad del proceso de desnaturalización es decir, 

cuanto menor es el rango de temperatura en el que ocurre el proceso, más 

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 desnaturalización de esta proteína.

Otra información que puede obtenerse a partir de un termograma es el 

cambio entálpico (AH) involucrado en el proceso. En el caso de la 
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desnaturalización proteica, este parámetro es el resultado de la sumatoria de 

fenómenos endotérmicos y exotérmicos. El carácter endotérmico generalmente 

observado para este proceso es debido a un amplio predominio de la 

contribución dada por la ruptura de puentes de hidrógeno. Aunque también 

existe una contribución debida a la agregación térmica (exotérmica), ésta no es 

relevante, por lo cual se utiliza el parámetro AHd como indicador del grado de 

desnaturalización previo de la proteína (Arntfiel y col., 1990).

En este estudio se analizaron los valores de las cambios entálpicos de la 

miosina, la actina y del total (AHmio, AHact y AHt ). Los sistemas control no 

presentaron cambios significativos en estos parámetros en función del tiempo de 

incubación a 27 °C, indicando que las proteínas no sufrieron cambios 

conformacionales en los tiempos estudiados.

La Figura 1.4. muestra la variación en el AHmio en función del tiempo de 

incubación con MDA para los sistemas 3,5:1 (a) y 2,3:1 (b). En ambos casos se 

observa una disminución en los valores de AHm¡o en función del tiempo de 

incubación. Para el caso de los sistemas con menor concentración de MDA 

(3,5:1), esta disminución fue significativa a t = 8 h (p < 0,05); en cambio para la 

mayor concentración de MDA (2,3:1) el cambio fue significativo para t = 4 h (p < 

0,05) y no hubo disminución significativa entre t = 4 y 8 h de incubación. Los AHact 

se mantuvieron prácticamente constantes en todos los casos y el AHt varió en 

correlación con la variación del AHmio.

Figura 1.4. Cambio entálpico en la desnaturalización térmica (barras azules) y 
porcentaje de desnaturalización (línea verde) de la miosina en función del tiempo de 
incubación con MDA. (a) sistema PM + MDA (3,5:1), (b) sistema 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 porcentajes de 

desnaturalización para la miosina, los cuales también se muestran en la Figura 1.4. 

Para el sistema PM + MDA (3,5:1) se obtuvo el 23,7 % de proteína desnaturalizada 

a t = 4 h y el 75,5 % a t = 8 h. En el caso del sistema PM + MDA (2,3:1) los 

porcentajes fueron 52,7 y 61,1 % respectivamente, evidenciando que el cambio 

más drástico se produce en las primeras 4 h de interacción para esta relación 

proteína : MDA y que además, es más importante al aumentar la relación MDA : 

proteína.

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 indicó en la sección 1.2.4. (Materiales y Métodos), a fin de investigar 

posibles cambios en las proteínas miofibrilares por el tratamiento con MDA en 

sistemas PM + MDA (2,3:1).

a. Perfil electroforéfíco de las proteínas miofibrilares de salmón de mar. En primer 

término se analizará el perfil correspondiente a una fracción soluble dado que 

permite una mejor visualización de todas las proteínas presentes. En la Figura 1.5. 

se muestran los densitogramas (con y sin ME), con su identificación y las masas 

moleculares estimadas para las proteínas más relevantes.

Podemos observar que la banda correspondiente a la cadena pesada de 

miosina (MHC) (banda 5 - 210 ± 6 kD) es poco intensa en la muestra sin ME (Figura

1.5.a),  sin embargo su intensidad aumenta marcadamente cuando la muestra es 

tratada con ME (Figura 1.5.b). Lo mismo sucede con la banda de actina (banda 

10-36 ± 2 kD). Esto puede atribuirse a que la miosina aislada en una solución 

buffer se encuentra principalmente formando actomiosina a través de uniones 

disulfuro con la actina (Samejima y col., 1980: Matsumoto, 1980: Foegeding y col., 

1996). En el caso de las muestras tratadas con SDS y urea se formaría un complejo
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entre la cadena pesada de miosina y la actina, el cual estaría asociado a las 

bandas de alta masa molecular (Wagner y Anón, 1986b). Al romperse los puentes 

disulfuro con ME, puede observarse un notorio incremento en la intensidad de 

MHC y actina así como una disminución en la banda proteica que no ingresa al 

gel (banda 2). En el perfil sin ME se observa una banda bastante intensa 

correspondiente a 81 ±3 kD (banda 8), la cual no aparece en presencia de ME.

Banda
Masa 

Molecular 
(kD)

Proteína

i y2 >300 ni
4 290 Actomíosina
5 210 Cadena pesada 

de miosina 
(MHC)

6 132 ni
7 93 a-Actinina
8 81 ni
9 53 ni
10 36 Actina
11 30 Tropomiosina
12 26 ni

13, 14 
y 15

13-17 Cadenas livianas 
de miosina 

(MLC)

Figura 1.5. Densitogramas de proteínas miofibrilares de salmón de mar en ausencia (a) 
y en presencia (b) de ME. A la derecha se muestra una tabla conteniendo los masas 
moleculares estimadas y la posible identificación de las principales proteínas, ni = no 
identificada

b. Efecto de la incubación a 27°C: No se observaron cambios significativos en los 

perfiles proteicos de los sistemas control en función del tiempo de incubación a 

27°C, en ausencia y presencia de ME (Figura 1.6.a y l.ó.b., calles 3,4 y 5).

c. Efecto del tratamiento con MDA: Es importante resaltar que los sistemas tratados 

con MDA presentaron una menor resuspensión de los sedimentos en función del 

tiempo de incubación. Dado que se esperaba un cambio en la concentración 
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final presente en dichas muestras, se decidió sembrar similares volúmenes de 

cada una de las muestras en cada calle (15 pJ).

La disminución en la cantidad de proteína en las muestras sin ME se produjo 

a expensas de una disminución en polipéptidos de muy alta masa molecular tales 

como la banda 1 (no ingresa al gel apilador) y la banda 2 (no ingresa al gel 

separador), así como también de la bandas 8, 9 y las MLCs (Figura 1.6.a, calles 6- 

10). En el caso de las muestras con ME, se observó una leve disminución en la 

banda 1 y un incremento de la banda 2. La cantidad de MHC resuspendida a 

partir del sedimento disminuyó notablemente en función del tiempo de 

incubación con MDA (Figura 1.6.b, calles 6-10).

Figura 1.6. Electroforesis de los sedimentos de proteínas miofibrilares de salmón de mar 
en ausencia (a) y en presencia (b) de ME. Calle 1: patrones de alto peso molecular, 
calle 2: patrón de miosina de conejo. Calles 3-5: sistemas control, t = 0, 4 y 8 h 
respectivamente. Calles 6- 10: PM + MDA (2,3:1), t = 0, 3, 4,5 y 8 h respectivamente

1.3.2.2. SDS-PAGE bldlmenslonal

Se realizaron ensayos de electroforesis bidimensional a fin de analizar las 

proteínas que componían las bandas 1 y 2. La primera dimensión (sin ME) se 

como en un gel en gradiente (3-15% de acrilamida) sin gel apilador, por lo que las 

bandas 1 y 2 se transformaron en una sola banda ubicada en el borde superior de 

la primera dimensión. La segunda dimensión se como en presencia de ME.
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Como ya fue mencionado en la sección anterior, las bandas 1 y 2 

presentaron una menor intensidad en función del tiempo de incubación con 

MDA, lo cual puede observarse en los densitograrmas correspondientes a la 

primera dimensión (Figura 1.7.- banda 1+2).

En el densitograma correspondiente a la segunda dimensión del sistema 

control (t = 0) puede observarse que la banda 1 +2 está constituida por proteínas 

de alto peso molecular, las cuales no pudieron ingresar al gel de la segunda 

dimensión (una gran proporción), miosina y actina -probablemente en forma de 

actomiosina- y algunas otras proteínas en baja proporción (Figura 1.7.a). Estos 

resultados sugieren la presencia en el músculo de salmón de mar de proteínas 

miofibrilares agregadas a través de interacciones probablemente de tipo 

covalente, distintas de puentes disulfuro, dado que el SDS, la urea y el ME no 

fueron capaces de romper dichas especies proteicas de alto peso molecular.

Luego de 4 h y 8 h de incubación con MDA, se observó un aumento en la 

proporción relativa de bandas con masa moleculares entre 35 y 100 kD (Figura 

1.7.b y I.7.C.). Estas proteínas podrían haberse agregado en presencia de MDA a 

través de la formación de puentes disulfuro por lo cual se encuentran formando 

parte de la banda 1+2. También puede observarse una disminución en la 

intensidad de la MHC, muy evidente a t = 8 h.

Los estudios de electroforesis realizados sugieren que el MDA estaba 

afectando notablemente la solubilidad de las proteínas miofibrilares, lo cual 

podría ocurrir posiblemente a través de la formación de agregados. La MHC fue 

notoriamente dfectada por estas alteraciones, su intensidad disminuyó aún en 

presencia de SDS, urea y ME, lo cual indicaría su participación en el proceso de 

insolubilización a través de interacciones covalentes, distintas de los puentes 

disulfuro. También pudo observarse que otras proteínas miofibrilares participaron 

en la formación de especies de alta masa molecular a través de puentes 

disulfuro, las cuales pudieron ser redisueltas a partir del sedimento. Estudios previos 

indican que el MDA produce entrecruzamientos y polimerización proteica (Chio y 

Tappel, 1969a y 1969b; Braddock y Dugan, 1973; Li y King, 1999), lo cual se 

correlaciona con los resultados expuestos.
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Figura 1.7. Densitogramas de la primera y segunda dimensión para la banda 1+2. (a) 
control t = 0, (b) PM + MDA (2,3:1) t = 4 h„ (c) PM + MDA (2,3:1), t = 8 h.

1.3.3. Solubilidad proteica

1.3.3.1. Solubilidad en buffer con KCI 0,6 M

La solubilidad de las proteínas es un parámetro de fundamental 

importancia ya que refleja posibles modificaciones estructurales tales como la 

desnaturalización con agregación, así como también es un indicador de la 

funcionalidad potencial de la proteína, ya que muchas veces se considera que la 

solubilización es un paso previo en procesos tales como la gelación y la 

em unificación.
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A fin de estudiar la evolución de este parámetro se analizó en primer 

término, la solubilidad de las proteínas miofibrilares de salmón de mar en solución 

buffer conteniendo KCI 0,6 M a 4°C, determinando posibles cambios debido a la 

interacción proteínas - MDA. La concentración de proteínas solubles en los 

sobrenadantes se determinó mediante el método de Biuret. Cabe señalar que no 

se tenían datos acerca de una posible interferencia del MDA en la 

determinación, por lo cual se realizaron curvas de calibración con seroalbúmina 

bovina en presencia de MDA, no obteniéndose diferencias con respecto a la 

curva obtenida sin MDA.

En las condiciones de este ensayo, las proteínas miofibrilares de salmón de 

mar presentaron valores relativamente bajos de solubilidad (52 ± 2 %), no 

registrándose diferencias significativas para el sistema control en función del 

tiempo de incubación a 27°C (Figura 1.8.a).

Efecto del tratamiento con MDA: El efecto de la interacción con MDA sobre la 

solubilidad proteica puede observarse en la Figura 1.8. Los resultados obtenidos a 

cada tiempo de incubación se expresan como el porcentaje de solubilidad de las 

proteínas tratadas con MDA (S) con respecto al sistema control a t = 0 (So).

En términos generales, puede observarse que el MDA produjo una 

disminución de la solubilidad de las proteínas miofibrilares, lo que se correlaciona 

con las observaciones mostradas en la 

sección 1.3.2.. En el caso del tratamiento 

con MDA en relación 3,5:1 (Figura 1.8.b.), 

no se observaron diferencias significativas 

para t = 0 y 2 h de incubación, 

produciéndose un brusco descenso de la 

solubilidad entre las 2 y 4 h. 

Posteriormente, dicho parámetro 

continuó descendiendo con una 

pendiente mucho menor, alcanzando un 

53 % de la solubilidad del sistema inicial a 

las 8 h de incubación.

Figura 1.8. Solubilidad de las proteínas 
miofibrilares de salmón de mar en 
buffer con KCI 0,6 M, (a) sistema 
conlrol PM, (b) PM + MDA (3,5:1), (c) 
PM + MDA (2,3:1).
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Además, los efectos del MDA se acentuaron con la concentración. 

Cuando la relación proteínas: MDA fue 2,3:1 (Figura I.8.C.), pudo observarse una 

diferencia significativa (p < 0,05) en la solubilidad a t = 0, indicando que el tiempo 

transcurrido entre la preparación del sistema y la determinación de la solubilidad 

fue suficiente para la ocurrencia de algún tipo de interacción. Al igual que en el 

caso anterior, el descenso más importante se produjo entre las 2 y 4 h de 

incubación, pero entre las 4 y 8 h esta variación fue más rápida que en el caso 

del sistema con menor concentración de MDA. La solubilidad a t = 4 h y 8 h fue 59 

y 32 % del sistema original, respectivamente. Las diferencias entre los sistemas con 

distintas concentraciones de MDA fueron significativas (p < 0,05) para todos los 

tiempos de incubación.

Estos cambios en la solubilidad de las proteínas miofibrilares sugieren que la 

reacción con MDA estaría induciendo la formación de agregados insolubles. Al 

igual que en los ensayos de DSC, puede observarse que los cambios más 

importantes ocurrieron en las primeras 4 h de incubación. Relacionando ambos 

estudios, puede plantearse una correlación entre la pérdida de la estructura 

nativa de las proteínas miofibrilares -principalmente de la miosina- y la 

agregación de las mismas, lo cual trae como consecuencia una importante 

pérdida de la solubilidad.

1.3.3.2. SDS-PAGE de las fracciones solubles en buffer con KCI 0,6 M

Las fracciones solubles obtenidas en el punto anterior fueron analizadas 

mediante SDS-PAGE a fin de conocer cuáles eran las especies proteicas que 

permanecían solubles luego del tratamiento con MDA. Así, las muestras fueron 

tratadas con solución buffer muestra conteniendo SDS y urea (condiciones 

disociantes) en ausencia y en presencia de ME, siendo analizadas en geles en 

gradiente (3-15% de acrilamida). En todas las calles se sembraron 30 gg de 

proteína. En la sección 1.3.2. fue decripto el perfil típico de las proteínas 

miofibrilares.
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a. Efecto de la Incubación a 27°C: Las muestras control a t = 4 y 8 h de incubación 

presentaron una disminución de la MHC y un aumento de la banda 2 en ausencia 

de ME (Figura 1.9.a, calles 2 y 3, respectivamente). Sin embargo, en presencia de 

ME la intensidad de dichas bandas no varió en función del tiempo de incubación. 

Esto indicaría una interacción entre moléculas de miosina a través de puentes 

disulfuro durante la incubación a 27 °C, formando especies de mayor masa 

molecular, las cuales permanecen en la fracción soluble. Esta información se 

correlaciona con los datos de solubilidad mostrados anteriormente, ya que no se 

registraron cambios en la solubilidad a t = 0.

b. Efecto del tratamiento con MDA: Los perfiles electroforéticos de las muestras 

tratadas con MDA mostraron alteraciones con respecto a los sistemas control. 

Estas alteraciones fueron cualitativamente semejantes para ambas 

concentraciones de MDA, aunque cuantitativamente más importantes en las 

muestras con mayor concentración (2,3:1).

El cambio más evidente observado fue una disminución en la intensidad de 

la MHC. A t = 0 ya fue posible registrar esta alteración en la muestra sin ME (Figura

1.9. a, calle 4). Sin embargo, cuando la misma fue tratada con ME apareció la 

banda de MHC con una intensidad apenas menor que la de su control (Figura

1.9. b, calle 4). Por otra parte, a t = 4 y 8 h, la disminución de esta banda fue más 

evidente prácticamente desapareciendo del perfil electroforético (Figura 1.9.a, 

calles 5 y 6), ocurriendo aún en presencia de ME (Figura 1.9.b, calles 5 y 6).

También fue posible observar una disminución en la intensidad de otras 

bandas tales como la banda 2, la banda 4 (292 ± 6 kD), la banda 8 (81 ± 3 kD) y la 

banda 9 (53 ± 1 kD), indicando que todos estos polipéptidos podrían estar 

participando en el proceso de agregación comentado previamente.

Otra alteración en las muestras con MDA fue la aparición de una banda 

nueva (banda N) con una masa molecular de alrededor de 71 kD, la cual se 

registra tanto en ausencia como en presencia de ME. Podrían plantearse dos 

hipótesis acerca de este hecho: 1) la agregación de moléculas de menor masa 

molecular, la cual debería darse a través de enlaces de tipo covalente no 

puentes disulfuro, dado que la banda aparece en ambos geles SDS-PAGE (sin y
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con ME); 2) la fragmentación de algún polipéptido de masa mayor, generando 

esta especie de 71 kD.

Figura 1.9. Electroforesis de las fracciones solubles en KCI 0,6 M de proteínas 
miofibrilares de salmón de mar en ausencia (a) y en presencia (b) de ME.
(a) Calle 10: patrones de alto peso molecular. Calles 1 - 3: sistemas control, t = 0, 4 y 8 
h respectivamente. Calles 4 - 6: PM + MDA (3,5:1), t = 0, 4 y 8 h respectivamente. Calles 
7 - 9: PM + MDA (2,3:1), t = 0, 4 y 8 h respectivamente.
(b) Calle 1: patrones de alto peso molecular. Calles 2-4: sistemas control, t = 0, 4 y 8 h 
respectivamente. Calles 5- 7: PM + MDA (3,5:1), t = 0, 4 y 8 h respectivamente. Calles 8 
- 10: PM + MDA (2,3:1), t = 0, 4 y 8 h respectivamente.

1.3.3.3. Solubilidad en diferentes medios

A fin de profundizar el estudio de la solubilidad de las proteínas, se trataron 

las diferentes muestras con buffer KCI 0,6 M (pH 7,0) (buffer 1) conteniendo 

distintos agentes caotrópicos como SDS y urea (buffer 2) o bien SDS, urea y ME 

(buffer 3). Posteriormente, las mismas fueron centrifugadas, determinándose la 

concentración proteica en el sobrenadante tal como se indicó en la sección

1.2.5.2. de Materiales y Métodos.

Cabe señalar que estos ensayos y otros posteriores se realizaron sólo sobre 

los sistemas con relación proteína : MDA 2,3:1, utilizando las condiciones más 

desfavorables a fin de poner de manifiesto las mayores alteraciones posibles en el 

tiempo del ensayo.
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Sistemas control: La solubilidad de los sistemas control no se modificó en función 

del tiempo de incubación a 27°C, para ninguno de los sistemas buffer estudiados 

(Figura 1.10.a).

En presencia de SDS y urea (buffer 2), se registró un incremento significativo 

de la solubilidad (p < 0,05) respecto al buffer 1. De la misma manera, fue posible 

observar un aumento adicional en presencia de ME (buffer 3). Estos datos indican 

que las proteínas miofibrilares aisladas y suspendidas en buffer 1 presentan 

agregados estabilizados por uniones no covalentes como puentes de hidrógeno 

e interacciones hidrofóbicas, las cuales pueden ser desestabilizadas por SDS y 

urea; así como también por puentes disulfuro que se rompen por acción del ME 

(como ya fue analizado en los perfiles electroforéticos).

Efecto del tratamiento con MDA:

• Muestras tratadas con buffer 1: Como ya fue informado en el ítem 

1.3.3.1, la solubilidad del sistema PM + MDA a t = 0 mostró una 

disminución con respecto al sistema control. En función del tiempo de 

incubación, dicha disminución se hizo más importante, presentando 

una solubilidad a t = 8 h de aproximadamente el 40 % de la solubilidad 

inicial (So) (Figura I.IO.b).

• Muestras tratadas con buffer 2: Las muestras no incubadas a 27°C (t = 0) 

mostraron un aumento en la solubilidad proteica debido al efecto del 

SDS y la urea, alcanzando un valor similar al sistema control. Para t = 4 y 

8 h de incubación, las solubilidades presentaron valores similares a los 

obtenidos en ausencia de los agentes caotrópicos (Figura I.IO.b), 

indicando que las proteínas insolubilizadas por efecto del MDA se 

encontraban formando parte de agregados a través de uniones 

covalentes, las cuales no pueden ser desestabilizadas por SDS y urea.

• Muestra tratadas con buffer 3: Al igual que en el caso anterior, a t = 0, la 

solubilidad fue similar a la del sistema control (Figura I.IO.b). En función 

del tiempo de incubación este valor fue disminuyendo, haciéndose 

significativamente menor que el del sistema control (p < 0,05). Sin 

embargo, a diferencia del tratamiento con buffer 2, los valores
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alcanzados fueron algo superiores a los correspondientes al buffer 1, 

sugiriendo la presencia de algún tipo de agregado estabilizado por 

puentes disulfuro. Sin embargo, este tipo de uniones no explican el total 

de las alteraciones proteicas ocasionadas por el MDA, dado que la 

solubilidad en presencia de ME fue muy inferior a la de los sistemas 

control.

Figura 1.10. Solubilidad (S) de las proteínas miofibrilares de salmón de mar en 
diferentes medios en función del tiempo de incubación a 27 °C. En todos los casos los 
resultados se expresaron como la relación entre S y la solubilidad del sistema control a 
t = 0 en buffer 1 (So), (a) sistemas control PM. (b) sistemas PM + MDA (2,3:1)

1.3.3.4. SDS-PAGE de las fracciones solubles en diferentes medios

El estudio de las fracciones solubles mediante SDS-PAGE se realizó en forma 

similar a lo expuesto en el punto 1.3.3.2., aunque en este caso sólo se utilizó buffer 

muestra con ME (no se corrieron muestras con buffer muestra sin ME ya que en 

algunos casos ya habían sido previamente tratadas en estas condiciones).

Sistemas control: El tratamiento previo con agentes caotrópicos (SDS y urea) y ME 

produjo un importante aumento en la intensidad de la banda de MHC, así como 

también en las bandas 6, 8 y actina (Figura 1.11.a., calles 4 y 5) con respecto a la 

muestra en buffer 1 (Figura 1.11.a, calle 3). Estas especies proteicas podrían ser las 

que formarían parte de los agregados en ausencia de dichas sustancias, 

responsables del aumento de solubilidad en solución buffer 2 y 3, tal como se 
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mencionó anteriormente. Los perfiles electroforéticos para t = 4 y 8 h fueron 

similares que para t = 0, para las tres soluciones buffer utilizadas (Figura l.ll.b y

1.1 l.c, calles 3,4 y 5).

Efecto del tratamiento con MDA: Los sistemas PM + MDA a t = 0 tratados con buffer 

1 mostraron una disminución en la MHC, en la banda ó y en la actina, así como un 

incremento en la banda que no ingresa al gel separador (banda 2) (Figura 1.11.a, 

calle 6). Estas observaciones sugieren la formación de alguna especie proteica 

de alta masa molecular que permanece en la fracción soluble. Cuando estas 

muestras fueron tratadas con SDS y urea, se incrementó la intensidad de aquellas 

bandas que habían disminuido, aunque permanecieron con intensidades algo 

menores que las correspondientes a los sistemas control (Figura 1.11.a, calle 7). En 

presencia de ME, el perfil proteico fue similar al de la muestra control (Figura

1.11.a,  calle 8). Por lo tanto, se puede sugerir que a t = 0 en presencia de MDA, se 

produjo la formación de especies proteicas de alta masa molecular a través de 

interacciones de tipo no covalente y de puentes disulfuro.

Figura 1.11. Electroforesis de las fracciones solubles en diferentes medios de las 
proteínas miofibrilares de salmón de mar. (a) t = 0, (b) t = 4 h, (c) t = 8 h
Calle 1: patrones de alto peso molecular. Calle 2: proteínas miofibrilares totales. Calles 
3-5: sistemas control en buffer 1, 2 y 3 respectivamente. Calles 6 - 8: PM + MDA (2,3:1) 
en buffer 1, 2 y 3 respectivamente

Luego de 4 y 8 h de incubación a 27°C, la disminución en algunas bandas 

(MHC, 6, 8, actina y MLCs) fue muy notoria (Figura l.ll.b y 1.1 l.c, calle 6). El 

tratamiento con SDS y urea produjo un aumento de la intensidad de la actina 
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pero prácticamente no tuvo efecto sobre las otras proteínas (Figura 1.1 l.b y

1.1 l.c, calle 7). En presencia de ME se observó un pequeño incremento en la 

MHC (más evidente a t = 4 h que a t = 8 h) (Figura 1.1 l.by 1.1 l.c, calle 8).

Estos resultados en conjunción con las determinaciones de la solubilidad en 

distintos medios, indican que en este sistema modelo, el MDA indujo la formación 

de agregados insolubles a través de algún tipo de entrecruzamiento de 

naturaleza covalente (no puentes disulfuro). En este proceso de agregación 

participó principalmente la MHC y además, otras proteínas tales como las 

especies ó (132 kD) y 3 (81 kD). Por otra lado, la actina y una pequeña fracción de 

la MHC no estarían involucradas en la formación de los agregados insolubles ya 

que aparecen en las muestras tratadas con ME.

1.3.4. Lisina disponible

Es conocido que las sustancias de naturaleza carbonílica como el MDA 

pueden participar en un ataque nucleofílico sobre grupos amino libres, tal como 

puede ser el grupo e-amino de la lisina. Por lo tanto, se realizaron estudios a fin de 

comprobar si este tipo de reacción ocurría en el sistema modelo en estudio y en 

qué medida afectaba a las proteínas miofibrilares de salmón de mar, dadas las 

consecuencias que tiene a nivel nutricional.

Para realizar las determinaciones del contenido de lisina disponible se 

utilizaron sistemas con una relación proteína : MDA 5:1 (ver sección 1.2.6. - 

Materiales y Métodos). En este caso, los sistemas fueron preparados por pesada 

de la suspensión proteica, a efectos de conocer la cantidad exacta de proteína 

en cada sistema -a través de la determinación de la densidad de la suspensión y 

de su concentración por Biuret-, debido a la dificultad de medir volúmenes 

exactos de suspensiones tan viscosas de proteínas miofibrilares como las usadas 

en estos ensayos. Por otra parte, la mayor relación de proteína : MDA empleada 

en este ensayo estuvo dada por la dificultad de obtener sistemas con la 

concentración proteica requerida y con relaciones más bajas.
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Figura 1.12. Contenido de lisina disponible de 
las proteínas miofibrilares de salmón de mar en 
función del tiempo de incubación a 27°C

Los resultados se expresaron como g de lisina/100 g de proteínas, tal como 

se muestra en la Figura 1.12.

Los sistemas control no 

mostraron diferencias significativas 

en el contenido de lisina 

disponible en función del tiempo 

de incubación a 27°C. El valor 

promedio obtenido para estos 

sistemas fue de 7,2 ± 0,6 g lisina / 

100 g de proteínas miofibrilares.

De la misma manera, el 

sistema PM + MDA sin incubación 

previa a 27°C no presentó 

diferencias significativas con 

respecto a su sistema control. Estos 

resultados estarían de acuerdo 

con el hecho de que este sistema no presentó formación de agregados vía 

uniones covalentes (distintas de puentes disulfuro), tal como fue demostrado en 

los ensayos de solubilidad y electroforesis previamente comentados.

En cambio, las muestras incubadas durante 4 y 8 h evidenciaron una 

disminución significativa (p < 0,05) en su contenido de lisina disponible, con una 

reducción de aproximadamente el 16 y el 20 % a t = 4 y 8 h, respectivamente. 

Análogamente a lo expuesto con anterioridad, podemos observar que la 

alteración más importante ocurre dentro de las primeras 4 h en las presentes 

condiciones de ensayo acelerado.

La reducción en la cantidad de grupos e-amino libres de la lisina puede 

explicar -al menos parcialmente- la formación de agregados ¡nsolubles 

previamente descripta. Buttkus (1967) informó que el MDA modificaba entre el 50 

y el 60 % de los grupos e-amino de miosina de trucha a temperatura ambiente, 

reaccionando alrededor del 40 % dentro de las primeras 8 h. La diferencia entre 

este porcentaje y el del presente trabajo podría deberse a que en este caso los 

sistemas de estudio están constituidos por el extracto total de proteínas 
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miofibrilares, mientras que el mencionado autor centró su investigación sobre 

miosina aislada, la cual es, probablemente, la proteína más afectada. Más 

recientemente, L¡ y King (1999) observaron una disminución (22,5 %) en los grupos 

amino libres del subfragmento 1 de miosina de conejo tratada con MDA durante 

4 h a 37°C.

Sin embargo, hay que tener en cuenta que el MDA también podría 

reaccionar con otros residuos aminoacídicos tales como histidina, tirosina, arginina 

y metionina (Buttkus, 1967; Braddock y Dugan, 1973), los cuales podrían también 

estar involucrados en la formación de los agregados.

Es importante notar que este estudio se realizó con sistemas que tenían una 

mayor proporción de proteínas que en los otros casos, por lo que los efectos 

cuantitativos del MDA podrían no correlacionarse exactamente con los 

observados en los otros ensayos. Sin embargo, existe una correlación cualitativa 

entre los resultados de este estudio y el resto de los mismos; como se mencionó 

anteriormente, menores concentraciones de MDA producirían los mismos efectos 

pero en tiempos mayores.

1.3.5. Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM)

Figura 1.13. Microscopía Electrónica de 
Transmisión (TEM) de proteínas miofibrilares 
de salmón de mar (sistemas control)

Los resultados hasta aquí expuestos demostraron que el MDA induce 

importantes alteraciones estructurales en las proteínas miofibrilares de salmón de 

mar, siendo una alteración 

fundamental, la agregación. Por 

ello, se investigó la posibilidad de 

obtener información acerca de la 

microestructura de los distintos 

sistemas ensayados mediante 

microscopía electrónica de 

transmisión.

Los sistemas de proteínas 

miofibrilares control presentaron -a 
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todos los tiempos de incubación- estructuras filamentosas (Figura 1.13.). A partir de 

las micrografías pudieron estimarse las dimensiones de dichos filamentos, siendo 

los mismos de aproximadamente 1 gm de largo y 0,01 gm de ancho. Los 

filamentos observados pueden vincularse con la presencia de actomiosina en las 

muestras, la cual presenta al microscopio electrónico típicas estructuras 

filamentosas en cabeza de flecha (Roura y col., 1992; Sano y col., 1994).

En el caso de los sistemas tratados con MDA, se observaron cambios 

importantes en la estructura de los filamentos, los cuales se acentuaron con el 

tiempo de incubación. A t = 0 ya se observaron alteraciones: los filamentos no 

mostraban la forma lineal típica y eran más anchos que los presentados por los 

sistemas control (Figura 1.14.a). Como fue determinado mediante los estudios de 

solubilidad y electroforesis, a t = 0, el MDA indujo la formación de especies de alto 

peso molecular, lo cual podría estar vinculado con los cambios observadas en la 

estructura de los filamentos.

Luego de 4 h de incubación, se hizo muy evidente la formación de 

agregados. Las Figuras 1.14.b. y 1.14.c muestran dos de los diferentes tipos de 

estructuras encontradas en esta muestra. En el primer caso puede observarse una 

estructura larga filamentosa (aproximadamente 0,02 jim de ancho) unida a otras 

porciones más pequeñas y en el otro caso, un agregado constituido por 

estructuras deformadas y plegadas sobre sí mismas. Es importante hacer notar 

que a t = 4 y 8 h se observaron varias estructuras diferentes en distintos campos, lo 

cual evidenciaría la presencia de proteínas con distintos grados de alteración.

A t = 8 h, fue posible visualizar aún mayores modificaciones. La Figura 

1.14.d. presenta una estructura tipo red constituida por zonas irregulares con 

regiones ensanchadas. Por otra parte, la Figura 1.14.e. muestra una imagen 

obtenida con menor magnificación, donde puede apreciarse la formación de un 

agregado de dimensiones muy importantes.
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Figura 1.14. Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM) de los sistemas PM + MDA 
(2,3:1). (a) t = 0 (b) y (c) t = 4 h (d) y (e) t = 8 h
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B. ASPECTOS FUNCIONALES: GELACIÓN TÉRMICA

La gelación térmica de las proteínas miofibrilares es una propiedad 

funcional muy importante, especialmente en el caso de pescado, dada la gran 

variedad de alimentos obtenidos a partir de surimi. La formación de la red del gel 

contribuye a las características texturales, así como también a la retención de 

agua y de grasa por parte del producto. Dadas las implicancias de este proceso 

en la tecnología de los alimentos de origen marino, se propuso estudiar la 

gelación térmica de las proteínas miofibrilares de salmón de mar y el efecto de la 

interacción con MDA, utilizando los sistemas modelo. En los estudios anteriores 

pudo demostrarse que la miosina es altamente afectada por la reacción con 

MDA, causando su desnaturalización y agregación. Teniendo en cuenta que la 

miosina es la proteína miofibrilar responsable del proceso de gelación, las 

alteraciones causadas por el MDA en su estructura podrían tener consecuencias 

sobre dicho proceso.

El proceso de gelación térmica de las proteínas miofibrilares de salmón de 

mar y las implicancias de su interacción con MDA fueron estudiados bajo 

diferentes aspectos. En primer término, se realizaron experiencias a fin de 

seleccionar la concentración proteica necesaria para la formación de los geles. 

Así, las suspensiones conteniendo distintas concentraciones de proteínas se 

sometieron a calentamiento (80 °C, 45 min). De esta manera pudo determinarse 

que concentraciones proteicas de 10, 12 y 15 mg/ml producían geles pequeños y 

de escasa consistencia, seleccionándose una concentración de 20 mg/ml para 

la realización de los estudios posteriores. La temperatura de gelación (80°C) fue 

seleccionada teniendo en cuenta las temperaturas de desnaturalización térmica 

de la miosina y actina, previamente determinadas mediante DSC (sección 1.3.1. - 

Resultados y Discusión).

Cabe aclarar que gran parte de los estudios que se desarrollarán a 

continuación fueron realizados con sistemas que tenían una relación proteína : 

MDA de 5:1 en virtud de los comentarios detallados en las secciones 1.2.9. y 

1.2.10- Materiales y Métodos.
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1.3.6. Formación de estructuras tipo gel por efecto del MDA sin tratamiento 

térmico.

Durante el desarrollo de las distintas experiencias realizadas con sistemas 

modelo, se observaron cambios macroscópicos en la viscosidad y consistencia de 

las suspensiones proteicas. En los sistemas con altas concentraciones de proteínas 

(20 mg/ml), este hecho se hizo muy evidente, observándose la formación de 

estructuras "tipo gel" en las muestras tratadas con MDA e incubadas a 27°C. Este 

fenómeno también ha sido informado por Buttkus (1967), al afirmar que la miosina 

adquiría una consistencia tipo gel debido a su reacción con MDA.

Teniendo en cuenta estas observaciones, se realizó una experiencia a fin 

de poner en evidencia la formación de esas estructuras y además, analizar si 

concentraciones más bajas de MDA eran capaces de inducirlas. Así, se 

prepararon sistemas modelo con distintas relaciones proteína : MDA : 5:1, 50:1, 

100:1,500:1 y el sistema control sin MDA, incubándose cada uno de ellos a 27 °C.

1.3.6.1. Efecto de la concentración de MDA: observación macroscópica

Los sistemas fueron observados macroscópicamente en función del tiempo 

de incubación. La Tabla 1.2. muestra un resumen de las observaciones realizadas. 

Se visualizaron dos eventos importantes durante la incubación: en primer término 

la formación de una "masa sólida" continua y posteriormente, la separación de 

dos fases: una sólida (estructura tipo gel) y un líquido exudado. Los sistemas 

control no mostraron alteraciones durante el período de incubación.

En la tabla puede observarse que todos los sistemas presentaron la misma 

secuencia de modificaciones. Sin embargo, dichos cambios ocurrieron a distintos 

tiempos de incubación en función de la concentración de MDA presente en el 

sistema. Estos resultados evidencian que, aún en presencia de bajas 

concentraciones de MDA, puede ocurrir una modificación de las proteínas 

miofibrilares aunque se requerirá un mayor tiempo de interacción.
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Tabla 1.2. Formación de estructuras "tipo gel" con distintas relaciones proteína : 
MDA

Tiempo
(h)

Relación proteína : MDA
500:1 100:1 50:1 5:1

2 Sin cambios Sin cambios Sin cambios Masa sólida tipo 
gelatina

4 Sin cambios Sin cambios Masa sólida 
incipiente

Masa sólida 
(consistente) + 

liquido

6 Sin cambios Aumento de
Viscosidad

Masa sólida 
poco 

consistente

8 Aumento de
Viscosidad

Masa sólida 
incipiente

Masa sólida 
(consistente) + 

liquido

25
Masa sólida 

poco 
consistente

Masa sólida 
poco 

consistente

31
Masa sólida 

(consistente) + 
liquido

Masa sólida 
(consistente) + 

liquido

1.3.6.2. Microscopía Electrónica de Barrido (SEM) de las estructuras tipo gel

A fin de conocer la microestructura de las "masas sólidas” formadas, se 

tomaron muestras de los diversos sistemas a distintos tiempos de incubación y se 

analizaron mediante microscopía electrónica de barrido (SEM).

La Figura 1.15 muestra imágenes correspondientes a distintas condiciones 

concentración de MDA - tiempo. En general, podemos decir que se trata de 

redes muy similares a las obtenidas por calentamiento de las proteínas 

miofibrilares de salmón de mar tal como se mostrará en la sección 1.3.8.3. Para 

cada nivel de concentración, es posible observar modificaciones en las 

estructuras en función del tiempo de incubación. Así, las matrices fueron 

compactas, con poca presencia de huecos a tiempos cortos de incubación 

(Figura 1.15 a , c y e). En el caso de los sistemas 50:1 y 500:1, las masas sólidas 

recién formadas (6 y 25 h de incubación respectivamente) presentaron en su 

estructura formaciones de tipo globular (Figura 1.15. c y e). Las matrices obtenidas 
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a mayores tiempos estaban constituidas por filamentos más finos y presentaron 

mayor cantidad y tamaño de huecos, sugiriendo estructuras más ordenadas 

(Figura 1.15. b, dyf).

Figura 1.15. Microscopía Electrónica de Barrido (SEM) de sistemas PM + MDA. (a) 5:1, t = 
4 h, (b) 5:1, t = 8 h. (c) 50:1, t = 6 h (d) 50:1, t = 8 h (e) 500:1, t = 25 h (f) 500:1, t = 31 h
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1.3.7. Seguimiento del proceso de gelación térmica mediante ensayos de 
viscoelasticidad lineal

Se estudió el proceso de gelación térmica de las proteínas miofibrilares de 

salmón de mar mediante la evolución de sus parámetros Teológicos. Para ello, se 

sometió a las muestras a un programa de temperatura en el reómetro, de 

acuerdo con las siguientes etapas: a) calentamiento (25 - 80 °C a 5 °C/min), b) 80 

°C - 45 min, c) enfriamiento (80 - 4 °C a 20 °C/min), d) 4 °C - 30 min. Las 

mediciones fueron realizadas a deformación (y = 0,01%) y frecuencia (<n = 1 Hz) 

constantes. Cabe aclarar que el valor de y utilizado corresponde a una situación 

de no destrucción de la muestra.

Sistemas control: La Figura 1.16.a. muestra la evolución de G', G" y tg (S) para las 

proteínas miofibrilares a t = 0. La medición de dichos parámetros antes de la 

aplicación del tratamiento térmico, mostró valores bajos de G' y G", con valores 

de G' apenas por encima de G" siendo, por lo tanto, la tg (8) algo inferior a 0,5. 

