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RESUMEN

Se evaluaron los cambios estructurales en las proteinas del tejido conectivo de aletas,
manto y tentaculos de calamar gigante (Dosidicus gigas) durante su almacenamiento en hielo a
través de extracciones en base a la capacidad de las proteinas de ser solubilizadas por dos
solventes distintos: un buffer de sal neutra (Tris/ 1M NaCl 0.05 M, pH 7.2) y pepsina (10 mg/g
de tejido en acido acético, CH;COOH 0.5 M). El remanente final que no pudo ser solubilizado
en sal ni en pepsina se le consideré como tejido conectivo insoluble.

Se utilizaron diversas metodologias como electroforesis en gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), calorimetria diferencial de barrido y cromatografia
liquida de alta resoluciéon (HPLC por sus siglas en inglés), para asi observar como repercuten
estos cambios estructurales en la textura del musculo a través de una medicién de la resistencia
al corte.

Se determiné el contenido del tejido conectivo de las tres regiones anatémicas del
calamar estudiadas, de las cuales los tentaculos fueron la regién donde se obtuvo mayor
cantidad de tejido conectivo (4.98 g / 100 g de musculo) en comparacion con aletas y manto; asi
como de la fraccion insoluble. En la evaluacion de los pesos moleculares se observaron
diferentes bandas en los perfiles electroforéticos de tejido conectivo soluble en sal y tejido
conectivo soluble en pepsina, de las cuales se destaca una banda a los 66 kDa a lo largo de los
20 dias de almacenamiento que es atribuida a elastina, otras a los 97-116 kDa que se
relacionan con colageno, ambas proteinas componentes del tejido conectivo.

En cuanto al perfil de aminoacidos se mostré6 una mayor concentracion de glicina,
prolina, hidroxiprolina, cisteina y lisina, siendo prolina e hidroxiprolina aminoacidos exclusivos
del colageno. Finalmente se encontré una disminuciéon y un aumento en la solubilidad y la
resistencia térmica respectivamente, que repercutiéo en la firmeza del musculo a lo largo del

almacenamiento en hielo, alcanzando en el dia 10 la capacidad maxima de resistencia al corte.
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INTRODUCCION

El calamar gigante (Dosidicus gigas) es uno de los cefalépodos de mayor talla, mas
abundantes, de crecimiento rapido, con un sistema visual bien desarrollado y un sistema
nervioso complejo (Roper y col., 1984). Se distribuye en el Océano Pacifico Oriental desde la
frontera de México y Estados Unidos hasta Chile; siendo los mayores productores los estados
de Sonora y Baja California Sur, con el 88 % de la produccion con respecto al total nacional
(SAGARPA, 2009). Ocupa el segundo lugar entre las especies mas capturadas en Sonora,
registrandose capturas alrededor de 100,000 toneladas durante varios afnos (Markaida, 2005).
La importancia econémica del calamar gigante esta directamente relacionada con el volumen de
captura, ya que al ser un producto barato, es necesario obtener grandes cantidades del recurso
(Gaxiola, 2011; Klomklao, 2008). Sin embargo, durante su pesqueria so6lo se aprovecha la parte
comestible (42 %), mientras que el resto del organismo es desechado, donde en términos
generales, después del fileteado, se pueden generar hasta un 75 % del peso de la captura total
en forma de huesos, aletas, cabezas y visceras. Tales desechos pueden ser utilizados para
extraer proteinas, pigmentos, vitaminas, minerales y enzimas con un potencial valor econdmico
(Torres-Arreola y col., 2008). Entre los principales componentes de los subproductos de calamar
gigante se encuentra el tejido conectivo (=30 %), el cual puede ser empleado para la
produccién industrial de colageno y gelatina con fines cosméticos o de alimentos balanceados
para animales, dandole asi un valor agregado a la pesqueria de este organismo e impulsando un
desarrollo sustentable y redituable (Shahidi, 2007).

Por otro lado, el colageno (proteina mayoritaria del tejido conectivo), juega un papel muy
importante en cualquier tejido animal, ya que es el encargado de la unién entre varias células,
de ahi que exista una estrecha relacién entre su comportamiento y la firmeza del musculo, lo
cual depende del grado de entrecruzamiento que presenten sus fibras. En organismos marinos,
su concentracion depende de multiples factores, que van desde la edad, sexo, especie o
incluso hasta la temperatura del agua en la cual crecen y se desarrollan los organismos (Ando y
col., 2006). En calamar gigante, se han evaluado diferentes propiedades y caracteristicas del
colageno, como: su concentracién en el manto (Sikorski y Kolodziejska, 1986), solubilidad
(Ando y col., 1996 1999, 2001; Borderias y Montero, 1985; Sato, 1997), estabilidad térmica
Sikorski y Borderias, 1994); sin embargo existe poca informacién con respecto al contenido de
colageno, tejido conectivo y sus caracteristicas estructurales (Torres-Arreola y col., 2008). Se
presupone que dichas caracteristicas pueden variar dependiendo del nivel de entrecruzamiento

que presenten las fibras de colageno, por efecto de la formacién de una molécula llamada
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piridinolina, la cual tiene la capacidad de entrecruzar hasta tres moléculas de colageno. Lo
anterior se puede ver influenciado por el manejo postcaptura del producto. En este sentido, esta
ampliamente documentado que, durante el almacenamiento en hielo, congelacion o coccion, las
proteinas sufren cambios conformacionales que pueden conducir a su agregacién, haciendo asi
el musculo mas duro y tenaz (Ando y col., 1999; Badii y Howell, 2002; Paredi y col., 2006). En
funcién de lo anteriormente expuesto, el objetivo central de esta investigacién es evaluar los
cambios estructurales en las proteinas del tejido conectivo del manto, aletas y tentaculos de
calamar gigante (Dosidicus gigas) durante un almacenamiento en hielo y relacionarlo con la

textura de su musculo.
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ANTECEDENTES