Este comportamiento corresponde al de un sistema tipo gel "débil" (Steffe, 1996). 

Por lo tanto, la suspensión de proteínas miofibrilares en concentración de 20

Figura 1.16. Parámetros reológicos durante el proceso de gelación térmica de las 
proteínas miofibrilares de salmón de mar. (a) ciclo de calentamiento-enfriamiento 
completo; (b) evolución de G'yG" durante el calentamiento entre 25 y 80 °C 
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mg/ml no presenta un comportamiento propio de una solución sino de un sistema 

tipo gel, sugiriendo la existencia de interacciones entre las moléculas proteicas.

La evolución del módulo de almacenamiento G' permite analizar el 

proceso de gelación térmica. Durante la etapa de calentamiento -detallada en 

la Figura 1.16.b.- pudieron observarse pequeños aumentos en el parámetro G' 

entre 30 y 45 °C (temperaturas inferiores a la temperatura de desnaturalización 

térmica de la miosina). Dichos aumentos podrían estar relacionados con el 

fenómeno denominado “suwari" o "gel setting" observado en otras especies 

(Roussel y Cheftel, 1990). Según estos autores, este proceso podría ser producido 

por interacciones proteína-proteína dadas por un desplegamiento parcial de la 

miosina cuando es incubada a temperaturas entre 0 y 40 °C durante diferentes 

tiempos. Sin embargo, no puede descartarse la posibilidad de que esos pequeños 

cambios se deban simplemente a dispersiones en las mediciones, las cuales 

podrían deberse a inhomogeneidades en la muestra. A partir de 47-48 °C - 

temperatura intermedia entre la primera y segunda transición térmica de la 

miosina (ver DSC - sección 1.3.1.)- se observa un marcado incremento de G' 

hasta los 65°C, variando muy poco después de esta temperatura. Al llegar a 80 

°C, el parámetro G' alcanzó valores entre 2,5 - 4 veces superiores a los iniciales. 

Durante la etapa de mantenimiento a 80°C, se produjo un incremento adicional 

de G'. Los mayores valores de G' en función del aumento de temperatura 

pueden atribuirse a un aumento en el número de interacciones hidrofóbicas entre 

las proteínas que están formando la matriz del gel, así como también a la 

formación de puentes disulfuro (Sano y col., 1994).

Al aplicar una etapa de enfriamiento y posterior mantenimiento a 4 °C, se 

observó un nuevo incremento en el parámetro G' (Figura 1.16.a.), sugiriendo una 

estabilización de la red mediante la formación de puentes de hidrógeno.

El módulo G" no presentó variaciones relevantes durante la etapa de 

calentamiento y mantenimiento constante a 80 °C, aunque sufrió un aumento 

importante al disminuir la temperatura desde 80 hasta 4 °C. El aumento en G“ fue 

proporcionalmente mayor al aumento de G' durante el enfriamiento, por lo que 

se observa un aumento en la tg (5), indicando una disminución en la elasticidad 

de los geles (Figura 1.16.a.). Este comportamiento sugiere reestructuraciones de la 
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matriz durante la etapa de enfriamiento, posiblemente relacionadas, como se 

mencionó anteriormente, con la formación de puentes de hidrógeno.

Por otra parte, no se observaron diferencias en el comportamiento de los 

sistemas control a distintos tiempos de incubación a 27 °C (resultados no 

mostrados).

Efecto del tratamiento con MDA: Este estudio fue llevado a cabo en sistemas 

modelo con dos relaciones proteína : MDA diferentes (5:1 y 50:1), por lo que se 

expondrán los resultados obtenidos para cada uno de los mismos.

• Sistemas PM + MDA 5:1: Se encontraron notorias diferencias entre el 

sistema correspondiente a t = 0 y los de t = 4 y 8 h de incubación. Para t 

= 0 (Figura 1.17.a) el valor inicial de G' fue superior al del sistema control, 

observándose luego un aumento progresivo de este módulo desde 25 

hasta 43-44 °C. Este comportamiento sugiere algún tipo de interacción 

entre las proteínas inducida por la presencia del MDA, favorecida por el 

aumento de la temperatura. Al igual que en el sistema control, se 

observó un notorio incremento en G' a partir de los 48 °C, alcanzando a 

los 80°C un valor aproximadamente 8 veces mayor que el inicial 

(superior al control). Al mantenerse el sistema a 80°C durante 45 min se 

produjo un leve incremento del módulo de almacenamiento. Durante 

la etapa de enfriamiento, el valor de G' fue prácticamente constante 

aumentando levemente cuando el sistema se mantuvo a 4°C, 30 min. 

Esto sugiere una pobre estabilización de la matriz del gel a través de la 

formación de puentes de hidrógeno.

Luego de 4 y 8 h de incubación a 27°C, los valores iniciales de G' fueron 

significativamente superiores que los de los respectivos sistemas control, 

en correlación con la formación de estructuras tipo gel por efecto del 

MDA observadas. Durante la aplicación del programa de temperatura 

se observaron muy pequeñas variaciones, probablemente debidas a
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Figura 1.17. Evolución de los parámetros Teológicos durante el tratamiento térmico 
completo aplicado (izquierda) y evolución de G' durante la etapa de calentamiento 
(derecha)) en los sistemas PM + MDA (5:1). (a) t = 0 (b) t = 4 h (c) t - 8 h 
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inhomogeneidades de la muestra (Figuras 1.17.b y 1.17.c). Por lo tanto, 

podemos decir que la matriz formada durante la incubación con MDA 

no experimentaría una estabilización adicional importante por 

interacciones hidrofóbicas, puentes disulfuro y/o puentes de hidrógeno 

durante las distintas etapas del tratamiento térmico aplicado. Los 

valores de G" fueron superiores a los de los sistemas control para t = 4 y 

8 h, manteniéndose aproximadamente constantes a lo largo del 

calentamiento, aumentando durante el enfriamiento hasta 4 °C, 

aunque en menor proporción que en el caso de los sistemas control.

• Sistemas PM + MDA 50:1: En este caso, la forma de los perfiles 

correspondientes a los sistemas con MDA fue similar a la de sus 

respectivos controles para todos los tiempos de incubación. Para t = 

0, G' y G" fueron menores que para los controles tanto los valores 

iniciales como los registrados luego de cada etapa de tratamiento 

térmico aplicada (Figura 1.18.a). Por otra parte, luego de 4 y 8 h de 

incubación a 27 °C, los sistemas presentaron valores iniciales 

superiores de G' y G" con respecto a los sistemas control, 

acentuándose la diferencia con el tiempo de incubación (Figura 

1.18. b y c). Estos valores iniciales mayores podrían correlacionarse 

con la presencia de interacciones entre las proteínas dadas por la 

reacción con MDA.

A lo largo de la aplicación del tratamiento térmico, G' mantuvo 

valores superiores aunque su evolución fue similar a la del sistema 

control. Este comportamiento sugiere distintas posibles explicaciones; 

podría ocurrir que una fracción de las proteínas no se encuentre 

afectada por el MDA, formando y estabilizando la matriz de manera 

normal, mientras que otra fracción modificada por el MDA fuera la 

responsable de los mayores valores de G'en estos geles. De otra 

manera, podría pensarse que el MDA alteró a todo el conjunto de 

proteínas miofibrilares, pero dicha alteración no fue lo 
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suficientemente importante como para afectar el comportamiento

global del sistema.

Figura 1.18. Evolución de los parámetros Teológicos durante el tratamiento térmico 
completo (izquierda) y evolución de G' durante la etapa de calentamiento (derecha) 
de los sistemas PM + MDA (5:1). (a) t = 0 (b) t = 4 h. (c) t = 8 h
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Los menores valores de G' y G" para t = 0 indicarían que en ese caso, la 

presencia de MDA -que aún no reaccionó ampliamente con las proteínas- 

podría estar alterando la correcta formación de la red del gel.

Cabe resaltar nuevamente, el efecto de la concentración del MDA en las 

modificaciones producidas sobre las proteínas miofibrilares.

1.3.8. Caracterización de los geles obtenidos por tratamiento térmico

En otra serie de experiencias se prepararon geles a partir de los sistemas 

previamente incubados a 27°C, por tratamiento térmico a 80°C durante 45 min. 

En este caso, las muestras se colocaron directamente en un baño a la 

temperatura de gelación elegida. Los geles obtenidos se sometieron a distintos 

análisis a fin de estudiar sus estructuras y propiedades, tratando de analizar el 

efecto de la interacción con MDA sobre sus características.

1.3.8.1. Textura de los geles 

Figura 1.19. Perfil de textura de geles de proteínas 
miofibrilares de salmón de mar (sistemas control), 
indicndo el cálculo de los parámetros relacionados

• Análisis de Perfil de Textura (TPA). Se determinaron los parámetros 

relacionados con la textura 

de los geles de proteínas 

miofibrilares de salmón de 

mar mediante un análisis de 

perfil de textura en el modo 

de compresión. En la Figura 

1.19 se observa una curva 

de fuerza vs. tiempo de 

doble ciclo correspondiente 

a geles de proteínas 

miofibrilares de salmón de 

mar (sistema control). En ella 

se muestra cómo fueron obtenidos los diferentes parámetros de textura evaluados
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en este trabajo: Firmeza (F), Elasticidad Instantánea (E¡ns), Elasticidad Retardada 

(Eret) y Cohesividad (C). Como puede observarse, se evaluaron dos parámetros 

relacionados con la elasticidad de los sistemas. La elasticidad instantánea deriva 

del primer ciclo de compresión y corresponde a una recuperación instantánea de 

la muestra relacionada con el componente elástico de la misma (Fiszman y col., 

1998). Por otra parte, la elasticidad retardada -más comúnmente utilizada- 

corresponde al parámetro de elasticidad definido por Bourne (1978), incluyendo 

la recuperación elástica inicial más la recuperación alcanzada por la muestra 

durante el tiempo transcurrido entre los dos ciclos de compresión (componente 

viscoso). En la Tabla 1.3. se resumen los datos obtenidos a partir de dichos estos 

ensayos.

Es importante mencionar que en ninguno de los sistemas se registró 

adhesividad, representada por el área correspondiente a una fuerza negativa al 

final del primer ciclo.

Sistemas control. En primer término, analizaremos el efecto de la 

incubación a 27°C sobre las propiedades de los geles obtenidos a partir de los 

sistemas control. Si bien no se registraron diferencias significativas (p > 0,05) en 

parámetros tales como la firmeza y cohesividad en función del tiempo de 

incubación, un aumento significativo (p < 0,05) en la elasticidad retardada del 

sistema control fue observado luego de 8 h de incubación a 27 °C (con respecto 

al sistema de t = 0).

Efecto del tratamiento con MDA. La firmeza de los sistemas PM + MDA no 

mostró diferencias significativas (p > 0,05) en ninguno de los tiempos de 

incubación. La elasticidad instantánea aumentó en función del tiempo de 

incubación, siendo su valor estadísticamente diferente con respecto a su 

correspondiente sistema control a t = 8 h (p < 0,05). Los resultados obtenidos 

indican la presencia de un mayor componente elástico en los geles dado por la 

interacción de las proteínas con el MDA. La elasticidad retardada mostró un 

aumento significativo (p < 0,05) en función del tratamiento con MDA a t = 0 y 4 h, 

aunque la diferencia con respecto al sistema control no fue significativa a t = 8 h.
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Tabla 1.3. Parámetros obtenidos a partir del Análisis de Perfil de Textura (TPA)
Sistema Tiempo

(h)

F(N) Einsf Eret Eret • Einst C

PM
0 0,20 ± 0,03 0,55 ±0,04 0,86 ±0,02 0,31 ±0,05 0,77 ±0,03

4 0,22 ±0,02 0,64 ±0,03 0,88 ±0,02 0,23 ±0,04 0,78 ± 0,03

8 0,19 ±0,03 0,58 ± 0,03 0,92 ±0,02 0,34 ±0,04 0,79 ±0,03

PM + MDA
0 0,16 ±0,04 0,67 ± 0,05 0,96 ±0,03 0,28 ±0,06 0,84 ±0,03

4 0,22 ± 0,02 0,69 ±0,03 0,96 ±0,02 0,27 ±0,04 0,88 ± 0,03

8 0,21 ±0,03 0,74 ±0,03 0,96 ±0,02 0,22 ±0,04 0,88 ± 0,03

La diferencia entre la elasticidad retardada y la instantánea representa el 

componente viscoso de la recuperación de los sistemas, el cual fue 

significativamente menor para los sistemas PM + MDA -1 = 8 h.

La cohesividad de los sistemas tratados con MDA fue significativamente 

mayor (p < 0,05) a la de los respectivos controles para todos los tiempos de 

incubación. Este incremento podría atribuirse a la presencia de fuerzas internas 

más importantes entre las moléculas por efecto del MDA, en correlación con la 

formación de enlaces de tipo covalente entre las cadenas polipeptídicas, tal 

como ha sido expuesto en secciones anteriores.

• Test de Relajación. Los geles fueron también caracterizados a través de sus 

respectivas curvas de relajación. La Figura 1.20.a muestra un ejemplo de estas 

curvas para el sistema control a t = 0. Dado que la fuerza disminuye a valores 

cercanos a 0 podemos decir que estos geles se comportan como líquidos 

elástico-viscosos.

Para facilitar la comparación entre los distintos sistemas, las curvas fueron 

normalizadas calculando un parámetro de decaimiento Y(t) según la siguiente 

ecuación (Peleg, 1979):

Y(t) = (F(t) - Fo) x 100/Fo (Ec. 1.5.) 
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donde Fo y F(t) son las fuerzas registradas a t = 0 y t min, respectivamente. La 

correspondiente curva normalizada puede observarse en la Figura 1.20.b.

Los geles obtenidos a partir de sistemas control incubados durante 4 y 8 h a 

27°C no presentaron diferencias con respecto a t = 0 en su comportamiento de 

relajación (datos no mostrados).

Figura 1.20. Curvas de relajación de geles de proteínas miofibrilares de salmón de 
mar (sistemas control), (a) curva fuerza vs tiempo, (b) curva normalizada

Efecto del frotamiento con MDA. Los geles formados a partir de proteínas tratadas 

con MDA evidenciaron una respuesta diferente a la de los sistemas control frente 

el test de relajación. En la Figura 1.21 se observan las curvas correspondientes a un 

sistema control y a los sistemas PM + MDA (t = 0,4 y 8 h). En esta figura se muestran 

las representaciones de F(t)/Fo % en función del tiempo a fin de lograr una mejor 

comparación de los sistemas. Los resultados obtenidos permiten observar un 

menor decaimiento (mayor fuerza residual) en función del tiempo de incubación 

con MDA. Paralelamente, los valores de Y(t) para estos sistemas resultaron ser 

mayores que los correspondientes al sistema control.

Obteniendo el valor de Y(t) para t = 15 min y calculando la diferencia (100 

- Yi5%), podemos considerar este valor como un índice de elasticidad (Roussel y 

Cheftel, 1988). De esta manera, puede apreciarse nuevamente un aumento en la 

elasticidad de los geles en presencia de MDA. Este índice presentó un valor de 1 

% para los sistemas control, alrededor de 23 % para los sistemas PM + MDA, t = 0 y 
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4 h y aproximadamente 46 % para PM + MDA, t = 8 h. Por lo tanto, podemos decir 

que debido a la interacción de las proteínas miofibrilares con el MDA, los geles 

evidenciaron un mayor carácter sólido que sus respectivos controles.

Figura 1.21. Curvas de relajación normalizadas, (a) control; (b), (c) y (d) PM + MDA 
(5:1) t = 0, 4 y 8 h, respectivamente

1.3.8.2. Capacidad de retención de agua de los geles (WHC)

La capacidad de retención de agua es una propiedad sumamente 

importante en los productos gelificados.

Sistemas control. Las geles obtenidos a partir de proteínas miofibrilares de salmón 

de mar presentaron un aumento significativo (p < 0,05) de WHC en función del 

tiempo de incubación a 27°C (Figura 1.22.), lo cual podría indicar que la 

incubación mejoraría la formación de la matriz del gel, haciéndola más 

ordenada, comportamiento que podría estar relacionado vinculado con el 

fenómeno de "suwari“ o “gel setting" previamente comentado.
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Figura 1.22. Capacidad de retención de 
agua (WHC) de los geles en función del 
tiempo de incubación a 27°C en ausencia y 
en presencia de MDA (5:1)

Efecto del tratamiento con 

MDA. Los geles obtenidos a partir 

de proteínas tratadas con MDA 

presentaron WHC menores que sus 

correspondientes controles para 

todos los tiempos de incubación 

(Figura 1.22.), aunque las 

diferencias fueron significativas (p 

< 0,05) a t = 0 y 8 h. En los estudios 

estructurales antes descriptos, se 

concluyó que el MDA produjo 

agregación proteica y disminución 

en el contenido de grupos e-amino 

libres, los cuales son capaces de formar puentes de hidrógeno con las moléculas 

de agua. Por lo tanto, esta podría ser una posible causa de la reducción en la 

capacidad de retención de agua observada, ya que hay menor cantidad de 

grupos capaces de ligar moléculas de agua disponibles.

1.3.8.3. Microscopía Electrónica de Barrido (SEM)

La ultraestructura de las matrices de los distintos geles fue analizada 

mediante microscopía electrónica de barrido (SEM). Las Figuras 1.23.a, 1.23.b y

1.23.C.  muestran imágenes de los geles correspondientes a los sistemas control a t 

= 0, 4 y 8 h, respectivamente. En este caso, pueden observarse redes 

tridimensionales típicas, similares a las mostradas por otros autores para geles de 

proteínas miofibrilares (Samejina y col., 1981; Smith, 1987; Lefévre y col., 1998). 

Asimismo, pueden apreciarse algunas pequeñas modificaciones en función del 

tiempo de incubación a 27°C dadas por la presencia de una estructura más fina y 

más porosa. Estos cambios podrían vincularse con el aumento en la capacidad 

de retención de agua que presentaron los geles por efecto de la incubación a 

27°C. Una de las formas de retención de agua por parte de la matriz del un gel es 

a través de fuerzas capilares, quedando retenida en los poros de la estructura 
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(Damodaran, 1996), por lo cual cambios en la estructura de la red pueden 

traducirse en cambios en la retención de agua por medio de este mecanismo.

Efecto del tratamiento con MDA: Los geles formados a partir de proteínas tratadas 

con MDA presentaron cambios relevantes en sus estructuras (Figuras 1.23.d,

1.23.e.  y 1.23.L). Las matrices mostraron la presencia de estructuras similares a 

"grandes filamentos", de aproximadamente 2 pm de ancho. Estos filamentos 

presentaron una serie de "bandas" transversales claras y oscuras. Se encontraban 

unidos entre sí de una forma desorganizada, la cual no se asemeja a la red 

organizada típica de un gel, sugiriendo haber sufrido predominantemente un 

proceso de agregación más que de gelificación por la temperatura. Esto estaría 

de acuerdo con su aspecto más opaco y la menor capacidad de retención de 

agua observada en estos geles.

Figura 1.23. Microscopía Electrónica de Barrido (SEM) de geles de proteínas 
miofibrilares de salmón de mar. (a), (b) y (c) sistemas control, t = 0, 4 y 8 h. 
respectivamente; (d), (e) y (f) sistemas PM + MDA (5:1), t = 0, 4 y 8 h. respectivamente.

Si comparamos las imágenes obtenidas para los geles formados por MDA 

sin tratamiento térmico (sección 1.3.6.2. - Resultados y Discusión) con las 

presentes, vemos que los primeros presentaron estructuras típicas, similares a las 
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obtenidas por gelificación térmica de los sistemas control. Por lo tanto, el 

tratamiento térmico estaría induciendo en las proteínas modificadas por el MDA 

la formación de esos "grandes filamentos" y la agregación de los mismos. Las 

matrices correspondientes a t = 4 y 8 h presentan una mayor desorganización que 

las de t = 0. Cabe señalar que para los sistemas de t = 0, el MDA estaba presente 

durante el proceso de gelación térmica, pudiendo haber ocurrido interacción 

entre las proteínas y dicha sustancia en ese lapso.

1.3.8.4. Electroforesls del líquido exudado de los geles

A fin de obtener información acerca de cuáles eran las proteínas 

miofibrilares intervinientes en la formación de la matriz del gel, se realizaron 

estudios electroforéticos del líquido exudado por los diversos geles, para poder 

inferir -dadas las proteínas no detectadas en dichos líquidos- las especies 

proteicas que estarían formando parte del gel.

Dado que en ninguna de las muestras analizadas se observó la banda 

correspondiente a MHC (Figura 1.24), pudo corroborarse que la miosina es la 

Figura 1.24. SDS-PAGE (con ME) de los líquidos 
exudados por los geles. Calle 1: patrones de 
alto peso molecular. Calles 2-4: sistemas 
control, t = 0, 4 y 8 h respectivamente. Calles 5 - 
7: PM+ MDA (5:1), t = 0, 4 y 8 h respectivamente

proteína fundamental formadora 

de la matriz del gel. 

Análogamente, no se registró la 

aparición de la banda de la 

actina en el líquido exudado de 

los geles, ya que probablemente 

se encuentra involucrada en la 

formación de la actomiosina, la 

cual también tiene capacidad 

para formar la matriz del gel. 

Además, es notoria la menor 

intensidad de la banda que no 

ingresa al gel, con respecto a los 

perfiles electroforéticos de las 

proteínas miofibrilares analizados anteriormente (sección 1.3.2. y 1.3.3.2), 
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sugiriendo que estos agregados solubles -constituidos por miosina, actina y otros 

polipéptidos como fue previamente determinado (sección 1.3.2.)- también se 

encontrarían formando parte de la matriz del gel.

Los sistemas control no mostraron diferencias en función del tiempo de 

incubación a 27°C (Figura 1.24, calles 2,3 y 4).

Efecto del tratamiento con MDA. A t = 0 (Figura 1.24, calle 5) aparecen en el perfil 

electroforético del líquido exudado, polipéptidos similares a los de los respectivos 

controles, aunque con una disminución en la intensidad de la banda 6 (81 kD) A t 

= 4 y 8 h (Figura 1.24, calles 6 y 7) se observa una notoria disminución en las 

bandas 6, 8, 11, 12 y 13 (MLC) lo cual sugiere que una proporción importante de 

estas proteínas han quedado retenidas en la matriz del gel. Dichos polipéptidos 

serían los que, según se confirmó anteriormente, participarían con la miosina en la 

agregación proteica inducida por el MDA, por lo que al estar unidos a la miosina 

en la incubación previa, es esperable su permanencia en la matriz del gel. Por 

otra parte, a t = 0 no hubo una interacción previa con el MDA, por lo que, 

teniendo en cuenta los resultados obtenidos, puede sugerirse un cierto grado de 

interacción durante el proceso de gelación, involucrando al polipéptido de 81 kD 

y ejerciendo notables efectos la estructura y propiedades de los geles, tal como 

fue explicitado anteriormente.

1.3.8.5. Solubilidad de los geles en distintos medios

Los geles fueron tratados con las siguientes soluciones: buffer KCI 0,6 M (pH 

7,0) (buffer 1), buffer conteniendo SDS y urea (buffer 2) y buffer conteniendo SDS, 

urea y ME (buffer 3) con el objeto de profundizar el estudio acerca de la 

naturaleza química de las interacciones que estabilizan los mismos. Dicho estudio 

fue realizado sobre geles obtenidos a partir de sistemas con relaciones proteína : 

MDA 5:1 y 50:1 y de sus respectivos controles.

Sistemas control. La solubilidad de los geles no presentó modificaciones en 

función del tiempo de incubación a 27°C, en ninguno de los sistemas buffer 
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estudiados (Figura 1.25.a). La solubilidad en buffer 1 fue muy baja, cercana al 1 %. 

En presencia de SDS y urea, la solubilidad aumentó marcadamente, alcanzando 

valores alrededor de 15 veces superiores a los del buffer 1, mientras que con el 

agregado de ME, el incremento fue aún mayor (S alrededor de 30 veces mayor a 

So). En función de estos resultados puede inferirse un importante aporte de 

interacciones hidrofóbicas y puentes de hidrógeno estabilizando la estructura de 

los geles -tal como se había mencionado en los estudios de reología- así como 

también de puentes disulfuro.

Efecto del tratamiento con MDA (Figuras 1.25.b y 1.25.C)

• Geles tratados con buffer 1: A t = 0 no se encontraron diferencias significativas 

entre los sistemas. Ambos sistemas con MDA (5:1 y 50:1) presentaron una 

disminución de la solubilidad en buffer 1 con respecto al correspondiente 

sistema control para t = 4 y 8 h, no existiendo diferencia entre ellos.

• Geles tratados con buffer 2: Los sistemas con distinta relación proteína : MDA 

presentaron idénticos valores de solubilidad a todos los tiempos de 

incubación, siendo éstos muy inferiores a los de los correspondientes sistemas 

control. Por lo tanto, casi la totalidad de las proteínas no pudieron ser 

solubilizadas con SDS y urea, lo cual muestra la presencia de uniones de tipo 

covalente en estos geles.

• Geles tratados con buffer 3: El sistema 50:1 presentó valores similares de 

solubilidad a todos los tiempos de incubación, los cuales fueron alrededor de 5 

veces el valor de So, mientras que para el sistema control dicha solubilidad 

fue 30 veces mayor que So. El sistema formulado con la relación 5:1 mostró un 

valores de solubilidad similares a los anteriores, con una leve disminución en 

función del tiempo de incubación. Por lo tanto, sólo una pequeña fracción de 

las proteínas pudieron ser redisueltas a partir de los geles por ruptura de 

puentes disulfuro, indicando una pobre participación de estas uniones -al igual 

que de las interacciones hidrofóbicas y puentes de hidrógeno- entre las 

moléculas que se encuentran formando la matriz proteica.
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Estos estudios demuestran nuevamente, la presencia de uniones de tipo 

covalente -distintas de puentes disulfuro- entre las proteínas miofibrilares de 

salmón de mar debidas a la interacción con MDA.

Figura 1.25. Solubilidad de los geles en diferentes medios, (a) sistemas control (b) 
sistemas PM + MDA (5:1) y (c) sistemas PM + MDA (50:1)
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1.4. CONCLUSIONES

En esta primera parte del trabajo de Tesis se realizó un estudio de la 

interacción entre las proteínas miofibrilares de salmón de mar y el malonaldehído - 

uno de los productos secundarios de la oxidación lipídica-, en un sistema modelo. 

Los sistemas modelo han sido ampliamente utilizados en este tipo de estudios por 

su simplicidad con respecto a un sistema real como podría ser el músculo y por la 

posibilidad de realizar ensayos acelerados, los que permiten obtener resultados en 

tiempos cortos. En este caso, se utilizó un sistema algo más complejo que los 

utilizados en otros trabajos, en los cuales se ha empleado una proteína aislada 

(miosina) o incluso un fragmento de la misma. La utilización de la fracción total de 

proteínas miofibrilares brinda una información más representativa desde el punto 

de vista de su extrapolación a los fenómenos que podrían registrarse en el 

músculo entero.

Los principales conclusiones que podemos extraer del análisis de los 

sistemas modelo son las siguientes:

• Se comprobaron importantes alteraciones estructurales de las proteínas 

miofibrilares a través de diferentes estudios: mediante calorimetría diferencial 

de barrido se observó desnaturalización y cambios en la estabilidad térmica 

de la miosina, mediante determinaciones de solubilidad proteica se demostró 

la formación de agregados moleculares de alta masa molecular insolubles, 

mediante microscopía electrónica de transmisión pudieron visualizarse los 

agregados formados. El entrecruzamiento entre las proteínas también pudo 

ponerse en evidencia a través de la formación de estructuras "tipo geles" sin la 

necesidad de un tratamiento térmico.

• Se analizaron cuáles eran los tipos de uniones químicas involucradas en las 

modificaciones proteicas mediante el uso de soluciones conteniendo distintos 

agentes caotrópicos, concluyéndose que se trata de uniones de tipo 

covalente, principalmente distintas de puentes disulfuro aunque con una baja 

129



Sistemas Modelo -Conclusiones

participación de estas últimas. Se comprobó la presencia de uniones 

covalentes a través de grupos e-amino de los residuos de lisina mediante las 

determinaciones de lisina disponible.

• Se pusieron en evidencia las proteínas afectadas por la interacción con MDA 

mediante la obtención de perfiles electroforéticos. La especie proteica más 

afectada fue la cadena pesada de miosina aunque también participaron en 

la interacción otras proteínas (81 y 132 kD).

• Se analizó el efecto del MDA sobre aspectos funcionales de las proteínas 

miofibrilares de salmón de mar tales como la gelación térmica. Se obtuvieron 

geles con una microestructura totalmente diferente, que refleja una 

agregación proteica mas que la formación de una red ordenada, con 

cambios en los parámetros de textura y una menor capacidad de retención 

de agua. Estos estudios tienen importancia desde el punto de vista 

tecnológico, ya que podría verse modificada la funcionalidad de estas 

proteínas en la formulación de productos que impliquen un proceso de 

gelación térmica.

• Pudo comprobarse una combinación de los factores concentración de MDA - 

tiempo de interacción para producir similares efectos en las proteínas, lo cual 

podría indicar que en presencia de menores concentraciones de 

malonaldehído pueden ocurrir estas modificaciones proteicas si existe un 

tiempo de interacción adecuado.

Es importante notar que los sistemas estudiados se encuentran alejados 

de las condiciones en un sistema real (músculo), dado que:

• Las concentraciones de MDA utilizadas fueron muy superiores a las que 

pueden encontrarse en el músculo almacenado sufriendo un proceso de 

oxidación.

• Las proteínas y el MDA se encontraban en una solución acuosa donde no 

existen barreras físicas como las que pueden encontrarse en un tejido.
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• En los sistemas no se encontraban presentes otras sustancias que también 

podrían reaccionar con el MDA y de esa forma disminuir la cantidad 

disponible para reaccionar con las proteínas miofibrilares (como por ejemplo 

aminoácidos libres y otros compuestos con grupos amino).

• La temperatura de incubación de los sistemas fue alta, incompatible con 

cualquier proceso de conservación del músculo de pescado.

Por lo tanto, el objetivo del análisis de estos sistemas modelo fue inducir 

posibles alteraciones de las proteínas por un producto de la oxidación lipídica a 

través de ensayos acelerados, sin la interferencia de otros procesos de deterioro 

simultáneos que ocurren en un músculo durante un almacenamiento (crecimiento 

microbiano, autólisis, etc). La extrapolación de los resultados encontrados en 

sistemas modelo a un sistema real no puede realizarse en forma directa dado que 

el sistema real es mucho más complejo, existen diversos factores que podrían 

causar alteraciones en las proteínas, siendo el resultado final un efecto 

combinado de todos ellos. Es importante tener en cuenta también que en estos 

sistemas se utilizó solo uno de todos los posibles productos de oxidación, mientras 

que en el músculo pueden ocurrir interacciones tanto con los productos primarios 

de oxidación (radicales libres, hidroperóxidos) como con los secundarios 

(aldehidos, cetonas, ácidos, alcoholes y muchos otros). Sin embargo, el presente 

estudio es un primer paso en la investigación de la interacción entre las proteínas 

miofibrilares y productos de oxidación, que da indicios de las potenciales 

modificaciones que podrían sufrir dichas proteínas, sirviendo como base de 

comparación con las alteraciones que puedan registrarse en el músculo 

almacenado en diversas condiciones.
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2.1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

A través de la historia, la preferencia del hombre ha estado dirigida al 

consumo de pescado fresco, antes que a otro tipo de producto pesquero. Datos 

del año 1992 muestran que aproximadamente un 37 % de las capturas anuales 

totales se destinan al consumo humano como pescado fresco (Huss, 1998). Sin 

embargo, en condiciones de refrigeración el pescado se deteriora rápidamente.

Tanto la actividad enzimática como la microbiana están altamente 

influenciadas por la temperatura. Sin embargo, en el rango de temperaturas de 

refrigeración, la actividad microbiana es relativamente más importante (Huss, 

1998). Por lo tanto, ésta es la principal responsable del deterioro de la mayoría de 

los productos pesqueros frescos. En los peces vivos y recién capturados los 

microorganismos se encuentran en todas las superficies externas (piel y branquias) 

y en los intestinos. La flora bacteriana depende principalmente del medio 

ambiente de captura más que de la especie; los recuentos varían con la 

temperatura y la contaminación del agua. En peces de aguas templadas, las 

bacterias presentes son predominantemente psicrótrofas y psicrófilas, según el 

rango de temperatura de crecimiento.

El músculo de un pez es estéril ya que el sistema inmulógico previene el 

crecimiento de bacterias en él. Cuando el pez muere, el sistema inmunológico 

colapso y las bacterias proliferan. Así, durante el almacenamiento refrigerado un 

cierto número de bacterias invaden el músculo y lo deterioran (Huss, 1998).

Ehira y Uchiyama (1987) definieron la evolución de la calidad en el 

pescado refrigerado, llamando fase de frescura bioquímica a la fase entre la 

captura y el fin del rigor mortis, con lo cambios físicos y químicos (autoliticos) 

comentados en la Introducción General; y fase de frescura microbiológica a la 

fase post-rigor donde el deterioro está dado fundamentalmente por la actividad 

microbiana.

lina gran parte de los compuestos volátiles generados durante el deterioro 

del pescado son producidos por bacterias, dentro de ellos podemos mencionar la 

trimetilamina (TMA), los compuestos sulfurosos, aldehidos, cetonas, ésteres, 

hipoxantina y otros compuestos de bajo peso molecular. Muchas bacterias del 
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deterioro del pescado emplean el óxido de trimetilamina (OTMA) -el cual se 

encuentra formando parte de los tejidos y visceras de las especies de agua 

salada- como aceptor terminal de electrones en la respiración anaeróbica, 

reduciéndolo a TMA. Este compuesto imparte el olor típico del pescado; el nivel 

necesario para que el pescado sea rechazado por un panel sensorial varía según 

la especie, generalmente se encuentra alrededor de los 10 a 15 mg N/100 g de 

músculo {Huss, 1998), aunque en varios países se considera un valor de 4 mg 

N/100 g de músculo como límite de frescura para consumo humano (Contreras 

Guzmán, 2002).

Dentro de la flora encontrada en un pescado almacenado en 

refrigeración, solo algunas bacterias están relacionadas con el deterioro del 

mismo, produciendo olores y sabores desagradables. Shewanella putrefaciens ha 

sido identificada como la bacteria específica del deterioro del pescado de aguas 

templadas almacenado aeróbicamente en hielo (Shewan, 1977; Huss, 1998). Estas 

bacterias son productoras de ácido sulfhídrico a partir del aminoácido azufrado 

cisteína y de TMA.

El nitrógeno básico volátil total (NBV-t) ha sido utilizado como índice de 

descomposición del pescado desde hace mucho tiempo. Representa la suma de 

varias contribuciones, ya que algunos de los compuestos constituyentes provienen 

de la reducción del OTMA y otros de la desaminación de aminoácidos libres por 

diferentes mecanismos. El nivel de NBV-t límite utilizado como índice de frescura 

en varios países -dentro de los cuales se encuentra Argentina- es de 30 mg N/lOOg 

de muestra (Decreto 4238/68, capítulo XXIII, inciso 23.12.12.).

Según lo expuesto anteriormente, es evidente que el deterioro 

microbiológico y organoléptico del pescado almacenado en refrigeración es de 

suma importancia para la industria pesquera. Sin embargo, dadas las 

características de la fracción lipídica de estos productos, la oxidación de los 

lípidos también puede afectar la calidad del pescado refrigerado, tanto desde el 

punto de vista organoléptico, por la formación de compuestos volátiles que 

imparten olores indeseables; como funcional, por afectar no solo la fracción 

lipídica sino también otros componentes tales como las proteínas; nutricional y de 
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la salud, por la modificación de su composición de ácidos grasos afectando 

fundamentalmente la fracción omega 3.

En función de estas observaciones, se plantean los siguientes objetivos para 

el desarrollo del presente capítulo:

• Analizar ios cambios en la calidad del músculo de salmón de mar durante el 

almacenamiento refrigerado, particularmente aquéllos relacionados con la 

oxidación lipídica y sus consecuencias sobre otros constituyentes tales como 

las proteínas, teniendo en cuenta otros factores que determinan la vida útil del 

pescado refrigerado.

• Evaluar el efecto del agregado de extracto de romero como antioxidante de 

origen natural al músculo almacenado en refrigeración.
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2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Material utilizado

Se utilizaron ejemplares de salmón de mar (Pseudopercis semifasciata), 

capturados por barcos de media altura frente a las costas de Mar del Plata (Peía, 

de Buenos Aires), los cuales fueron mantenidos en hielo hasta la llegada al 

laboratorio. Los individuos estudiados fueron capturados en distintas épocas del 

año siendo de ambos sexos y de diferentes edades.

2.2.2. Procesamiento y almacenamiento del pescado

Los ejemplares de salmón de mar fueron procesados de acuerdo al 

diagrama de flujo mostrado en la Figura M.2.I., siendo previamente pesados y 

medidos.

El primer paso en el 

procesamiento del pescado fue un 

lavado con agua de red a fin de 

retirar el mucus y cualquier residuo 

presente en la superficie externa. 

Posteriormente, fueron separadas las 

masas musculares a cada lado del 

cuerpo y retirada la piel para 

obtener dos filetes. Los filetes fueron 

lavados por inmersión durante 1 min, 

en algunos casos con agua de red y 

en otros con agua clorada (agua de 

red con agregado de 1 ppm de 

cloro) a fin de disminuir la carga 

microbiana inicial. Cabe señalar que 

este procedimiento es habitaulmente

Pescado

Lavado externo con agua de red

Fileteado

Separación de la piel

Filetes

Lavado por inmersión

Picado

Músculo 
picado

Figura M.2.1. Procesamiento del pescado
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empleado en las plantas de procesamiento de pescado. Asimismo, se procedió a 

la desinfección del instrumental empleado durante el procesamiento.

La carne fue picada en una multiprocesadora (ULTRACOMB), siendo el 

músculo picado posteriormente envasado y almacenado.

Envasado de las muestras: Muestras de músculo picado (30 - 50 g) fueron 

envasadas en bolsas de polietileno de baja densidad (50 y 100 gm de espesor), 

siendo éste un material de alta permeabilidad al oxígeno.

Almacenamiento refrigerado: Las muestras fueron almacenadas en 

cámara a 1 ± 1°C. por distintos períodos de tiempo.

2.2.3. Aplicación del antioxidante

Dado que uno de los objetivos de este trabajo fue analizar la efectividad 

del extracto de romero como antioxidante en el sustrato en estudio, se 

almacenaron muestras en presencia del mismo.

Se utilizó el extracto comercial Guardián Rosemary extract 09 (DANISCO). 

Según sus especificaciones, el producto contiene diterpenos fenólicos (5%), 

monooleato de polioxi-etilen sorbitan (E433), propilenglicol y extracto natural de 

romero (95%). En Estados Unidos ha sido aprobado como GRAS para el uso en 

alimentos (21 CFR 182.20) y es denominado como "extracto natural de especie” o 

"flavour natural" (101.22).

El extracto Guardián 09 se aplica en forma de dispersión acuosa. Para su 

aplicación se preparó una dispersión consistente en 1 g de extracto cada 9 g de 

agua, agitando vigorosamente en agitador magnético hasta lograr la completa 

dispersión. Se calculó el volumen necesario de dispersión para lograr la 

concentración deseada en el músculo picado.