Generalidades del calamar gigante (Dosidicus gigas)

El calamar gigante es un cefalépodo de la familia Ommastrephidae que se encuentra en
abundancia en la costa del Pacifico de México (Martinez-Aguilar y col.,, 2004). Son
invertebrados marinos carnivoros que se mueven en cardumenes de hasta 1,200 animales,
nadan a una velocidad de hasta 24 km/h propulsados por agua expulsada a través de un sifén y
por dos aletas triangulares. Sus tentaculos tienen entre 100 y 200 ventosas agrupadas
(Markaida, 2001), cada uno alineado con los dientes afilados, con los que captan la presa y
arrastran hacia el pico de perico. El calamar gigante puede crecer hasta 1,9 m de longitud del
manto (Glaubrecht y col., 2004) y pesar hasta 50 kg (Nigmatullin y col., 2001). Por lo general, el
manto (o cuerpo) constituye aproximadamente el 40 % de la masa total del animal, las aletas
aproximadamente el 12 %, los brazos y tentaculos alrededor de 14 %, la piel exterior alrededor
del 3 %, la cabeza (incluyendo ojos y el pico) aproximadamente 5 % y el 26 % restante
compuesto por los érganos internos (Norman, 2000). En la figura 1 se muestra la morfologia del
calamar gigante (Young, Richard E., 2009).

El calamar gigante se caracteriza por tener un cuerpo en forma cilindrica denominada
manto, el cual cumple la funcién de envolver y proteger los érganos internos (Moreno-Martinez,
2011). El manto esta compuesto de cinco diferentes capas de tejido, la capa dominante esta
formada por bandas ortogonales (Lluch y col., 2001) de fibras musculares, intercaladas entre
dos tunicas de tejido conectivo. Las tunicas interna y externa estan cubiertas por un
revestimiento visceral y uno exterior, respectivamente. Cada fibra contiene en su periferia una
determinada cantidad de miofibrillas. El centro esta representado por el sarcoplasma con
mitocondrias y nucleo.

La tunica exterior consiste de capas de fibras de colageno adyacentes a la capa externa,
compuesta también de fibras de tejido conectivo, las cuales se ubican justo por debajo de la
piel. La tdnica interna, la cual tiene ligeramente ligados e interconectados agregados fibrosos,
esta cubierta por una capa visceral no fibrosa (Otwell y Giddings, 1980).EIl radio del manto se
reduce poco a poco, cada vez mas en la regidén de insercién de las aletas, terminando como
punta conica. El borde de la base del manto en su porcidn ventral esta ligeramente vuelto hacia
afuera y hacia arriba, entre los cartilagos de uniéon del manto con el sifén. Contiene una

estructura interna cartilaginosa llamada comunmente pluma, la cual da soporte a los musculos
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Aleta :::>

Manto [——

Cabeza :)-
Tentaculo ——
Brazo — =

Figura 1. Morfologia del calamar gigante (Dosidicus gigas).
Fuente: Young, Richard E. (2009).

del cuerpo del calamar, esta compuesta principalmente de quitina y generalmente se extiende a
lo largo del manto (Young, 2009). En la figura 2 se observa una representacion de la
composicion del tejido en el manto del calamar gigante (Murrieta-Martinez, 2011). Posee
ademas en un extremo dos aletas laterales muy amplias de forma romboidal (Nesis, 1987)
mientras que en el extremo opuesto se localiza la cabeza, boca, tentaculos y brazos. Otra
caracteristica distintiva de Dosidicus gigas es la foveola, que es una hendidura que cede
espacio al sifén en la porcién posterior de la cabeza; y el cartilago de unién del manto con la
cabeza presenta una bifurcacién en forma de “T” invertida caracteristica de la familia
Ommastrephes (Moreno-Martinez, 2011).

El calamar gigante presenta una amplia distribucion en el Pacifico Oriental,

comprendiendo las costas de los Estados Unidos hasta las de Chile, encontrandose las areas
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de mayor concentracion frente a las costas de Peru y México. Llegan a formar grandes
agrupaciones y en ocasiones los podemos encontrar varados en las playas en cantidades
abundantes (Klett, 1996). Es una especie endémica, se concentra en el Mar de Cortés (Golfo de
California), especificamente en las zonas de Guaymas y Santa Rosalia, obteniéndose las
mayores capturas en los meses de noviembre a mayo en la primera zona y de mayo a octubre
en la segunda. Se distingue por sus caracteristicas biolégicas, en las que destacan una alta
fecundidad y elevada tasa de crecimiento, por lo que se puede disponer de la materia prima
durante todo el afio.

Los calamares gigantes se venden normalmente en forma de manto congelado o cocido
(Luna y col., 2006). Sin embargo, la congelacion y la coccién pueden afectar las propiedades
funcionales de las proteinas resultando en cambios en las propiedades reoldgicas (Ando y col.,
1999; Badii y Howell, 2002; Paredi y col., 2006), que alteran la textura y calidad comestible de

los organismos marinos, provocando de esta manera el desperdicio de una fuente de proteina

=3 Capa visceral

B~ Tunica mterior 5-10 p

_ Centro sarcoplasmico
Miofibrillas
Eje longiuding

»

- @
Fibras musculares
98% del espesor ' _

|
Banda radial ':'_ij-

Tunica exterior 20-35 p's=

Capa exterior 5-10 %=

Figura 2. Representacién de la composicion del tejido en el manto del calamar.
Fuente: Murrieta-Martinez, (2011).
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rica y escasa (Paredi y col., 2006). Ademas durante la congelacién o coccidn, las proteinas
sufren cambios conformacionales que conducen a su agregacion, haciendo asi el musculo mas
duro, tenaz y menos suculento (Ando y col., 1999; Badii y Howell, 2002; Paredi y col., 2006). Se
ha encontrado que el colageno, componente principal del tejido conectivo (Foegeding y col.
1996) tiene una estrecha relacion con la textura. Por lo tanto, las proteinas y sus propiedades
funcionales se modifican al ser extraidas por el proceso tecnolégico del que se trate. Las mas
afectadas son las proteinas miofibrilares y estromales (Badii y Howell, 2003; Paredi y col.,
2006).

Cuando el calamar es capturado, un numero de cambios significativos ocurren en la
carne, lo que resulta en modificaciones en la textura (Ramirez-Olivaz y col., 2004). Aunque, los
cambios en la textura se han atribuido principalmente a proteinas miofibrilares, se producen
modificaciones también en las proteinas del tejido conectivo, como el colageno (Kagawa y col.,
2002). Estos cambios posteriores a la captura podrian tener implicaciones en el producto final,
si esta destinado a la elaboracion de alimentos, que afecta a la calidad sensorial, quimica o
microbiologica. Por otra parte, es importante para entender el comportamiento de las enzimas
musculares del calamar desde el punto de vista de los residuos de la industria pesquera, debido

a que mas del 50% del calamar gigante no se utiliza como alimento (Salinas y col., 2005).

Pesqueria en Sonora

El estado de Sonora se localiza en la region pesquera del Pacifico norte que es la zona
mas productiva del pais. Actualmente el estado de Sonora contribuye con el 45 % del total
nacional pesquero, siendo el primer productor pesquero nacional con un aporte total de 808,380
toneladas. De ahi que una de las actividades econdmicas mas importantes en Sonora sea la
pesca. El estado cuenta con un litoral de 1,207 km, el cual corresponde al 11 % del total
nacional. La actividad pesquera tiene lugar principalmente en: Guaymas, Puerto Pefiasco y
Yavaros, siendo en el primero donde se concentra el mayor volumen de produccién,
exportaciones, infraestructura pesquera y como consecuencia, generacion de empleos. En la
figura 3 se muestra la distribucién del calamar gigante en el océano pacifico y areas de pesca
en el noroeste de Meéxico. Aunque el crecimiento de la pesqueria en México ha sido
espectacular, grandes contrastes han caracterizado esta pesqueria. Los esfuerzos de pesca y
procesamiento locales no son compatibles con los procesos tecnoldgicos de gestién apropiada.

Por lo tanto, las pesquerias locales estan en desventaja cuando se trata de competir por
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mejores mercados (Luna y col., 2006). En Sonora, la pesca se ha destinado principalmente a
sardina y camaron. Sin embargo, en los ultimos anos, se han tomado medidas para fomentar y
estimular la utilizacién de otros recursos pesqueros, como el calamar gigante, ostras, cangrejos,
entre otros (Marquez-Rios, 2007). Recientemente las principales pesquerias de la region siguen
siendo camaron, sardina y calamar gigante, siendo lider nacional en esta ultima con un aporte
de 50.93 % del total capturado en el litoral del Pacifico (SAGARPA, 2009).

Por las caracteristicas de comportamiento del calamar, su captura es nocturna. EI modo
de la operacion de pesca consiste en situarse en el area de pesca, encender luces de atraccién
y esperar a que el calamar, que presenta fototropismo positivo, responda a la luz
concentrandose en la zona de penumbra bajo la embarcacion, desde donde ataca a cualquier
presa disponible, incluyendo los sefiuelos. El producto se recibe en zonas cercanas al sitio de
pesca.

La captura promedio por panga es entre 500 y 1000 kg por jornadas de trabajo que
varian entre cinco y seis horas, y por embarcacion entre 200 y 700 kg por jornada que es de 8.5
horas, incluyendo la transportacion desde el caladero, el desembarque y el eviscerado del
producto. El eviscerado generalmente se hace dentro del mar en areas cercanas a la zona de
desembarque. La pesqueria de calamar no tiene interaccion directa con otras pesquerias dadas
las caracteristicas del método de captura, no obstante hay una preferencia de la flota
camaronera del Golfo de California a incorporarse a la pesqueria de calamar gigante, cuando la

temporada de camarén en el Pacifico mexicano entra en veda (Hernandez 1998).

Composicion quimica del calamar

La composicion quimica del musculo del calamar gigante, varia dependiendo de algunos
factores como: sexo, talla, alimentacién, temporada y localizacion de la captura, entre otros.
Existen muchas variaciones en cuanto a la composicidon quimica se refiere, de especie a
especie, asi como también dentro de la misma especie y estas variaciones en la composicion
del musculo pueden ocasionar cambios de sabor, color, textura y apariencia (Sikorski, 1990).

En general la composicion quimica del manto de calamar y los tentaculos es similar a la de los
pescados magros, conteniendo 75-84 % de humedad, 13-22 % de proteina cruda, 0.1-2.7 % de
lipidos y 0.9-1.9 % de minerales.