A una parte representativa del músculo picado se aplicó la dispersión del 

extracto de romero mediante un vaporizador procediendo a su 

homogeneización.
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2.2.4. Composición proximal del músculo de salmón de mar

Se determinaron los siguientes componentes del músculo:

• Proteína total: por el método de Kjeldhal, utilizando un equipo un Buchi 427 

como unidad de digestión y un Buchi 320 como unidad de destilación. Se 

utilizó el factor 6,25 para transformar el nitrógeno total en proteína total.

• Lípidos totales: por el método gravimétrico a partir del extracto clorofórmico 

de Bligh y Dyer (1959).

• Agua: determinación de humedad por el método indirecto, secando en 

estufa a 105 °C durante 24 h.

• Cenizas: mediante calcinación y tratamiento en mufla a 550 °C hasta 

obtención de cenizas blancas.

2.2.5. Composición de la fracción lipídica

Las fracciones de triglicéridos y de fosfolípidos fueron separadas a partir de 

un extracto de Bligh y Dyer (1959) mediante cromatografía en capa fina (TLC) en 

placas de silica gel G (Merck) preparativas. El sistema de solventes utilizado fue 

hexano:éter etílico:ácido acético (80:20:2) para separación de TG y AGL, 

recuperando la fracción de PL del origen. La extracción de lípidos de la silica se 

realizó de la siguiente manera: los lípidos se extrajeron de la silica luego de su 

resolución, mediante tres extracciones sucesivas con una mezcla de 

cloroformo:metanol:ácido acético:agua (50:39:1:10 en vol.) seguido de una 

partición con agua amoniacal y centrifugación, en caso de PL totales y TG 

(Arvidson, 1968). Para la extracción de compuestos acídicos (como AGL) se 

remplazó la partición amoniacal por una acídica para favorecer su pasaje a la 

fase orgánica clorofórmica.
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Perfil de ácidos grasos: Se analizó el perfil de ácidos grasos de la fracción lipídica 

total y de ambas fracciones por separado mediante cromatografía gaseosa. A tal 

fin, se prepararon los metil ésteres (ME) de los ácidos grasos por transmetilación en 

presencia de H2SO4 2% (Christie, 1982) o BF3 14% en metanol como catalizador a 

45° C durante toda la noche (Morrison y Smith, 1964), bajo atmósfera de 

nitrógeno. Ambos procedimientos permiten recuperar los AG derivatizados con el 

mismo patrón composicional además de similar rendimiento. Los ME así obtenidos 

se extrajeron mediante una partición agregando al metanol cloroformo y agua 

en proporción (1:1:0.9, en vol.), y se secaron bajo N2. Antes de su análisis los ME se 

purificaron por TLC sobre placas de sílica gel G previamente lavadas con 

metanokéter (75:25 en vol.). Para su purificación se utilizó hexano/éter (95:5, en 

vol.). Las manchas se localizaron por revelado con diclorofluoresceína 0,05% en 

metanol, seguido de inspección bajo luz ultravioleta y se eluyeron de la sílica por 

partición en un sistema de fases entre agua, metanol y hexano (1:1:1, en vol.).

Para el análisis composicional se utilizó un cromatógrafo Varían provisto de 

2 columnas de vidrio (2 m de longitud x 2 mm de diámetro) empaquetadas con 

una fase estacionaria polar, 10% SP2330 (Supelco), empleando N2 como gas 

portador (30 mi/ min). Se aplicó un gradiente de temperatura entre 155° C y 230° 

C (5o C por minuto). La detección se realizó por medio de dos detectores de 

ionización de llama. Las temperaturas del inyector y del detector fueron 220° C y 

230° C, respectivamente. Los ME fueron identificados en función de sus tiempos de 

retención, cuantificando por integración electrónica (Varían Workstation).

2.2.6. Ensayo del ácido 2-tiobarbitúrico (TBA)

El seguimiento del proceso de oxidación lipídica en las muestras 

almacenadas se realizó mediante la determinación del Número de TBA, el cual 

está relacionado con la cantidad de malonaldehído y otros productos de 

oxidación presentes en la muestra.
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Se utilizó un método de extracción ácida basado en metodologías llevadas 

a cabo por otros autores (Raharjo y col., 1993; Botsoglou y col., 1994; Alasnier y 

col., 2000).

Se pesaron alrededor de 2,00 g de muestra (en balanza con precisión ± 

0,01 g), se agregaron 16,0 mi de ácido tricloroacético (TCA) 5 % p/v y se 

homogeneizó. Los extractos se dejaron en reposo durante 30 min en hielo, siendo 

posteriormente filtrados.

Se tomaron 2,00 mi del filtrado y se agregaron 2,00 mi de solución de TBA 

0,5 % p/v. Las mezclas se incubaron a 70°C durante 30 min en tubos cerrados. Se 

leyó en un espectrofotómetro Beckman DU 650 a 532 nm.

El Número de TBA se expresó como los mg de malonaldehído presentes en 

un kg de músculo, de acuerdo con la siguiente ecuación:

N° de TBA (mg MDA/kg muse) = AbsxM xVaxVexlOOO (Ec 2 1)
exlxm ( • • •/

fíil........... ............  1......... .. .... íi.ir .............  tilín.!. I !■ I ‘i r íi ~i i ' ~ ■ r ii. i ■■ ......1.\

donde: Abs : absorbancia a 532 nm

M : masa molecular del malonaldehído (72 g)

Va : volumen de la alícuota (2,00 mi)

Ve : volumen de extracto (16,0 mi)

e: coeficiente de extinción molar del complejo coloreado (1,56 x 105 M1)

I: camino óptico (1 cm)

m : masa de muestra

2.2.7. Determinación de compuestos fluorescentes

La interacción de productos de oxidación lipídica con grupos amino de 

proteínas y otros componentes celulares llevan a la formación de compuestos 

fluorescentes, lo cual permite el seguimiento de esta interacción mediante la 

determinación de los mismos.

140



Almacenamiento refrigerado - Materiales y Métodos

Se realizó una extracción de acuerdo a la técnica descripta por Bligh y 

Dyer (1959) sobre muestras de 5,00 g (± 0,01 g), obteniéndose las correspondientes 

fases acuosa y orgánica.

Las determinaciones de compuestos fluorescentes fueron llevadas a cabo 

en un espectrofluorómetro Perkin Elmer LS 50 B acoplado a un software Flwinlab. 

Se obtuvieron los espectros de excitación y emisión de fluorescencia en ambas 

fases, determinándose los correspondientes máximos. Se utilizó como patrón una 

solución de sulfato de quinina 1 gg/ml en H2SO4 0,05M, determinando su 

fluorescencia a 350/450. La fluorescencia relativa F fue calculada de acuerdo a la 

siguiente fórmula (Smith y col., 1990; Aubourg y col., 1992a):

FR = FxV 
Fst x m (Ec. 2.2.)

donde: F : fluorescencia de la muestra

V : volumen del extracto (orgánico o acuoso)

Fst: fluorescencia del standard

m : masa de muestra

2.2.8. Calorimetría Diferencial de Barrido (DSC)

Los perfiles térmicos de las proteínas de músculo de salmón de mar fueron 

obtenidos en forma análoga a la descripta para las proteínas miofibrilares aisladas 

(ver sección 1.2.3. - Materiales y Métodos - Capítulo 1). En este caso, se analizaron 

muestras de 18 - 22 mg de músculo de salmón de mar durante distintos tiempos 

de almacenamiento refrigerado.

2.2.9. Proteína total extraíble y proteínas miofibrilares solubles

A fin de cuantificar la cantidad de proteína extraíble total del músculo 

almacenado se utilizó el método de Dyer y col. (1950) (Awad y col.,1969), con 

algunas modificaciones. Se homogeneizaron 2,50 g de músculo con 50,0 mi de 

buffer Tris-HCI 0,03 M, KCI 0,6 M, pH = 7. Se centrifugó durante 30 min a 1500 g (4 
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°C) separándose el sobrenadante, donde se determinó la cantidad de proteína 

extraíble total mediante el método de Biuret (Robson y col., 1968).

A partir del extracto de proteína total, se obtuvo un extracto de la fracción 

miofibriiar soluble. Para ello, se tomaron 10,00 mi del sobrenadante, se agregaron 

90,0 mi de agua destilada y se dejó durante 16 - 24 h a 4 °C. Posteriormente, se 

centrifugó durante 30 min a 2100 g a 4 °C, descartando el sobrenadante. El 

sedimento conteniendo las proteínas miofibrilares se resuspendió con 5,00 mi de 

solución buffer Tris-HCI 0,03M, KCI 0,6 M, (pH = 7). La concentración de proteínas 

miofibrilares solubles se determinó mediante el método de Biuret.

Las especies proteicas presentes en ambas fracciones fueron analizadas 

mediante SDS-PAGE, en condiciones similares a las detalladas en la sección 1.2.4. 

(Materiales y Métodos - Capítulo 1)

2.2.10. Lisina disponible

Se analizaron posibles variaciones en el contenido de lisina disponible en 

muestras de músculo almacenado. A diferencia del estudio realizado en sistemas 

modelo, en este caso se utilizó un método más sencillo que permitió un 

seguimiento de este parámetro en función del tiempo de almacenamiento. Dicho 

método se basa en la reacción del ácido trinitrobenceno sultánico (TNBS) con 

grupos amino libre. Este compuesto puede reaccionar también con grupos 

sulfhidrilos (metionina), si bien esta reacción es más lenta, no revistiendo 

importancia en el tiempo de reacción empleado. Posteriormente, se determina la 

cantidad de TNBS que ha reaccionado por diferencia entre el total y el 

remanente sin reaccionar (Contreras Guzmán, 2003).

En el caso del músculo es necesaria una etapa previa de obtención de un 

sedimento de proteínas, a fin de eliminar la lisina que pueda encontrarse libre en 

el músculo.

Obtención del precipitado de proteínas: Se pesó 1,00 g de músculo picado y se 

agregaron 6,40 mi de etanol absoluto (para tener una concentración final de 80 

% de etanol). Se centrifugó a 1500 g, 10 min, 4 °C, descartándose el 
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sobrenadante. El coágulo proteico resultante se trató con 5,00 mi de acetona, 

agitando para resuspender y se centrifugó nuevamente en iguales condiciones. 

Esta operación se repitió dos veces eliminándose la fase acetona. El sedimento 

resultante fue esparcido en un papel de filtro, a fin de eliminar la acetona 

remanente.

Determinación de Usina disponible: Se pesaron alrededor de 20 mg del 

precipitado de proteínas. Se agregaron 1,50 mi de metanol, 1,50 mi de buffer 

borato (0,5 M - pH = 9,2) y 0,20 mi de TNBS (20 mg/ml) a dos tubos muestra, dos 

tubos blanco de reactivos (sin muestra) y un tubo blanco agitándose durante 1 h 

a temperatura ambiente. Luego, se agregaron 0,20 mi de solución saturada de 

alanina a todos los tubos excepto al blanco (a éste se le agregaron 0,20 mi de 

agua destilada). Se agitó durante 20 min. Posteriormente, se agregaron 2,00 mi de 

ácido tricloroacético (TCA) al 10 % p/v, se dejó 10 min y se centrifugó a 1500 g (10 

min, 15 °C) (para precipitar las proteínas).

Se tomaron 0,50 mi del sobrenadante, se agregaron 9,50 mi de agua 

destilada (dilución 1/10) y se leyó la absorbancia a 345 nm de los tubos blanco de 

reactivo (Abs r) y de los tubos muestra (Abs m) contra el tubo blanco.

El porcentaje de lisina disponible presente en el precipitado se calculó 

según la siguiente ecuación:

% lisina (sedimento) = (Abs r- Abs m) x m tnbs x M t¿na x 100 
Abs r x Mtnbs x mP (Ec. 2.3.)

donde: m tnbs = masa de TNBS en el tubo de reacción (4 mg)

M isna = masa molecular de la lisina = 146,2 g

Mtnbs = masa molecular del TNBS = 293,2 g

mP= masa de sedimento colocada en el tubo de reacción

Conociendo el porcentaje de proteínas en el precipitado (determinado 

por Kjeldhal), se calculó el porcentaje de lisina disponible con respecto a la masa 

de proteínas totales.
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2.2.11. Textura del músculo

Se obtuvieron discos de músculo picado (tipo hamburguesa) de 1 cm de 

espesor utilizando un aro de acrílico de 10 cm de diámetro. Se realizó un análisis 

de perfil de textura (TPA) de los discos, tal como se ha detallado en la sección

1.2.10.1. (Materiales y Métodos - Capítulo 1)

2.2.12. Gelación térmica

Se obtuvieron geles por tratamiento térmico a partir de "surimi" obtenido 

manualmente.

Obtención de surimi a nivel de laboratorio: El músculo picado fue lavado 3 veces 

con agua destilada (4 °C) (5 partes de agua por cada parte de músculo, 

agitación suave, 10 min por cada lavado), separando el líquido mediante un 

colador de malla fina entre lavado y lavado. Luego del último lavado, el músculo 

fue prensado mediante una tela de gasa triple por torsión. Se agregó 2,5 % p/p 

de NaCI y se homogeneizó la pasta con espátula, manteniéndola a 4 °C hasta el 

día siguiente. La pasta obtenida contenía un 75 - 80 % de humedad. (Roussel y 

Cheftel, 1988)

Obtención de los geles: Se colocó la pasta en tubos de vidrio como fue detallado 

en la sección 1.2.10. y se trató a 80 °C durante 45 min, enfriándose primero a 

temperatura ambiente y luego a 4 °C.

Análisis de los geles: Se realizó un análisis de perfil de textura (TPA) según ha sido 

explicado en la sección 1.2.10.1.
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2.2.13. Determinación del pH del músculo

Se obtuvo un extracto acuoso colocando 10,00 g de músculo picado en 30 

mi de agua destilada. Se dejó en reposo durante 1 a 2 h, se filtró y se midió el pH 

en el filtrado mediante un pHmetro.

2.2.14. Determinaciones de Nitrógeno Básico Volátil total (NBV-t) y 
Trimetilamina (TMA)

Se preparó un extracto a partir de 5,00 g de músculo picado y 20,0 mi de 

ácido tricloroacético (TCA) al 7 % p/v, dejando en reposo durante 30 min. Se filtró 

en papel y se realizaron las determinaciones sobre el filtrado.

NBV-t y TMA fueron determinados por el método de microdifusión de 

Conway (Conway y Byrne, 1933), mediante la técnica de Maciolek (1962) 

modificada por el Instituto de Biología Marina (Mar del Plata).

2.2.15. Recuento de microorganismos aerobios totales

Se homogeneizaron 10,00 g de músculo picado con 90 mi de agua 

peptonada (0,1 % p/v). Se realizaron diluciones decimales progresivas del 

homogenato inicial en agua peptonada y se sembró 1 mi en profundidad en 

agar para recuento en placa (PCA). Se incubó a 25-30 °C durante 3-4 días (Gram, 

1992, Huss, 1998).

2.2.16. Determinación de parámetros de color

Se utilizó un colorímetro triestímulo Minoría CR300. Se determinaron los 

parámetros a*, b* y L* en muestras correspondientes a distintos tiempos de 

almacenamiento, tomando 2 muestras y realizando 5 mediciones en cada 

muestra, cubriendo todas las zonas de la misma.
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2.2.17. Análisis estadístico

Se analizó el efecto de distintas variables (tiempo de almacenamiento, 

agregado de cloro al agua de lavado, agregado de antioxidante) sobre las 

diversas determinaciones mediante un análisis de varianza (ANAVA). La 

comparación de las medias se realizó mediante el test de la menor diferencia 

significativa (LSD) de Fisher, considerándose que dos medias eran 

significativamente diferentes cuando la probabilidad determinada era menor que 

0,05 (p < 0,05). Estos análisis se realizaron utilizando el programa SYSTAT (Wilkinson, 

1990)
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2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

A. MODIFICACIONES DURANTE EL ALMACENAMIENTO REFRIGERADO DEL MÚSCULO 
DE SALMÓN DE MAR

2.3.1. Composición proximal del músculo de salmón de mar

El salmón de mar (Pseudopercis semifasciata) es una especie que no ha sido 

suficientemente estudiada desde el punto de vista alimenticio, por lo cual se 

encuentra disponible en literatura poca información acerca de la composición 

del músculo y menos aún sobre las variaciones estacionales de estos 

componentes. Por esta razón, se decidió determinar los principales componentes 

del músculo de la especie en estudio en individuos capturados en distintas 

épocas del año. Los componentes determinados fueron: proteínas, lípidos, agua 

y cenizas. En la Tabla 2.1 se muestra un promedio del contenido de cada uno de 

estos componentes, sin discriminar los individuos según su sexo, edad o época de 

captura. Las determinaciones se realizaron sobre material proveniente de todas 

las zonas del cuerpo, el cual fue picado y mezclado, por lo que la información 

obtenida corresponde a datos promedio del músculo total.

Tabla 2.1. Composición del músculo de salmón de mar
Componente g/100 g músculo

Proteínas 18,26 ± 0,72

Lípidos 0,56 ± 0,36

Humedad 80,50 ± 0,69

Cenizas 1,28 ± 0,07

Estos resultados difieren, fundamentalmente en cuanto al contenido de 

lípidos, de otros informados en bibliografía donde dicho contenido alcanzaba un 

valor de 2,2% (Fundación Atlántica, 1984). Según los datos obtenidos, el salmón 

de mar se ubicaría en la Categoría F previamente definida (ver sección I.I.2.2. - 

Introducción), con un valor intermedio de proteínas y bajo de lípidos en 
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concordancia con lo esperado para una especie demersal. También podemos 

caracterizarla como una especie magra.

Es importante remarcar que el contenido de proteínas no sufrió 

modificaciones importantes en función de la época de captura ni del tamaño de 

los ejemplares, en concordancia con lo que sucede en la mayoría de las 

especies, salvo en aquellas que realizan largas migraciones por desove (Huss, 

1998).

En cambio, los lípidos sufrieron variaciones en función de la época de 

captura y, de manera notable, en función de su tamaño, variando en un rango 

entre 0,28 % (valor obtenido en el mes de noviembre, ejemplar hembra de 2,750 

kg) y 1,08 % (mes de agosto, ejemplar macho de 11 kg). En general, el menor 

contenido de lípidos en este tipo de peces se da en el período de pre-desove y 

desove. Según exámenes macroscópicos realizados por Elias y Burgos (1988), la 

época de desove para esta especie comienza en noviembre y prosigue hasta 

diciembre. Sin embargo, ejemplares pequeños capturados en épocas de post­

desove presentaron contenidos lipidíeos bajos. Por ejemplo, individuos de 

alrededor de 1,8 kg capturados en marzo presentaron un 0,32 % de lípidos.

Con el objetivo de obtener una mayor información, el análisis de las 

posibles alteraciones durante el almacenamiento refrigerado se llavaron a cabo 

por un período superior al correspondiente a la vida útil del sustrato en estudio, 

considerando que el deterioro limitante corresponde al crecimiento microbiano.

2.3.2. Seguimiento de la oxidación lipídica: Número de TBA

En el presente trabajo se utilizó un método de extracción ácida (ver 

sección i.il.1.3.- Introducción General) para evaluar la evolución de la oxidación 

lipídica durante el almacenamiento refrigerado del músculo picado de salmón de 

mar. A distintos tiempos de almacenamiento se tomaron dos muestras al azar 

obteniéndose los correspondientes extractos y se realizó la determinación por 

duplicado sobre cada extracto. Los resultados se expresaron como número de 

TBA = mg malonaldehído (MDA)/kg de músculo.
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Figura 2.1. Ensayo de TBA durante el 
almacenamiento refrigerado de músculo de 
salmón de mar con distinto contenido de lípidos: 
------ 1 %, --------0,49 %. 0,32 %,------- 0,28 %

a. Efecto del contenido lipídico sobre el número de TBA

Se realizaron experiencias con pescados en distintos estadios biológicos, 

capturados en distintas épocas del año, los que presentaron diferentes 

contenidos de materia grasa. Los niveles de oxidación iniciales fueron similares 

en todos los casos (N° TBA = 0,11 - 0,15 mg MDA/kg de músculo), excepto en el 

caso del menor contenido lipídico encontrado (0,28 %) donde el valor inicial del 

TBA fue de 0,05 mg MDA/kg de músculo.

El número de TBA aumentó significativamente en función del tiempo hasta 

el sexto día de almacenamiento. Entre el día 6 y el 9 permaneció constante, 

aumentando nuevamente en la 

última etapa del

almacenamiento (Figura 2.1.). 

Dicho comportamiento fue

similar en todos los casos, 

excepto en el músculo con muy 

bajo contenido lipídico. Además, 

los niveles de oxidación 

alcanzados fueron dependientes 

del contenido lipídico, a mayor 

porcentaje de lípidos, mayor fue 

el número de TBA determinado.

El músculo de salmón de 

mar con el menor contenido de 

lípidos no mostró variaciones en 

el número de TBA en la primera etapa del almacenamiento, presentando un leve 

aumento a partir del séptimo día, aunque los valores alcanzados luego de 13 días 

fueron muy bajos (0,20 ± 0,05 mg MDA/kg de músculo). En este caso, se trataba 

de un ejemplar hembra capturado en noviembre, mes en el cual comienza el 

desove y los peces tienen el menor nivel de compuestos de reserva lipídica. Es 

posible que los lípidos encontrados en este músculo correspondan, en una 

proporción muy grande, a fosfolípidos presentes en las membranas celulares.
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Figura 2 2. Efecto del agregado de cloro al 
agua de lavado en el N° de TBA
——— aaua.  —  aaua + cloro

b. Efecto del agregado de cloro en el agua de lavado sobre el número de TBA

Tal como se mencionó en Materiales y Métodos, se ensayaron dos 

condiciones de lavado de los filetes -sin y con agregado de cloro (1 ppm) al agua 

de red- a fin de evaluar una posible disminución en la carga microbiana inicial. 

Dado el carácter oxidante del cloro, se evaluó su efecto sobre la oxidación de los 

lípidos del músculo almacenado.

En la Figura 2.2. se compara 

la evolución del número de TBA 

para ambas condiciones de 

lavado, en un músculo con un 

contenido lipídico promedio de 

0,32 %. Es posible observar un 

importante aumento en la 

generación de productos

reactivos al TBA en las muestras 

tratadas con mayor

concentración de cloro, 

principalmente en los primeros 5 

días de almacenamiento, 

alcanzando los valores máximos en este tiempo. Las muestras provenientes de 

filetes lavados con agua sin agregado de cloro mostraron un menor aumento en 

los primeros 8 días de almacenamiento, con una mayor pendiente entre los días 8 

y 14.

En función de estos resultados podemos decir que la presencia de una 

mayor concentración de cloro en el agua de lavado de los filetes, aceleraría de 

manera muy importante el proceso de oxidación lipídica en el músculo. Por lo 

tanto esta es una variable a tener en cuenta en el procesamiento del pescado, a 

fin de lograr el balance más adecuado entre la calidad higiénica y otros 

parámetros de calidad relacionados con las características funcionales, 

nutricionales y de inocuidad del producto.
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2.3.3. Modificaciones en la composición de la fracción lipídica

Se estudió la composición de la fracción lipídica y el perfil de ácidos grasos 

del músculo de salmón de mar, a partir de extractos de lípidos totales obtenidos 

por el método de Bligh y Dyer (1959). Los resultados mostrados a continuación 

corresponden a músculos con un contenido de lípidos entre 0,32 y 0,38 %.

Las principales fracciones constituyentes de los lípidos de salmón de mar 

fueron: triglicéridos (TG) = 16,8 % p/p y fosfolípidos (FL) = 83,2 % p/p. Por lo tanto, 

en los ejemplares analizados la mayor proporción de los lípidos corresponden a los 

fosfolípidos constituyentes de las membranas celulares.

Se analizó el perfil de ácidos grasos mediante cromatografía gaseosa, 

tanto del extracto de lípidos totales como de las fracciones de fosfolípidos y 

triglicéridos. Los ácidos grasos pueden ser divididos en las siguientes clases: 

saturados (sat), monoinsaturados (mono), poliinsaturados sudivididos a su vez en

Figura 2.3. Distribución de clases de ácidos grasos de los lípidos totales, triglicéridos y 
fosfolípidos del músculo de salmón de mar. Saturados (azul), monoinsaturados (verde), 
poliinsaturados w3 (amarillo), poliinsaturados <o6 (celeste)
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©3 (o n-3) y ©6 (o n-6). En la Figura 2.3. se muestra la proporción de las clases de 

ácidos grasos en las fracciones de los lípidos totales, triglicéridos y fosfolípidos.

Como muestra la figura, más de un 55 % de las ácidos grasos totales del 

músculo de salmón de mar corresponden a ácidos grasos poliinsaturados (PUFAs), 

con una gran proporción de ácidos ©3 (44,3 %) y una muy alta relación ©3/©6 

(3,9:1).

La proporción de cada clase de ácidos grasos es diferente en las distintas 

fracciones. En los triglicéridos, la fracción más importante (31,9 %) correspondió a 

los ácidos grasos monoinsaturados, con predominio de ácido oleico (18 : 1) y 

ácido palmitoleico (16 : 1). La fracción de ácidos saturados representó el 26,7 % 

de los triglicéridos, siendo el ácido palmítico (16 :0) y el ácido esteárico (18 :0) los 

más importantes. Dentro de los PUFAs, los ©3 se encontraron en mayor proporción 

(27,9 %), mientras que los ©6 representaron un 13,5 %.

En el caso de los fosfolípidos, la proporción de ácidos grasos 

monoinsaturados (12,8 %) fue sensiblemente menor que la encontrada en los 

triglicéridos, mientras que la proporción de los ácidos saturados fue 

prácticamente similar. La proporción de PUFAs ©3 (50,8 %) fue casi el doble de la 

registrada en los triglicéridos, mientras que la de ©6 disminuyó del 13,5 al 10,4 %. 

Por lo tanto, en función de dicha distribución de ácidos grasos y de la proporción 

de fosfolípidos a triglicéridos anteriormente mencionada, un alto porcentaje de 

los ácidos grasos ©3 del músculo del salmón de mar se encontrarían formando 

parte de los fosfolípidos.

Dada la importancia de los PUFAs en el proceso de oxidación, se analizó la 

composición de las fracciones ©3 y ©6 presentes en cada una de las fracciones.

La fracción de los triglicéridos (Figura 2.4.) contiene una alta proporción del 

ácido docosahexaenoico (DHA) (22 : 6 ©3) (49 %) y menores proporciones de 

ácido eicosapentaenoico (EPA) (20 : 5 ©3), ácido linolénico (18 : 3) y ácido 

docosapentaenoico (DPA) (22 : 5 ©3) (22, 17 y 12 % respectivamente). Dentro de 

la fracción de los ©6, los ácidos 18:2, 20:4 y 22:5 se encontraron en mayor y similar 

proporción (26-27 %), seguidos por el ácido 20:3 (18 %) y el 22:4 (3 %).

La Figura 2.5. muestra la composición de ácidos ©3 y ©6 correspondiente a 

la fracción de los fosfolípidos. Dicha fracción presentó una composición de ácidos
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Figura 2.4. Proporción de los distintos ácidos grasos poliinsaturados (PUFAs) en las 
fracciones ©3 y ©6 de los triglicéridos del músculo de salmón de mar

grasos poliinsaturados cuantitativamente diferente a la de los triglicéridos. En 

cuanto a los ©3, la proporción de DHA fue notablemente mayor (81 %), 

disminuyendo en gran medida los ácidos 18:3 y 22:5. En el caso de los ©6 se 

encontró un alto porcentaje de ácido araquidónico (20:4) (58 %), disminuyendo 

sensiblemente el porcentaje del ácido 20:3 y en menor medida el 18:2.

Figura 2.5. Proporción de los distintos ácidos grasos poliinsaturados en las fracciones ©3 
y ©6 de los fosfolípidos del músculo de salmón de mar

Finalmente, la Figura 2.6. muestra la composición de los ácidos grasos ©3 y 

©6 del extracto de lípidos totales, expresados como porcentaje de los ácidos 

grasos totales. Dicha composición refleja principalmente la composición de los 

fosfolípidos, dada la baja cantidad de triglicéridos encontrados en el músculo de 

salmón de mar. Es notable la alta proporción del ácido docosahexaenoico (DHA) 

(22 : 6 ©3). Este ácido graso es indispensable para el desarrollo del sistema
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nervioso central y de las células fotorreceptoras del sistema visual, siendo crítica su 

deficiencia durante el crecimiento fetal y post natal (Valenzuela y col., 1999).

Figura 2.6. Composición de ácidos grasos poliinsaturados ro-3 y ®-6 de los lípidos totales 
del músculo de salmón de mar (expresados como porcentajes con respecto a los 
ácidos grasos totales)

Cambios en la fracción llpídica debidos al almacenamiento refrigerado

Se analizaron las modificaciones que ocurrieron en la fracción lipídica 

durante el almacenamiento refrigerado del músculo de salmón de mar. En primer 

término, se investigaron los cambios 

que podrían ocurrir en las distintas 

fracciones lipídicas mediante 

cromatografía en capa fina (TLC), 

separando los componentes 

presentes en la fracción de los lípidos 

polares (fosfolípidos) y en la de los 

lípidos neutros.

Al inicio del almacenamiento, 

la fosfatidilcolina (FC) y la 

fosfatidiletanolamina (FE) fueron los 

componentes principales de los 

fosfolípidos (Figura 2.7. - calle 1), 

aunque se registraron, en esta 

fracción, otros componentes 

minoritarios, entre los cuales puede 

Figura 2.7. Cromatografía en capa fina 
(TLC) de los lípidos totales de músculo de 
salmón de mar en función del tiempo de 
almacenamiento refrigerado: 0 (calle 1), 6 
días (calle 2) y 9 días (calle 3)
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mencionarse el fosfatidilinositol (Pl), identificado mediante la realización de TLC 

bidimensional (resultado no mostrado). La banda correspondiente a los 

triglicéridos (TG) presentó una baja intensidad, de acuerdo con la cantidad 

presente en el músculo em el día 0 del almacenamiento. No se registró la 

presencia de ácidos grasos libres (AGL) en el día 0 del almacenamiento.

Luego de 6 días de almacenamiento refrigerado, no se observaron 

diferencias importantes (Figura 2.7. - calle 2). Sin embargo, luego de 9 días e 

almacenamiento se registró la aparición de una banda muy intensa 

correspondiente a AGL y la aparición de pequeñas cantidades de 

lisofosfatidilcolina (lisoFC) simultáneamente con una disminución de la FC y la FE y 

un aumento en la intensidad relativa de los triglicéridos (Figura 2.7. - calle 3). Estos 

resultados indican una hidrólisis de los fosfolípidos, generando ácidos grasos libres, 

muy intensa a los 9 días del almacenamiento refrigerado.

Por otra parte, se investigaron posibles modificaciones en el perfil de ácidos 

grasos de los lípidos totales en función del tiempo de almacenamiento refrigerado 

mediante cromatografía gaseosa. Analizando la proporción de cada una de las 

clases de ácidos grasos presentes, pudo observarse una disminución significativa 

(p < 0,05) en la proporción 

de ácidos poliinsaturados 

®3 luego de 6 días de 

almacenamiento (Figura

2.8.).  Dicha disminución fue 

de aproximadamente un 7 

% con respecto a los 

ácidos grasos totales. Sin 

embargo, luego de 9 días 

de almacenamiento, la 

proporción de los ácidos 

®3 fue algo mayor a la 

registrada a los 6 días, 

aunque menor que la 

inicial.

Figura 2.8. Distribución de clases de ácidos grasos en 
los lípidos totales de músculo de salmón de mar en 
función del tiempo de almacenamiento refrigerado. 
Saturados (azul), monoinsaturados (verde), 
poliinsaturados «>3 (amarillo), poliinsaturados o6 
(celeste)
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Figura 2.9. Proporción de cada ácido graso a>3 en los 
lípidos totales de músculo de salmón de mar en 
función del tiempo de almacenamiento refrigerado: 
18:3 (azul), 20:5 (verde), 22:5 (amarillo), 22:6 (celeste)

También se analizó la 

variación en la 

composición cuantitativa 

de las fracciones ©3 y ©6. 

Los resultados obtenidos en 

la fracción ©3 se muestran 

en la Figura 2.9. El ácido 

graso 22:6 ©3 (DHA)

presentó una disminución 

significativa en su 

porcentaje a los 6 días, 

aumentando levemente en 

el día 9 del 

almacenamiento refrigerado. Dicha evolución fue similar a la registrada para la 

fracción ©3, siendo además similar el porcentaje de reducción en ambos casos 

(aproximadamente 7 %]. Estos hechos sugieren que el ácido 22:6 ©3 es el principal 

responsable de los cambios registrados en la fracción ©3.

Figura 2.10. Proporción de los ácidos grasos a>6 
mayoritarios en los lípidos totales de músculo de 
salmón de mar en función del tiempo de 
almacenamiento refrigerado: 18:2 (azul), 20:4 
(amarillo), 22:5 (celeste)

La fracción ©6 no 

presentó modificaciones 

significativas en función del 

tiempo de almacenamiento 

refrigerado (Figura 2.10.).

Los resultados

obtenidos sugieren que el 

principal ácido graso 

involucrado en la oxidación 

lipídica sería el DHA (22:6 ©3). 

El porcentaje de reducción 

registrado para dicho ácido 

fue bajo (7 % de los ácidos 

grasos totales). Una posible 
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explicación a este hecho podría ser que el proceso de oxidación estuviera 

afectando solo a la fracción de triglicéridos.

2.3.4. Determinación de compuestos de interacción de carácter 

fluorescente

Dado que los productos secundarios de la oxidación lipídica pueden 

reaccionar con grupos amino presentes en proteínas, péptídos, aminoácidos 

libres y fosfolípidos (Aubourg, 1999a), los ensayos asociados con su determinación, 

pueden presentar dificultades, especialmente cuando el proceso se encuentra 

en una etapa avanzada. Por lo tanto, se han desarrollado métodos para detectar 

los compuestos de interacción en los que el análisis de fluorescencia constituye 

una herramienta para la determinación de la calidad de un producto en lo que 

se refiere a las consecuencias del deterioro oxidativo.

En función de las diversas investigaciones realizadas, pueden identificarse 

tres grupos de fluorósforos según sus máximos de excitación y emisión (Wold y 

Mielnik, 2000). Un grupo con máximo de excitación entre 320 y 360 nm y máximo 

de emisión entre 410 y 460 nm, el cual estaría relacionado con reacciones de 

metil linoleato oxidado, hidroperóxidos de metil linoleato y aldehidos (distintos de 

malonaldehído) con distintos compuestos amino (Kilugawa y col., 1985). Un 

segundo grupo de fluorósforos con máximo de excitación entre 370 y 405 nm y de 

emisión entre 450 y 470 nm que resultaría de la interacción entre malonaldehído y 

grupos amino (Chio y Tappel, 1969b; Kilugawa y col., 1981; Kilugawa y Beppu, 

1987). Por último, un tercer grupo con máximos de excitación entre 425 y 455 nm y 

de emisión entre 500 y 525 nm ha mostrado ser un buen indicador de deterioro 

oxidativo en alimentos deshidratados de origen animal, siendo asociados a 

proteínas unidas a fluorocromos (Hasegawa y col., 1992)

En el presente trabajo, se evaluó la formación de compuestos de 

interacción en el músculo de salmón de mar mediante la determinación de 

fluorescencia en las fases orgánica y acuosa (Bligh y Dyer, 1959). Para ello, el 

primer paso fue la determinación de los máximos de excitación y emisión del 

sistema en estudio.
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2.3.4.1. Determinación de los máximos de excitación y emisión de fluorescencia

Se realizaron experiencias a partir de muestras almacenadas en 

refrigeración, obteniéndose los respectivos extractos orgánicos y acuosos para 

finalmente registrar los distintos espectros de excitación y emisión y así poder 

determinar los correspondientes máximos.

En fase acuosa se encontraron 3 pares principales de máximos de 

excitación/emisión a las siguientes longitudes de onda: 289/341, 325/412 y 

388/445. El primer par (289/341) puede correlacionarse con la excitación y emisión 

de fluorescencia de aminoácidos aromáticos, por lo cual no serán considerados 

en adelante como indicadores de compuestos de interacción. En la Figura 2.11. 

pueden observarse los espectros de excitación con emisión a 412 nm y de emisión 

con excitación a 325 nm, mientras que en la Figura 2.12. pueden observarse los 

espectros de excitación con emisión a 445 nm y de emisión con excitación a 388 

nm.

Figura 2.11. Detección de 
compuestos fluorescentes 
en fase acuosa.

-----Espectro de excitación 
con emisión a 412 nm 
Espectro de emisión con 
excitación a 325 nm

El espectro de excitación con emisión a 445 nm presentó un pico con valor 

máximo a 325 nm y otro pico menor con máximo a 388 nm. Por lo tanto, se podría 

pensar en la existencia de dos especies diferentes (con diferentes máximos de 

excitación) que emiten a 388 nm. De acuerdo con sus valores de intensidad de 

fluorescencia (F), la especie cuyo máximo de excitación se encuentra en 325 nm 

estaría en mayor concentración que la especie con máximo de excitación a 388
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Figura 2.12. Detección de 
compuestos fluorescentes en 
fase acuosa.

Espectro de excitación 
con emisión a 445 nm 
Espectro de emisión con 
excitación a 388 nm

nm en las muestras analizadas. Por otra parte, el compuesto con excitación 

máxima a 325 nm presentó su máxima emisión a 412 nm, tal como se observa en 

la Figura 2.11.

En función de estos resultados y dado que, en fase orgánica se hallaron 

espectros similares cuyos máximos se encontraban desplazados en unos pocos 

nm con respecto a los de la fase acuosa, se decidió realizar el seguimiento de la 

formación de compuestos de interacción mediante la obtención de espectros de 

emisión con excitación a 325 nm y 388 nm, tanto en fase acuosa como orgánica. 

Por otra parte, estos máximos de excitación se correlacionan con los 

determinados por Aubourg y col. (1992a) (327 y 393 nm).

2.3.4.2. Seguimiento de los compuestos de interacción durante el 

almacenamiento refrigerado 

a. Evolución de los compuestos fluorescentes durante el almacenamiento

La Figura 2.13. muestra los espectros de emisión de fluorescencia de la fase 

orgánica, obtenidos para distintos tiempos de almacenamiento refrigerado del 

músculo de salmón de mar. De la misma manera, la Figura 2.14. muestra los 

espectros de emisión obtenidos en la fase acuosa. En todos los casos, la 

intensidad de fluorescencia relativa F fue calculada tal como se indicó en la 

sección 2.2.7. de Materiales y Métodos correspondiente a este capítulo.
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Figura 2.13. Espectros de emisión de fluorescencia en fase orgánica: a) con excitación 
a 325 nm, b) con excitación a 388 nm, para distintos tiempos de almacenamiento 
refrigerado: ...... día 0, ........ día 5, día 8, ...... día 12

Los espectros de emisión presentados fueron obtenidos en músculos con un 

contenido lipídico promedio de 0,32 %, provenientes de pescados capturados en 

el mes de marzo. Similar evolución de los compuestos fluorescentes fue registrada 

en otras experiencias con pescados capturados en otras épocas del año, con 

diferente contenido de lípidos.