Cabe mencionar que del total de proteina cruda, alrededor del 37 % lo representan los

compuestos nitrogenados no proteicos y que los lipidos del manto estdn compuestos
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principalmente por fosfolipidos, conteniendo alrededor de 4% de colesterol (Sikorksi y

Kolodziejska, 1986). Dentro de estos compuestos nitrogenados se encuentran el 6xido de
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Figura 3. Distribucion del calamar gigante (Dosidicus gigas) en el océano Pacifico y areas de
pesca en el noroeste de México.

Fuente: Diario Oficial de la Federacion, (2014).

trimetilamina, aminoacidos libres, octopina, betainas y nucleétidos, a quienes en conjunto por
presentar altas concentraciones de nitrdgeno monoaminado, se les atribuye el sabor acido-

amargo caracteristico del calamar (Luna y col., 2006).

Proteinas musculares

El musculo de cualquier animal contiene un gran nimero de proteinas que difieren en el

peso molecular, cantidad de aminoacidos, composicién y estructura espacial. Estas diferencias
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afectan las propiedades fisicoquimicas de las proteinas como lo son: solubilidad, estabilidad.
(Fenemma, 2000). Las proteinas del musculo se dividen en tres grupos en base a su
solubilidad, como proteinas contractiles o miofibrilares, proteinas sarcoplasmicas o solubles y
proteinas del estroma o insolubles (Badui, 2005). De estas, las miofibrilares son las mas
abundantes, ya que constituyen el 55-60% del total de proteinas del musculo y forman su
estructura fibrosa (Kijowski, 2001). Las sarcoplasmicas constituyen del 30 al 35 % y son las que
se encuentran en el sarcolema. Y por ultimo, las estromales, que constituyen del 10-20 % y
componen mayormente el tejido conectivo (Sikorski, 1994). Si bien esto se cumple para todos
los organismos, en el caso del calamar se presentan ciertas diferencias, las cuales podrian
deberse a su estructura tisular (Cortes-Ruiz y col., 2008); el manto esta formado por fibras
musculares circulares que, a intervalos mas o menos regulares son interrumpidas por secciones
de fibras orientadas radialmente, que funcionan para “adelgazarlo” y hacer que la cavidad de

este se extienda de acuerdo con la fuerza del golpe de las fibras circulares (Fennema, 2000).

Proteinas miofibrilares

Las proteinas miofibrilares forman el mas grande grupo de proteinas, ya que constituyen
el 55-60% del total de proteinas del musculo (Xiong, 1997). Conforman estructuralmente el
tejido muscular y se encargan de la transformacion de energia quimica en mecanica durante la
contraccion y relajacion de los diversos musculos. Como ya se dijo, son la fraccibn mas
abundante; son solubles en soluciones salinas concentradas y basandose en su localizacion, se
pueden dividir como filamentos gruesos (miosina, proteina C, proteina M) y delgados (actina,
tropomiosina, troponina, alfa actina, beta actina) (Badui, 2005) y segun su funcién, como

proteinas generadoras de fuerza o reguladoras (Dihort-Garcia, 2010).

Proteinas sarcoplasmicas o solubles

Las proteinas sarcoplasmicas son proteinas que se localizan dentro del sarcolema,
estos polipéptidos también se conocen con el nombre genérico de midgeno y son
fundamentalmente globulinas y albuminas pertenecientes a los sistemas que intervienen en el
metabolismo celular (Badui, 2005). Estas son proteinas solubles en agua y en disoluciones
salinas de baja molaridad (<50 mM) y comprenden cerca del 30 - 35% de las proteinas totales
del musculo (Xiong, 1997). Este grupo de proteinas se caracteriza por ser buenos agentes

emulsionantes y retener una gran cantidad de agua, lo que evita pérdidas de humedad durante
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el proceso de coccion; tienen la capacidad de coagular y de formar geles (Badui, 2005). La
mioglobina es presuntamente la mas importante debido a que es la responsable del color de la

carne, sin embargo el calamar posee hemocianina en vez de mioglobina (Kijowski, 2001).

Proteinas del tejido conectivo

El tejido conectivo esta formado por diversas fibras (colageno), varios tipos de células
diferentes y una sustancia denominada lamina basal (Fennema, 2000). Constituyen el 10-20%
de las proteinas del tejido muscular. Estas son insolubles en agua o en soluciones salinas y se
constituyen fundamentalmente por proteinas del tejido conectivo tales como: colageno,
reticulina y elastina (Beltran, 2000). Este grupo conforma el tejido conectivo de los tendones, asi
como a las proteinas de las membranas y proteinas insolubles contractiles como la desmina y
conectina (Hultin, 1993). La carne de calamar presenta propiedades de mayor firmeza, debido a
su estructura de tejido conectivo unico. Las fibras musculares y de tejido conectivo de calamar
son mas fuertes que las de musculo de pescado y su disposicion es también muy diferente
(Ramirez-Olivas, 2004). El colageno es el mas abundante y estad constituido por diversas
fracciones. Existe también, una estrecha relacion entre la firmeza del musculo y el
comportamiento del colageno en organismos marinos (Torres-Arreola y col., 2008).

El colageno, especificamente en el calamar gigante, participa en los mecanismos
natatorios del organismo y su contenido es diferente para cada region anatomica (manto, aletas,
tentaculos). Siendo asi, que los tentaculos presentan el mayor contenido de colageno insoluble
(Cl), no obstante se ha observado por microscopia electronica de barrido (MEB) un arreglo
estructural similar en el colageno soluble en pepsina (CSP) de las tres regiones y en el Cl,
marcadas diferencias en el empaquetamiento de las fibras (Torres-Arreola y col., 2008). Las
propiedades de las proteinas (colageno en particular) se pueden utilizar como puntos de

referencia de la calidad muscular.