Figura 2.14. Espectros de emisión de fluorescencia en fase acuosa: a) con excitación a
325 nm, b) con excitación a 388 nm, para distintos tiempos de almacenamiento 
refrigerado: ....... -día 0, ———día 5, día 8, -..-.—día 12
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A partir de los espectros de emisión se obtuvieron los valores de la 

intensidad de fluorescencia, F, en los máximos de emisión/excitación (325/412 y 

388/460) en función del tiempo de almacenamiento. En el caso de la excitación a 

388 nm, se consideró la máxima emisión a una longitud de onda de 460 nm, en 

lugar de 445 nm como se había obtenido en las experiencias preliminares, ya que 

se observó un corrimiento hacia esa mayor longitud de onda en las muestras más 

deterioradas. Igualmente, el análisis considerando la fluorescencia a 388/445 

arrojó resultados similares a los obtenidos a 388/460. En la Figura 2.15. se muestra la 

evolución de los máximos de excitación/emisión en ambas fases en función del 

tiempo de almacenamiento refrigerado.

La fluorescencia a 325/412 y a 388/460 en fase orgánica presentó un 

aumento significativo (p < 0,05) a los 8 días de almacenamiento en el caso 

mostrado (Figura 2.15. - panel superior). En otros músculos analizados el aumento

Figura 2.15. Intensidad de fluorescencia en los máximos de excitación/emisión en 
función del tiempo de almacenamiento refrigerado
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de la fluorescencia a 325/412 se produjo en un tiempo posterior a los 8 días, 

mientras que el aumento a 388/460 se registró a los 6 días de almacenamiento 

(datos no mostrados).

En fase acuosa, la intensidad de fluorescencia a 325/412 presentó una 

tendencia a aumentar en función del tiempo de almacenamiento (12 días) 

(Figura 2.15. - panel inferior), mientras que en un almacenamiento más 

prolongado se evidenció un incremento muy marcado de este parámetro (casi 

10 veces con respecto al valor inicial). En todos los casos, la fluorescencia a 

388/460 aumentó significativamente (p < 0,05) hacia el final de los 

almacenamientos (Figura 2.15. - panel inferior).

Como ya se mencionó anteriormente, la evolución de los compuestos de 

interacción entre productos de oxidación lipídica y grupos amino del músculo 

puede vincularse con un corrimiento a mayores longitudes de onda. Dicho 

commiento ha demostrado ser, en otros sistemas, un mejor parámetro indicador 

para el seguimiento de estos compuestos que la evolución de la intensidad de 

fluorescencia en los máximos. En virtud de ello, se evaluó el comportamiento de 

los corrimientos en fase acuosa y en fase orgánica (8Fac y SForg) en el músculo 

de salmón de mar almacenado en refrigeración, de acuerdo a lo descripto en la 

sección 2.2.7. de Materiales y Métodos. Por otra parte, esta relación entre 

intensidades de fluorescencia permite una mejor comparación entre diferentes 

experiencias. En la Figura 2.18. se muestran los resultados obtenidos en dos 

experiencias realizadas en dos épocas diferentes del año con pescados con 

similares contenidos lipidíeos (0,32 %).

El valor de SForg se mantuvo constante a lo largo de 12 días de 

almacenamiento (Figura 2.16.a. - línea roja), sin embargo disminuyó 

significativamente cuando el almacenamiento fue más prolongado (p < 0,05) 

(Figura 2.16.a. - línea amarilla).

Por otra parte, el parámetro SFac se mantuvo constante durante los 

primeros 5 días en un caso (Figura 2.16.b. - línea roja) y 8 días en el otro (Figura

2.16.b.  - línea roja), aumentando significativamente a mayores tiempos de 

almacenamiento (p < 0,05).
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Figura 2.16. Corrimiento de la intensidad de fluorescencia a mayores longitudes de 
onda en fase orgánica (SForg) (a) y acuosa (8Fac) (b) en función del tiempo de 
almacenamiento refrigerado, comparando músculos con similares contenidos de 
lipidos (0,32%), capturados en distintas épocas del año: marzo; septiembre

Estos resultados demuestran que, efectivamente, ocurrió un 

desplazamiento de la fluorescencia a mayores longitudes de onda en función del 

tiempo de almacenamiento refrigerado del músculo de salmón de mar. Este 

hecho indicaría un cambio en las concentraciones relativas de las distintas 

especies responsables de la fluorescencia, tanto de las presentes en fase 

orgánica como en fase acuosa. Teniendo en cuenta además los cambios 

registrados en la intensidad de fluorescencia en cada máximo, podemos inferir 

que ocurrió también un aumento en la concentración absoluta de todas las 

especies fluorescentes.

En función de la evolución encontrada en 8Forg y 8Fac se calculó también 

el corrimiento entre las fases como la relación 8Forg/8Fac (Figura 2.17.). Los 

resultados obtenidos muestran un corrimiento de la intensidad de fluorescencia 

hacia la fase acuosa luego del quinto día de almacenamiento, indicando un 

aumento del carácter polar de los compuestos fluorescentes presentes en el 

músculo de salmón de mar a medida que evoluciona el almacenamiento. Dichos 

compuestos fluorescentes polares podrían ser producto de la reacción entre 

productos de oxidación y otros compuestos carbonílicos y grupos amino libres de 

proteínas, péptidos o aminoácidos presentes en fase acuosa.
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Figura 2.17. Corrimiento entre las fases 
(8Forg/8Fac) en función del tiempo de 
almacenamiento refrigerado, comparando 
músculos con similares contenidos de lípidos 
(0,32%), capturados en distintas épocas del 
año: marzo; septiembre

Los resultados obtenidos en la 

determinación de compuestos 

fluorescentes muestran que la 

evolución de dichos compuestos no 

ocurre paralelamente a la 

evolución de los productos de 

oxidación lipídica dada por el 

número de TBA. Los cambios 

vinculados con los compuestos 

fluorescentes ocurrieron de manera 

retrasada con respecto al aumento 

en el número de TBA.

Los datos obtenidos pueden 

correlacionarse con los encontrados

por Aubourg y col. (1998) en polaca (Micromesistius poutassou). Al igual que el 

salmón de mar, ésta es una especie no grasa, cuyo contenido de lípidos se 

encuentra entre 0,50 y 0,75 %. La determinación del número de TBA en esa 

especie mostró un incremento a los 6 días de almacenamiento. En cuanto a los 

compuestos fluorescentes, el 8Forg experimentó un aumento a los 2 días de 

almacenamiento y una disminución después de los 10 días. La diferencia en este 

comportamiento con respecto al encontrado en el salmón de mar, podría 

atribuirse a que la polaca fue procesada y almacenada 10 h después de la 

captura, mientras que en el presente almacenamiento el salmón de mar fue 

procesado y almacenado luego de un lapso de 3 a 4 días. Por lo tanto, el 

aumento del SForg observado por Aubourg y col. (1998) podría haber ocurrido 

previo al procesamiento en el caso del salmón (día 0 del almacenamiento), por lo 

cual no seria registrado posteriormente. En la fase acuosa proveniente del 

músculo de polaca se observó un progresivo incremento del 5Fac, haciéndose 

importante después del día 13, tal como ocurrió en el salmón de mar. 

Nuevamente, los datos encontrados para 8Forg/8Fac en polaca correlacionan 

con los obtenidos en este trabajo ya que en aquella especie este parámetro 

presentó un máximo a los 2 días disminuyendo posteriormente.
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b. Efecto del agregado de cloro al agua de lavado de los filetes en la evolución 

de los compuestos fluorescentes.

Se analizaron los espectros de emisión de fluorescencia en muestras 

almacenadas procedentes de filetes lavados sin y con agregado de cloro al 

agua de red. A partir de los respectivos espectros de emisión se calculó la 

intensidad de fluorescencia F en los correspondientes máximos (325/412 y 

388/460). La Figura 2.18. muestra la evolución de F en las fases orgánica y acuosa 

en función del tiempo de almacenamiento, comparando muestras con y sin 

agregado de cloro al agua de lavado.

Figura 2.18. Intensidad de fluorescencia en los máximos de excitación/emisión en 
función del tiempo de almacenamiento para músculo lavado con agua de red f—— ) 
y con agua de red con agregado de cloro (-----“)

La presencia de una mayor concentración de cloro en el agua de lavado 

de los filetes, produjo cambios en la evolución de los compuestos fluorescentes. En 

la fase orgánica, las muestras lavadas con mayor concentración de cloro no 
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presentaron un aumento en la intensidad de fluorescencia a 325/412 al final del 

almacenamiento, mientras que a 388/460 la fluorescencia mostró un incremento 

progresivo, significativo a partir de los 8 días (p < 0,05), a diferencia del músculo 

lavado con agua de red donde no se registró ese aumento. En la fase acuosa, se 

evidenció un menor aumento (p < 0,05) de la fluorescencia al final del 

almacenamiento en las muestras tratadas con mayor concentración de cloro, 

tanto a 325/412 como a 388/460, aunque en menor medida en este último caso.

En la Figura 2.19. se comparan lo respectivos corrimientos SForg, SFac y 

8Forg/5Fac. La fase orgánica correspondiente a muestras tratadas con mayor 

concentración de cloro presentó mayores valores de SForg luego de 8 y 14 días 

de almacenamiento (p < 0,05). El SFac mostró un comportamiento similar en 

ambas muestras durante los primeros 8 días del almacenamiento, haciéndose 

significativamente mayor para las muestras tratadas con agregado de cloro en el

Figura 2.19. Corrimiento de la Intensidad de fluorescencia a mayores longitudes de 
onda (SForg y SFac) y corrimiento entre la fase orgánica y la acuosa (SForg/SFac) para 
músculo lavado con agua de red ( ) y con agua de red con agregado de cloro 
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día 14 (p <0,05).

Estos resultados sugieren la presencia de una mayor proporción de 

compuestos fluorescentes con mayores longitudes de onda de emisión y 

excitación en ambas fases por efecto del agregado de cloro al agua de lavado. 

En el caso de la fase acuosa, este efecto solo fue evidente al final del 

almacenamiento (14 días) mientras que en fase orgánica, las diferencias se 

observaron a tiempos más cortos de almacenamiento (8 días).

El corrimiento entre las fases mostró una caída más lenta entre el quinto y el 

octavo día para el músculo lavado con agregado de cloro, con un valor 

significativamente mayor al de la otra muestra en el día 8 (p < 0,05), alcanzando 

ambas muestras valores similares al final del almacenamiento.

Estas diferencias con respecto al músculo tratado con agua de red, 

sugieren una correlación con las diferencias en la evolución del número TBA 

mostradas en la Figura 2.2. El mayor corrimiento de la fluorescencia a mayores 

longitudes de onda en fase orgánica podría estar vinculado con el mayor nivel de 

oxidación registrado en el músculo lavado con mayor concentración de cloro.

Los resultados obtenidos en fase orgánica no parecen mostrar una 

correlación tan directa, ya que las diferencias se presentaron muy tardíamente en 

el almacenamiento.

2.3.5. Modificaciones de la fracción proteica

2.3.5.I. Calorimetría Dtferenclal de Barrido (DSC)

a. Análisis de las transiciones térmicas en el músculo entero de salmón de mar. Se 

analizaron las transiciones que tienen lugar en el músculo de salmón de mar 

(músculo fresco al inicio de los almacenamientos) debidas a la desnaturalización 

de las proteínas constituyentes dadas por por el tratamiento térmico aplicado. Se 

estudiaron muestras provenientes de pescados capturados en distintas épocas 

del año, no encontrándose diferencias significativas en los termogramas 

obtenidos. La Figura 2.20. muestra un termograma característico de músculo de 

salmón de mar.
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Figura 2.20. Termograma característico de 
músculo de salmón de mar

El músculo en estudio 

presentó dos endotermas, con 

temperaturas de pico Tmáx a 50,6 ± 

0,9 °C y 76,6 ± 1,0 °C,

respectivamente. El primer pico es 

atribuido principalmente a la 

desnaturalización de la miosina y a 

una pequeña contribución de las 

proteínas sarcoplasmáticas poco 

estables. El segundo pico es debido 

principalmente a desnaturalización 

de la actina, pudiendo existir una 

contribución de otras proteínas 

sarcoplásmicas (Poulter y col., 1985, Hastings y col., 1985). En el Capítulo 1 

(sección 1.3.1. - Resultados y Discusión] se mencionó que las temperaturas de 

desnaturalización de las proteínas del músculo se encuentran muy relacionadas 

con la temperatura del hábitat del animal. La Tmáx correspondiente a la 

desnaturalización de la miosina en el músculo de salmón de mar difiere de las 

encontradas en especies de aguas frías tales como bacalao (Gadus morhua), 

arenque (Clupea harengus) y trucha arco iris (Salmo gairdneri) (42,0, 43,0 y 45,7 °C 

respectivamente) (Hastings y col., 1985; Howell y col., 1991). Por otra parte, los 

pescados de aguas tropicales presentan mayores Tmáx para la miosina, tales como 

tilapia (Sarofherodon aureus) (52,7 °C), “catfish africano" (Ciarías gariepinus) (55,1 

°C), perca del Nilo (Lates niloticus] (55,7 °C), pargo emperador (Lutianus sebae) 

(53,6 °C), besugo (Gymnocranius rivalatus) (51,7 °C). Cabe aclarar, que las tres 

primeras especies son peces tropicales de agua dulce y las otras dos pertenecen 

a un ambiente marino (Poulter y col., 1985, Howell y col., 1991). A diferencia de lo 

observado en las proteínas miofibrilares aisladas, donde la miosina de salmón de 

mar presentaba temperaturas de desnaturalización similares a las de especies de 

agua fría como el bacalao, el músculo mostró una Tmáx de miosina superior a los 

valores informados para dichas especies, aunque algo inferior a los informados 

para especies tropicales. Las diferencias de comportamiento entre la miosina 
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presente en el músculo y la proteína aislada podrían estar relacionados con 

distintos modos de asociación de dichas moléculas en el músculo entre las 

diferentes especies (Davies y col., 1988).

Por otra parte, termogramas obtenidos para músculo bovino presentaron 

tres picos, el primero correspondiente a miosina (cabeza, Tmáx = 58,9 °C), el 

segundo atribuido a miosina (cola), proteínas sarcoplásmicas y tejido conectivo 

(Tmáx = 67,2 °C) y el tercero correspondiente a la desnaturalización de actina (Tmáx 

= 80,2 °C) (Wagner y Anón, 1986a). Como puede observarse, estas temperaturas 

de pico son superiores a los encontrados en las distintas especies de pescados, 

como fue anteriormente demostrado por Connell (1961). Además, el segundo 

pico del músculo de bovino no se encuentra presente o es muy poco evidente en 

el músculo de pescado. En el caso del salmón de mar, solo pudo observarse un 

pequeño hombro alrededor de los 60 °C. Esta diferencia es debida al bajo 

contenido de colágeno en el músculo de pescado, lo cual hace que este 

componente no pueda ser fácilmente detectado en los termogramas (Poulter y 

col., 1985).

En cuanto a los cambios de entalpia asociados a la desnaturalización 

proteica, los valores encontrados para salmón de mar fueron: AHm¡o = 8,8 ± 1,6 J/g; 

AHact= 1,6 ±0,7 J/g; AHtotai = 10,4 ± 1,6 J/g.

La comparación de los termogramas correspondientes al músculo entero 

de salmón de mar y los correspondientes a las proteínas miofibrilares aisladas (pH 

= 7,0) (sección 1.3.1. - Resultados y Discusión - Capítulo i), muestra importantes 

diferencias. En primer término, la desnaturalización de la miosina presenta dos 

transiciones en las proteínas aisladas (Tmáx = 42,4 y 52,7 °C), la primera asociada a 

la cabeza globular y la segunda a la cola fibrosa de esta proteína. Sin embargo, 

en el músculo entero (pH alrededor de 6,4), la miosina presenta una única 

transición a 50,6 °C. Las temperaturas de inicio (To) de las endotermas también 

fueron diferentes; 42,8 °C para el músculo entero y 33,0 °C para las proteínas 

aisladas. En el caso de la actina, su temperatura de desnaturalización fue de 68,4 

y 76,9 °C en las proteínas aisladas y en el músculo entero, respectivamente. Estos 

resultados muestran una menor estabilidad térmica de al menos una región de la 

molécula de miosina (probablemente la cabeza globular) así como de la actina 
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en las proteínas aisladas, lo cual podría estar relacionado con la pérdida de 

asociación entre las moléculas que ocurre al extraer las proteínas del músculo. 

Este efecto también ha sido observado en proteínas de músculo bovino (Wagner 

y Añón, 1986) y en diversas especies marinas (Paredi y col., 1994,1998, 2002).

b. Análisis de las transiciones térmicas en el músculo de salmón de mar 

Figura 2.21. Termogramas de músculo de salmón de 
mar correspondientes a distintos tiempos de 
almacenamiento: al día 1. bl día 7 el día 9 di día 13.

almacenado refrigerado. Se obtuvieron los termogramas correspondientes a 

muestras de músculo de salmón de mar almacenadas en refrigeración.

Como puede observarse en la Figura 2.21., ocurrieron cambios en los 

perfiles térmicos de las proteínas musculares en función del tiempo de 

almacenamiento.

En primer lugar, detectaron cambios en la estabilidad térmica de las 

proteínas. Luego de 7 días de almacenamiento, la miosina no presentó cambios 

en su Tmáx aunque puede 

observarse en los 

termogramas la aparición 

de un pequeño hombro 

entre los 54 y 55 °C. Sin 

embargo, la actina mostró 

una temperatura de 

desnaturalización menor 

(72,9 ± 0,4 °C) (Figura 

2.21 .b). A los 9 días de 

almacenamiento, la

transición debida a la 

desnaturalización de

miosina se desdobló en dos 

picos (49,9 ± 0,3 y 54,0 ± 0,3 

°C), mientras que la 

correspondiente a la actina disminuyó aún más su Tmáx (67,7 ± 0,4) (Figura 2.21.c). 

Luego de 13 días de almacenamiento, los termogramas registrados fueron
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Figura 2.22. Cambios en las entalpias de 
desnaturalización de miosina (barras azules) y 
actina (barras verdes) en función del tiempo de 
almacenamiento refrigerado

similares a los descriptos, aunque la temperatura correspondiente al primer pico 

de desnaturalización de la miosina fue levemente menor (p < 0,05) (Figura 2.21 .d).

Los perfiles térmicos registrados en la última etapa del almacenamiento son 

similares a los descriptos en el capítulo anterior para las proteínas miofibrilares 

aisladas (sección 1.3.1. - Resultados y Discusión). Este hecho sugiere que los 

cambios en la estabilidad térmica detectados durante el almacenamiento 

estarían relacionados principalmente con una ruptura de la estructura normal de 

los miofilamentos.

Por otra parte, 

también se observaron 

cambios en las entalpias de 

desnaturalización de las 

proteínas musculares en 

función del tiempo de 

almacenamiento (Figura 

2.22.). La miosina mostró una 

disminución significativa (p < 

0,05) de su entalpia de 

desnaturalización a los 7 días; 

quedando aproximadamente 

un 40 % de esta proteína en 

estado nativo. A mayores tiempos de almacenamiento, se registraron 

decrementos adicionales de este parámetro, permaneciendo 20 y 15 % de la 

estructura nativa de la miosina para 9 y 13 días de almacenamiento refrigerado, 

respectivamente. Por otra parte, la actina no mostró cambios significativos en su 

entalpia de desnaturalización en función del tiempo de almacenamiento 

refrigerado, similarmente a lo registrado en otras especies tales como bovino 

(Wagner y Añón, 1986a)

Los estudios de DSC realizados indican importantes modificaciones en las 

proteínas musculares durante el almacenamiento refrigerado, siendo la miosina la 

proteína mas afectada ya que además de presentar una disminución en su 

estabilidad térmica, evidenció una importante pérdida de la estructura nativa 
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durante el almacenamiento. La actina muestra una marcada disminución de su 

estabilidad térmica sin cambios en su conformación.

Estudios de DSC realizados en músculo de bacalao y tilapia no mostraron 

cambios significativos en los termogramas luego de 9 días (después de la muerte) 

de almacenamiento a 0 °C (Poulter y col., 1985). Sin embargo, para poder 

correlacionar los distintos resultados, hay que tener en cuenta que transcurrió un 

tiempo de aproximadamente 3-4 días entre la captura y el procesamiento (día 0) 

del salmón de mar, por lo cual el día 7 de almacenamiento -donde comienzan a 

evidenciarse las modificaciones antes discutidas- correspondería a 10-11 días 

después de la muerte.

2.3.5.2. Solubilidad de proteínas

A fin de analizar posibles cambios en la solubilidad de las proteínas 

musculares a lo largo del almacenamiento refrigerado se obtuvo la fracción de 

proteínas extraíbles totales (PT) tal como se indicó en la sección 2.2.9. de 

Materiales y Métodos, la cual corresponde a todas las proteínas musculares 

solubles en una solución de alta fuerza iónica (KCI 0,6 M - pH = 7). Por lo tanto, 

dicha fracción contendrá tanto a las proteínas sarcoplasmáticas (PS) como a las 

proteínas miofibrilares (PM), así como también otros compuestos nitrogenados no 

proteicos, quedando como residuo no extraído el tejido conectivo. A partir del 

extracto anterior, las proteínas sarcoplásmicas fueron separadas para obtener la 

fracción de proteínas miofibrilares solubles (PM) (sección 2.2.9).

Los valores de solubilidad de las distintas fracciones proteicas procedentes 

de músculos de pescados cuyo peso se encontraba entre 2,2 y 4,2 kg, capturados 

en distintas épocas del año (junio, septiembre y noviembre) fueron:

Fracción
g proteína soluble/

100 g músculo

g proteína soluble/ 100 

g proteínas totales
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Los valores mostrados en la última columna están referidos al contenido de 

proteína total del músculo determinado por Kjeldhal. La proporción de proteínas 

sarcoplásmicas solubles PS fue estimada por diferencia entre las proteínas 

extraíbles totales PT y las proteínas miofibrilares solubles PM.

Como puede observarse la proporción de proteínas solubles obtenida es 

baja (alrededor del 40 % de la proteína total). La relación de proteínas 

miofibrilares solubles a proteínas totales solubles (PM/PT %) fue de 16,9 ± 3,3 %. Este 

valor es también muy bajo considerando que las proteínas miofibrilares 

constituyen el 65 - 75 % de las proteínas del músculo. Estos resultados sugieren que 

una proporción importante de las proteínas miofibrilares no fueron extraídas en las 

condiciones de ensayo empleadas quedando, por tanto, en el residuo insoluble. 

Leinot y Cheftel (1990) informaron resultados similares en una especie grasa tal 

como la sardina (Sardina pilchardus). Estos autores observaron que, 

inmediatamente después de la muerte, la proporción de proteínas 

sarcoplásmicas representaba el 30 o el 40 % de las proteínas totales, mientras que 

la proporción de proteínas miofibrilares solubles se encontraba entre el 40 - 50 % 

según la época del año. Este último porcentaje disminuía luego de 20 h de 

almacenamiento en hielo, aumentando, paralelamente, la proporción del residuo 

insoluble.

Modificaciones de la solubilidad proteica durante el almacenamiento refrigerado

Se determinó la concentración proteica de las fracciones de proteínas 

extractables totales y proteínas miofibrilares solubles provenientes de músculo 

almacenado a 1 °C durante distintos periodos de tiempo. En la Figura 2.23. se 

muestran los resultados hallados en distintas experiencias realizadas (pescados 

capturados en septiembre y noviembre). La concentración de proteínas en la 

fracción extractable total disminuyó en la primera etapa del almacenamiento 

refrigerado (primeros 6 días), aumentando levemente luego, pero sin alcanzar los 

valores iniciales (Figura 2.23.a). En cuanto a las proteínas miofibrilares solubles 

(Figura 2.23.b.), éstas mostraron una disminución marcada durante los primeros 6 

días de almacenamiento y un aumento posterior, alcanzando valores superiores a 

los iniciales. Las proteínas sarcoplásmicas solubles (Figura 2.23.C.), calculadas por 
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diferencia, muestran una disminución en función del tiempo de almacenamiento 

refrigerado hasta los 9 días, manteniéndose luego constantes.

Figura 2.23. Solubilidad de las distintas fracciones proteicas: a) proteínas extraíbles 
totales PT; b) Proteínas miofibrilares solubles PM; c) proteínas sarcoplásmicas solubles 
PS. La evolución de PT, PM y PS se expresa como la proporción relativa al valor inicial 
PTo, PMo y PSo respectivamente

La proporción entre proteínas miofibrilares y totales solubles mostró un 

descenso a los 6 días de almacenamiento aumentando posteriormente (Figura 

2.24.).

Los resultados obtenidos indican que, tanto las proteínas sarcoplásmicas 

como las miofibrilares, disminuyeron su solubilidad en la primera etapa del 

almacenamiento, lo cual podría deberse a la agregación de dichas proteínas. 

Esta modificación fue más relevante para las proteínas miofibrilares ya que 

mostraron un descenso de la solubilidad de más de un 40 % con respecto al valor
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Figura 2.24. Porcentaje de proteínas 
miofibrilares solubles PM con respecto a las 
proteínas extraíbles totales PT, en función del 
tiemoo de almacenamiento

inicial (día 6), mientras que para las 

proteínas sarcoplásmicas la 

disminución detectada fue de 

aproximadamente 20 %. De

acuerdo con los estudios de 

calorimetría diferencial de barrido 

mostrados previamente, a los 7 días 

de almacenamiento ya había 

ocurrido un importante cambio en 

la conformación de la miosina 

como lo demuestra su menor 

entalpia de desnaturalización. La 

desnaturalización y agregación proteica podrían estar influenciadas por diversos 

factores fisicoquímicas, entre los cuales puede mencionarse el pH del músculo.

Otro factor a tener en cuenta es la oxidación lipídica, ya que sus productos 

podrían causar dichas modificaciones al interactuar con las proteínas. Tratando 

de vincular la evolución del número de TBA con las modificaciones proteicas 

podemos decir que, dichas modificaciones se registran en la etapa del 

almacenamiento donde se ha alcanzado un primer máximo en el nivel de los 

productos de oxidación (principalmente malonaldehído), lo cual favorecería la 

interacción entre dichos productos y las proteínas.

Por otra parte, se esperaría que los productos resultantes de dicha 

interacción provocaran un aumento de la fluorescencia característica, 

principalmente en la fase acuosa. Sin embargo, dicho comportamiento no fue 

observado al realizar la determinación de los compuestos fluorescentes.

Por lo tanto, en función de los resultados expuestos hasta el momento 

podemos decir que, si bien hay una evolución simultánea del número de TBA y el 

descenso de la solubilidad proteica, sugiriendo una vinculación entre la oxidación 

lipídica y las modificaciones de las proteínas, la misma no pudo corroborarse a 

través de la determinación de compuestos de interacción fluorescentes.

Experiencias realizadas en salmón atlántico (Salmo salar) almacenado a 0 

°C (Hultmann y Rustad, 2004) mostraron una disminución de las proteínas solubles 
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en agua (sarcoplásmicas) a lo largo.de 9 días de almacenamiento. Sin embargo, 

la solubilidad de las proteínas miofibrilares se mantuvo constante durante ese 

tiempo, aunque cuando se analizó músculo que había sido previamente 

irradiado, dicha solubilidad disminuyó, sugiriendo un efecto de los productos de 

oxidación lipídica. En merluza [Merluccius hubbsij no se observaron cambios en la 

extractabilidad de las proteínas miofibrilares y de la actomiosina a lo largo de 11 

días de almacenamiento a O °C (Crupkin y col., 1982). Por otra parte, como ya fue 

mencionado, sardinas almacenadas a 0°C mostraron una disminución en sus 

proteínas miofibrilares solubles a las 20 h de almacenamiento, aumentando a sus 

niveles iniciales a los 9 días.

En salmón de mar fue notorio el aumento de la concentración de la 

fracción de proteínas miofibrilares solubles a los 9 días de almacenamiento 

alcanzando los niveles iniciales y superando dicho nivel posteriormente. Estas 

observaciones sugieren la ocurrencia de un proceso de degradación proteica en 

la etapa final del almacenamiento.

El músculo de pescado contiene proteasas endógenas capaces de 

hidrolizar diferentes proteínas. Las colagenasas pueden degradar el tejido 

conectivo produciendo ruptura de los miotomas y conducir a cambios 

indeseables de la textura (Bremner y Hallet, 1985).

Por otra parte, las catepsinas lisosomales (ver Introducción General - 

sección 1.1.3.], responsables de la degradación proteica en áreas de daño, son 

inactivas en el tejido vivo pero son liberadas a los fluidos celulares por abuso físico 

o congelación y descongelación del músculo (Huss, 1998). La catepsina L ha sido 

implicada en el ablandamiento del músculo de salmón durante la migración por 

desove (Yamashita y Konagaya, 1991). Dicha enzima es activa a pH neutro y 

digiere tanto proteínas miofibrilares (actomiosina) como tejido conectivo. En 

salmón (Salmo salar) almacenado en refrigeración se demostró que la mayor 

parte de la actividad proteolítica está dada por endopeptidasas que degradan 

enlaces peptídicos distantes de los extremos de la cadena polipeptídica, por lo 

cual no se observaron cambios importantes en el contenido de aminoácidos 

libres (Lund y Nielsen, 2001).
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Por otra parte, las calpaínas de pescado degradan la cadena pesada de 

miosina para formar un fragmento con un peso molecular aproximado de 150 kD 

(Muramoto y col., 1989). Estas proteínas son mucho más activas a bajas 

temperaturas que las calpaínas de mamíferos, actuando con mayor intensidad 

sobre las miosinas menos estables al calor; así, las especies de peces adaptadas a 

bajas temperaturas ambientales son más susceptibles a la autólisis por calpaínas. 

Aunque estas proteasas han sido identificadas en diversas especies pesqueras, no 

se ha demostrado una relación entre su actividad y los cambios texturales.

Los resultados registrados en la solubilidad de las proteínas musculares de 

salmón de mar, sugieren la posibilidad de actividad proteolítica de las proteínas 

miofibrilares en la última etapa del almacenamiento. Dicha actividad podría estar 

favorecida por el procesamiento previo del músculo, ya que éste fue picado 

finamente antes de ser envasado y almacenado, lo cual induciría la liberación de 

las enzimas y el contacto con las proteínas miofibrilares.

Estos datos de solubilidad correlacionan muy bien con la información 

obtenida por calorimetría diferencial de barrido. En estos estudios, se demostró un 

cambio en los perfiles térmicos en función del tiempo de almacenamiento, 

apareciendo termogramas similares a los correspondientes a las proteínas 

miofibrilares aisladas y entalpias de desnaturalización menores. Este hecho 

también podría indicar la ocurrencia de degradación proteica, originando una 

modificación de la estructura proteica muscular.

2.3.5.3. Electroforesis

En función de las modificaciones observadas en la solubilidad y estructura 

de las proteínas musculares, se analizaron las fracciones de proteínas totales 

extractables y miofibrilares solubles mediante SDS-PAGE. En la Figura 2.25. se 

presentan los perfiles electroforéticos de las muestras tratadas con SDS, urea y 2- 

mercaptoetanol (ME) (30 pg de proteínas / calle).

El perfil correspondiente a la fracción de proteínas totales solubles, PT, del 

día 6 no presentó diferencias con respecto al del día 0 (calles 2 y 3 

respectivamente). La permanencia de las proteínas miofibrilares en la fracción 
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soluble en idéntica proporción a la detectada a t = 0 sugiere que la 

insolubilización registrada a los 6 días de almacenamiento involucraría a todas las 

especies proteicas por igual. La agregación proteica provocaría la formación de 

estructuras de alto peso molecular insolubles, las cuales no serían extraídas con las 

soluciones salinas, aunque también podría plantearse la posibilidad de la 

formación de agregados que permanecerían solubles, las cuales deberían 

involucrar enlaces no covalentes (puentes de hidrógeno, interacciones

hidrofóbicas) y/o puentes disulfuro, según los resultados obtenidos en las 

electroforesis.

Figura 2.25. SDS-PAGE (en presencia de ME) de las 
fracciones solubles en función del fiempo de 
almacenamiento. Calle 1: patrón de alto peso molecular; 
calle 2, 3 y 4: PT (día 0, 6 y 9 respectivamente); calle 5 y 6: 
PM (día 0 y 9 respectivamente)

A los 9 días de 

almacenamiento, el 

perfil electroforético de 

la fracción PT presentó 

algunas pequeñas 

diferencias, tales como 

una leve disminución de 

la intensidad de la 

banda 3 (aprox. 140 kD) 

y aumento de la 

correspondiente a la 

banda 4 (aprox. 90 kD) 

(calle 4). Comparando 

este perfil con los 

correspondientes a la 

fracción de proteínas

miofibrilares PM (calles 5 y 6), podemos decir que tanto la banda 3 como la 4 

corresponden a la fracción de proteínas sarcoplásmicas. El perfil electroforético 

de la fracción PT correspondiente a los 9 días de almacenamiento presentó 

también un aumento de la intensidad de las bandas de muy bajo peso molecular 

(más pequeñas que las cadenas livianas de miosina), también correspondientes a 

la fracción de proteínas sarcoplásmicas.
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La fracción de proteínas miofibrilares solubles PM presentó a los 9 días de 

almacenamiento un perfil en el cuál se evidencia una disminución en la 

intensidad de la banda 2 (entre el gel apilador y el separador), aumentando la 

intensidad de la MHC, de las bandas menores comprendidas entre los 80 y los 200 

kD y de las bandas de menor peso molecular entre las cuales se encuentran la 

actina, la banda 9 y las MLCs (calle 6). Asimismo, se observó una disminución en la 

intensidad de la banda 5 (aprox. 81 kD) aumentando la intensidad de una banda 

que aparece inmediatamente debajo de ésta.

Teniendo en cuenta el aumento de solubilidad de las PM registrado a los 9 

días de almacenamiento y los resultados de las electroforesis, puede sugerirse una 

degradación de los polipéptidos de alta masa molecular en sus proteínas 

constituyentes a este tiempo de almacenamiento. Los perfiles electroforéticos no 

mostraron la aparición de nuevos polipéptidos indicativos de un proceso de 

proteólisis enzimática en función del tiempo de almacenamiento.

2.3.5.4. Usina disponible

Dado que la interacción entre productos secundarios de la oxidación 

lipídica y proteínas ocurre a través de grupos amino libres, la determinación de 

lisina disponible puede brindar información sobre dicha interacción. Además, este 

es un parámetro importante desde el punto de vista nutricional, ya que el 

contenido de lisina del pescado es una de las características que hace 

beneficioso su consumo. Como puede observarse en la Figura 2.26., el contenido 

de lisina disponible de las proteínas musculares disminuyó en función del tiempo 

de almacenamiento refrigerado. Dicho cambio no fue significativo a los 7 días de 

almacenamiento pero si a los 12 días (p < 0,05).

Entre las posibles causas de disminución del contenido de lisina disponible, 

puede mencionarse la reacción de compuestos carbonílicos derivados de la 

oxidación lipídica con grupos e-amino de los residuos de lisina, como se demostró 

para el malonaldehído en el capítulo anterior.
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Figura 2.26. Lisina disponible en función del 
tiempo de almacenamiento

La constancia en el 

contenido de lisina disponible a los 

7 días de almacenamiento sugiere 

la ausencia de reacción -al menos 

detectable por el presente ensayo- 

entre los grupos e-amino de este 

aminoácido y otros compuestos tal 

como podrían ser los productos 

carbonílicos de la oxidación 

lipídica. Estos resultados se 

correlacionan con los obtenidos en 

la determinación de compuestos 

fuorescentes en fase acuosa, los cuales no presentaron modificaciones hasta 

tiempos de almacenamientos prolongados.

2.3.6. Modificaciones en el color del músculo

La pérdida de color en los productos cárneos, caracterizada por una 

transformación del color rosado a un color amarillo-amarronado, se traduce en 

una disminución de la aceptabilidad por parte del consumidor. Por otra parte, 

existe una relación entre el color y otros factores de calidad, o entre aquél y la 

composición química o el grado de alteración, por lo cual es posible utilizarlo 

como índice de transformaciones naturales de los alimentos frescos o de cambios 

ocurridos en un proceso industrial (Calvo y Durán, 1997).

Uno de los instrumentos más empleados en la medida de color de los 

alimentos es el colorímetro triestímulo. El principio de funcionamiento de estos 

colorímetros se basa en lo siguiente: un haz de luz blanca procedente de una 

fuente luminosa incide en la muestra con un ángulo de 45 ° y es reflejado de 

forma perpendicular a la superficie de la muestra (luz difusa). Este haz pasa a 

través de tres filtros y es medido por una fotocélula.

Las lecturas de color pueden realizarse en diferentes escalas; en este caso 

las medidas fueron realizadas en el sistema CIELAB. Dicho sistema utiliza tres 
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coordenadas: L*, a* y b*. L* corresponde a la luminosidad y a’ y b‘ a la 

cromaticidad. El parámetro a* define el componente rojo-verde, rojo para los 

valores positivos y verde para los negativos; mientras que b* define el 

componente amarillo-azul, amarillo para los positivos y azul para los negativos.

Como puede observarse en la Figura 2.27., el parámetro L* no mostró 

cambios significativos (p < 0,05) en función del tiempo de almacenamiento 

refrigerado. El parámetro a* se mantuvo constante durante los primeros 8 días, 

disminuyendo significativamente (p < 0,05) con posterioridad, evidenciando una 

pérdida del color rojizo del músculo durante el almacenamiento. En cuanto al 

parámetro b*, tampoco mostró cambios significativos durante los primeros 8 días, 

aumentando de manera significativa (p < 0,05) luego de ese tiempo, lo cual

correlaciona con la aparición de un color amarillento en el músculo.

Figura 2.27. Parámetros de color en función del tiempo del almacenamiento 
(músculos blancos)
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Figura 2.28. Diferencia total de color en 
función del tiempo de almacenamiento 
(músculo blanco)

A partir de los valores de L a y b se calcularon los valores de la diferencia 

total de color AE según la siguiente ecuación:

AE = [(A¿)2 + (Aa)2 + (A¿)2 f2 (Ec. 2.4.)

donde A£*, Aa* y Ab* fueron calculados como la diferencia entre cada valor 

individual de las muestras y el valor promedio obtenido para el correspondiente 

parámetro al inicio del almacenamiento. Los valores de AE mostrados (Figura 

2.28.) corresponden al promedio de todos los AE individuales para cada tiempo, 

reflejando las variaciones con respecto al valor promedio al inicio del 

almacenamiento tomado como referencia.

En correlación con los 

cambios observados en a* y b*, AE 

permaneció constante durante los 

primeros 8 días de almacenamiento 

refrigerado, presentando un 

aumento significativo luego (p < 

0,05).

Es importante señalar que los 

valores de los parámetros de color 

al inicio del almacenamiento 

variaron entre las distintas 

experiencias realizadas. Los 

resultados presentados fueron registrados en pescados jóvenes (2-4 kg) 

capturados en distintas épocas del año, con carne" blanca" a simple vista.

El color del músculo de pescado puede ser afectado por diversos factores 

entre los cuales se encuentran la época de captura, la dieta, el deterioro 

microbiano, el contenido de humedad (Wetterskog y Undeland, 2004). En el caso 

del salmón de mar, pescados de mayor tamaño presentaron mayores valores del 

parámetro a* y menores de b’, concordantemente con una carne mucho más 

"rosada" a simple vista.