Propiedades funcionales de las proteinas musculares

En términos generales, las propiedades funcionales se definen como cualquier
propiedad fisicoquimica de las proteinas que afectan y modifican algunas caracteristicas de un
alimento durante el procesado, el almacenamiento, la preparacion y el consumo; y que ademas
contribuyen a la calidad y atributos sensoriales del producto final (Badui, 1993; Fennema, 2000).

Dependen fundamentalmente de factores intrinsecos propios de la molécula, como el tamano,
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la forma, la composicion y la secuencia aminoacidica, la carga neta y distribucién de las cargas,
el cociente hidrofobia/hidrofilia y las estructuras (secundaria, terciaria y cuaternaria). Asi como
también dependen de factores extrinsecos del medio que las rodea, como son el pH, la fuerza
ionica, la temperatura, la actividad acuosa, la constante dieléctrica y la interaccion con otros
constituyentes del alimento (solvente, iones, gases u otras macromoléculas) (Badui, 1993;
Fennema,2000; Sikorski, 2001).
De acuerdo a su mecanismo de accién las propiedades funcionales de las proteinas se
pueden clasificar en:
a. Propiedades de hidratacion (interacciéon proteina-agua), como la capacidad de retencién
de agua, solubilidad, capacidad de espesamiento y humectacion.
b. Propiedades relacionadas con la estructura de la proteina y caracteristicas reoldgicas
(interaccién proteina-proteina), como la viscosidad, elasticidad, adhesividad, agregacién
y gelificacion.
c. Propiedades relacionadas con la superficie proteica (tension superficial), como la
capacidad emulsionante y espumante, formacién de peliculas proteina - lipido,

formacion de pastas o batidos (Guerrero y Totosaus, 2006; Borderias y Montero, 1988).

Solubilidad

La solubilidad de una proteina es la manifestacion termodinamica del equilibrio entre las
interacciones de proteina-proteina y proteina-disolvente. Se define como el porcentaje de
proteina contenida en un alimento, que es extraible con agua o con solucion salina en
condiciones especificadas (Sikorski, 2001). Las propiedades funcionales de las proteinas se ven
afectadas por la solubilidad proteica; las mas afectadas son las propiedades espesantes,
espumantes, emulsificantes y gelificantes (Fenemma, 2000; Kijowski, 2001). También se define
como la cantidad de proteina que se mantiene en solucion después de aplicar el sistema de una
fuerza centrifuga por un tiempo predeterminado (Hultin y col., 1995; Guerrero y col., 2009).

La solubilidad de las proteinas es variable y es influenciada por el numero de grupos
polares y apolares; y su disposicion a lo largo de la molécula. La solubilidad en agua depende
del pH y la concentracién de sal (Belitz y col., 2009). Las variaciones en el pH del medio afectan
la solubilidad de las proteinas musculares, ya que se modifica su ionizacidén y carga neta,
alterando sus fuerzas atractivas y repulsivas, y la aptitud para asociarse con agua (Kim y col.,
2003). La solubilidad disminuye en el punto isoeléctrico, ya que las cargas negativas y positivas

en las moléculas de proteina se igualan y tienden a asociarse a través de enlaces i6nicos e
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interacciones hidrofébicas (Lin y Park, 1998). A pH superiores e inferiores al punto isoeléctrico,
la proteina adquiere un incremento en su carga neta negativa o positiva, respectivamente.
Estas cargas generan nuevos sitios activos de union para el agua y resultan en la repulsién
entre moléculas de proteina, incrementando su superficie de hidratacién y en consecuencia, su
solubilidad (Lin y Park, 1998; Choi y Park, 2002; Kristinsson y Ingadottir, 2006).

La solubilidad de las proteinas también es afectada por la fuerza iénica (1) de la solucién
salina usada. Las proteinas miofibrilares muestran un aumento en su solubilidad (Salting-in) con
el incremento en las concentraciones de sal (0.5 a 1 M) (Kim y col., 2003), seguido por su
disminucion (salting-out) con posteriores adiciones de sal (> 1M). Asi pues, altas
concentraciones de sal tienden a desnaturalizar las proteinas. En cuanto a la temperatura, las
propiedades de hidratacién de las proteinas disminuyen cuando la temperatura se incrementa,
debido a la disminucién en la capacidad de formar enlaces de hidrégeno. Las temperaturas
elevadas tienen a desnaturalizar a las proteinas disminuyendo la capacidad de interaccion de

sus grupos polares con el agua (Borderias y Montero, 1988).

Colageno

El colageno es la principal fraccion del tejido conectivo. Este componente es muy
importante debido a que contribuye de manera significativa a la dureza del musculo. El
colageno abunda en los tendones, piel, hueso, sistema vascular de los animales y en las vainas
de tejido conectivo que envuelve al musculo. El colageno alcanza un tercio o mas del total de
proteinas de un organismo. Alrededor del 10 % de la proteina del musculo es colageno. Parte
del colageno es soluble en disoluciones salinas neutras, otra parte es soluble en acido y una
tercera es insoluble.