La variación de los parámetros de color en los músculos más “rosados" se 

muestra en la Figura 2.29. El valor de L* inicial fue algo menor al presentado 
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anteriormente y aumentó a los 4 días de almacenamiento, evidenciando un 

oscurecimiento del músculo. El parámetro a* disminuyó más tempranamente que 

en el caso de los músculos más blancos, detectándose a los 7 días de 

almacenamiento diferencias significativas con respecto al control (p < 0,05). El 

parámetro b* mostró un aumento significativo a los 4 días, y otro incremento

posterior a los 12 días de almacenamiento refrigerado.

Figura 2.29. Parámetros de color en función del tiempo del almacenamiento (músculos 
rosados)

La diferencia total de color AE aumentó significativamente a los 4 días de 

almacenamiento (Figura 2.30.) en correlación con el aumento de b* y 

principalmente con el aumento de L* registrado a ese tiempo. La evolución del AE 

fue irregular ya que disminuyó entre el cuarto y séptimo día debido 

probablemente a una disminución de L*. Posteriormente, este parámetro 

aumentó nuevamente.
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Figura 2.30. Diferencia total de color en 
función del tiempo de almacenamiento 
(músculo rosado)

La disminución del valor de a* 

en diversas especies pesqueras ha 

sido asociada a la conversión de la 

oxi-mioglobina roja a la forma de 

meta-mioglobina parda (Wetterskog y 

Undeland, 2004). Además, las formas 

meta de las proteínas conteniendo 

grupos hemo han sido relacionadas 

con el comienzo de la oxidación 

lipídica en músculo, particularmente 

en pescados de aguas frías, 

encontrándose un paralelismo entre 

la pérdida de color rojo y el desarrollo de hidroperóxidos y de sustancias reactivas 

al TBA (Richards y col, 2002; Richards y Huitín, 2003). Por otra parte, el incremento 

en el valor de b* ha sido relacionado con la polimerización de bases de Schiff 

para dar pigmentos amarillos, así como también con cambios en la molécula de 

hemoglobina tales como formación de meta-hemoglobina y otras reacciones 

(Wetterkog y Undeland, 2004).

En la Figura 2.31. se muestra la comparación entre la evolución del número 

de TBA y de los parámetros a* y b* para el músculo "blanco" y el "rosado".

En el músculo "blanco" los cambios iniciales en el número de TBA no se 

correlacionaron con cambios en el color del músculo, mientras que el aumento 

de los productos de oxidación en la última etapa de almacenamiento (entre el 

octavo y décimo día) fueron paralelos a la disminución de a’ y el aumento de b*. 

En cambio, en el músculo "rosado", el aumento del número de TBA en la primera 

etapa del almacenamiento fue correlativo con cambios en a* y b*. 

Posteriormente, un nuevo aumento de los productos de oxidación fue simultáneo 

con un marcado incremento de b* y disminución de a*.
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2.3.7. Modificaciones de parametros fisicoquímicas relacionados con la 

calidad del pescado

2.3.7.1.pH

El pH inicial de músculo de salmón de mar proveniente de pescados de 

diferente edad y capturados en distintas épocas del año fue similar, con un valor

promedio de 6,44 ± 0,05. La evolución 

de este parámetro en función del 

tiempo de almacenamiento 

refrigerado puede observarse en la 

Figura 2.32., donde se muestran los 

resultados obtenidos para filetes 

lavados sin y con agregado de cloro al 

agua de lavado, no registrándose 

diferencias significativas en el 

comportamiento de ambos. El pH 

aumentó muy levemente hasta el 

séptimo día de almacenamiento

Figura 2.32. pH del músculo lavado con 
agua ) y con agua + cloro ( ) en
función del tiempo de almacenamiento
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( ) y de b* ( ) en función del tiempo de almacenamiento, a) músculo "blanco" ,
b) músculo "rosado"
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(aproximadamente 0,2 unidades). Al octavo día se registró un aumento más 

importante, alcanzando el músculo lavado con agua de red valores superiores al 

lavado con mayor concentración de cloro.

Los cambios registrados en el pH pueden ayudar a explicar las 

modificaciones registradas en los perfiles térmicos de las proteínas. Howell y col., 

(1991) han informado que un incremento del pH entre 6 y 8, disminuyó la 

estabilidad térmica de la miosina en miofibrillas de pescados de aguas cálidas, 

apareciendo un nuevo pico a menor temperatura. En trucha, una especie que se 

adapta a un rango amplio de temperaturas, se registró un comportamiento 

similar, mientras que la miosina de bacalao (agua fría) no fue susceptible a 

cambios de pH por encima de 7. En todos los casos, ocurrió una desestabilización 

de la actina con el aumento del pH. Además, las entalpias de desnaturalización 

disminuyeron con dicho incremento. Modificaciones similares se han encontrado 

en músculo de vieiras (Chlamys tehuelchus) cuando el pH aumentó por encima 

de 7 (Paredi y col., 1998).

En el salmón de mar se observa un comportamiento similar al recién 

descripto para pescados de aguas cálidas y trucha, presentando una 

desestabilización de la miosina la cual se desdobló en dos transiciones diferentes, 

desestabilización de la actina y disminución de las entalpias de desnaturalización. 

Estos cambios correlacionan con la evolución del pH, ya que comienzan a 

registrarse a partir del séptimo día y se hacen muy evidentes al noveno día 

cuando el pH ya sobrepasó el valor de 7.

2.3.7.2. Nitrógeno básico volátil total (NBV-t) y Trlmetilamina (TMA)

Los niveles de TMA y de NBV-t fueron determinados en el músculo picado 

de salmón de mar almacenado en refrigeración. Los niveles iniciales de NBV-t 

encontrados en diferentes pescados capturados en distintas épocas del año 

fueron de 9,2 ± 1,2 mg N/100 g de músculo. En un estudio realizado en salmón de 

mar almacenado entero y sin eviscerar a 0 °C (Hozbor, 1999), se determinaron 

valores de NBV-t relativamente altos (cercanos a 30 mg N %) desde el inicio de la 

experiencia (correspondiente a 4 días desde la captura). Diversas 
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determinaciones realizadas en distintas especies de pescados marinos frescos 

muestran un nivel inicial de NBV-t entre 10 y 15 mg N % (Contreras Guzmán, 2002).

Por otra parte, el nivel de TMA inicial fue menor a 1 mg N/100 g músculo. 

Este valor concuerda muy bien con el anteriormente hallado en salmón de mar 

(Hozbor, 1999) y en otras especies marinas (Contreras Guzmán, 2002).

Durante el almacenamiento refrigerado del músculo de salmón de mar, 

tanto el NBV-t como la TMA se mantuvieron constantes durante los primeros días.

aunque se encontraron diferencias entre experiencias realizadas con pescados 

capturados en el mes de marzo (Figura 2.33.a) y en el mes de septiembre (Figura 

2.33.b) siendo los segundos de mayor tamaño. En el primer caso, se observó un 

aumento significativo (p < 0,05) del NVB y de la TMA a los 8 días de 

almacenamiento, alcanzando ambos parámetros los valores límites aceptados en 

ese tiempo. En el segundo caso, no se registraron modificaciones significativas a 

los 8 días, mientras que a los 12 días de almacenamiento ambos parámetros 

aumentaron significativamente (p < 0,05), alcanzando solo la TMA los valores 

límites. El músculo de salmón de mar almacenado entero superó los 10 mg N % 

para TMA entre los 12 ó 13 días post-captura (Hozbor, 1999).

Figura 2.33. Evolución de NBV-t (líneas celestes) y TMA (líneas verdes) en función del 
tiempo de almacenamiento para dos experiencias con pescados capturados en 
distintas épocas del año: a) marzo; b) septiembre

A pesar de las diferencias cuantitativas, ambas experiencias muestran 

comportamientos similares, con una primera etapa sin modificaciones seguida de
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un aumento de TMA que ocasiona un aumento del NBV-t. A tiempos de 

almacenamiento muy avanzados (día 14 - Figura 2.33.a) se observa que el NBV 

aumenta en mucha mayor proporción que la TMA, sugiriendo que es importante 

el aporte de otras aminas volátiles.

Estos resultados están de acuerdo con el comportamiento general 

observado en pescados de carne clara y en calamares, donde la detección de 

la TMA presenta un período "lag" de entre 4 y 7 días de almacenamiento en hielo, 

el cual podría relacionarse con el momento en el que se termina el oxígeno en los 

tejidos y los microorganismos se ven obligados a utilizar el óxido de trimetilamina. 

A partir de ese momento la producción de TMA se acelera, hasta que el sustrato 

se agota (Contreras, 2002).

El músculo previamente lavado con agua con agregado de 1 ppm de 

cloro presentó algunas diferencias con respecto al lavado sin agregado de cloro 

(Figura 2.34.). A los 8 días de almacenamiento se observó un aumento 

significativamente mayor de la TMA en el músculo lavado con agua de red.

Figura 2.34. Evolución de NBV-t (a) y TMA (b) en función del tiempo de almacenamiento 
para músculo lavado con agua de red (líneas azules) y músculo lavado con agua de 
red con agregado de cloro (líneas verdes)

188



Almacenamiento refrigerado - Resultados y Discusión

Figura 2.35. Recuento de microorganismos 
aerobios totales en función del tiempo de 
almacenamiento Para músculo lavado 
con agua de red ( y con agua de red 
+ cloro ( )

2.3.8. Crecimiento microbiano durante el almacenamiento refrigerado

Se llevaron a cabo recuentos de microorganismos aerobios totales a fin de 

estimar el período de vida útil del músculo de salmón de mar en las presentes 

condiciones de procesamiento y almacenamiento.

Se analizó la evolución de los recuentos microbianos totales en las dos 

condiciones de lavado aplicadas. Al lavar con agua de red, los valores iniciales 

de los recuentos se encontraron entre 3 y 7 x 103 UFC/g mientras que al lavar los 

filetes con mayor concentración de cloro se obtuvieron valores de 8 - 8,5 x 102 

UFC/g, indicando un descenso en la 

carga microbiana inicial. En trabajos 

previos (Hozbor, 1999), se informaron 

recuentos iniciales de 1,5 - 2 x 103 

UFC/g en filetes de salmón de mar 

almacenado entero en hielo, 

mientras que recuentos de la flora 

superficial mostraron valores de 6 x 

104 UFC/g (Massa y col., 2002). La 

Figura 2.35. muestra la evolución en 

el número de microorganismos 

totales para las muestras lavadas sin 

y con agregado de cloro, en 

función del tiempo de 

almacenamiento. Puede observarse 

que luego de 5 y 8 días de almacenamiento, no hubo diferencias entre el número 

de microorganismos aerobios totales presentes en el músculo lavado con agua 

de red y el presente en músculo lavado con mayor concentración de cloro. En 

función de estos resultados, no se puede establecer una correlación entre el 

mayor contenido de TMA registrado a los 8 días para el músculo lavado con 

mayor concentración de cloro y el recuento de microorganismos aerobios totales.

De acuerdo con varios autores (Shewan, 1977; Gram, 1992, Huss y col, 1997) 

el número de bacterias necesario para que ocurra un deterioro evidente para los 
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sentidos se encuentra entre 106 a 107 UFC/g de músculo para las bacterias 

psicrótrofas. En las experiencias realizadas el músculo picado de salmón de mar 

alcanzó estos niveles entre el quinto y el séptimo día de almacenamiento. Según 

el trabajo de Hozbor (1999) a los 9 días de almacenamiento a 0 °C (de los cuales 

los 4 primeros fueron en el barco y los otros 5 en el laboratorio), los ejemplares de 

salmón de mar almacenados enteros en hielo alcanzaron dichos recuentos.

La microflora presente en el músculo de salmón de mar ha sido 

caracterizada (Hozbor, 1999), determinándose un predominio de formas bacilares 

Gram negativas respecto a las cocoideas y ausencia de bacterias Gram positivas. 

Los microorganismos predominantes fueron Pseudomona spp y Shewanella 

putrefaciens, los cuales se detectaron desde el inicio del almacenamiento, por lo 

que formarían parte de la microflora original. Otros géneros encontrados fueron: 

Vibrios spp, Aeromonas spp, Moraxella spp, Acinetobacter spp y 

Enterobacteriaceae lactosa positiva. Estos resultados hallados en salmón de mar 

concuerdan con numerosos estudios realizados en peces de aguas tropicales y 

de aguas templadas, donde después de 1 a 2 semanas de almacenamiento 

aeróbico en hielo, la flora está constituida casi exclusivamente por Pseudomonas 

spp y Shewanella putrefaciens (Huss, 1998).

En función de esta información, se puede establecer un tiempo de vida útil 

para la carne de salmón de mar, en las presentes condiciones de procesamiento 

y almacenamiento, de alrededor de 6 días. En este período no se registraron 

modificaciones significativas del nivel de TMA. En general, la correlación entre el 

contenido de TMA y el número de bacterias no es buena debido a que 

probablemente este compuesto sea producido por las bacterias específicas del 

deterioro, las cuales no siempre representan la mayor proporción de la flora 

microbiana total (Huss, 1998). De la misma manera, el NBV-t y el pH tampoco 

mostraron cambios importantes en dicho período.

2.3.9. Otras determinaciones relacionadas con la funcionalidad del 
músculo

El salmón de mar es una especie muy apreciada por la "calidad de su 

carne". Ya se han analizado diferentes procesos deteriorativos que ocurren a lo 

190



Almacenamiento refrigerado - Resultados v Discusión

largo del almacenamiento refrigerado, los cuales pueden tener consecuencias 

sobre propiedades del músculo relacionadas con su potencial funcionalidad en 

diversos productos alimenticios. Dos de esas propiedades importantes fueron 

analizadas: textura del músculo y características de gelación térmica. Se 

evaluaron dichas propiedades dentro del período de vida útil estimado mediante 

los recuentos microbiológicos.

2.3.9.1. Textura del músculo

Se analizaron los cambios en la textura del músculo picado formando un 

disco tipo “hamburguesa". En la Figura 2.36. se muestra a modo de ejemplo un 

perfil de textura TPA obtenido al inicio del almacenamiento.

Figura 2.36. Perfil de Textura TPA de músculo 
picado de salmón de mar

A partir de los perfiles de 

textura se obtuvieron los parámetros 

de firmeza (F), elasticidad (E, 

correspondiente a la elasticidad 

retardada previamente definida en 

el Capítulo 1), cohesividad (C) y 

adhesividad (A), como fue 

explicado en la sección 2.3.8.1. Los 

resultados obtenidos se muestran en 

la Tabla 2.2.

Tabla 2.2. Parámetros de textura de músculo de salmón de mar durante el 
almacenamiento refrigerado
Tiempo (días) F (N) ' E C A (N x seg)

0 14,07 ± 1,33 0,66 ±0,01 0,56 ± 0,01 - 1,90 ±0,13
6 14,18 ± 1,26 0,71 ±0,06 0,57 ±0,01 - 1,46 ±0,46
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Como puede observarse, no se registraron diferencias significativas entre los 

parámetros de textura del músculo al inicio del almacenamiento y los 

correspondientes al día 6 del almacenamiento.

Los cambios texturales (ablandamiento del tejido) en el músculo de 

pescado almacenado en refrigeración están relacionados principalmente con la 

actividad de las enzimas endógenas, más que con la actividad microbiana 

(Hansen y col., 1996; Hultmann y Rustad, 2004). Los resultados obtenidos con 

respecto a la textura del músculo correlacionan con la información derivada del 

análisis de la solubilidad proteica y los perfiles electroforéticos, ya que a partir de 

ambos estudios podemos inferir que no hubo actividad proteolítica durante el 

período de tiempo de almacenamiento analizado.

2.3.9.2. Gelación térmica

Figura 2.37. Perfil de Textura TPA de gel 
obtenido por tratamiento térmico

Las propiedades de los geles obtenidos por tratamiento térmico del 

músculo lavado (ver sección 2.2.12.) fueron analizadas mediante su perfil de 

textura TPA. Un perfil característico de estos geles se muestra en la Figura 2.37, 

mientras que los parámetros de 

textura calculados pueden 

observarse en la Tabla 2.3. Al igual 

que en el caso de los geles 

obtenidos a partir de las proteínas 

miofibrilares aisladas, estos perfiles 

de textura no presentaron el área 

negativa luego del primer pico, 

indicativa del parámetro 

adhesividad.

Los geles obtenidos a partir de 

músculo que había sido

almacenado durante 7 días a -1 °C presentaron un aumento significativo (p <

0,05) en su firmeza F, mientras que la elasticidad y cohesividad no presentaron 

diferencias.
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Las diferencias encontradas en la firmeza de los geles en función del 

tiempo de almacenamiento podrían deberse a cambios estructurales sufridos por

Tabla 2.3. Parámetros de textura de geles de músculo de salmón de mar
Tiempo (días) F(N) E C

0 3,80 ±0,61 0,92 ±0,01 0,62 ±0,01

7 7,40 ± 1,77 0,92 ± 0,06 0,63 ±0,01

las proteínas miofibrilares, principalmente por la miosina. Como se indicó 

previamente, dichas proteínas presentaron un descenso en su solubilidad en 

soluciones salinas a los 6 días de almacenamiento refrigerado y una disminución 

de la entalpia de desnaturalización de la miosina obtenida por DSC a los 7 días 

de almacenamiento, indicando una desnaturalización parcial de esta proteína. 

Estos cambios en la conformación de la miosina -desnaturalización parcial y 

agregación- podrían estar relacionados con la mayor firmeza de los geles. Una 

posible hipótesis podría ser que la miosina alterada tuviera una menor capacidad 

para retener agua durante la gelificación y, por lo tanto, la matriz del gel quedara 

con una menor proporción de agua con respecto a los geles obtenidos al inicio 

del almacenamiento. Además, podría ocurrir un cambio en las interacciones que 

estabilizan la matriz del gel, tanto en el número como en el tipo, dado que se está 

partiendo de proteínas previamente agregadas lo cual podría inducir un 

mecanismo de formación de la matriz diferente que en el caso de proteínas no 

modificadas.

193



Almacenamiento refrigerado - Resultados y Discusión

B. EFECTO DE LA APLICACIÓN DE UN ANTIOXIDANTE NATURAL (EXTRACTO DE 

ROMERO) AL MUSCULO REFRIGERADO

Como ya fue expuesto en la Introducción General, ha crecido 

enormemente la demanda de antioxidantes naturales para ser adicionados a los 

alimentos debido a los problemas toxicológicos asociados a los antioxidantes 

sintéticos antes utilizados. En virtud de ello, se hace necesario el estudio de la 

acción de los diversos antioxidantes naturales descubiertos en diferentes sustratos 

a fin de evaluar su potencial aplicabilidad. En el presente trabajo se ensayó la 

aplicación de extracto de romero (Rosmarinus officinalis) al músculo picado de 

salmón de mar. El aditivo utilizado fue un extracto comercial de romero (Guardián 

Rosemary extract 09, Danisco), dispersable en agua. La actividad antioxidante de 

dicho extracto ha sido analizada en otros sustratos alimenticios, siendo 

recomendado para la protección de productos cárneos, salsas y vegetales. Este 

producto ha mostrado reducir la oxidación lipídica en pavo (300 - 600 ppm) y en 

pollo (500 ppm) (información dada por la firma elaboradora del producto), sin 

embargo no ha sido muy utilizado aún en pescados.

En función de estos datos se analizó el efecto del agregado de dos 

concentraciones de extracto al músculo de salmón de man 200 y 500 ppm, 

correspondientes a 10 y 25 ppm de diterpenos fenólicos respectivamente, de 

acuerdo a la información brindada por el fabricante (contenido de diterpenos 

fenólicos en el extracto: 5 %}.

Como se indicó en Materiales y Métodos, una parte de la masa de músculo 

picado fue tratada con el antioxidante, envasada, almacenada y analizada 

paralelamente con el músculo sin antioxidante.

La aplicación del extracto de romero en las concentraciones ensayadas 

no tuvo influencia en parámetros tales como el pH, la TMA, el NBV-t y los 

recuentos bacterianos, tanto en sus niveles iniciales como en su evolución durante 

el almacenamiento refrigerado (resultados no mostrados).
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2.3.10. Efecto del extracto de romero sobre la oxidación lipídica

2.3.10.1. Número de TBA

Figura 2.38. N° de TBA en función del 
tiempo de almacenamiento, sin ( ) y con
500 ppm de extracto de romero (—-—)

La aplicación de 200 y 500 ppm de extracto de romero produjo una 

significativa disminución en el desarrollo de productos secundarios de la oxidación 

lipídica. La Figura 2.38. muestra la 

evolución de las sustancias reactivas 

al TBA en músculo de salmón de mar 

(0,49 % de lípidos) sin antioxidante y 

con agregado de 500 ppm de 

extracto de romero. En presencia del 

extracto el número de TBA 

permaneció inalterado durante los 

primeros 8 días. En el día 10 del 

almacenamiento se registró un leve 

aumento del número de TBA, 

permaneciendo en un nivel muy bajo 

(el valor alcanzado en ese tiempo fue de 0,3 mg MDA/kg de músculo).

Es importante resaltar que se realizaron experiencias con músculos con 

diferentes contenidos lipidíeos, obteniéndose en todos los casos similares 

resultados en presencia del antioxidante.

En la Figura 2.39. se muestran los resultados obtenidos con la aplicación de 

200 ppm del extracto de romero a músculo de salmón de mar. En este caso, se 

observó un aumento progresivo pero muy pequeño del número de TBA en función 

del tiempo de almacenamiento, alcanzando un valor de 0,35 mg MDA/kg de 

músculo al cabo de 12 días de almacenamiento refrigerado.

Por otra parte, el extracto de romero inhibió la oxidación lipídica en el 

músculo lavado con mayor concentración de cloro. Como se mostró en la 

sección 2.3.2.b., el agregado de cloro al agua de lavado indujo un más rápido e 

importante aumento en el número de TBA de las muestras refrigeradas; sin 

embargo, en presencia del antioxidante no se observaron diferencias entre las
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Figura 2.39. N° de TBA en función del 
tiempo de almacenamiento refrigerado, sin 
(—-) y con 200 ppm ) de extracto de 
romero

muestras con distinta concentración 

de cloro en el agua de lavado de los 

filetes (resultados no mostrados).

El extracto de romero 

ensayado fue capaz de inhibir el 

desarrollo de productos de oxidación 

lipídica, independientemente del 

nivel de oxidación alcanzado por el 

músculo sin antioxidante. Ambas 

concentraciones ensayadas fueron 

efectivas, aunque se observaron 

algunas leves diferencias entre ellas.

2.3.10.2. Composición de la fracción lipídica

Se analizó el efecto del agregado de extracto de romero sobre las 

modificaciones de la fracción lipídica durante el almacenamiento refrigerado del 

músculo de salmón de mar.

Los resultados obtenidos mediante cromatografía en capa fina (TLC) 

muestran importantes diferencias en función de la concentración de antioxidante 

presente en el músculo. Cabe aclarar que en las placas mostradas, la cantidad 

de cada una de las fracciones de lípidos totales sembradas correspondió a una 

masa que contenía 10 gg de fósforo. El contenido de fósforo de cada extracto 

había sido previamente determinado, observándose una disminución del mismo 

en función del tiempo de almacenamiento refrigerado, lo cual se correlaciona 

con una hidrólisis de los fosfolípidos, tal como se demostró en la sección 2.3.3. 

Dado que en todas las muestras se sembró similar cantidad de fosfolípidos, las 

manchas correspondientes a dicha fracción presentan igual intensidad para 

todas las condiciones de almacenamiento. A los 6 días de almacenamiento, los 

lípidos provenientes de músculo con agregado de antioxidante (200 y 500 ppm) 

presentaron un aumento en la intensidad relativa de las manchas
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correspondientes a los ácidos grasos 

libres (AGL) y a los triglicéridos (TG) con 

respecto al músculo sin antioxidante 

(Figura 2.40. - calles 2, 3 y 4). Dicho 

aumento podría ser atribuido a que, 

dado el menor contenido de 

fosfolípidos a los 6 días de 

almacenamiento, la cantidad de 

muestra sembrada para tener 10 gg de 

fósforo debe ser mayor, lo cual hace 

que la cantidad de TG y AGL también 

sea mayor. Sin embargo, dicho 

aumento no se observa en el músculo 

sin antioxidante, lo cual sugiere que en 

dicha muestra habría una muy baja 

cantidad de TG y AGL. Este hecho 

podría explicarse por el proceso de 

oxidación de los lípidos, el cual ha 

alcanzado un máximo en el número 

de TBA a este tiempo en el músculo sin 

antioxidante. Por lo tanto, puede 

proponerse que estaría ocurriendo un proceso de oxidación lipídica básicamente 

en la fracción de TG y de AGL, generando compuestos que no son extraídos en el 

extracto orgánico y, consecuentemente, disminuyendo la intensidad de las 

correspondientes manchas.

Un comportamiento similar se repitió a los 9 días de almacenamiento, 

aunque a este tiempo las diferencias entre las muestras con diferentes 

concentraciones de antioxidante fueron menores (Figura 2.40. - calles 5,6 y 7). En 

este caso, la hidrólisis de los fosfolípidos aparenta ser mucho mayor. Las muestras 

sin antioxidante presentaron una considerable intensidad de la mancha 

correspondiente a los AGL, aunque algo menor que las correspondientes a las 

muestras con antioxidante. La intensidad de la mancha correspondiente a los TG 

Figura 2.40. Cromatografía TLC de los 
(¡pidos totales de músculo de salmón de 
mar en función del tiempo de 
almacenamiento refrigerado y del 
agregado de antioxidante.- calle 1: día 0; 
calles 2, 3 y 4: día 6 con agregado de 0, 
200 y 500 ppm de extracto de romero, 
respectivamente; calles 5, 6 y 7: día 9, con 
agregado de 0, 200 y 500 ppm de 
extracto de romero, respectivamente
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del músculo sin antioxidante fue menor que las correspondientes al músculo con 

200 y 500 ppm de extracto de romero, concordantemente con la hipótesis de la 

oxidación de la fracción de TG en las muestras sin antioxidante.

Los perfiles de ácidos grasos de los lípidos totales obtenidos por 

cromatografía gaseosa también presentaron diferencias en función del agregado 

del extracto de romero (Figura 2.41.). Luego de 6 días de almacenamiento, los 

lípidos provenientes de músculo tratado con antioxidante (tanto con 200 como 

con 500 ppm) no presentaron diferencias en la proporción de las distintas clases 

de ácidos grasos con respecto al día 0 del almacenamiento, a diferencia del

Figura 2.41. Distribución de clases de ácidos grasos en los lípidos totales de 
músculo de salmón de mar en función del tiempo de almacenamiento 
refrigerado y del agregado de extracto de romero. Saturados (azul), 
monoinsaturados (verde), poliinsaturados a>3 (amarillo), poliinsaturados roó 
ÍCAlACítA)

músculo sin antioxidante, el cual registró una disminución en la proporción de los 

ácidos poliinsaturados ©3. Este resultado junto con el hecho que la reducción de 

ácidos ca3 fue relativamente baja (7 %) y con un valor cercano a la proporción de 

dichos ácidos en la fracción de TG, apoyan la ¡dea que la oxidación lipídica 

estaría afectando fundamentalmente a dicha fracción.

Sin embargo, luego de 9 días de almacenamiento, la proporción de los 

ácidos o)3 fue similar en todas las muestras, independientemente del nivel de 

antioxidante agregado.
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El análisis de la composición de la fracción ©3 mostró que la proporción del 

ácido DHA (22:6) no presentó variaciones a los 6 días de almacenamiento en 

presencia del antioxidante (200 y 500 ppm), mientras que disminuyó en el músculo 

sin antioxidante. A los 9 días de almacenamiento, no se registraron diferencias 

entre las muestras (Figura 2.42.)

Figura 2.42. Proporción de cada ácido graso ®3 en los lípidos totales de 
músculo de salmón de mar en función del tiempo de almacenamiento 
refrigerado y del agregado de extracto de romero: 18:3 (azul), 20:5 (verde), 
22:5 (amarillo), 22:6 (celeste)

La fracción ©6 no mostró modificaciones significativas en función del

Figura 2.43. Proporción de los ácidos grasos ©6 mayoritarios en los lípidos 
totales de músculo de salmón de mar en función del tiempo de 
almacenamiento refrigerado y del agregado de antioxidante: 18:2 (azul), 
20:3 (verde), 20:4 (amarillo), 22:5 (celeste)
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agregado de antioxidante a ninguno de los tiempos de almacenamiento 

refrigerado (Figura 2.43.).

2.3.11. Compuestos fluorescentes

Análogamente a lo realizado con las muestras de músculo sin antioxidante, 

se obtuvieron las fases acuosa y orgánica del músculo con 200 y 500 ppm de 

extracto de romero, a fin de realizar la determinación de los compuestos de 

interacción de carácter fluorescente.

En la Figura 2.44. se compara la evolución de los máximos de 

excitación/emisión (325/412 y 388/460) en músculo sin antioxidante y con 200 ppm 

de extracto de romero. En la fase orgánica, la intensidad de fluorescencia a

Figura 2.44. Intensidad de fluorescencia en los máximos de excitación/emisión en 
función del tiempo de almacenamiento refrigerado, sin antioxidante (“—) y con 200 
ppm de extracto de romero
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325/412 se mantuvo constante durante los primeros 8 días de almacenamiento en 

la muestra con extracto de romero, mientras que el músculo sin antioxidante 

presentó un aumento significativo (p < 0,05) a los 8 días. Los valores alcanzados 

por ambas muestras a los 12 días fueron similares. A 388/460, la intensidad de 

fluorescencia en fase orgánica del músculo con antioxidante, no se modificó en 

todo el período de almacenamiento ensayado mientras que, en el músculo sin 

antioxidante, aumentó a partir del octavo día. La fase acuosa no presentó 

diferencias significativas entre ambas muestras, aunque el músculo con 200 ppm 

de romero mostró un comportamiento irregular al final del almacenamiento.

Los corrimientos a mayor longitud de onda 5Forg y 5Fac no presentaron 

diferencias significativas (p < 0,05) entre el músculo sin antioxidante y con 200 ppm 

de extracto de romero. Similar comportamiento presentó el corrimiento entre las

Figura 2.45. Corrimientos a mayor longitud de onda 8Forg y 8Fac y entre las fases 
8Forg/8Fac en función del tiempo de almacenamiento refrigerado, sin antioxidante 
( ) y con 200 ppm de extracto de romero ( -)
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fases 5Forg/8Fac (Figura 2.45.)

La evolución de los compuestos fluorescentes también fue analizada en 

músculo con agregado de 500 ppm de antioxidante (Figura 2.46.). En la fase 

orgánica, la intensidad de fluorescencia a 325/412 se mantuvo constante en 

ambas muestras durante los primeros 8 días de almacenamiento, mostrando el 

músculo sin antioxidante una diferencia con respecto al comportamiento 

presentado anteriormente; estas diferencias ya fueron tratadas en la sección

2.3.3. Posteriormente, en el día 14 se registró un aumento significativo en ambas 

muestras, aunque los valores alcanzados en el músculo con 500 ppm de 

antioxidante fueron significativamente menores (p < 0,05). La fluorescencia a 

388/460 no mostró diferencias significativas (p > 0,05) durante todo el período de 

almacenamiento refrigerado.

En el caso de la fase acuosa, tanto la intensidad de fluorescencia a

Figura 2.46. Intensidad de fluorescencia en los máximos de excitación/emisión en 
función del tiempo de almacenamiento refrigerado, sin antioxidante ( ) y con 500
ppm de extracto de romero ( )
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325/412 como a 388/460 fueron independientes de la presencia de antioxidante, 

aumentando significativamente (p < 0,05) para ambas muestras luego de 14 días 

de almacenamiento.

Al analizar los corrimientos a mayor longitud de onda y el commiento entre 

las fases se obtuvieron los resultados mostrados en la Figura 2.47. Al igual que en el 

caso del agregado de 200 ppm de extracto de romero, los corrimientos 5Forg, 

SFac y SForg/SFac en el músculo con 500 ppm de antioxidante no presentaron 

diferencias significativas con respecto al músculo sin antioxidante.

Figura 2.47. Corrimientos a mayor longitud de onda SForg y SFac y entre las fases 
SForg/SFac en función del tiempo de almacenamiento refrigerado, sin antioxidante 
( ■) y con 500 ppm de extracto de romero (~“)

El análisis de compuestos fluorescentes también se realizó en muestras de 

músculo lavadas con agua de red con agregado de cloro, en ausencia y en 

presencia de antioxidante (500 ppm). La evolución de los máximos de 

fluorescencia en función del tiempo de almacenamiento puede observarse en la 

Figura 2.48. En la fase orgánica, la fluorescencia a 325/412 del músculo sin
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antioxidante mostró un incremento significativo a los 6 días de almacenamiento 

(p < 0,05), disminuyendo posteriormente. El músculo con 500 ppm de extracto de 

romero no mostró cambios durante todo el período de almacenamiento 

ensayado. La fluorescencia medida a 388/460 presentó un comportamiento 

similar al descripto para 325/412. En la fase acuosa no se registraron diferencias 

significativas entre ambas muestras (p > 0,05) para ninguno de los dos máximos de 

fluorescencia.

Figura 2.48. Intensidad de fluorescencia en los máximos de excitación/emisión en 
función del tiempo de almacenamiento refrigerado, sin antioxidante ( ) y con 500
ppm de extracto de romero ( ) para músculo lavado con mayor concentración de
cloro

El análisis de los corrimientos SForg, SFac y SForg/SFac arrojó los resultados 

mostrados en la Figura 2.49. Mientras que en el músculo sin antioxidante SForg 

presentó un aumento significativo (p < 0,05) a los 6 y 8 días de almacenamiento, 

las muestras con antioxidante no presentaron cambios. En la fase acuosa, no se 
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observaron diferencias significativas entre ambas muestras. Por último, 5Forg/5Fac 

aumentó significativamente al sexto y octavo día, disminuyendo posteriormente 

en el músculo sin antioxidante, consecuentemente con el comportamiento de 

SForg. En presencia de extracto de romero este parámetro no se modificó 

significativamente durante todo el almacenamiento.

Figura 2.49. Corrimientos a mayor longitud de onda SForg y 8Fac y entre las fases 
8Forg/8Fac en función del tiempo de almacenamiento refrigerado, sin antioxidante 
(——) y con 500 ppm de extracto de romero ( )

La interpretación de los resultados obtenidos a partir de la determinación 

de los compuestos fluorescentes permite analizar el origen de dichos compuestos 

presentes en el músculo de salmón de mar. En primer término, en fase acuosa no 

se encontraron diferencias dadas por la presencia de antioxidante en ningún 

caso, aunque si se registraron cambios en función del tiempo de 

almacenamiento. En la última etapa de los almacenamientos se registraron 

aumentos de la fluorescencia a 325/412 ya 388/460 así como en el 5Fac en todos 
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los casos (sin y con antioxidante). Estas observaciones sugieren que este aumento 

en la fluorescencia no está relacionado con la formación de compuestos de 

interacción entre productos de oxidación lipídica y grupos amino, sino con algún 

otro proceso que ocurre en el músculo en un estado avanzado del 

almacenamiento refrigerado. Aubourg y col. (1998) informaron una alta 

correlación entre el 5Fac y el NBV-t en músculo de polaca (Micromesistius 

poutassou) refrigerado, una especie magra. A fin de comprobar dicha 

correlación en el músculo de salmón de mar refrigerado, se graficaron los valores 

de SFac provenientes de diferentes experiencias (distintos músculos, distintas 

concentraciones de antioxidante y distinta concentración de cloro en el agua de 

lavado) en función de sus correspondientes valores de NBV-t. Como puede 

observarse en la Figura 2.50. existe un correlación lineal muy alta entre estos dos 

parametros (r2 = 0,91).

Figura 2.50. Correlación entre los valores de 
8Fac y el NBV-t en el músculo de salmón de 
mar refrigerado.

En virtud de estos resultados 

podemos inferir que los cambios en 

los compuestos de interacción 

presentes en la fase acuosa 

estarían relacionados con otros 

procesos de deterioro del músculo 

tal como podría ser la degradación 

proteica. Es posible que el 

aumento en la fluorescencia esté 

asociado a un aumento de las 

especies proteicas solubles en 

agua.

Por otra parte, SForg podría correlacionarse con el desarrollo de la 

oxidación lipídica dadas las diferencias encontradas entre muestras sin y con 

antioxidante, particularmente en el músculo lavado con mayor concentración de 

cloro. Como se mostró anteriormente (sección 2.3.2.b.) el cloro indujo un mayor 

aumento en el número de TBA en la primera etapa del almacenamiento. Los 

cambios registrados en los compuestos fluorescentes en fase orgánica ocurrieron 

entre el sexto y el octavo día de almacenamiento, momento en el cual el número 
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de TBA se mantiene aproximadamente constante luego de haber alcanzado un 

primer incremento importante.

2.3.12. Efecto del extracto de romero sobre las modificaciones proteicas

Las proteínas musculares sufrieron importantes modificaciones a lo largo del 

almacenamiento refrigerado. Dichas modificaciones pueden tener diversas 

causas entre las que se cuentan la degradación mediante la acción de factores 

endógenos y de factores microbianos. La oxidación también puede contribuir al 

las modificaciones proteicas a través de la interacción con los productos de 

oxidación. El análisis de la fracción proteica de músculos almacenados en 

presencia de antioxidante permitieron analizar dicha contribución.

Al igual que en el músculo sin antioxidante se obtuvieron los perfiles 

térmicos por calorimetría diferencial de barrido (DSC) del músculo con 

antioxidante en función del tiempo de almacenamiento refrigerado. Los músculos 

con 200 y 500 ppm de extracto de romero presentaron termogramas similares a 

los mostrados para el músculo sin antioxidante (sección 2.3.5.1), tanto en las 

temperaturas de desnaturalización como en las entalpias correspondientes.

Este hecho indica que, la oxidación lipídica no tendría influencia sobre las 

modificaciones en la estructura proteica detectadas a través de la calorimetría 

diferencial de barrido, tales como el aumento de la sensibilidad térmica de la 

miosina y la actina como la desnaturalización de la miosina. En función de ello, el 

antioxidante no estaría ejerciendo ningún efecto protector sobre las mismas. Ya 

fue mencionado antes en este capítulo que las modificaciones observadas 

podrían ser producto del cambio de pH experimentado por el músculo.

El análisis de solubilidad proteica mostró algunas diferencias entre las 

muestras sin antioxidante y con antioxidante. En músculo con 200 ppm de 

extracto de romero se observó una mayor concentración de proteínas extraTbles 

totales a largos tiempos de almacenamiento (12 días), sin diferencias significativas 

hasta el día 9 (Figura 2.51.a). Dicho aumento fue principalmente debido a un 

incremento de la solubilidad de las proteínas miofibrilares (Figura 2.51 .b), como lo
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demuestra la mayor proporción de proteínas miofibrilares con respecto a las 

proteínas extraíbles totales (Figura 2.51.c).

Figura 2.51. Solubilidad proteica en función del tiempo de almacenamiento para 
músculo sin antioxidante (barras celestes) y con 200 ppm de extracto de romero 
(barras lilas), a) proteínas extraíbles totales (PT/PTo %); b) proteínas miofibrilares solubles 
(PM/PMo %); c) relación PM/PT %

En músculo con 500 ppm de extracto de romero se observó un aumento en 

la solubilidad de las proteínas miofibrilares y en la relación PM/PT a los 9 días de 

almacenamiento refrigerado (Figura 2.52.b y c). Dicho aumento no fue 

suficientemente grande para evidenciarse como un aumento en las proteínas 

extraíbles totales, las cuales no mostraron diferencias entre el músculo sin 

antioxidante y con 500 ppm de romero (Figura 2.52.a).
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Figura 2.52. Solubilidad proteica en función del tiempo de almacenamiento refrigerado 
para músculo sin antioxidante (barras celestes) y con 500 ppm de extracto de romero 
(barras rosas), a) proteínas extra'íbles totales (PT/PTo %]; b) proteínas miofibrilares 
solubles (PM/PMo %); c) relación PM/PT %

Los resultados obtenidos indican que la insolublización proteica que ocurre 

durante la primera etapa del almacenamiento refrigerado del músculo de salmón 

de mar, no estuvo asociada al desarrollo de la oxidación lipídica, ya que la 

presencia del antioxidante no modificó la disminución de la solubilidad de las 

proteínas musculares (miofibrilares y sarcoplásmicas). Sin embargo, las diferencias 

encontradas a mayores tiempos de almacenamiento sugieren algún efecto de 

los productos de oxidación sobre la solubilidad proteica. Dichos efectos se 

hicieron evidentes cuando las proteínas musculares habían sufrido una
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Figura 2.53. Lisina disponible en función del 
tiempo de almacenamiento refrigerado 
para músculo sin antioxidante (barras 
celestes) y con 200 ppm de extracto de 
romero (barras lilas)

degradación y desorganización de su estructura, lo cual sugiere una mayor 

posibilidad de interacción de los productos de oxidación en esas circunstancias.

Los perfiles electroforéticos (SDS-PAGE) de las fracciones solubles fueron 

similares a los obtenidos para el músculo sin antioxidante (sección 2.3.5.3.) 

(resultados no mostrados).

En cuanto al contenido de lisina disponible, no se registraron diferencias 

significativas (p < 0,05) en función 

del agregado de antioxidante al 

músculo (Figura 2.53.). Por lo tanto, la 

disminución de lisina disponible 

observada a largos tiempos de 

almacenamiento no fue producida 

por interacción de productos de 

oxidación carbonílicos con los 

grupos amino libres de la lisina como 

podría esperarse, dado que se trata 

de una reacción ampliamente 

probada en otros sistemas como ya 

fue comentado (Introducción 

General).

Es importante remarcar que las determinaciones de lisina disponible fueron 

realizadas sobre un precipitado de proteínas (obtenido con ácido tricloroacético) 

como se indicó en la sección 2.2.10 (Materiales y Métodos). Los resultados 

mostrados están referidos a 100 g de proteínas presentes en dicho precipitado. 

Dado que las proteínas musculares podrían sufrir degradación en función del 

tiempo de almacenamiento refrigerado, la cual podría afectas en distinta 

medida a las diferentes proteínas, la composición cualitativa de las proteínas del 

precipitado podría modificarse, principalmente al final del almacenamiento. Este 

cambio podría estar alterando el contenido de lisina disponible.

Los geles obtenidos por tratamiento térmico a partir de músculo 

almacenado en presencia de antioxidante no presentaron diferencias 
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significativas en sus parámetros texturales con respecto a los obtenidos a partir de 

músculo sin antioxidante.

En cuanto a la textura del músculo, tampoco se registraron diferencias 

entre el músculo sin y con antioxidante luego de 6 días de almacenamiento.

2.3.13. Efecto del extracto de romero sobre los cambios de color

Ya se ha comentado anteriormente que los cambios de color en el 

músculo están asociados a la oxidación, por lo cual la aplicación de un 

antioxidante podría tener efectos beneficiosos en este aspecto.

Figura 2.54. Parámetros de color en función del tiempo de almacenamiento para 
músculo "blanco" sin antioxidante (——) y con 500 ppm de extracto de romero (——)
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Se analizaron los parámetros de color L*. a* y b* en muestras de músculo 

con 200 y 500 ppm de extracto de romero en comparación con el músculo sin 

antioxidante.

Como se comentó anteriormente, se encontraron músculos con diferentes 

colores iniciales. En la Figura 2.54. se muestran los resultados registrados en 

músculo “blanco" con agregado de 500 ppm de antioxidante. Ninguno de los tres 

parámetros de color mostró diferencias significativas en presencia de extracto de 

romero con respecto al músculo sin antioxidante. Este hecho indica que los 

cambios de color observados en este músculo (disminución de a* y aumento de 

b* luego del octavo día) no se correlacionaron con el desarrollo de la oxidación 

lipídica.

En el músculo "rosado" se obtuvieron resultados diferentes como se

muestra en la Figura 2.55.

Figura 2.55. Parámetros de color en función del tiempo de almacenamiento refrigerado 
para músculo "blanco" sin antioxidante ( ) y con 500 ppm de extracto de romero
I I
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Figura 2.56. Cambio de color total AE para 
músculo "rosado" sin antioxidante ( ) y
con 500 ppm de extracto de romero ( 
en función del tiempo de almacenamiento 
refrigerado

El parámetro L* presentó una diferencia entre las muestras sin y con 

antioxidante a los 4 días de almacenamiento, con valores similares para ambas 

muestras en los otros tiempos ensayados. El color rosado del músculo disminuyó en 

ambas muestras, pero en presencia de extracto de romero se observó una menor 

disminución del parámetro o* 

indicando una mayor preservación 

de dicho color, hecho que fue 

comprobado visualmente. El 

parámetro b* aumentó en ambas 

muestras, no mostrando diferencias 

significativas entre ellas. El cambio 

de color total AE fue notablemente 

afectado por el agregado del 

extracto de romero, no presentando 

diferencias significativas en función 

del tiempo de almacenamiento 

refrigerado en el músculo con 500 

ppm del antioxidante (Figura 2.56.).

En función de estos resultados, podemos decir que el extracto de romero 

(500 ppm) ejerció un efecto positivo en la preservación del color del músculo 

"rosado" de salmón de mar almacenado en refrigeración, actuando 

principalmente sobre la pérdida de color rojo.

Al agregar 200 ppm de extracto de romero al músculo de salmón de mar 

se obtuvieron resultados similares a los mostrados para 500 ppm (resultados no 

mostrados).

Es importante notar que el antioxidante fue capaz de preservar el color solo 

parcialmente a pesar de haber inhibido la oxidación lipídica en un nivel muy 

elevado como lo indica la determinación del número de TBA. Este hecho sugiere 

que la pérdida de color en el músculo tendría varias causas, una de ellas estaría 

vinculada al proceso de oxidación lipídica.

Similares resultados fueron encontrados en músculo picado y lavado de 

bacalao al cual se le agregó líquido exudado de músculo de bacalao como
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antioxidante. Mientras el desarrollo del proceso de oxidación lipídica fue 

totalmente prevenido, hubo igualmente pérdida de color rojo en esas muestras 

(Wetterskog y Undeland, 2004). Dado que en dichos sistemas el crecimiento 

bacteriano había sido inhibido, los autores postulan como posibles causas de la 

disminución del parámetro a*: la conversión espontánea de oxi y deoxi- 

hemoglobina a meta-hemoglobina; la desnaturalización de las proteínas 

miofibrilares los que producie un cambio en la interacción con la hemoglobina y 

deshidratación superficial.
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2.4. CONCLUSIONES

En este capítulo se analizaron diferentes aspectos relacionados con la 

pérdida de calidad del músculo de salmón de mar durante el almacenamiento 

refrigerado, a fin de evaluar la incidencia del proceso de oxidación lipídica y de 

sus consecuencias sobre el deterioro.

En primer término es importante resaltar que, a pesar de tratarse de una 

especie magra, se registró un considerable desarrollo de la oxidación lipídica - 

medido mediante el ensayo de TBA- durante el almacenamiento refrigerado, aún 

en los músculos de menor contenido graso, excepto en aquellos casos donde 

este es muy bajo en época de pre-desove. Los estudios de la composición de la 

fase lipídica sugieren dos procesos de deterioro de dicha fracción: por una parte, 

ocurriría una hidrólisis fundamentalmente de la fracción de los fosfolípidos, muy 

evidente a tiempos de almacenamiento relativamente largos (9 días), 

aumentando notablemente la cantidad de ácidos grasos libres presentes. Por 

otra parte, la oxidación de los lípidos comienza en los primeros días del 

almacenamiento, observándose a los 6 días el máximo deterioro. Este proceso 

afectaría principalmente a la fracción de triglicéridos -la cual es poco abundante 

en el salmón de mar-, y específicamente el ácido docosahexaenoico (DHA - 22:6 

<o3) sería el ácido graso más afectado. Dicho ácido presentó una abundancia 

relativa alta en el salmón de mar.

Todos los almacenamientos realizados se extendieron por períodos más 

prolongados que el período de vida útil, con el objetivo de disponer de mayor 

cantidad de información que permita entender mejor los procesos que ocurrieron 

en el músculo. Sin embargo, a nivel práctico interesa conocer las alteraciones 

que ocurren durante el período en el cual el músculo permanece apto para el 

consumo. Dicho período está determinado, en pescado refrigerado, por el 

crecimiento bacteriano. En este trabajo, se estimó la vida útil del músculo picado 

mediante recuentos de microorganismos aerobios totales. Este no es el mejor 

parámetro indicador de la vida útil ya que el deterioro del pescado está 

determinado por ciertas bacterias específicas del deterioro. Sin embargo, el 

período de vida útil estimado (alrededor de 6 días) mostró una buena correlación
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con otras alteraciones que ocurrieron en el músculo. Así, el pH varió poco durante 

este período manteniéndose por debajo de 7,0 y aumentando posteriormente, 

mientras que la TMA y el NBV-t se mantuvieron por debajo de los niveles máximos 

aceptados. La textura del músculo no presentó diferencias con respecto a la del 

inicio del almacenamiento.

En cuanto a las alteraciones proteicas, en el período de vida útil se 

registró un cierto nivel de insolubilización, más importante para las proteínas 

miofibrilares, y una desnaturalización parcial de la miosina. En días posteriores (día 

9) ya se evidenciaron signos de una desorganización de la estructura proteica 

muscular posiblemente relacionada con el aumento del pH. La lisina disponible no 

presentó modificaciones en el tiempo de vida útil, lo cual es importante desde el 

punto de vista de la cualidad nutricional del músculo. En cuanto a la 

funcionalidad proteica, estudiada a través de las propiedades de los geles 

obtenidos por tratamiento térmico, luego de un período de almacenamiento 

equivalente a la vida útil se obtuvieron geles similares a los del inicio del 

almacenamiento, los cuales presentaron diferencias solo en la firmeza. Sería 

importante evaluar como afectaría esta diferencia a la calidad de un producto 

basado en un proceso de gelación térmica.

El proceso de oxidación lipídica ocurrió de manera importante en el 

período de vida útil. Por lo tanto, debe ser un factor a tener en cuenta al 

almacenar el músculo de salmón de mar en refrigeración, dadas sus negativas 

consecuencias tanto desde el punto de vista toxicológico por la toxicidad de 

algunos productos de la oxidación, como desde el punto de vista nutricional y de 

los beneficios para la salud por la pérdida de ácidos grasos poliinsaturados ©3.

Los compuestos de interacción fluorescentes o productos terciarios de la 

oxidación no presentaron modificaciones durante el período de vida útil, tal 

como lo demostró la constancia en los valores de los corrimientos a mayor 

longitud de onda en fase orgánica y en fase acuosa y del corrimiento entre las 

fases. En función de ello, se puede concluir que no ocurrió una interacción 

importante entre los productos secundarios de la oxidación y grupos amino libres 

(tanto de origen proteico como de fosfolípidos) en el período de vida útil.

216



Almacenamiento refrigerado -Conclusiones

Otro aspecto a tener en cuenta en relación con la oxidación lipídica es la 

utilización de una mayor concentración de cloro en el agua de lavado. Este tipo 

de procesamiento llevó a un mayor desarrollo de productos secundarios de la 

oxidación, sin lograr un aumento de la vida útil del músculo. Además, el efecto 

del cloro también se evidenció en la determinación de compuestos fluorescentes 

ya que, en este caso, se registró un aumento en el corrimiento a mayor longitud 

de onda en fase orgánica en los primeros ocho días de almacenamiento.

Con el fin de prevenir la oxidación lipídica se evaluó la aplicación de 

extracto de romero. Las dos concentraciones utilizadas (200 y 500 ppm) fueron 

efectivas, impidiendo casi completamente el desarrollo de productos de 

oxidación -medidos a través del ensayo de TBA- y la disminución de ácidos grasos 

poliinsaturados <o3 en el tiempo de vida útil. El extracto de romero también 

presentó efectos beneficiosos en la preservación del color del músculo, 

previniendo, aunque no totalmente, la pérdida de color rojo. Además, impidió la 

oxidación lipídica en un nivel similar en músculo que había sido lavado con una 

mayor concentración de cloro.

Estos resultados son importantes desde el punto de vista de su aplicación 

práctica dada la creciente tendencia de la industria alimenticia de buscar 

aditivos de origen natural. Por lo tanto, la aplicación del extracto de romero 

muestra ser una buena opción para prevenir la oxidación en productos a base de 

carne de salmón de mar que van a ser conservados en refrigeración. Si bien las 

concentraciones recomendadas por la firma fabricante del extracto se 

encuentran entre 400 y 1200 ppm para diferentes productos, dependiendo del 

contenido de lípidos, una concentración de 200 ppm resultó ser muy efectiva en 

el músculo de salmón de mar, a pesar de su alta proporción de ácidos grasos 

poliinsaturados.

Desde el punto de vista de la investigación del proceso de oxidación, la 

aplicación del antioxidante permitió discriminar cuales son las alteraciones del 

músculo que están vinculadas con dicho proceso de las que no lo están. Así, 

pudo determinarse que los cambios en los compuestos fluorescentes que ocurren 

a largos tiempos de oxidación, fundamentalmente un aumento del commiento a 

mayor longitud de onda en fase acuosa y disminución en fase orgánica en
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algunos casos, no presentaron relación con la oxidación lipídica. Según los 

resultados aquí obtenidos, dichas variaciones no serían indicadoras de la 

interacción entre productos de oxidación y otros componentes del músculo como 

ha sido informado por otros autores, ya que ocurren tanto en ausencia como en 

presencia de antioxidante. En cambio, las variaciones registradas en fase 

orgánica más tempranamente en el almacenamiento del músculo lavado con 

mayor concentración de cloro, pueden ser atribuidas a la presencia de los 

productos de oxidación lipídica dado que no ocurrieron en presencia del 

antioxidante.

Estos resultados sugieren que para que ocurra una interacción de los 

productos de oxidación con los grupos amino detectable a través de la 

determinación de fluorescencia se requiere un mayor nivel de oxidación.

Por otra parte, las modificaciones estructurales y funcionales de las 

proteínas musculares durante el período de vida útil no se vieron afectadas por la 

presencia de antioxidante, indicando que no están dadas como consecuencia 

de la oxidación lipídica. En presencia de antioxidante, se observaron diferencias 

en la solubilidad proteica (aumento) a largos tiempos de almacenamiento, 

aunque la explicación de este hecho no es sencilla ya que las proteínas sufren 

otros deterioros en esa etapa.
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3.1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La congelación seguida por el almacenamiento congelado es un 

importante método de conservación de pescado, el cual se aplica a una 

considerable proporción de las capturas mundiales; aproximadamente un 24 % 

del total del pescado capturado en el año 1992 fue destinado a productos 

congelados para consumo humano (Huss, 1998).

El crecimiento microbiano no es un problema en los productos pesqueros 

congelados, ya que a temperaturas menores a - 9 °C la actividad de las bacterias 

marinas se encuentra inhibida, permaneciendo los microorganismos 

esencialmente en un estado de latencia (Slavin, 1968). Sin embargo, el músculo 

de pescado congelado se deteriora más rápidamente que otros músculos tal 

como el de bovino, exhibiendo deterioro en diversos aspectos de su calidad 

(Matsumoto, 1979). Así, dichos productos pueden exhibir cambios en el flavor, el 

olor, la textura y el color. Las alteraciones serán dependientes de la manipulación 

y el procesamiento aplicado antes, durante y después de la congelación, así 

como también de la composición química del músculo.

Uno de las principales aspectos del deterioro del pescado congelado está 

relacionado con la desnaturalización de las proteínas, fundamentalmentalmente 

las proteínas miofibrilares. Entre los factores causantes de dicha desnaturalización 

pueden mencionarse: 1 Jdaño de células y membranas causado por los cristales 

de hielo; 2)deshidratación de las moléculas proteicas; 3)incremento de la 

concentración de solutos -especialmente sales inorgánicas- en la fase no 

congelada; 4) actividad enzim ática; 5) reacción de las proteínas con ácidos 

grasos libres y lípidos; 6) reacción de las proteínas con productos de la oxidación 

lipídica y 7) presencia de formaldehído en especies capaces de producirlo 

(Matsumoto, 1980; Shenouda, 1980; Badii y Howell, 2002). Sin embargo, no ha sido 

completamente elucidado como y en qué extensión contribuye cada uno de 

esos factores (Smith, 1987).

La desnaturalización de las proteínas ha sido asociada con los cambios en 

la textura observados en el músculo de pescado almacenado congelado, tal 

como el "endurecimiento”. También se encuentra relacionada con otras 
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alteraciones funcionales tales como un aumento en la pérdida de fluidos, 

cambios en las propiedades de unión y de gelación (Matsumoto, 1979; Awad y 

col, 1969).

Tanto la hidrólisis como la oxidación de los lípidos ocurre durante el 

almacenamiento congelado de los productos pesqueros, aún en aquellos con 

bajo contenido de grasa, siendo un factor importante en la aceptabilidad de 

dichos productos (Aubourg y col., 1999). Estos procesos pueden estar vinculados 

con la desnaturalización proteica como se mencionó anteriormente, con los 

cambios texturales y la pérdida de funcionalidad. Además, la oxidación de los 

lípidos puede relacionarse con los cambios en el color dados por la oxidación de 

pigmentos y el flavor y olor debido a la generación de compuestos volátiles.

En función de lo expuesto, se proponen en el presente capítulo los 

siguientes objetivos:

• Analizar los cambios en la calidad del músculo de salmón de mar durante el 

almacenamiento en estado congelado, particularmente aquéllos 

relacionados con la oxidación lipídica y sus consecuencias sobre otros 

constituyentes tales como las proteínas.

• Evaluar el efecto del agregado de extracto de romero como antioxidante de 

origen natural al músculo almacenado en estado congelado y refrigerado.
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3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Material utilizado

La materia prima utilizada en el almacenamiento congelado (salmón de 

mar (Pseudopercis semifasciata)] fue de características similares a las detalladas 

para el almacenamiento refrigerado (Capítulo 2 - Materiales y Métodos).

3.2.2. Procesamiento y almacenamiento del pescado

Los ejemplares de salmón de mar fueron procesados tal como se señaló en 

el caso del almacenamiento refrigerado. Cabe aclarar que los filetes fueron 

lavados con agua de red con agregado de 1 ppm de cloro.

Envasado de las muestras: las muestras de músculo picado fueron 

envasadas en bolsas de polietileno (100 jim de espesor), de igual manera que 

para el almacenamiento refrigerado.

3.2.2.I. Congelación de las muestras

Una vez envasadas, las muestras fueron congeladas en un congelador de 

placas Mini Freezer (White Martín, Brasil) utilizando nitrógeno líquido como fluido 

criogénico (Figura M.3.1.a). La temperatura establecida en el equipo fue -30 °C. 

La historia térmica durante la congelación fue registrada mediante una 

termocupla de cobre - constantan colocada en el interior de una muestra. Cabe 

aclarar, que las muestras fueron colocadas de manera extendida dentro de las 

bolsas a fin de tener un menor espesor y disminuir así el tiempo necesario para la 

congelación (Figura M.3.1.b.). Al alcanzar una temperatura de -18 °C en el 

interior, las muestras fueron retiradas del congelador.
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Figura M.3.1. Congelación de las muestras de músculo de salmón de mar. a) 
Congelador de placas, b) Disposición de las muestras en las placas

Se calculó el tiempo característico de congelación (te), como el período 

de tiempo en minutos que tarda un punto de la muestra en pasar de -1 a -7 °C 

(temperatura a la cual se considera que está congelado el 80 % del agua del 

músculo (Riedel, 1957; Mascheroni, 1977, Wagner, 1986). Según los valores de te 

obtenidos, la congelación se realizó a velocidades intermedias.

3.2.2.2. Almacenamiento congelado de las muestras

Las muestras congeladas fueron almacenadas en un freezer cuya 

temperatura fue monitoreada a cada hora mediante un adquisidor de datos 

acoplado a un sensor de temperatura (button data logger temperature). La 

temperatura media registrada durante el período de almacenamiento fue -11 ± 

2°C.

3.2.2.3. Descongelación de las muestras

La descongelación de las muestras a distintos tiempos de almacenamiento 

fue realizado en cámara a 4 °C durante 12 -14 h.
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3.2.3. Aplicación del anfioxidante

Se analizó el efecto de la aplicación de un antioxidante natural tal como el 

extracto de romero, durante el almacenamiento congelado. A tal efecto, se 

utilizó el extracto comercial Guardián Rosemary extract 09 (DANISCO), el cual fue 

preparado y aplicado como ya fue mencionado en el almacenamiento 

refrigerado. La concentración final en el músculo fue de 200 y 500 ppm.

Las siguientes determinaciones fueron realizadas de manera similar a lo 

detallado para el músculo refrigerado (Capítulo 2 - Materiales y Métodos):

3.2.4. Composición proximal del músculo (proteínas, lípidos totales, agua y 

cenizas)

3.2.5. Composición de la fracción lipídica

3.2.6. Ensayo de TBA

3.2.7. Determinación de compuestos fluorescentes

3.2.8. Calorimetría Diferencial de Barrido (DSC)

3.2.9. Proteína total extraíble y proteínas miofibrilares solubles

3.2.10. Elecfroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

3.2.11. Usina disponible

3.2.12. Determinación de parámetros de color
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3.2.13. Microscopía Electrónica de Barrido (SEM)

Se analizaron cortes de músculo de salmón de mar de aproximadamente 2 

mm de lado, fijándolos con glutaraldehído 2,5 % en buffer fosfato con 2 mM de 

CaCh (pH = 7,2). Las muestras fueron posteriormente procesadas tal como se 

indicó en la sección 1.2.10.3. (Materiales y Métodos - Capítulo 1) y observadas en 

un microscopio JEOL 35 CF.

3.2.14. Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM)

Se utilizó esta técnica para analizar la fracción de proteínas miofibrilares 

solubles. Las proteínas disueltas en buffer Tris-HCI, KCI 0,6 M, (pH = 7,0) con una 

concentración de 0,2 mg/ml fueron tratadas según el procedimiento de Lozano y 

Morales (1983) y observadas en un microscopio JEOL 100 CXII (ver sección 1.2.7. - 

Materiales y Métodos - Capítulo 1).

3.2.15. Análisis estadístico

Se analizó el efecto del tiempo de almacenamiento así como del 

agregado de antioxidante mediante un análisis de varianza (ANAVA). La 

comparación de las medias se realizó mediante el test de menor diferencia 

significativa (LSD) de Fisher, considerándose que dos medias eran 

significativamente diferentes cuando la probabilidad determinada era menor que 

0,05 (p < 0,05). Estos análisis estadísticos se llevaron a cabo utilizando el programa 

SYSTAT (Wilkinson, 1990).
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3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

A. MODIFICACIONES DURANTE EL ALMACENAMIENTO CONGELADO DEL 
MUSCULO DE SALMON DE MAR

3.3.1. Seguimiento de la oxidación lipídica. Número de TBA

La evolución de los productos secundarios de la oxidación lipídica durante 

el almacenamiento congelado del músculo de salmón de mar, fue evaluada a 

través de la determinación del número de TBA. Al igual que en el caso del 

almacenamiento refrigerado, se tomaron dos muestras al azar a distintos tiempos 

de almacenamiento, realizándose la determinación por duplicado en cada una 

de ellas.

En la Figura 3.1. se presenta la evolución del número de TBA registrada 

durante el almacenamiento congelado de músculos con diferente contenido de 

lípidos: 1,08 ± 0,15 % (Figura 3.1.a) y 0,53 ± 0,08 % (Figura 3.1.b). El músculo con 

1,08 % de lípidos provenía de un pescado de 11 kg capturado en el mes de 

agosto, mientras que el de 0,53 % correspondió a pescados capturados en el mes

de junio con pesos entre 2,2 y 3,5 kg.

Figura 3.1. Ensayo de TBA en músculo de salmón de mar en función del tiempo de 
almacenamiento congelado para músculos con diferente contenido lipídico: a) 1,08 
%; b) 0,53 %
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Los valores de TBA iniciales fueron comparables a los registrados 

anteriormente en los músculos almacenados en refrigeración (sección 2.3.2.). En 

las primeras etapas del almacenamiento, se registró un aumento progresivo del 

número de TBA en ambos casos. Este incremento mantuvo una pendiente 

aproximadamente constante hasta alcanzar un valor de TBA máximo. Dicho 

máximo fue alcanzado alrededor de los 4 meses de almacenamiento por el 

músculo con mayor contenido lipídico presentando un valor medio de 2,09. El 

músculo con menor contenido de lípidos alcanzó el máximo número de TBA a los 

3 meses, con un valor de 1,46. Como en el caso del almacenamiento refrigerado, 

hubo una correlación entre el contenido lipídico y el máximo número de TBA 

alcanzado.

Cabe señalar que, como puede evidenciarse en las figuras, se registraron 

dispersiones entre los valores de TBA de muestras tomadas a un mismo tiempo de 

almacenamiento, especialmente cuando este parámetro presenta el mayor 

cambio, lo cual no había sido observado en el caso del almacenamiento 

refrigerado. Este comportamiento se repitió en ambos casos, sugiriendo una 

heterogeneidad en la ocurrencia de la oxidación lipídica en el músculo en estado 

congelado.

Resultados comparables han sido informados para otras especies 

pesqueras magras. Determinaciones realizadas en distintas zonas del músculo 

(dorsal, cola, anterodorsal y oscuro o rojo) de merluza (Merluccius meriuccius) (0,5 

- 1 % de lípidos) mostraron un máximo en el número de TBA al sexto mes de 

almacenamiento a -11 °C, con mayores valores en el músculo oscuro que en las 

distintas zonas del músculo claro. Sin embargo, aunque las determinaciones 

fueron realizadas separando las zonas del músculo, los valores presentaron 

grandes dispersiones como en el caso del salmón de mar (Aubourg y col., 1999). 

En polaca (Micromesistius poutassou) (contenido de lípidos 0,43 - 0,60 %) 

almacenada a - 10 °C, el número de TBA presentó un máximo a los 5 meses de 

almacenamiento, disminuyendo luego (Aubourg, 1999b). Comportamientos 

similares fueron observados en bacalao (Gadus morhua) y eglefino 

(Melanogramus aeglefinus) (contenidos lipidíeos 0,45 - 0,65 %) almacenados a la 
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misma temperatura, mostrando un máximo a los 5 meses (Aubourg y Medina, 

1999).

Si se compara la evolución del número de TBA en el músculo de salmón 

de mar almacenado a -11 °C con la del músculo almacenado en refrigeración, 

puede observarse que los niveles de los productos secundarios de oxidación 

máximos alcanzados son comparables. Este hecho muestra que la oxidación 

lipídica ocurre en su máxima extensión durante el almacenamiento congelado en 

las presentes condiciones. Diversos estudios han demostrado que la temperatura 

de almacenamiento congelado ejerce un importante efecto sobre el desarrollo 

de la oxidación lipídica. Así, menores temperaturas de almacenamiento 

resultaron en menor formación de productos de oxidación, tanto primarios como 

secundarios (Pérez-Villarreal y Howgate, 1991; Aubourg, 1999b; Aubourg y Medina, 

1999). La temperatura de almacenamiento utilizada en este trabajo permitió un 

importante desarrollo del proceso de oxidación lipídica.

3.3.2. Modificaciones en la fracción lipídica 

Figura 3.2. Cromatografía en capa fina 
(TLC) de los lípidos totales de músculo de 
salmón de mar en función del tiempo de 
almacenamiento congelado: 0 (calle 1), 
4 meses (calle 2)

De igual manera que en el caso 

del almacenamiento refrigerado, se 

analizaron las modificaciones que 

ocurrieron en la fracción lipídica 

durante el almacenamiento en estado 

congelado del músculo de salmón de 

mar, realizándose las determinaciones 

luego de 4 meses de almacenamiento, 

dado que a ese tiempo se había 

alcanzado el máximo número de TBA. 

En primer término, se investigaron 

cambios en las distintas fracciones 

lipidíeos mediante cromatografía en 

capa fina (TLC), separando los
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componentes presentes en la fracción de lípidos polares (fosfolípidos) y de lípidos 

neutros. Luego de 4 meses de almacenamiento a -11 °C se registró un gran 

aumento de la banda correspondiente a los ácidos grasos libres, AGL, junto con 

una disminución marcada de los fosfolípidos fosfatidilcolina, FC, y 

fosfatidiletanolamina, FE, y la aparición de una cantidad significativa de 

lisofosfatidilcolina (lisoFC) (Figura 3.2. - calle 2). Estos resultados indican una 

importante hidrólisis de los fosfolípidos, la cual parece ocurrir en una mayor 

extensión que en el caso del almacenamiento refrigerado

La lipólisis es una reacción que ha sido detectada en músculo almacenado 

congelado de diversas especies. Algunos autores han atribuido el aumento en la 

concentración de ácidos grasos libres en músculos magros a la hidrólisis de 

fosfolípidos solamente, mientras que otros lo atribuyen tanto a hidrólisis de 

fosfolípidos como de lípidos neutros (Aubourg, 1999b). En un estudio realizado en 

merluza, Aubourg y col (1999) demostraron que las zonas de músculo oscuro -las 

cuales contienen mayor proporción de triglicéridos y menor de fosfolípidos- 

presentaban una menor velocidad de hidrólisis que el músculo claro. La 

acumulación de ácidos grasos libres en el músculo congelado ha sido 

relacionada con la pérdida de aceptabilidad, dada por el deterioro que estos 

ácidos pueden causar en la textura al interacturar con proteínas (Shenouda, 1980; 

Mackie,1993) y por su relación con el desarrollo de la oxidación lipídica (Han y 

Listón, 1988)

Mediante cromatografía gaseosa, se evaluaron las posibles modificaciones 

en el perfil de ácidos grasos de los lípidos totales. Luego de 4 meses de 

almacenamiento congelado se registró una disminución en la proporción de 

ácidos poliinsaturados co3 (Figura 3.3.), probablemente debida a la oxidación de 

estos ácidos grasos. Dicha disminución fue de aproximadamente un 6 % con 

respecto a los ácidos grasos totales. Cabe señalar que dicha disminución fue 

comparable a la registrada durante el almacenamiento refrigerado cuando se 

había alcanzado el máximo número de TBA (t = 6 días). Los ácidos grasos 

saturados y monoinsaturados presentaron un aumento relativo en sus 

proporciones como consecuencia del descenso en la proporción de los ácidos
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Figura 3.3. Distribución de clases de ácidos grasos en 
los lípidos totales de músculo de salmón de mar en 
función del tiempo de almacenamiento congelado. 
Saturados (azul), monoinsaturados (verde), 
poliinsaturados o3 (amarillo), poliinsaturados ®6 
(celeste)

©3. Dicho comportamiento 

no se observó en los ácidos 

©6, lo que sugeriría que 

estos compuestos también 

podrían haber sido 

afectados por la oxidación.

Al igual que en el 

caso del almacenamiento 

refrigerado, la reducida 

disminución de los ácidos 

grasos poliinsaturados 

sugieren que la fracción 

involucrada en el proceso 

de oxidación sería la 

Figura 3.4. Proporción de cada ácido graso ®3 en los 
lípidos totales de músculo de salmón de mar en 
función del tiempo de almacenamiento congelado: 
18:3 (azul), 20:5 (verde), 22:5 (amarillo), 22:6 (celeste)

correspondiente a los triglicéridos.

Además, se analizó la variación en la composición cuantitativa de las 

fracciones ©3 y ©6. Los resultados obtenidos en la fracción ©3 pueden observarse 

en la Figura 3.4. El ácido graso 22:6 ©3 (DHA) presentó una disminución importante 

en su contenido (aproximadamente 8 %). Los ácidos 20:5 ©3 y 22:5 ©3 mostraron 

también una reducción en 

sus proporciones (4 y 0,5 % 

de los ácidos grasos 

totales, respectivamente), 

lo cual sugiere que 

podrían haber sufrido 

degradación oxidativa. En 

este caso se observan 

algunas diferencias con 

respecto al músculo 

refrigerado, ya que 

durante dicho

almacenamiento sólo se
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Figura 3.5. Proporción de los ácidos grasos wó 
mayoritarios en los lípidos totales de músculo de 
salmón de mar, en función del tiempo de 
almacenamiento congelado: 18:2 (azul), 20:4 
(amarillo), 22:5 (celeste)

registraron alteraciones en el ácido 22:6 ©3.

La fracción ©6 

presentó un descenso en su 

contenido de ácido 20:4 

(araquidónico) de alrededor 

de un 2 % luego de 4 meses 

de almacenamiento

congelado (Figura 3.5.). En 

este caso también existe una 

diferencia con respecto al 

músculo refrigerado, ya que 

en aquél no se registraron 

modificaciones en esta 

fracción.

El ácido araquidónico 

es un ácido muy abundante en la fracción de fosfolípidos. En función de ello 

podría sugerirse una relación entre la hidrólisis de los fosfolípidos, la cual liberaría 

dicho ácido graso, y la oxidación del mismo. Sin embargo, esta hipótesis no 

puede ser confirmada mediante los presentes estudios.

3.3.3. Compuestos fluorescentes

Al igual que en el ensayo de TBA, se tomaron dos muestras al azar a fin de 

realizar la detección de compuestos fluorescentes. Se registraron los espectros de 

emisión con excitación a 325 nm y a 388 nm, tanto en la fase acuosa como en la 

orgánica, a partir de los cuales se obtuvieron los valores correspondientes a los 

máximos de excitación/emisión antes determinados (sección 2.3.4.I. - Resultados 

y Discusión - Capítulo 2) en función del tiempo de almacenamiento. En la Figura

3.6. se presentan los resultados obtenidos en músculos con distinto contenido 

lipídico. Como puede observarse, la evolución general de los compuestos 

fluorescentes fue similar para ambos músculos.
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Figura 3.6. Intensidad de fluorescencia en los máximos en función del tiempo de 
almacenamiento congelado para músculos con distinto contenido lipídico:

(-----) 1,08 %y( -----10,53%

La fase orgánica no mostró variaciones significativas en su fluorescencia a 

325/412 a lo largo de todo el almacenamiento, observándose sólo pequeños 

aunque estadísticamente significativos aumentos (p < 0,05) a 7,5 y 9 meses de 

almacenamiento para el músculo con mayor contenido lipídico. La fluorescencia 

a 388/460 se comportó de manera similar presentando valores mayores (p < 0,05) 

a partir de los 7,5 meses en el mismo caso.

En fase acuosa, la fluorescencia a 325/412 presentó una disminución a 

partir del quinto mes en ambos casos. En el músculo con mayor contenido lipídico 

aumentó nuevamente a partir de los 7,5 meses. A 388/460 se observó un leve 

aumento de la fluorescencia hacia el final del almacenamiento, el cual fue 

significativo en el caso del músculo con mayor contenido lipídico (p < 0,05).
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Los corrimientos a mayor longitud de onda 8Forg y SFac así como el 

commiento entre las fases SForg/SFac fueron calculados, pudiendo ser observados 

en la Figura 3.7.

Figura 3.7. Corrimientos a mayores longitudes de onda (8Forg y 8Fac) y entre las fases 
(8Forg/8Fac) en función del tiempo de almacenamiento congelado para músculos 
con distinto contenido lipidico: ) 1,08 % y (““) 0,53 %

El SForg mostró un aumento progresivo en función del tiempo de 

almacenamiento congelado, siendo significativo (p < 0,05) a partir de los 2 meses 

para el músculo con menor contenido lipídico y a 7,5 y 8,5 meses en el caso del 

músculo con mayor contenido de lípidos, para disminuir posteriormente. Este 

comportamiento es comparable al observado durante el almacenamiento 

refrigerado, donde también se evidenció un aumento y posterior descenso en 

este parámetro.

El SFac presentó una tendencia al aumento en función del tiempo de 

almacenamiento congelado, el cual fue significativo (p < 0,05) a partir de los 4 
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meses para el músculo con mayor contenido lipídico y de los 7 meses para el de 

menor contenido.

En cuanto al 8Forg/8Fac, se observó una dispersión muy importante de este 

parámetro en función del tiempo, principalmente durante el almacenamiento del 

músculo con mayor contenido lipídico, no presentando una tendencia definida 

en función del avance del deterioro.

Los resultados obtenidos son comparables a los informados en literatura 

para otras especies magras. En polaca (Micromesistius poutassou) almacenada 

congelada a -10 °C, se observó un aumento en el 5Forg que comienza a los 5 

meses de almacenamiento, con un máximo a los 7 meses; mientras que el 5Fac 

presentó un incremento a los 7 meses con un máximo a los 9 meses (Aubourg, 

1999b). En músculo de eglefino (Melanogramus aeglefinus) almacenado a la 

misma temperatura (Aubourg y Medina, 1999), el SForg comenzó a aumentar su 

valor a los 7 meses de almacenamiento mostrando un máximo a los 9 meses, y el 

8Fac se incrementó a los 9 meses. Por otra parte, en músculo de bacalao (Gadus 

morhua), el SForg aumentó a los 7 meses y luego disminuyó mientras que el 8Fac 

también comenzó a aumentar a los 7 meses de almacenamiento a -10 °C 

(Aubourg y Medina, 1999).

Es notable la diferencia en la evolución de los compuestos fluorescentes 

que presentan las especies grasas con respecto a las magras. En un estudio 

realizado en sardinas (Sardina pilchardus) congeladas se observó un aumento 

significativo del 8Forg a los 10 días de almacenamiento mientras que el 8Fac 

aumentó significativamente a los 60 días (Aubourg y col., 1998). Cabe aclarar que 

en este caso, a los 10 días de almacenamiento a -10 °C el número de TBA 

alcanzado era superior al máximo registrado para el salmón de mar u otras 

especies magras.

3.3.4. Modificaciones de la fracción proteica

3.3.4.I. Calorimetría Diferencial de Barrido (DSC)
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Se analizaron muestras de músculo de salmón de mar congelado a fin de 

evidenciar posibles modificaciones en la estructura de las proteínas 

constituyentes. En la Figura 3.8. se muestran los termogramas obtenidos para 

distintos tiempos de almacenamiento en comparación con el correspondiente al 

músculo fresco.

El almacenamiento a - 11 

°C produjo modificaciones en 

los perfiles térmicos de las 

proteínas musculares. Luego 

de un mes de 

almacenamiento, fue posible 

observar una menor 

temperatura de onset, To, 

para el pico de miosina 

(Tabla 3.1), evidenciando una 

pérdida de estabilidad 

térmica. Sin embargo, la 

temperatura de pico Tmáx, se 

mantuvo constante en los 

primeros 4 meses de 

almacenamiento. Además, se 

hizo más evidente la 

presencia de un "hombro" 

en la zona de los 60 °C en función del tiempo de almacenamiento. La actina no 

presentó cambios en su temperatura de desnaturalización (Tabla 3.1).

A los 6 meses de almacenamiento congelado, el músculo de salmón de mar 

presentó termogramas con notorias modificaciones, en los cuales no pueden 

diferenciarse los picos característicos de miosina y actina (Figura 3.8.e.).