Los polipéptidos del colageno son casi todos helicoidales con la excepcion de unos
pocos residuos en cada extremo. Sin embargo, las hélices difieren de la alfa hélice tipica debido
a la abundancia de hidroxiprolina y prolina que interfieren con la estructura alfa helicoidal. Las
moléculas de colageno se unen extremo a extremo y adyacentemente para formar las fibras de
colageno. Existe una periodicidad en la estriacion transversal del colageno a intervalos de 640-
700 A aproximadamente. Las fibras de coldgeno a veces se encuentran organizadas en
paralelo para conseguir gran fuerza, como los tendones, o pueden estar altamente ramificadas
y desordenadas como la piel. La composicién en aminoacidos del colageno esta desequilibrada
desde el punto de vista nutritivo y es singular en diversos aspectos. El colageno carece casi de

triptéfano; es rico en glicina, hidroxiprolina y prolina; es una de las pocas proteinas que contiene
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hidroxilisina. La glicina representa casi un tercio del total de los residuos y esta distribuida
uniformemente en cada tercera posicion a lo largo de casi toda la molécula de colageno. El
colageno es la unica proteina rica en hidroxiprolina (hasta el 10 % en el colageno de
mamiferos); sin embargo, los colagenos de pescado contienen una cantidad menor de estos
aminoacidos, mientras que hay muy poca informacion respecto a invertebrados como el
calamar. Debido a cuenta que la hidroxiprolina esta presente en cantidades significativas en el
colageno y en muy pequenas en otras proteinas, con frecuencia se utiliza para determinar la
cantidad del colageno de las muestras de alimentos. La presencia de prolina estabiliza la
estructura helicoidal impidiendo la rotacion del enlace N-C. La hidroxiprolina también estabiliza
la molécula de colageno y los colagenos que contienen pequefias concentraciones de ambos
iminoacidos se desnaturalizan a temperaturas inferiores que los que los contienen en grandes
concentraciones. El contenido en iminoacidos de los colagenos de pescado, por lo tanto, su
estabilidad térmica, se correlaciona con la temperatura del agua de su habitat normal. El
contenido en proteoglicanos y glicoproteinas también afecta a la estabilidad térmica del
colageno.

A medida que los animales envejecen, los enlaces cruzados de colageno se convierten
de la forma reducible a una forma no reducible mas estable. Se desconoce la naturaleza del
enlace cruzado no reducible “maduro”. Aunque, se supone que estos enlaces no reducibles
engloben diversos grupos funcionales en una extensa red polimérica. Donde los enlaces
cruzados intermoleculares se confinan a la regiéon de solapamiento del extremo implicado a la
lisina aldehido del telopéptido de una cadena helicoidal y la hidroxilisina de la region helicoidal
de una cadena adyacente. El numero de enlaces cruzados del colageno aumenta con la edad,
lo cual explica parcialmente porque la carne de los animales viejos es mas dura que la de los
animales jévenes, a pesar de que los musculos de los animales mas jévenes generalmente
contienen mas colageno. A medida que aumentan los enlaces cruzados del colageno, éste se

hace menos soluble en diversos disolventes, como disoluciones salinas y acidas.

Caracteristicas del colageno.

El colageno se sabe que puede estar presente en diferentes formas. Al menos veinte
diferentes formas de coldgeno han sido descritas en detalle en vertebrados, aunque el
conocimiento en la distribucién, propiedades y funciones del colageno en invertebrados es aun
muy pobre. Los colagenos de pescado han sido dificiles de purificar debido a interferencias de

proteinas miofibrilares que no son colageno (Sivakumar y col. 1997). El contenido de colageno
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en el musculo de pescado es mas bajo que el de los mamiferos, en una proporcion de 1 a 20 %
del total de la proteina y del 0.2 al 2.2 % de peso del musculo (Love y col. 1982). El mayor
contenido de colageno se encuentra en la musculatura flexible usada para propulsion
(Sivakamuar y col. 1997). Al menos cuatro tipos de colageno (I, lll, IV y V) han sido identificados
en los mamiferos y en el musculo de las aves (Belitz y Grosch. 1999). También se han
detectado diferencias en el contenido de aminoacidos entre el colageno de pescado y de los
mamiferos. En peces existe una menor concentracion de hidroxiprolina, de 4.7 a 10.9 % de
hidroxiprolina en colageno de bovino. Se sabe que la hidroxiprolina estabiliza al colageno, de
ahi la mayor desnaturalizacién del colageno de pescado a baja temperatura (Love y col. 1982).

Recientemente se purificé colageno tipo V del musculo de Peaeus japonicus, sin
embargo las propiedades bioquimicas y fisicoquimicas de los colagenos de crustaceos no se
han investigado a detalle. En Penaeus indicus se aisld6 mediante digestion con pepsina un
colageno que en base a su composicion de aminoacidos, patron electroforético y precipitacion
con sal, se establecié que era similar al tipo V de los vertebrados. En base a los estudios
bioquimicos se establecié que posee menor cantidad de asociaciones a carbohidratos y un
mayor contenido de alanina, con temperaturas de desnaturalizacion de 37° C, con una
viscosidad de 11.3 dl/g (Sivakumar y col. 1997). En algunos langostinos como el
Macrobrachium rosenbergii se reportd que el colageno presente en su musculo contiene una
composicion inusual de aminoacidos, ausencia de hidroxilisina y bajo contenido de glicina (Nip y
col. 1981). En Penaeus setiferus se ha reportado un bajo contenido de glicina y alto contenido
de triptéfano (Kimura y Tanaka, 1986).

El colageno se ha detectado en una concentracion de aproximadamente 3 a 11,1 % en
el manto de calamar (Sikorski y Kolodziejska, 1986). La estructura basica conocida como
tropocolageno, la cual es una molécula de forma cilindrica integrada por tres cadenas
polipeptidicas de PM de 100 kDa cada una, se enrollan a lo largo de un eje para producir una
triple hélice; las tres proteinas se enlazan entre si a través de muchas uniones intermoleculares
cruzadas que le confieren gran rigidez a la estructura y muy baja solubilidad. A su vez, la
interaccion de las moléculas de tropocolageno producen fibras que dan origen al colageno
propiamente dicho (Badui, 2005). EI monémero mide unos 2800 A de longitud y 14-15 A de
diametro. El colageno se polimeriza a través de la formacién de entrecruzamientos covalentes.
Estos entrecruzamientos se vuelven cada vez mas termoestables cuando el colageno esta mas
maduro, de modo que la estabilidad térmica aumenta. La estabilidad térmica es basicamente la
resistencia de la molécula de proteina al despliegue como resultado de cualquier tratamiento

térmico (Bernal y col., 1987).
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Las fibrillas de colageno se ejemplifican en la figura 4, las moléculas de coldgeno estan
unidos entre si por enlaces covalentes cruzados, y hay varios tipos de entrecruzamiento en el
colageno de pescado maduro (Bracho y Haard, 1990). Piridinolina es uno de los
entrecruzamientos intermoleculares (Fujimoto y col., 1977) y se informé que existe una estrecha

relacion con la tension fisica de colageno (Horgan y col., 1990). El colageno, que contiene una
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Figura 4. Esquema de una fibra de colageno.

Fuente: Colageno MD [http://www.colagenomd.com/fibras-de-colageno/].

alta cantidad de piridinolina, mostr6 una baja solubilidad en el tendén de ternera (Horgan y col.,
1990), musculo bovino (Smith y Judge, 1991) y el musculo ovino (Young y col., 1994).

Por lo tanto, hay una posibilidad de que la piridinolina sea mas abundante en el colageno
insoluble que en el colageno soluble. Sin embargo, no hay informes sobre la relacion entre el
contenido de piridinolina y la solubilidad de colageno del calamar al ser tratado térmicamente.

Los entrecruzamientos covalentes intermoleculares en el colageno son responsables de
la estabilidad, la fuerza fisica y las propiedades mecanicas del tejido conectivo. La agregacion
se inicia por la desaminacion enzimatica oxidativa de grupos aminos, especificamente de lisina
(Lys) e hidroxilisina (Hyl) y los residuos peptidicos de lisil oxidasa (Gallop y col., 1972). Los
aldehidos que se producen luego se condensan espontaneamente con grupos amino sobre los
residuos peptidicos especificos de Lys e Hyl para formar enlaces cruzados intermoleculares
disfuncionales reducibles. Los estudios detallados de entrecruzamiento de colageno han

demostrado que la mayoria de las fuentes contienen menos de uno por mil entrecruzamientos
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de residuos de aminoacidos (Shapiro y col., 1979; Eyre, 1987). Estos estudios se han llevado a
cabo en tejidos tales como tendon, ligamento, piel, placenta, hueso, cartilago, cornea, etc., en la
que el colageno es un componente principal.

Se ha encontrado una estrecha relacion entre la firmeza muscular y el contenido de
colageno en pescados y organismos marinos (Ochiai y col., 1985; Sato y col., 1986; Hatae y
col., 1986; Olaechea y col., 1993). En general, el tratamiento térmico del musculo gelatiniza
colageno en ella y debilita la integridad de las células musculares, lo que lleva al ablandamiento
del musculo. EI musculo de calamar también se suaviza después de la coccion (Otwell y
Hamann, 1979; Stanley y Hultin 1982; Kolodziejska y col., 1987; Kugino 1994; Naito y col.,
1996; Ando y col., 1996 y 1997). Se ha descrito que las causas principales para el
ablandamiento del musculo de calamar cocido son la destruccion de las células musculares
(Kugino y Kugino 1994) y / o la disminucién de la integridad de la célula por gelatinizacién del
colageno (Ando y col., 1997 y 1998). El musculo de calamar cocido, diferente de otros musculos
de peces, es relativamente duro y no es fragil durante el calentamiento. Por lo tanto, se supone
que la estabilidad térmica de musculo de calamar cocido debe estar relacionada con la

presencia de colageno estable al calor.

Solubilidad del colageno.

La solubilidad es una de las funciones mas importantes del colageno, y esta propiedad
se requiere por lo general para aplicaciones practicas de la proteina. El colageno de pescado es
relativamente soluble en una solucidon de &acido diluido, tal como acido acético 0,5 M. Sin
embargo, muchos colagenos de invertebrados son tan insolubles que la digestién limitada con
proteasa se debe realizar para ponerlas en soluciéon. Por lo tanto, la eficiencia de solubilizacion
enzimatica es un factor importante en la utilizacion de los colagenos de invertebrados. La
pepsina de mucosa de estomago porcino ha sido aplicada principalmente para solubilizar los
colagenos en los animales acuaticos, pero la informacién cientifica sobre la solubilizacién de
estos colagenos por digestion limitada con otras proteasas es bastante escasa (Yoshinaka y
col., 1990; Cui y col., 2007).