Figura 3.8. Termogramas DSC de músculo de salmón 
de mar, para distintos tiempos de almacenamiento 
congelado: a) músculo fresco; b) 1 mes; c) 2 meses; 
d) 3 meses; e) 4 meses: f) 6 meses
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Tabla 3.1. Temperaturas de onset y de desnaturalización de miosina y 
actina en función del tiempo de almacenamiento congelado

Tiempo (meses) To (°C) Tmio(°C) Tact(°C)

0 (fresco) 42,8 ±0,4 50,7 ± 0,04 76,8 ±0,2
1 37,8 ±0,9 49,7 ±0,5 77,5 ±0,9
2 38,2 ± 1,5 49,7 ± 0,3 76,9 ± 0,9
3 38,0 ±2,1 49,6 ± 1,2 77,9 ± 0,4
4 38,3 ± 1,2 50,3 ±0,7 77,2 ±0,3

Figura 3.9. Entalpias de desnaturalización de 
miosina (barras azules) y actina (barras verdes) 
en función del tiempo de almacenamiento 
congelado

La entalpia de desnaturalización de la miosina también se vio afectada por 

el almacenamiento congelado. Este parámetro se mantuvo constante durante los 

primeros 2 meses de 

almacenamiento, presentando 

una disminución significativa (p 

< 0,05) al tercer mes del mismo 

(Figura 3.9.). No se observaron 

diferencias entre el tercer y 

cuarto mes. La entalpia de 

desnaturalización de la actina 

no presentó variaciones 

significativas durante los 

primeros 4 meses de 

almacenamiento.

Estos resultados sugieren

que a partir del tercer mes de almacenamiento, la estructura de la miosina sufre 

un proceso de desnaturalización. Según los valores de la entalpia de 

desnaturalización de esta proteína, se alcanzó un nivel de desnaturalización de 

aproximadamente el 30 % al tercer mes de almacenamiento.

Como ya se mencionó anteriormente los termogramas correspondientes al 

sexto mes de almacenamiento no mostraron picos definidos, por lo cual no se 

presentan aquí datos de las correspondientes entalpias de desnaturalización. Sin 

embargo, no puede descartarse la presencia de proteínas distintas de miosina y 
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actina, que aún permanezcan en estado nativo luego de este tiempo de 

almacenamiento congelado (Figura 3.8.e.).

Estudios realizados en otras especies pesqueras (bacalao y tilapia) 

congeladas y almacenadas a -20 °C mostraron una disminución de la Tmáx de la 

miosina, sin cambios en la temperatura de desnaturalización de la actina. La 

entalpia de desnaturalización de la miosina disminuyó en una magnitud similar 

para ambas especies (30-40 % de desnaturalización) (Poulter y col., 1985). En 

músculo de bacalao almacenado a -10 °C se observaron cambios en los 

termogramas a las 2 semanas de almacenamiento, sin cambios importantes 

después de ese período (Hastings y col., 1985). El pico correspondiente a la 

desnaturalización de la miosina, agudo en músculo sin congelar, se transformó en 

un pico más ancho, desdoblado, con una nueva transición a menor temperatura. 

Sin embargo, en la misma especie almacenada a - 20 °C, se registraron 

modificaciones similares a lo largo de 30 semanas de almacenamiento (Davies y 

col., 1994).

Resultados similares fueron obtenidos mediante estudios de DSC de 

miofibrillas aisladas a partir de músculos almacenados a -18 °C (Howell y col., 

1991). Distintas especies presentaron un ensanchamiento del pico de miosina 

indicando una pérdida de cooperatividad; aunque los cambios ocurrieron más 

lentamente en pescados tropicales que en pescados de aguas frías.

Los resultados mostrados para músculo de salmón de mar correlacionan 

bien con el comportamiento general de las proteínas de pescado congeladas, 

donde la principal alteración es un ensanchamiento del pico de miosina con una 

temperatura de onset inferior. Este comportamiento evidencia que, 

probablemente, una región de la molécula de miosina fue alterada aumentando 

su sensiblidad térmica. Es posible que la región más alterada -por lo menos al 

inicio del almacenamiento- corresponda al dominio SI o cabeza de la miosina, ya 

que esta región ha sido asociada a la transición de menor temperatura del pico 

de miosina, mientras que la transición de mayor temperatura correspondería a la 

cola (Wagner y Anón, 1986a). Además, se comprobó una pérdida de la 

estructura nativa de la miosina durante el almacenamiento congelado.
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Sin embargo, en ninguno de los estudios anteriormente mencionados se 

observaron modificaciones tan drásticas en los termogramas tales como las 

observadas a los 6 meses de almacenamiento del músculo de salmón de mar. 

Una posible causa de estas diferencias es que en el presente trabajo el músculo 

fue picado y luego congelado y almacenado mientras que en los otros casos se 

almacenó músculo entero. Es posible que dicho procesamiento y el 

almacenamiento en esas condiciones favorezca el proceso de deterioro de la 

estructura proteica.

La actina no mostró modificaciones en función del tiempo de 

almacenamiento congelado. Estas observaciones están de acuerdo con los otros 

estudios de DSC anteriormente comentados y además, con otros análisis 

realizados en proteínas de músculo de bacalao almacenado a -14 °C 

(Matsumoto, 1979). Dichos análisis mostraron que la actina permaneció sin 

modificaciones luego de un almacenamiento de 30 semanas a dicha 

temperatura, basándose en estudios de diferentes propiedades fisicoquímicas 

tales como la viscosidad intrínseca, la capacidad de combinación de la miosina y 

su comportamiento frente a la ultracentrifugación.

3.3.4.2. Proteína extraíble total y proteínas miofibrilares solubles

Se analizaron los cambios en la solubilidad de las proteínas musculares 

durante el almacenamiento congelado, mediante la determinación de la 

concentración de proteínas en la fracción de proteínas extractables totales (PT) y 

en la fracción de proteínas miofibrilares solubles (PM).

A fin de evaluar si el proceso de congelación en sí mismo afectaba a las 

proteínas desde el punto de vista de su solubilidad, se realizaron las 

determinaciones en músculo fresco y en músculo inmediatamente descongelado 

luego de la congelación (no almacenado en estado congelado). Los resultados 

obtenidos no mostraron diferencias significativas (p < 0,05) entre el músculo fresco 

y el congelado y descongelado tanto para el extracto de proteínas totales como 

para el de proteínas miofibrilares.
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Estos resultados están de acuerdo con datos de la literatura. Diversos 

estudios mostraron que cuando se congelaba músculo de pescado de manera 

rápida y se descongelaba inmediatamente no se producían cambios 

significativos en la solubilidad de las proteínas (Love, 1967). Otras trabajos han 

demostrado que se obtienen valores de solubilidad proteica similares congelando 

a distintas velocidades y descongelando inmediatamente, tanto en músculo de 

pescado (Ironside y Love (1958), Connell (1962), Anderson y Ravesi (1970)) como 

en músculo de bovino (Wagner, 1986).

Como ya se mencionó en el Capítulo 2 (sección 2.3.5.2.} los valores de 

proteínas extraíbles en músculo de salmón de mar fresco fueron muy bajos con 

respecto a lo esperado, fundamentalmente por una baja extractabilidad de las 

proteínas miofibrilares. En el caso de los ejemplares de salmón de mar utilizados 

para realizar los almacenamientos congelados, este hecho fue observado 

nuevamente, aunque se encontraron diferencias entre diferentes ejemplares 

analizados. Por una parte, en individuos de 2,2 - 3,5 kg se determinaron los 

siguientes valores de proteínas solubles, los cuales fueron similares a los informados 

anteriormente en el Capítulo 2:

Fracción
g proteínas solubles/

100 g músculo

g proteínas solubles/

100 g proteínas totales

PT 7,4 ± 0,2 42,1 ± 0,9

PM 1,6 ±0,04 9,5 ± 0,2

PS 5,7 ±0,1 32,7 ± 0,7

La relación PM/PT en este caso fue de 22,4 ± 0,1 %.

Sin embargo, determinaciones realizadas en un ejemplar de mayor tamaño

(11 kg) arrojaron los siguientes resultados:

Fracción
g proteínas solubles/

100 g músculo

g proteínas solubles/

100 g proteínas totales
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Como puede observarse, alrededor de un 77 % de las proteínas totales 

fueron solubilizadas con la solución salina lo cual constituye casi el doble de la 

proporción solubilizada en el caso anterior. La relación de proteínas miofibrilares 

solubles a proteínas totales solubles PM/PT fue de 46,7 ± 1,3, muy superior también 

a la hallada anteriormente. Estas diferencias indican una mayor solubilización de 

las proteínas miofibrilares, lo cual sugiere diferencias en el estado conformacional 

de dichas proteínas en el músculo al inicio del almacenamiento.

Dichas diferencias podrían estar asociadas a distintos factores tales como 

la edad de los ejemplares, el contenido lipídico (mucho mayor en el ejemplar de 

mayor tamaño) y las interacciones lípidos-proteínas, así como también la 

manipulación previa antes de la llegada al laboratorio. Otros factores que 

afectan la solubilización de las proteínas musculares son: el estado de pre o post­

desove y post-migración, el estado de rigor mortis, el stress pre-captura y el estado 

nutricional (Contreras Guzmán, 2002; Leinot y Cheftel, 1990). No obstante, no es 

posible precisar una causa que justifique la baja solubilidad de las proteínas del 

músculo de salmón de mar fresco detectada en todas las muestras analizadas.

Por otra parte, se evaluó el efecto del almacenamiento en estado 

congelado sobre la solubilidad proteica. A fin de analizar la influencia de la 

solubilidad inicial sobre la evolución de este parámetro durante el 

almacenamiento congelado, en la Figura 3.10. se compara la concentración de 

proteínas en la fracción PT (Figura 3.10.a.) y en la fracción PM (Figura 3.10.b.) 

durante los primeros cuatro meses de almacenamiento de los músculos 

anteriormente caracterizados. Como puede observarse, la solubilidad de la 

fracción PT así como de la PM alcanzaron valores comparables luego de 2 meses 

de almacenamiento a -11 ®C, los cuales se mantuvieron constantes 

posteriormente. Por lo tanto, durante los 2 primeros meses del almacenamiento 

ocurriría un proceso de agregación e insolubilización que afectaría a un amplio 

porcentaje de las proteínas miofibrilares solubles antes de la congelación.

Cabe aclarar que fue necesario realizar algunas modificaciones al método 

anteriormente descripto para la obtención de las fracciones PT y PM (sección

2.2.9.),  dada la baja concentración proteica existente en la fracción de proteínas 

miofibrilares. Para poder detectar estas proteínas se partió de un mayor volumen
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Figura 3.10. Proteína extraíble total (PT) (a) y proteínas miofibrilares solubles (PM) (b) en 
función del tiempo de almacenamiento congelado para músculos con diferentes 
valores iniciales de dichos parámetros

de extracto total (20,00 mi en lugar de 10,00 mi), realizando la resuspensión final 

en un volumen menor (2,00 mi en lugar de 5,00 mi).

En la Figura 3.11. se muestra la evolución de la concentración de PT y PM 

como porcentajes con respecto a sus valores iniciales, así como la relación PM/PT 

a lo largo de un mayor tiempo de almacenamiento para el músculo de menor 

solubilidad inicial, a fin de poder evidenciar más claramente el nivel de alteración 

proteica. La solubilidad de las PT mostró una disminución cercana a un 30 % en los 

2 primeros meses de almacenamiento, sin variaciones importantes posteriormente 

(Figura 3.11.a.). Dicha variación se produjo a expensas de una drástica 

disminución de la solubilidad de las PM, las cuales presentaron a los 2 meses de 

almacenamiento una solubilidad remanente de alrededor de un 20 % del valor 

inicial. Estos valores de solubilidad de las PM se mantuvieron aproximadamente 

constantes durante los meses posteriores de almacenamiento congelado (Figura

3.1 l.b.).

La Figura 3.1 l.c. muestra el descenso en la relación PM/PT paralelo a la 

disminución de la solubilidad de las PM, evidenciando que ésta es la fracción 

proteica principalmente afectada por el almacenamiento congelado.

Existen en literatura muchos estudios que demuestran una pérdida de 

solubilidad de las proteínas musculares por el almacenamiento congelado. En
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Figura 3.11. Proteína extraíble total (PT) (a), proteínas miofibrilares solubles (PM) (b) 
como porcentajes de sus valores iniciales PTo y PMo respectivamente, y PM/PT % (c) 
en función del tiempo de almacenamiento congelado

1937, Reay y col. mostraron que durante el almacenamiento congelado de 

eglefíno, las proteínas solubles en sal se hacían insolubles mientras que las solubles 

en agua (sarcoplásmicas) no eran afectadas; mientras que una correlación entre 

el deterioro de las propiedades organolépticas en pescado congelado y la 

desnaturalización de la miosina fue demostrada por Dyer (1951) (tomado de 

Matsumoto, 1979).

En diversos estudios en especies variadas, se ha demostrado que las 

proteínas miofibrilares pero no las sarcoplásmicas, son alteradas durante el 

almacenamiento congelado de músculo de pescado, haciéndose insolubles 

(Awad y col., 1969).
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En un estudio realizado en bacalao almacenado a -12 °C, no se 

observaron cambios en la solubilidad de las proteínas miofibrilares en las primeras 

4 semanas, registrándose una caída de dicho parámetro (de 65 a 30 %) en las 4 

semanas subsiguientes (Dyer y col, 1950). Resultados similares han sido informados 

para una especie de agua dulce almacenada a -10 °C (Awad y col, 1969). Badii 

y Howell (2002) mostraron una disminución de la solubilidad proteica en filetes de 

bacalao y eglefino en función del tiempo de almacenamiento congelado, siendo 

dicha disminución mayor y más rápida para filetes almacenados a -10 °C con 

respecto a filetes almacenados a -30 °C.

En otros estudios, se ha investigado la extractabilidad de la actomiosina 

natural (NAM) en NaCI 0,6 M a partir de filetes de bacalao y de merluza 

almacenados congelados a -20 y -30 °C, observándose al igual que en el caso 

anterior una mayor disminución de la solubilidad a temperaturas de 

almacenamiento más altas (Careche y col., 1998; del Mazo y col., 1999).

Si se compara la información obtenida mediante las determinaciones de 

solubilidad proteica con la proveniente de los análisis de DSC, puede observarse 

que no hay una correlación directa entre las alteraciones proteicas mostradas por 

ambos estudios. La caída importante en la solubilidad, lo cual implica la 

formación de agregados proteicos, se produjo en los 2 primeros meses de 

almacenamiento. Sin embargo, a ese tiempo de almacenamiento no se 

registraron variaciones en la entalpia de desnaturalización de las proteínas 

miofibrilares, fundamentalmente de la miosina, sugiriendo que dicha agregación 

no estaría involucrando una desnaturalización proteica significativa. Por el 

contrario, si se registró a ese tiempo una menor estabilidad térmica de la miosina. 

El cambio significativo en la entalpia de desnaturalización de la miosina ocurrió a 

los 3 meses de almacenamiento, sin variaciones adicionales de la solubilidad. 

Estos resultados no se correlacionan con los resultados informados por Wagner y 

Añón (1986b) en músculo bovino, donde se demostró que la desnaturalización de 

las proteínas miofibrilares ocurrió previamente a la formación de agregados 

insolubles. No puede descartarse en nuestro caso que los agregados puedan 

tener un comportamiento térmico diferente a las proteínas nativas no agregadas.
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Por otra parte, es notable la drástica caída de la solubilidad que ocurre 

durante los 2 primeros meses de almacenamiento, ya que la información 

proveniente de otros estudios mencionados anteriormente muestra una 

disminución más progresiva de la solubilidad en función del tiempo de 

almacenamiento. Probablemente, el deterioro más rápido, podría estar 

relacionado con el hecho de haber almacenado músculo picado en lugar de 

filetes, tal como se sugirió anteriormente. También podría existir una vinculación 

entre el estado en que se encuentran las proteínas inicialmente en el músculo, 

que como se mostró presentaron una solubilidad muy baja, y la velocidad de 

alteración durante el almacenamiento congelado.

Como ha sido mencionado anteriormente, una posible causa de las 

alteraciones proteicas durante el almacenamiento congelado de pescado es la 

oxidación lipídica. Tratando de establecer una vinculación entre ambos procesos 

en el músculo de salmón de mar picado y almacenado a -11 °C, podemos decir 

que la pérdida de solubilidad proteica ocurre en las primeras etapas (2 meses) del 

almacenamiento, donde el número de TBA está aumentando pero aún no 

alcanzó sus máximos valores. Paralelamente, a dicho tiempo de almacenamiento 

no se registraron modificaciones en los compuestos fluorescentes, principalmente 

en fase acuosa, como cabría esperar si hubiera ocurrido una interacción 

significativa entre los productos de oxidación y las proteínas.

3.3.4.3. Electroforesls en geles de pollacrllamida (SDS-PAGE)

Se analizaron las fracciones solubles mediante SDS-PAGE a fin de 

evidenciar posibles cambios en las especies proteicas presentes en cada 

fracción, dado el proceso de agregación anteriormente evidenciado. En la Figura

3.12. se muestran los perfiles obtenidos en muestras tratadas con SDS, urea y 2-ME, 

sembrando igual masa de proteínas en todas las calles. Los perfiles obtenidos en 

ausencia de ME no otorgaron información adicional.

Los perfiles electroforéticos correspondientes a la fracción de proteínas 

totales (Figura 3.12. - calles 1, 2 y 3) muestran una disminución en la banda 

ubicada entre el gel apilador y el gel separador (banda 2) a los 3 meses de
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Figura 3.12. SDS-PAGE (en presenda de ME) de 
la fracción de PT y PM en función del tiempo de 
almacenamiento congelado. Calles 1, 2 y 3: PT 
(0,3 y 6 meses respectivamente); calles 4, 5 y 6: 
PM (0,3 y 6 meses respectivamente)

almacenamiento, entre el gel 

apilador y el gel separador 

(banda 2] a los 3 meses de 

almacenamiento, prácticamente 

desapareciendo a los 6 meses. 

Idéntico comportamiento

presentó la fracción de proteínas 

miofibrilares solubles (Figura 3.12. 

- calles 4, 5 y 6), dado que la 

banda 2 está constituida 

posiblemente por proteínas 

miofibrilares formando especies 

de alta masa molecular. En este 

caso, también fue evidente la 

desaparición de la banda que 

no ingresa al gel de stacking (banda 1) ya a los 3 meses de almacenamiento. 

Dado que en todas las calles se sembró el volumen de muestra necesario para 

tener similar masa de proteínas (30 pg), se registró un aumento de las bandas 

correspondientes a las proteínas que permanecieron solubles -fundamentalmente 

polipéptidos de baja masa molecular indicados como 4,5,6, 7 y cadenas livianas 

de miosina MLCs-, en función de la disminución de las especies proteicas 

insolubilizadas. La cadena pesada de miosina MHC presentó un leve aumento a 

los 3 meses de almacenamiento congelado, disminuyendo a los 6 meses.

El análisis de los geles de SDS-PAGE muestra que las especies proteicas 

involucradas en la formación de agregados insolubles durante el 

almacenamiento congelado, son fundamentalmente los polipéptidos de alta 

masa molecular que no ingresan al gel de electroforesis. La MHC y la actina 

también estarían involucradas en la formación de los agregados insolubles ya 

que, de lo contrario, su intensidad debería aumentar en los perfiles 

electroforéticos correspondientes al músculo almacenado, como ocurre con 

otras proteínas miofibrilares y con proteínas sarcoplásmicas no vinculadas con 

dicho proceso.
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Estos estudios permitieron conocer cuáles son las proteínas responsables de 

la formación de agregados de gran tamaño insolubles en el músculo 

almacenado a -11 °C. Sin embargo, no dan información acerca del tipo de 

interacciones involucradas en la agregación. Estudios realizados en bacalao han 

demostrado que la naturaleza de los agregados cambia considerablemente 

según el tiempo y la temperatura de almacenamiento así como con el grado de 

integridad del músculo. De esta manera, en filetes de bacalao almacenados a - 

30 °C los agregados están principalmente estabilizados por interacciones no 

covalentes (puentes de hidrógeno, interacciones hidrofóbicas), mientras que si el 

almacenamiento se realiza a -20 °C una proporción de las interacciones son de 

tipo covalente, tanto puentes de tipo disulfuro como otras uniones covalentes. La 

proporción de enlaces de tipo covalente se incrementa en el caso de músculo 

picado almacenado congelado (Careche y col. , 1998). A fin de comprobar si 

estos resultados se registran en músculo de salmón de mar, sería interesante en un 

futuro realizar ensayos en los cuales se trate a la fracción proteica insoluble con 

buffers conteniendo distintos agentes caotrópicos (SDS, urea, 2-ME) y analizar el 

perfil electroforético de las proteínas que logran solubilizarse en cada una de 

ellos.

3.3.4.4. Usina disponible

Se evaluó una posible pérdida de lisina disponible durante el 

almacenamiento congelado del músculo de salmón de mar, así como la 

formación de uniones covalentes a través de los grupos amino libres de los 

residuos de lisina. En la Figura 3.13. se muestran los resultados obtenidos. Cabe 

aclarar que no se registraron diferencias significativas entre el músculo fresco y el 

músculo congelado e inmediatamente descongelado, indicando que el proceso 

de congelación no tuvo efecto sobre el contenido de lisina disponible.
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Figura 3.13. Lisina disponible (L) expresada 
como porcentaje con respecto al valor del 
músculo fresco (Lo) en función del tiempo de 
almacenamiento congelado

Luego de 2 meses de 

almacenamiento a -11 °C, no se 

registraron cambios significativos 

(p > 0,05) en dicho parámetro, 

sugiriendo que la importante 

insolubilización proteica registrada 

a ese tiempo no estuvo vinculada 

con un proceso de 

entrecruzamiento a través de los 

grupos amino libres de la lisina. Sin 

embargo, se registró una 

disminución (p < 0,05) en el 

contenido de lisina disponible a 

partir del tercer mes de almacenamiento (alrededor de un 20 %), siendo de 

aproximadamente un 40 % al sexto mes.

Como ya ha sido mencionado con anterioridad, una posible causa de 

disminución del contenido de lisina disponible es la interacción de los productos 

de oxidación lipídica con los grupos e-amino de la lisina. La lisina es uno de los 

aminoácidos más reactivos frente al malonaldehído en estado congelado 

(Buttkus, 1967). La variación de este parámetro a los 3 meses coincide con el 

momento en el cual el número de TBA se incrementa llegando a sus valores 

máximos, por lo cual sería posible dicha interacción.

Estudios realizados en arenque (Clupea harengus) almacenado a -8 °C 

mostraron que a medida que el número de TBA aumentaba (alcanzando un valor 

máximo de 11 a los 25 días), el contenido de lisina disponible disminuía (Kuusi y 

col., 1975). Según dichos autores, a medida que la concentración de 

malonaldehído se eleva, los sitios de las moléculas proteicas capaces de 

reaccionar con esta sustancia son progresivamente ocupados. Finalmente, 

cuando todos los grupos amino libres han reaccionado, se hace dominante la 

interacción entre las proteínas, provocando una disminución de la solubilidad. De 

acuerdo con lo postulado por Buttkus (1967), la velocidad de esta reacción en 

estado congelado se vería incrementada, lo cual puede ser atribuido a un efecto
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de la concentración de los reactantes y a un efecto catalítico que involucra a la 

estructura del hielo formado.

Sin embargo, en el caso del salmón de mar no podría aplicarse la teoría 

enunciada por Kuusi y col. (1975) (reacción de las proteínas con malonaldehido y 

posterior agregación) ya que, como se mostró anteriormente, la insolubilización 

proteica ocurre antes que la disminución del contenido de lisina disponible.

Es importante resaltar que la disminución de la lisina fue simultánea con el 

comienzo de la desnaturalización de la miosina evaluada mediante DSC, mientras 

que una posterior disminución ocurrió paralelamente con la pérdida total de 

estructura de la miosina (6 meses).

3.3.4.S. Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM)

Tal como se determinó anteriormente, el almacenamiento congelado 

indujo en el músculo de salmón de mar una importante disminución en la

Figura 3.14. Micrografía TEM de la fracción 
de proteínas miofibrilares de músculo 
fresco mostrando un filamento 
característico (100.000 x)

solubilidad de las proteínas, 

especialmente en la fracción de 

proteínas miofibrilares. En función de 

estos resultados, se investigaron 

posibles cambios en la 

microestructura de dichas proteínas 

mediante microscopía electrónica 

de transmisión (TEM). Dicha técnica 

ya había sido utilizada para analizar 

las modificaciones estructurales 

ocasionadas por el malonaldehido 

en las proteínas miofibrilares en los

sistemas modelo (sección 1.3.5. - Resultados y Discusión - Capítulo 1).

En dicha sección, se informó que las proteínas miofibrilares de salmón de 

mar mostraban estructuras filamentosas -probablemente filamentos de 

actomiosina- tal como es posible observar en la Figura 3.14. Las micrografías 

obtenidas para proteínas miofibrilares extraídas de músculo que había sido
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Figura 3.15. Micrografías TEM de la fracción de proteínas miofibrilares de salmón de mar 
almacenado a - 11 °C durante 2 meses a) 100.000 X y b) 200.000 X

almacenado congelado durante 2 meses, se muestran en las Figuras 3.15.a. y b 

con distinta magnificación. Las imágenes obtenidas muestran que las proteínas 

miofibrilares se encuentran agregadas, formando estructuras que podrían 

caracterizarse como "paquetes" de filamentos. Dichas estructuras podrían estar 

formadas por los filamentos de actomiosina encontrados en el músculo fresco 

interaccionando entre sí. Las micrografías sugieren que, a pesar de la agregación, 

se conserva la estructura filamentosa original. Estas modificaciones difieren de las 

observadas en el caso de las proteínas miofibrilares tratadas con malonaldehído, 

donde además de producirse agregación, se observaron estructuras deformadas 

y plegadas. Los agregados mostrados en aquel caso fueron de mayor tamaño, 

presentando conformaciones totalmente diferentes que no se encuentran en las 

presentes micrografías, tales como las estructuras tipo"red" (sección 1.3.5. - 

Resultados y Discusión - Capítulo 1). Estas diferencias encontradas en las 

estructuras sugieren diferentes mecanismos de agregación en ambos casos.

Es importante notar que las micrografías fueron obtenidas sobre la fracción 

de proteínas miofibrilares solubles, y que, probablemente, las modificaciones más 

importantes de las estructuras podrían encontrarse en el residuo proteico insoluble 

del músculo.

Jarenbáck y Liljemark (1975) analizaron el cambio en las estructuras de las 

proteínas miofibrilares extraídas y en los residuos miofibrilares de músculo de 

bacalao almacenado congelado mediante microscopía electrónica. 
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observando una disminución en el número de filamentos de actomiosina y un 

incremento en el número y tamaño de grandes agregados. Por otra parte, luego 

de la congelación e inmediata descongelación de músculo de carpa, los 

filamentos de actomiosina aparecen formando estructuras en forma de cruz. 

Después de un almacenamiento congelado por varias semanas, la estructura 

nativa se pierde y sólo aparecen agregados de filamentos entrecruzados al azar. 

Dichos filamentos agregados mostraron ser más finos y flexibles que los 

encontrados en el músculo no congelado, relacionándolos con filamentos de F- 

actina, mientras que otras partículas encontradas en las micrografías fueron 

atribuidas a masas agregadas de moléculas de miosina (Matsumoto, 1979).

3.3.4.Ó.  Textura del músculo

Durante la congelación y el almacenamiento congelado de pescado 

ocurren cambios en la textura del músculo, los cuales ocasionan un producto 

duro, fibroso y seco (Herrero y col., 2004). En virtud de ello, se analizaron los 

parámetros de textura del músculo picado de salmón de mar en función del 

tiempo de almacenamiento a -11 °C, mediante un análisis de perfil de textura 

TPA. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Parámetros de textura TPA del músculo en función del tiempo de 
almacenamiento a-11 °C
Tiempo meses) F(N) E c A (N.seg)

0 7,12 ± 1,17 0,78 ± 0,09 0,58 ± 0,02 -0,78 ±0,16

1 6,15 ±0,42 0,82 ± 0,004 0,69 ± 0,007 -0,33 ± 0,08

2 5,65 ± 1,19 0,90 ± 0,004 0,70 ± 0,02 -0,40 ±0,41

3 6,07 ± 0,37 0,92 ± 0,04 0,69 ± 0,02 -0,28 ±0,11

4 4,76 ± 1,05 0,92 ± 0,004 0,71 ±0,02 -0,59 ± 0,09

6 2,15 ±0,05 0,91 ±0,01 0,66 ± 0,02 -0,11 ±0,03

7 4,76 ± 1,16 0,91 ±0,01 0,68 ± 0,006 -0,30 ±0,21

La firmeza de los discos de músculo picado de salmón de mar presentó 

una disminución en función del tiempo de almacenamiento congelado, 
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haciéndose significativa (p < 0,05) a los 4 meses de almacenamiento. Estos 

resultados no estarían de acuerdo con el endurecimiento informado para el 

músculo de pescado como consecuencia del almacenamiento congelado 

(Matsumoto, 1979; Mackie, 1993). Tanto la elasticidad, E, como la cohesividad, C, 

presentaron un aumento a partir de 1 mes de almacenamiento congelado, 

mientras que la adhesividad no mostró cambios significativos.

Por otra parte, la simple observación macroscópica y la manipulación de 

las muestras de músculo de salmón de mar congelado evidenciaron cambios 

notorios en la textura. El músculo fresco picado se presentaba como una especie 

de pasta, fácilmente manipulable, por ejemplo para armar los discos tipo 

hamburguesa. El músculo almacenado a -11 °C, presentó porciones más 

compactas, con sectores separados entre sí. En este caso, revistió una mayor 

dificultad la realización de las tomas de muestras y la obtención de dicos 

homogéneos a ser empleados en las determinaciones de textura. Esta falta de 

unión interna podría explicar los resultados registrados en cuanto a la firmeza de 

los discos.

3.3.4.7. Microscopía Electrónica de Barrido (SEM) del músculo

La microestructura del músculo de salmón de mar se analizó mediante 

microscopía electrónica de barrido (SEM), a fin de evidenciar las alteraciones de 

la estructura muscular debidas a la congelación y/o el almacenamiento 

congelado.

La Figura 3.16.a. muestra el corte transversal de una fibra muscular, donde 

pueden apreciarse los haces de miofilamentos. En la Figura 3.16.b. se muestra un 

haz de miofilamentos con mayor detalle y en la Figura 3.16.c. pueden observarse 

los miofilamentos estriados.

Si se observan imágenes análogas correspondientes al músculo congelado 

e inmediatamente descongelado (Figura 3.17.) pueden notarse algunas 

diferencias. Alrededor de los haces de miofilamentos se observan formaciones 

que no aparecían en el músculo fresco (Figura 3.17.b), las cuales podrían provenir 

de estructuras dañadas tales como membranas. En cuanto a los miofilamentos.
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Figura 3.16. Micrografías SEM de corte transversal de músculo de salmón de mar fresco 
a) 440 X, b) 1200 X, c) 4000 X

éstos no presentan la estructura estriada característica y aparecen más unidos 

entre ellos (Figura 3.17.C.). En función de estas observaciones, podemos decir que 

el proceso de congelación podría haber producido algunas alteraciones en la 

estructura de la fibra muscular como así también en los miofilamentos.

A fin de investigar la influencia del almacenamiento congelado a - 11 °C 

en la estructura del músculo de salmón de mar, se analizaron las micrografías 

correspondientes a 2 meses de almacenamiento, momento en el cual, tal como 

se determinó anteriormente se registró una importante disminución de lo 

solubilidad proteica. En este caso, los haces de miofilamentos se encuentran más 

desorganizados, con algunos miofilamentos desprendidos y con ausencia del 

tejido que los envuelve (Figura 3.18.a y b.). Los miofilamentos muestran un arreglo 

diferente al del músculo fresco, apareciendo muy unidos entre sí como puede
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Figura 3.17. Micrografías SEM de corte transversal de músculo de salmón de mar 
congelado e inmediatamente descongelado a) 440 X, b) 1200 X, c) 4000 X

observarse en la Figura 3.18.c. En función de estas observaciones podemos decir 

que el almacenamiento congelado del músculo de salmón de mar produjo una 

ruptura de la estructura que envuelve los haces de miofilamentos y además, una 

agregación de los miofilamentos los cuales aparecen unidos, formando haces. 

Esta agregación podría explicar la pérdida de solubilidad observada en la 

fracción correspondiente a las proteínas miofibrilares.

3.3.4.8. Funcionalidad proteica: Gelaclón térmica

De la misma manera que para los almacenamientos refrigerados, se 

obtuvieron geles a partir de músculo lavado o "surimi” y se analizaron sus
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Figura 3.18. Micrografías SEM de corte transversal de músculo de salmón de mar 
almacenado congelado durante 2 meses a) 440 X, b) 1200 X, c) 4000 X

propiedades texturales en función del tiempo de almacenamiento congelado del 

músculo utilizado como materia prima. Es de esperar que las importantes 

modificaciones observadas en la estructura y solubilidad de las proteínas 

miofibrilares tengan una notoria incidencia en las propiedades de los geles.

En la Tabla 3.3. se presentan los resultados obtenidos para los distintos 

parámetros de textura. Los geles no presentaron adhesividad al igual que en los 

casos anteriores.

Los geles obtenidos por tratamiento térmico presentaron un aumento 

significativo en su firmeza F (p < 0,05) para el caso del músculo almacenado 

durante 6 meses a - 11 °C. La elasticidad, E, no mostró variaciones significativas en 

función del tiempo de almacenamiento mientras que la cohesividad, C, registró 

un leve incremento a los 2 meses, aunque de muy pequeña magnitud.
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Tabla 3.3. Parámetros de textura TPA de geles en función del 
tiempo de almacenamiento a -11 °C_________________________

1 Tiempo (meses) F(N) E C

0 8,24 ± 0,82 0,93 ±0,01 0,61 ±0,01

2 9,91 ±0,50 0,92 ±0,01 0,64 ±0,01

4 8,17 ±0,79 0,89 ± 0,02 0,63 ± 0,00

6 11,01 ±0,75 0,92 ±0,01 0,63 ±0,01

En función de estos resultados podemos decir que la drástica caída de la 

solubilidad registrada a los 2 meses de almacenamiento congelado no tuvo 

consecuencias importantes en los valores de los parámetros de textura de los 

geles, como cabría esperar dada la importancia de la conformación proteica en 

la formación de la matriz del gel.

Sin embargo, a pesar de no haberse registrado cambios en los

Figura 3.19. Micrografías SEM de geles obtenidos a paritr de músculo de salmón de mar 
a) y b) fresco (3000 y 13000 X respectivamente, c) y d) almacenado a -11 °C durante 2 
meses (3000 y 10600 X respectivamente)
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parámetros de textura, la microestructura de los geles mostró importantes 

modificaciones. Como puede observarse en las micrografías obtenidas por 

microscopía electrónica de barrido (SEM), los geles obtenidos a partir de músculo 

fresco presentaron la estructura típica de una red de filamentos finos formando 

huecos (Figura 3.19.a y b). Las matrices de los geles obtenidos a partir de músculo 

que había sido almacenado a -11 °C durante 2 meses mostraron estructuras más 

compactas, las cuales se asemejaban a la conformación de haces de 

miofilamentos propios de la estructura muscular (Figura 3.19.c y d). Estas imágenes 

sugieren que, dado el proceso de agregación que ocurre en el músculo 

almacenado congelado, las proteínas miofibrilares no se solubilizarían con el 

tratamiento con sal en la obtención del "surimi", manteniendo una estructura 

similar a la encontrada en los haces de miofilamentos del músculo durante el 

proceso de gelación térmica.

3.2.5. Color

Las modificaciones del color del músculo durante su almacenamiento 

congelado fueron evaluadas mediante la determinación de los parámetros a*, b* 

yi*

Tal como se ha comentado en la sección 2.3.6., distintos ejemplares de 

salmón de mar presentaron diferente color en sus músculos, distinguiéndose entre 

músculo "blanco" y músculo "rosado". Diferencias similares se encontraron entre 

los distintos ejemplares utilizados para llevar a cabo el almacenamiento 

congelado. Por una parte, el músculo fresco de un ejemplar de gran tamaño (11 

kg) mostró valores de los parámetros de color que corresponderían a un músculo 

"rosado" , mientras que ejemplares con pesos entre 2,2 y 3,5 kg presentaron 

músculos caracterizados como"blancos". Nuevamente se observa una 

importante influencia de la edad de los peces sobre las características del 

músculo.

Los resultados obtenidos para el músculo “rosado" se muestran en la Figura 

3.20. El parámetro L* no mostró cambios en función del tiempo de 

almacenamiento congelado. El parámetro a* disminuyó progresivamente en
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función del tiempo de almacenamiento del músculo, dicho cambio fue 

significativo (p < 0,05) a partir de los 3 meses de almacenamiento. La pérdida del

Figura 3.20. Parámetros de color en función del tiempo del almacenamiento 
congelado de músculo "rosado" : a) L*, b) a*, c) b*

color rojizo-rosado determinada mediante la disminución de este parámetro 

correlaciona bien con la notoria pérdida de ese color a nivel macroscópico. En 

cuanto al parámetro b*, se observó un progresivo aumento en función del tiempo 

de almacenamiento, especialmente a partir del quinto mes, correlacionándose 

estos resultados con la visualización de la aparición de un color amarillento en el 

músculo. Tanto el parámetro a* como el b* presentaron dispersiones importantes 

en sus valores; este hecho refleja la presencia en las muestras de músculo picado 

de zonas con diferente color.
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Figura 3.21. Diferencia total de color AE en 
función del tiempo del almacenamiento 
congelado de músculo "rosado"

De la misma manera que en el caso del almacenamiento refrigerado, se 

calculó la diferencia total de color AE a partir de los valores de a*, b* y L* 

(calculando las diferencias entre 

cada valor individual y el valor 

promedio del correspondiente 

parámetro al inicio del 

almacenamiento). La diferencia 

total de color fue constante 

durante los primeros siete meses 

de almacenamiento congelado, 

aumentando con posterioridad 

(Figura 3.21.). Estos resultados 

indican que, en este caso, el 

parámetro AE no fue un buen 

indicador de los cambios de color 

ya que, tanto el parámetro a* como el b*, presentaron variaciones a tiempos 

anteriores de almacenamiento.

Si se correlacionan estos resultados con la evolución del número de TBA, 

puede observarse que la variación del parámetro a* comienza en el momento de 

máximo aumento de los productos de la oxidación lipídica, lo cual sugiere un 

paralelismo entre ambos procesos. Sin embargo, los cambios en b* se registraron 

en una etapa del almacenamiento en la cual el número de TBA se mantuvo 

aproximadamente constante, no existiendo una relación manifiesta entre la 

evolución de estos dos parámetros. La evolución de la coloración del músculo 

hacia una tonalidad amarillenta puede ser causada, entre otras razones, por la 

formación de pigmentos amarillo-marrones debido a la interacción de los 

productos de oxidación con otros componentes. Desde este punto de vista, es 

esperable que los cambios en b* ocurran con posterioridad a los cambios de a* 

los cuáles estarían principalmente relacionados con la oxidación de grupos hemo 

presentes en el músculo.

En el caso del músculo “blanco" se registró una evolución similar de los 

parámetros de color a pesar de sus diferencias en el estadio inicial (Figura 3.22.). El
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Figura 3.22. Parámetros de color en función del tiempo del almacenamiento 
congelado de músculo "blanco": a) L*, b) a*, c) b*

parámetro L* no registró diferencias significativas a lo largo del almacenamiento 

congelado. El parámetro a* disminuyó en función del tiempo, registrándose en 

este caso diferencias significativas (p < 0,05) luego de un mes de 

almacenamiento en este caso. Cabe señalar que el cambio total en este 

parámetro al final del almacenamiento fue similar (aproximadamente 5 unidades) 

al anterior, aunque los valores iniciales fueron muy diferentes. El parámetro b* 

presentó un leve incremento en los 2 primeros meses de almacenamiento - 

también observado en el músculo "rosado" aunque el mismo no fue significativo 

en este caso-, disminuyendo luego hasta el quinto mes. Posteriormente, se registró 

un aumento significativo en dicho parámetro (p < 0,05).
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Como puede observarse en las figuras, el músculo blanco presentó una 

menor dispersión en los valores de a* y b* concordantemente con una mayor 

homogeneidad del color del músculo a nivel macroscópico.

Figura 3.23. Diferencia total de color AE en 
función del tiempo del almacenamiento 
congelado de músculo "blanco"

La diferencia total de color 

AE presentó una evolución 

correlativa con la evolución del 

parámetro b*, con un aumento 

significativo a los 6 meses de 

almacenamiento (Figura 3.23.). 

Según estos resultados, la variación 

del parámetro a* no se vio 

reflejada en la diferencia total de 

color AE, indicando que, al igual 

que en el caso del músculo 

"rosado", éste no es un buen 

indicador de los cambios de color 

que ocurren en el músculo congelado del salmón de mar.

3.3.6. Otros parámetros relacionados con el deterioro

Es conocido que el deterioro microbiológico en el músculo de pescado 

puede ser inhibido mediante la congelación. En función de ello, en pescado 

almacenado congelado los principales aportes de aminas volátiles (NBV-t) 

provienen de la degradación del óxido de trimetilamina, en el caso de los 

pescados que poseen la enzima necesaria (óxido de trimetilamina demetilasa) - 

especies de la familia Gadidae (bacalao, merluzas)- (Sotelo y Rehbein, 2000); y 

por otra parte, de la desaminación de aminoácidos. El primer proceso genera 

dimetilamina como amina volátil (además de formaldehído) mientras que la 

desaminación de aminoácidos produce amoníaco. En el caso del salmón de mar, 

es de esperar que el NBV-t producido provenga principalmente de la 

desaminación de aminoácidos.
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A fin de evaluar la calidad del salmón de mar almacenado a -11 °C desde 

este punto de vista, se realizaron determinaciones de NBV-t y TMA en función del 

tiempo de almacenamiento. Luego de 6 meses de almacenamiento, el 

contenido de NBV fue similar al inicial (11,7 ± 1,8 mg N/100 g músculo), mientras 

que a los 9 meses de almacenamiento el valor registrado fue de 23,5 ± 0,8 mg 

N/100 g músculo. Aunque a los 9 meses de almacenamiento congelado este 

parámetro presentó un aumento, su valor siguió manteniéndose por debajo del 

nivel aceptado (30 mg % N).

Por otra parte, la TMA no experimentó cambios a lo largo de 9 meses de 

almacenamiento (< lmg N/100 g de músculo), corroborando la inhibición del 

crecimiento microbiano durante el almacenamiento congelado.

En función de lo expuesto anteriormente, el pH del músculo mostró leves 

cambios durante el almacenamiento congelado, presentando un valor de 6,75 ± 

0,02 a los 9 meses de almacenamiento. Por lo tanto, a diferencia de lo que ocurre 

en el almacenamiento refrigerado, éste no fue un factor relevante en el deterioro 

de las proteínas.
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B. EFECTO DE LA APLICACIÓN DE EXTRACTO DE ROMERO AL MUSCULO 
ALMACENADO CONGELADO

Del mismo modo que en el caso del almacenamiento refrigerado de 

salmón de mar, se ensayó la aplicación del extracto comercial de romero 

Guardián Rosemary extract 09 (Danisco), en concentraciones similares (200 y 500 

ppm). Se realizaron ensayos monitoreando la evolución de los distintos parámetros 

analizados simultáneamente con el músculo sin antioxidante como sistema 

control.

3.3.7. Efecto del extracto de romero sobre la oxidación lipídica

3.3.7.I. Número de TBA

Al igual que en el caso del almacenamiento refrigerado, la aplicación de 

500 ppm de extracto de romero produjo una importante inhibición en el desarrollo 

de los productos secundarios de la oxidación lipídica, como se muestra en la

Figura 3.24.

Figura 3.24. Evolución del N° de TBA en 
función del tiempo de almacenamiento 
congelado de salmón de mar en ausencia

•) y en presencia de 500 ppm de extracto 
de romero (“““)

En las muestras tratadas con 

extracto de romero, el número de 

TBA permaneció constante durante 

los primeros 5 meses de 

almacenamiento a -11 °C. Luego 

de 6 meses se observó una 

tendencia al aumento, el cual fue 

significativo (p < 0,05) a los 7 meses 

de almacenamiento congelado, 

alcanzando un valor máximo 

(número de TBA alrededor de 1) a 

los 7,5 meses. Este valor 

corresponde a un 50 % del nivel 

máximo alcanzado por el músculo
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sin agregado de antioxidante. En función de estos resultados, podemos decir que 

el agregado de 500 ppm de extracto de romero tuvo un efecto positivo sobre el 

desarrollo del proceso de oxidación lipídica durante los 9 meses de 

almacenamiento ensayados, produciendo un retardo en el comienzo de este 

proceso (5-6 meses) y a la vez, disminuyendo a la mitad el máximo nivel de 

oxidación alcanzado en el período estudiado.

El agregado de 200 ppm de extracto de romero también mostró efectos 

beneficiosos sobre el desarrollo de la oxidación lipídica del músculo de salmón de 

mar almacenado a -11 °C, aunque con algunas diferencias con respecto a la

aplicación de 500 ppm del antioxidante.

Figura 3.25. Evolución del N° de TBA en 
función del tiempo de almacenamiento 
congelado de salmón de mar en ausencia 
( ) y en presencia de 200 ppm de extracto
de romero (—)

En este caso, no se 

registraron cambios en el número 

de TBA durante los dos primeros 

meses de almacenamiento 

congelado, observándose un 

aumento significativo (p < 0,05) a los 

3 meses (Figura 3J5.).

Posteriormente, no se 

registraron variaciones adicionales 

en el número de TBA hasta el final 

del almacenamiento. Al igual que 

en el caso del agregado de 500 

ppm de extracto de romero, al 

aplicar 200 ppm el nivel máximo de 

productos secundarios de oxidación alcanzado fue aproximadamente el 50 % 

con respecto al nivel máximo alcanzado en el músculo sin antioxidante. Sin 

embargo, en el último caso los niveles máximos fueron alcanzados por ambas 

muestras al mismo tiempo de almacenamiento (3 meses), mientras que con el 

agregado de 500 ppm el nivel máximo fue alcanzado con posterioridad con 

respecto al músculo sin antioxidante (7,5 meses vs 4 meses).

Los resultados obtenidos muestran que el agregado de 200 ppm de 

extracto de romero inhibió en aproximadamente un 50 % la producción de 
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compuestos oxidados, aunque no fue capaz de retrasar el comienzo del proceso 

de oxidación lipídica.

3.3.7.2. Composición de la fracción lipídica

Se analizó el efecto del agregado de extracto de romero (200 ppm) sobre 

las modificaciones de la fracción lipídica durante el almacenamiento congelado 

del músculo de salmón de mar.

La cromatografía en capa fina 

(TLC) mostró una hidrólisis de fosfolípidos 

muy importante en el músculo con 200 

ppm de extracto de romero, de 

manera similar a lo detectado para el 

músculo sin antioxidante (Figura 3.26. - 

calles 2 y 3). La diferencia más notoria 

entre las muestras sin y con 

antioxidante fue la intensidad de la 

mancha correspondiente a los TG, 

siendo ésta mucho más intensa en 

presencia de antioxidante. La menor 

intensidad en el músculo sin 

antioxidante podría explicarse por la 

oxidación que sufrió la fracción de los 

TG en dichas muestras.

Los perfiles de ácidos grasos 

obtenidos por cromatografía gaseosa 

de la fracción de lípidos totales arrojaron los resultados mostrados en la Figura 

3.27. Luego de 4 meses de almacenamiento, los lípidos provenientes de músculo 

tratado con antioxidante (200 ppm) no presentaron diferencias importantes en la 

proporción de las distintas clases de ácidos grasos con respecto al día 0 de 

almacenamiento, registrándose una disminución menor al 1% de los ácidos ©3, 

mientras que para el músculo sin antioxidante dicha disminución fue del 6 % 

(expresada en función de los ácidos grasos totales).

Figura 3.26. Cromatografía TLC de los 
lípídos totales de músculo de salmón de 
mar en función del tiempo de 
almacenamiento congelado y del 
agregado de antioxidante: calle 1: día 0; 
calle 2: 4 meses, sin antioxidante; calle 3: 
4 meses, 200 ppm de extracto de romero
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Figura 3.27. Distribución de clases de ácidos grasos en los lípidos totales de 
músculo de salmón de mar en función del tiempo de almacenamiento 
congelado y del agregado de extracto de romero (200 ppm). Saturados (azul), 
monoinsaturados (verde), poliinsaturados <»3 (amarillo), poliinsaturados ©6 
(celeste)

El análisis de la composición de la fracción <o3 mostró que la proporción del 

ácido DHA (22:6) no presentó variaciones a los 4 meses de almacenamiento en 

presencia de 200 ppm de extracto de romero, aunque si se registró una 

disminución en el contenido del ácido graso 20:5 (Figura 3.28.)

Figura 3.28. Proporción de cada ácido graso ©3 en los lípidos totales de 
músculo de salmón de mar en función del tiempo de almacenamiento 
congelado y del agregado de extracto de romero (200 ppm): 18:3 (azul), 
20:5 (verde), 22:5 (amarillo), 22:6 (celeste)
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La fracción ©6 del músculo tratado con 200 ppm de extracto de romero 

mostró similares modificaciones que la correspondiente fracción proveniente de 

músculo sin antioxidante (Figura 3.29.), detectándose principalmente una 

disminución en el contenido de ácido araquidónico (20:4).

Figura 3.29. Proporción de cada ácido graso ®6 en los lípidos totales de músculo 
de salmón de mar en función del tiempo de almacenamiento congelado y del 
agregado de antioxidante (200 ppm): 18:2 (azul), 20:4 (amarillo), 22:5 (celeste)

En función de los resultados obtenidos, podemos decir que el extracto de 

romero (200 ppm) fue efectivo para inhibir la oxidación del ácido poliinsaturado 

22:6 ©3, el cual es el principal ácido involucrado en dicho proceso. Sin embargo, 

aún en presencia del antioxidante, otros ácidos se vieron afectados (22:5 ©3 y 

20:4 ©6), indicando que el extracto de romero no fue capaz de prevenir su 

deterioro. La oxidación de estos ácidos podría ser responsable del aumento en el 

número de TBA registrado para el músculo con 200 ppm de extracto de romero 

durante los primeros 4 meses del almacenamiento a -11 °C.

3.3.8. Compuestos fluorescentes

Se analizó la evolución de los compuestos fluorescentes en función del 

tiempo de almacenamiento congelado para los músculos con agregado de 200 

y 500 ppm de extracto de romero, respectivamente.
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En la Figura 3.30. se muestra la evolución de los máximos de 

excitación/emisión (325/412 y 388/460) comparando el músculo sin antioxidante y 

el músculo con 200 ppm de extracto de romero.

Figura 3.30. Intensidad de fluorescencia F en los máximos de excitación/emisión en 
función del tiempo de almacenamiento a -11 °C, en músculo sin antioxidante —) y 
músculo con agregado de 200 ppm de extracto de romero ("“)

En la fase orgánica, la intensidad de fluorescencia a 325/412 y a 388/460 no 

presentó diferencias significativas (p < 0,05) con respecto al músculo sin 

antioxidante durante todo el período de almacenamiento estudiado. La fase 

acuosa mostró un comportamiento similar, sin diferencias entre el músculo sin 

antioxidante y con 200 ppm del mismo.
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Figura 3.31. Corrimiento de la Intensidad de fluorescencia a mayores longitudes de 
onda (5Forg y 8Fac) y corrimiento entre las fases (8Forg/8Fac) en función del tiempo de 
almacenamiento congelado, para músculo sin antioxidante ( ) y con 200 ppm de
extracto de romero (

En la Figura 3.31. se muestra la evolución de los corrimientos a mayor 

longitud de onda en las fases orgánica y acuosa (5Forg y 8Fac) y el corrimiento 

entre las fases (8Forg/8Fac). El SForg no presentó diferencias significativas entre el 

músculo sin antioxidante y el músculo con 200 ppm de extracto de romero a lo 

largo de todo el almacenamiento, presentándose en ambos casos un aumento 

progresivo en función del mismo. Resultados similares fueron registrados para el 

8Fac, sin diferencias entre las muestras con (200 ppm) y sin antioxidante, 

presentando ambas un aumento significativo (p < 0,05) a partir del séptimo mes 

de almacenamiento. En cuanto a la relación 8Forg/8Fac, ambos sistemas 

presentaron una evolución similar, aunque con mayores valores para el músculo 

con 200 ppm de romero para algunos tiempos del almacenamiento (3-4 meses).
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En el caso del músculo de salmón de mar con agregado de 500 ppm de 

extracto de romero, los resultados obtenidos se muestran en la Figura 3.32.

Figura 3.32. Intensidad de fluorescencia F en los máximos de excitación/emisión en 
función del tiempo de almacenamiento a -11 °C, en músculo sin antioxidante ( ) y
músculo con agregado de 500 ppm de extracto de romero (---- )

Al igual que en el caso anterior, no se observaron diferencias en la 

evolución de la intensidad de fluorescencia a 325/412 y 388/460 entre el músculo 

con 500 ppm de antioxidante y el músculo sin antioxidante, tanto en la fase 

orgánica como en la fase acuosa. Solamente se registraron diferencias 

significativas (p < 0,05) en la fluorescencia a 325/412 y 388/460 en fase orgánica 

entre los 7,5 y 9 meses de almacenamiento, siendo mayor en el caso del músculo 

sin antioxidante.

El SForg presentó un mayor valor (p < 0,05) para el músculo sin antioxidante 

a los 8,5 meses de almacenamiento, sin diferencias significativas en el resto de los 

tiempos de almacenamiento analizados (Figura 3.33.). En la fase acuosa no se
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encontraron diferencias significativas en el corrimiento a mayores longitudes de 

onda en función del tiempo de almacenamiento, con una tendencia de ambas 

a aumentar progresivamente. Tampoco se registraron diferencias significativas 

entre ambas muestras en el parámetro 8Forg/8Fac, excepto a los 8,5 meses de 

almacenamiento, donde el músculo sin antioxidante presentó un valor mayor. En 

fase orgánica se insinúa una posible formación de compuestos de interacción 

recién a los 9 meses de almacenamiento, con aumento del 5Forg.

Figura 3.33. Corrimiento de la Intensidad de fluorescencia a mayores longitudes de 
onda (SForg y 8Fac) y corrimiento entre las fases (8Forg/8Fac) en función del tiempo de 
almacenamiento congelado, para músculo sin antioxidante (-----) y con 500 ppm de
extracto de romero (—)

Los resultados anteriormente expuestos muestran que la determinación de 

compuestos fluorescentes no fue, en el caso del músculo de salmón de mar 

almacenado congelado, un análisis que permita el seguimiento del proceso de 

oxidación lipídica a través de la interacción de los productos oxidados - proteínas. 

Si bien se registraron variaciones en función del tiempo de almacenamiento a -11 
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°C, dichos cambios también ocurrieron en el músculo con antioxidante donde el 

desarrollo de productos de oxidación secundarios había sido fuertemente 

inhibido. En fase acuosa no se registró ninguna diferencia entre las muestras con y 

sin antioxidante, sugiriendo que no ocurrió interacción -al menos detectable por 

este método- entre los productos de la oxidación lipídica y los grupos amino de 

otros componentes del músculo, en particular las proteínas. En fase orgánica, se 

observó una diferencia entre el músculo sin antioxidante y con 500 ppm de 

extracto de romero luego de los 8 meses de almacenamiento, lo cual sugeriría la 

formación de compuestos de interacción solubles en un medio orgánico. Dichos 

compuestos han sido relacionados con los lípidos de membrana, ya que los 

fosfolípidos actuarían como compuestos donores de los grupos amino (Fletcher y 

col., 1973: Tappel, 1980: Aubourg, 1999a). Asumiendo que el aumento detectado 

en el SForg luego de los 8 meses de almacenamiento se correlaciona con la 

formación dichos compuestos de interacción, es importante resaltar que este 

proceso fue detectado con mucha posterioridad al aumento en el número de 

TBA, lo cual indicaría un retardo en la formación de dichos compuestos con 

respecto a la formación de los productos secundarios de la oxidación. Por lo 

tanto, podría sugerirse una muy baja velocidad de formación de los compuestos 

de interacción en el músculo congelado.

3.3.9. Efecto del extracto de romero sobre las modificaciones proteicas

A fin de analizar si el agregado de extracto de romero tuvo alguna 

influencia sobre las alteraciones observadas en la estructura y funcionalidad de 

las proteínas musculares durante el almacenamiento congelado, se realizaron las 

determinaciones relacionadas con la fracción proteica en el músculo con 

extracto de romero (200 y 500 ppm) paralelamente con el músculo sin 

antioxidante. De esta manera, pudo evaluarse si alguna de dichas alteraciones 

estuvo relacionada con el proceso de oxidación lipídica.

En primer término, los termogramas obtenidos por DSC para el músculo con 

antioxidante (200 ppm) fueron similares a los del músculo sin antioxidante 

(resultados no mostrados). Así, los perfiles térmicos presentaron las mismas 

modificaciones que las descriptas para el músculo sin antioxidante durante los 
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primeros 4 meses de almacenamiento congelado: pérdida de estabilidad térmica 

de una región de la miosina, "pequeños picos" alrededor de los 60 °C (sección

3.3.4.1.).  De la misma manera, las entalpias de desnaturalización de la miosina y 

de la actina no presentaron diferencias significativas entre el músculo sin 

antioxidante y con extracto de romero (p < 0,05). A los 6 meses de 

almacenamiento, ambas muestras presentaron el mismo cambio drástico en los 

termogramas, evidenciando la pérdida de estructura nativa de la miosina.

Según los resultados obtenidos mediante calorimetría diferencial de 

barrido, las alteraciones estructurales que ocurrieron durante el almacenamiento 

congelado del músculo de salmón de mar en las proteínas -fundamentalmente la 

miosina- no pueden ser relacionadas con los productos de oxidación lipídica ya 

que un menor desarrollo de dichos productos no tuvo incidencia sobre las 

alteraciones.

El análisis de la solubilidad proteica -medida como Proteína extraíble total 

PT y Proteínas miofibrilares solubles PM- sugiere similares conclusiones. No se 

registraron diferencias significativas (p < 0,05) en la evolución de las PT y las PM 

entre el músculo sin y con antioxidante. En la Figura 3.34. se presentan los 

resultados obtenidos en el caso del agregado de 200 ppm de extracto de 

romero, mostrando idéntico comportamiento el músculo con 500 ppm.

En función de estos resultados, podemos decir que la disminución de la

Figura 3.34. Pro teína total extraíble (PT) y proteínas miofibrilares solubles (PM) en función 
del tiempo de almacenamiento congelado en músculo sin antioxidante ( ') y en
músculo con 200 ppm de antioxidante (——)
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solubilidad proteica durante el almacenamiento congelado no mostró una 

vinculación con el desarrollo de los productos de oxidación lipídica. Este 

comportamiento también muestra correlación con los resultados obtenidos en la 

determinación de compuestos fluorescentes de interacción, ya que de haber 

existido un proceso de agregación e insolubilización proteica mediante la 

reacción con los productos secundarios de la oxidación, se esperaría la 

detección de dichos compuestos mediante la fluorescencia de los mismos, 

principalmente en la fase acuosa.

Los resultados hasta aquí obtenidos sugieren que, en el período de 

almacenamiento ensayado, no se detectaron indicios de una interacción entre 

los productos de oxidación y las proteínas musculares.

Al analizar los perfiles electroforéticos (SDS-PAGE) de las fracciones solubles 

PT y PM provenientes de músculo con antioxidante (200 y 500 ppm) no se 

encontraron diferencias con respecto a los mostrados en la sección 3.3.4.3. para 

las correspondientes proteínas del músculo sin antioxidante, como cabe esperar 

de acuerdo con los resultados expuestos anteriormente. Así, en presencia o en 

ausencia de antioxidante la agregación involucró las mismas especies proteicas, 

particularmente aquéllas de alta masa molecular que no ingresan al gel de 

electroforesis, lo cual fue principalmente evidenciado luego de 6 meses de 

almacenamiento.

El contenido de lisina disponible también fue analizado en músculo 

almacenado en presencia de ambas concentraciones de extracto de romero. 

Este parámetro no presentó diferencias significativas (p < 0,05) en función del 

agregado de antioxidante (200 y 500 ppm), tal como se muestra en la Figura 3.35. 

para el caso del agregado de 500 ppm de extracto de romero.

Como fue mencionado en la sección 3.3.4.4. el contenido de lisina 

disponible disminuyó entre los 3 y 4 meses de almacenamiento congelado. Dicha 

disminución ocurrió también en presencia de 500 ppm de extracto de romero 

(cabe remarcar que a los 4 meses de almacenamiento en presencia de 500 ppm 

de romero no se había registrado ningún aumento en el número de TBA con 

respecto al valor inicial). Por lo tanto, la disminución observada en el contenido 

de lisina disponible no puede ser atribuida a la reacción de sustancias
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Figura 3.35. Lisina disponible (expresada 
como % de su valor inicial Lo) en función del 
tiempo de almacenamiento congelado 
para músculo sin antioxidante ( ) y con
500 ppm de extracto de romero (_._ )

carbonílicas procedentes de la 

oxidación de los lípidos 

específicamente a las sustancias 

reactivas al TBA- y el grupo e-amino 

de la lisina. Este hecho está de 

acuerdo con la falta de evidencia 

de formación de compuestos de 

interacción de carácter 

fluorescente antes comentada.

En función de estos

resultados, la disminución en el 

contenido de lisina disponible podría 

estar vinculado con las alteraciones 

estructurales y la formación de 

agregados que ocurren como consecuencia del almacenamiento congelado.

3.3.10. Efecto del extracto de romero sobre los cambios de color

Se determinaron los parámetros a*, b* y L* a lo largo del almacenamiento 

congelado de las muestras sin y con (200 y 500 ppm) de antioxidante. Los 

resultados obtenidos para el músculo con agregado de 200 ppm de extracto de 

romero se muestran en la Figura 3.36.

El parámetro L* no mostró diferencias entre las muestras sin y con 200 ppm 

antioxidante, así como tampoco hubo diferencias en la evolución del parámetro 

b*. En el caso de o*, se observó una progresiva disminución en función del tiempo 

de almacenamiento para ambas muestras. Sin embargo, el valor correspondiente 

al músculo con 200 ppm de extracto de romero se mantuvo por encima al 

correspondiente al músculo sin antioxidante, siendo la diferencia 

estadísticamente significativa (p < 0,05) en todos los tiempos de almacenamiento 

analizados excepto a los 5 meses. Esta información indica una menor pérdida de 

color rojizo durante el almacenamiento a -11 °C en el músculo con 200 ppm de 
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extracto de romero. El AE no presentó diferencias significativas (p > 0,05) en

función del agregado de 200 ppm de antioxidante.

Figura 3.36. Parámetros de color en función del tiempo de almacenamiento 
congelado de músculo sin antioxidante (-—) y músculo con 200 ppm de extracto de 
romero ( ). a) L*, b) b* y c) a* y d) AE

Cuando se agregaron 500 ppm de extracto de romero se obtuvieron 

resultados comparables a los comentados sobre la preservación del color (Figura 

3.37.). Al igual que en el caso anterior, tanto el parámetro L* como el b* no fueron 

modificados por la presencia de antioxidante a lo largo del almacenamiento 

congelado. Por otra parte, el parámetro a* disminuyó progresivamente en función 

del tiempo de almacenamiento en ambas muestras, aunque en aquéllas con 500 

ppm de extracto de romero, dicha disminución fue más lenta manteniéndose por 
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mayor tiempo el color rojizo de la carne, hecho que además pudo ser 

comprobado visualmente. La diferencia total de color AE no presentó diferencias 

significativas en función del agregado de 500 ppm de extracto de romero.

Figura 3.37. Parámetros de color en función del tiempo de almacenamiento 
congelado para músculo sin antioxidante (——) y para músculo con 500 ppm de 
extracto de romero ( I. a) L*. b) b* y c) a* y d) AE

Los resultados obtenidos mediante la determinación de los parámetros de 

color demuestran que existe una vinculación entre la pérdida de color rojo del 

músculo almacenado congelado y el proceso de oxidación, ya que al inhibir este 

último, se logra también un cierto grado de preservación del mismo. Sin embargo, 

si bien durante los primeros 6 meses de almacenamiento en presencia de 500 
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ppm de extracto de romero se inhibió casi completamente el desarrollo de los 

productos secundarios de la oxidación lipídica, igualmente hubo una pérdida de 

color rojo. Este hecho sugiere que además del proceso de oxidación otros 

factores -sobre los cuales no tendría efecto el antioxidante- estarían involucrados 

en la pérdida de este atributo de calidad. Resultados similares se encontraron en 

el almacenamiento refrigerado del músculo de salmón de mar (sección 2.3JO) , 

así como en otras especies (Wetterskog y Undeland, 2004).

Por otra parte, la similar evolución del parámetro b* en ausencia y en 

presencia de antioxidante sugiere que el proceso de oxidación lipídica no tendría 

vinculación con el aumento de tonalidad amarillenta del músculo, de igual 

manera que en el caso del almacenamiento refrigerado.
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3.4. CONCLUSIONES

Durante el almacenamiento congelado (-11 °C), el músculo de salmón de 

mar picado sufrió diversas alteraciones, tanto a nivel de su fracción lipídica, de sus 

proteínas como así también en aspectos relacionados con la calidad nutritiva y la 

aceptabilidad sensorial del alimento.

De la misma manera que durante el almacenamiento refrigerado, la 

oxidación lipídica mostró un considerable desarrollo, alcanzando sus valores 

máximos entre los 3 y 4 meses de almacenamiento. Sin embargo, se registraron 

algunas diferencias con respecto al almacenamiento refrigerado en cuanto a los 

ácidos grasos poliinsaturados alterados por dicho proceso, ya que además del 

ácido 22:6 ©3, se vieron involucrados otros ácidos grasos tales como el 22:5 ©3 y el 

20:4 ©6. También pudo detectarse una hidrólisis muy intensa de los fosfolípidos, 

probablemente debida a la acción de fosfolipasas activas durante el 

almacenamiento congelado.

Como ya ha sido previamente mencionado, los factores que limitan la 

vida útil del pescado almacenado en estado congelado están relacionados 

principalmente con las alteraciones que ocurren a nivel de las proteínas 

miofibrilares y sus consecuencias sobre la funcionalidad y la textura del músculo. 

Dichas alteraciones fueron evaluadas en el presente trabajo a través de diversas 

determinaciones a fin de analizar distintos aspectos de las mismas. El cambio más 

rápido y más drástico observado fue un descenso en la solubilidad de las 

proteínas miofibrilares, con una disminución cercana al 80 % a los 2 meses de 

almacenamiento. Es conocido que la agregación proteica es uno de los 

principales procesos de deterioro de las proteínas musculares durante el 

almacenamiento congelado. En el músculo de salmón de mar picado y 

almacenado a -11 °C, la agregación proteica ocurrió en una amplia extensión en 

corto tiempo.

Sin embargo, dicho proceso no fue simultáneo con otras alteraciones 

proteicas. Así, la desnaturalización de las proteínas miofibrilares -evidenciada a 

través de estudios de calorimetría diferencial de barrido- comenzó posteriormente 
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(a los 3 meses de almacenamiento), continuando progresivamente hasta los 6 

meses donde la desnaturalización de la miosina fue prácticamente total. 

Análogamente, aunque la solubilidad proteica no se modificó luego de los 2 

meses de almacenamiento, los perfiles electroforéticos presentaron cambios entre 

los 3 y los 6 meses. Dichos cambios estuvieron relacionados con la desaparición 

total, a los 6 meses, de las especies proteicas de alto peso molecular presentes en 

la fracción soluble de proteínas miofibrilares del músculo fresco, las cuales habían 

disminuido parcialmente a los 3 meses de almacenamiento.

Los resultados anteriores sugieren que aunque durante los 2 primeros 

meses de almacenamiento a -11 °C se produjo el máximo grado de 

insolubilización, posteriormente continuaron ocurriendo modificaciones en las 

proteínas, las cuales llevaron a la desnaturalización de la miosina y a cambios en 

la naturaleza de los agregados. Una posible causa de estas modificaciones 

podría estar relacionada con cambios en el tipo de interacciones en los 

agregados. Aunque esta hipótesis no puede afirmarse a partir de la información 

experimental obtenida, las determinaciones de lisina disponible la avalan en ese 

sentido, ya que se observó una disminución en el contenido de dicho parámetro 

a partir de los 3 meses de almacenamiento, sugiriendo algún tipo de interacción 

covalente que involucra a los grupos amino libres de la lisina.

La agregación proteica también pudo ser evidenciada a través de la 

observación microscópica de las proteínas miofibrilares (TEM), pudiéndose 

observar “paquetes" de filamentos agregados.

La observación microscópica (SEM) de las matrices de los geles obtenidos 

térmicamente, las cuales presentaron una estructura que se asemeja a la 

estructura muscular (haces de filamentos), también evidenciaría la falta de 

extractabilidad de las proteínas miofibrilares. No obstante las notorias alteraciones 

de la matriz, los geles no presentaron modificaciones en sus parámetros de 

textura.

Los parámetros texturales del músculo no presentaron correlación con los 

cambios descriptos en la literatura para el músculo de pescado congelado, 

probablemente debido al tipo de muestra analizada. Dichos cambios -un 

músculo más duro, fibroso y seco- fueron evidenciados visualmente en el músculo
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de salmón de mar, pero no mediante las medidas instrumentales, principalmente 

no se registró un aumento en la firmeza como cabría esperar. El aumento de la 

cohesividad determinado podría dar cuenta del mayor grado de interacción 

entre las estructuras proteicas en el músculo.

Una de las principales causas de las alteraciones proteicas durante el 

almacenamiento congelado está dada por la formación de los cristales de hielo. 

Sin embargo, existen otros procesos que pueden contribuir a dichas alteraciones, 

entre los cuales se encuentra la oxidación lipídica. En función de ello, se evaluó la 

posible incidencia de este proceso en las modificaciones proteicas analizadas. Al 

igual que en el caso del almacenamiento refrigerado, la aplicación de extracto 

de romero como antioxidante permitió realizar dicha diferenciación.

Las concentraciones de extracto de romero utilizadas (200 y 500 ppm) 

fueron efectivas para prevenir la oxidación lipídica en el músculo de salmón de 

mar almacenado a -11 °C. Una concentración de antioxidante de 200 ppm 

inhibió el desarrollo de los productos de oxidación en aproximadamente un 50 % 

con respecto al músculo sin antioxidante, mientras que con 500 ppm se inhibió 

totalmente la oxidación durante los primeros 6 meses de almacenamiento, 

alcanzando luego valores 50 % menores a los correspondientes al músculo sin 

antioxidante.

Los compuestos de carácter fluorescente presentaron algunas variaciones 

en función del tiempo de almacenamiento congelado, tales como un aumento y 

posterior disminución del SForg y un aumento progresivo del SFac. Sin embargo, 

dichas variaciones se presentaron tanto en el músculo sin antioxidante como con 

antioxidante (200 y 500 ppm), indicando que los cambios no estarían vinculados 

con el proceso de oxidación lipídica.

Por otra parte, todas las alteraciones proteicas anteriormente 

comentadas ocurrieron de igual manera en ausencia y en presencia del extracto 

de romero, aún con 500 ppm cuando el proceso de oxidación había sido 

inhibido en gran medida.

En función de los resultados obtenidos, se puede concluir que no pudo 

detectarse una influencia del proceso de oxidación lipídica y sus productos sobre
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las alteraciones que ocurrieron en el músculo de salmón de mar almacenado a - 

11 °C.

La hidrólisis lipídica, con la consecuente formación de ácidos grasos libres, 

podría estar implicada en las alteraciones proteicas. Dado que este proceso se 

presentó en ausencia como en presencia del extracto de romero, el agregado 

del mismo no permitió establecer alguna relación entre los dos procesos.

El extracto de romero tuvo un efecto positivo sobre los cambios de color 

del músculo almacenado congelado, previniendo parcialmente la pérdida de 

color rojo del mismo, con las dos concentraciones ensayadas (200 y 500 ppm), 

aunque su eficiencia fue mayor con 500 ppm.
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IV. CONCLUSIONES GENERALES

 Se obtuvo información básica acerca del salmón de mar, relacionada con: la 

composición química del músculo y su variabilidad: la composición de la 

fracción lipídica y el perfil de ácidos grasos, fundamentalmente en cuanto a 

su composición de ácidos grasos poliinsaturados: las características de sus 

proteínas tales como estabilidad térmica, solubilidad, perfiles electroforéticos y 

propiedades frente al proceso de gelación térmica. La especie en estudio 

mostró algunas características particulares, tal como un porcentaje muy alto 

de ácidos grasos poliinsaturados ©3, siendo particularmente abundante el 

ácido 22:6 ©3. En cuanto a la fracción proteica, es notoria la baja solubilidad 

de las proteínas miofibrilares obtenida en el músculo fresco al inicio de los 

almacenamientos, la cual podría ser atribuida a que dichas proteínas se 

encontrarían formando grandes agregados mediante uniones covalentes y no 

covalentes.

 El estudio de los sistemas modelo -en condiciones de un ensayo acelerado- 

mostró los efectos potenciales del malonaldehído sobre las proteínas 

miofibrilares. Se estudiaron los cambios que ocurren en la estructura, tales 

como desnaturalización y agregación, evaluándose las especies proteicas y 

los tipos de uniones involucradas: así como en aspectos funcionales tales 

como la solubilidad y la gelación térmica de las proteínas miofibrilares. Se 

comprobó una importante influencia de los factores concentración de MDA y 

tiempo de interacción en las alteraciones.

 Se investigaron las alteraciones del músculo de salmón de mar picado 

almacenado en refrigeración, estimándose la vida útil y analizando las 

modificaciones ocurridas en dicho período. La oxidación lipídica alcanzó un 

considerable desarrollo, aunque no fue posible detectar una vinculación entre 

este proceso y el deterioro de la fracción proteica.
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 En el caso del músculo almacenado congelado, se analizaron los cambios en 

la fracción proteica dada su importancia entre los factores que limitan la vida 

útil de este tipo de productos. Análogamente a lo registrado en el 

almacenamiento refrigerado, la oxidación mostró una importante evolución 

de sus productos secundarios, no pudiéndose detectar un efecto de dichos 

compuestos sobre las alteraciones proteicas.

 Tanto en el caso del almacenamiento refrigerado como del almacenamiento 

congelado, los resultados sugieren que la fracción lipídica principalmente 

afectada por el proceso de oxidación es la de los triglicéridos, siendo el ácido 

graso 22:6 ©3 el más involucrado, aunque en el caso del músculo congelado 

también fueron afectados otros ácidos grasos poliinsaturados. No fue posible 

detectar una vinculación entre la hidrólisis de los lípidos -fundamentalmente 

de los fosfolípidos- y la oxidación de los mismos, registrándose en ambos casos 

que la oxidación fue anterior a la hidrólisis.

 La determinación de los compuestos de interacción fluorescentes no demostró 

ser -tanto en el músculo de salmón de mar refrigerado como congelado- una 

herramienta útil para el seguimiento del proceso de oxidación lipídica, ya que 

algunos de los cambios registrados -principalmente en la fase acuosa- no 

pudieron ser atribuidos a la interacción de proteínas con productos de la 

oxidación, mientras que los cambios en fase orgánica, posiblemente 

relacionados con la oxidación se registraron a tiempos avanzados de los 

respectivos almacenamientos. Dado que la detección de compuestos 

fluorescentes es un método muy sensible -más sensible que el TBA-, los 

resultados encontrados sugieren que no ocurrió una reacción significativa de 

los productos secundarios de la oxidación con grupos amino en el músculo de 

salmón de mar. Entre las posibles causas de este comportamiento, puede 

sugerirse que los niveles de productos secundarios generados en esta especie 

magra no son suficientes para producir alteraciones proteicas detectables. Por 

otra parte, esta información -obtenida en ausencia y en presencia de 

antioxidante- replantea los resultados obtenidos en otros estudios donde todos 

284



Conclusiones generales

los cambios en los compuestos fluorescentes eran atribuidos al proceso de 

oxidación lipídica. Posiblemente, puedan existir en el músculo otras reacciones 

que generen este tipo de compuestos.

* Se analizó el efecto del agregado de un antioxidante de origen natural tal 

como el extracto de romero en el músculo picado refrigerado y congelado. 

Las dos concentraciones utilizadas (200 y 500 ppm) mostraron ser eficientes en 

la inhibición de la formación de productos secundarios de la oxidación lipídica 

reactivos al TBA así como en la preservación de los ácidos grasos 

poliinsaturados ©3, en ambos sistemas. La mayor concentración mostró ser 

más eficiente, principalmente en el almacenamiento congelado donde 

permitiría un almacenamiento de aproximadamente 6 meses sin una 

evolución apreciable de dichos productos de oxidación. Ambas 

concentraciones mostraron también efectos positivos en la preservación del 

color del músculo, inhibiendo parcialmente la pérdida de color rojo. Estos 

resultados abren un promisorio futuro para la aplicación de este tipo de 

antioxidante a productos formulados con músculo de salmón de mar picado, 

tales como podrían ser productos tipo hamburguesas u otros que 

posteriormente deban ser almacenados en refrigeración o congelación antes 

de su consumo. Además, sería interesante evaluar la efectividad del extracto 

de romero al aplicarlo en trozos de músculo entero, tales como rodajas o 

filetes, ya que en estos casos la aplicación sería superficial.

 La oxidación de los lípidos en el músculo no tuvo consecuencias detectables 

en la estructura de las proteínas miofibrilares comparables a las observadas en 

los sistemas modelo. Este hecho podría estar relacionado con las diferentes 

condiciones presentes en los distintos sistemas. Una diferencia fundamental fue 

la concentración de malonaldehído, mucho mayor en los sistemas modelo 

que el nivel alcanzado en el músculo, siendo probablemente más importante 

la concentración relativa de dicha sustancia con respecto a la de las 

proteínas miofibrilares. Por otra parte, en el músculo existen barreras físicas 

dadas por la estructura tisular que podrían dificultar la interacción proteínas -
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lípidos oxidados, con respecto a la reacción en una solución como en el caso 

de los sistemas modelo. Además, en el músculo pueden estar presentes otras 

sustancias que podrían reaccionar con el malonaldehído y otros productos 

oxidados neutralizándolos e impidiendo su reacción con las proteínas.
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