Por otra parte, hay muchas publicaciones sobre la solubilidad del colageno en el
musculo de calamar (Ando y col., 1999 y 2001; Borderias, 1985; Sato y col., 1991). Muchas de
las propiedades funcionales del musculo de organismos marinos estan relacionadas con la
solubilidad de la proteina constituyente y se sabe que la solubilidad del coladgeno en animales

marinos es significativamente mayor que la de musculo de especies como bovinos, ovinos y
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porcinos. Sin embargo, esta solubilidad disminuye durante su almacenamiento en congelacion
(Borderias y Montero, 1985). La solubilidad del colageno del manto de calamar disminuye
después de16 meses a -20°C (Ruiz-Capillas y col., 2002). La disminucién en la solubilidad del
colageno durante el almacenamiento congelado podria ser debido a la formacion de acido y
cetoaminas estables a enlaces térmicos (Bailey y Etherington, 1980). Durante el tratamiento
térmico de manto de calamar, Ando y col. en 1999 y 2001 informaron que alrededor del 70 % de
colageno del manto de calamar no se solubilizé incluso después de 30 min de calentamiento en
agua hirviendo. Ademas, las fibrillas de colageno en el manto de calamar fueron claramente
observadas bajo un microscopio electronico, incluso después de la coccion. Se supone que la
estabilidad térmica del musculo de calamar cocido esta relacionada con la presencia de

colageno estable al calor (Ando y col., 2001).

Efecto del tratamiento pos captura del calamar

El calor presente en los animales recientemente muertos debe ser eliminado
rapidamente para evitar la descomposicion y detener las pérdidas de peso del cuerpo. El
periodo requerido para eliminar este calor es menor de 24 horas (Norman, 1990). La
congelacién es importante para preservar la calidad de los alimentos y la textura. Entre mas
rapido se dé la congelacion se generaran cristales de hielo mas pequefios y se mantendra la
estructura celular. La congelaciéon criogénica es la tecnologia de congelacion mas rapida
disponible, debido a la temperatura ultra baja del nitrégeno liquido (-196 °C) (Da-Wen, 2001).
También se conoce que tanto la actividad enzimatica como la microbiana estan altamente
influenciadas por la temperatura. Sin embargo, en el rango de temperatura de 0 a 25 °C, la
actividad microbiana es relativamente mas importante, y los cambios en la temperatura tienen
mayor impacto en el crecimiento microbiano que en la actividad enzimatica. Cuando el producto
se ha congelado lentamente o cuando ha habido fluctuaciones de temperatura durante el
almacenamiento, los cristales de hielo que se forman crecen extrayendo agua ligada a las
proteinas, de tal forma que estas se desorganizan siendo luego incapaces de recuperar dicha
agua durante la descongelacion, de manera que esta agua al perderse arrastra los nutrientes
hidrosolubles. Este proceso cambia la textura del alimento, produciendo un endurecimiento e
incluso disminuyendo su solubilidad y valor nutritivo.

Incluso los aspectos bioquimicos del colageno de calamares congelados han recibido
poca atencion. En algunos documentos sobre los filetes de pescado magros y manto de

calamar se informa que en el tejido conectivo, el colageno también puede ser desnaturalizado
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durante el almacenamiento congelado (Badii y Howell, 2002; Ruiz-Capillas y col., 2002).
Considerando que, muchos informes han sido publicados en calamares, indicando que la carne
se reduce en aproximadamente un 30% y, en general, durante la aplicacién de calor, el
colageno en el tejido conectivo se ha considerado que pueda afectar a la sensibilidad muscular
(Ando y col., 1999 y 2001).

Por otro lado, el almacenamiento en hielo y la refrigeracion son unas de las técnicas mas
ampliamente utilizadas para conservar la carne, ya que conserva el tejido muscular al retardar
el crecimiento de los microorganismos y lentificar muchas reacciones quimicas y enzimaticas
(Fennema, 2000).

Por otra parte see ha demostrado una actividad enzimatica enddogena en el manto de
varias especies de calamar. Esta actividad proteolitica promueve pérdida de la textura y
funcionalidad de las proteinas durante el almacenamiento o procesamiento (Ayensa y col. 2002;
Gbémez-Guillén y col. 2002; Ruiz-Capillas y col., 2003). Varias enzimas (carboxilasa,
aminopeptidasa, la tripsina, enzimas quimotripsina, etc.) se encuentran en el musculo de
calamar gigante y fluctian con la temporada o la edad del calamar (Ezquerra-Brauer y col.
2002). Las pobres propiedades funcionales causadas por la actividad proteolitica endégena han
restringido la utilidad del calamar gigante como ingrediente alimentario (Gomez-Guillén y col.
2003). Si no se controla la actividad enzimatica, la mayoria de las proteinas en los tejidos
musculares se degradan a pequefos péptidos que no tienen las propiedades funcionales
necesarias para ser utiles como ingredientes alimentarios.

Los resultados de un estudio mostraron que el manejo adecuado del calamar gigante
especificamente del manto, durante las diferentes etapas de postcaptura (es decir, la
evisceracion, almacenamiento en frio y transporte) ayudan a mantener la integridad de las
proteinas musculares y la funcionalidad, asi como también se vio reducida casi completamente
la alta actividad proteolitica propuesta en otros estudios de estos especimenes, al menos por 15
dias. Con el uso de este método de conservacion, el musculo de calamar podria ser una buena
materia prima para su uso en productos de valor afiadido, como los productos gelificados. Si el
musculo de calamar se va a utilizar como materia prima, es recomendable tener en cuenta
factores como la temporada de pesca, estado fisiolégico, almacenamiento en frio y transporte
de calamar gigante, ya que estos factores tienen un marcado efecto sobre las caracteristicas
del producto.

Debido a lo anterior, realizamos un estudio para evaluar los cambios estructurales en las
proteinas del tejido conectivo del calamar gigante durante un periodo de almacenamiento en

hielo para obtener informacion util acerca de las modificaciones que ocurren en el musculo
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debido a este método de conservacion. Se ha estudiado anteriormente el efecto del
almacenamiento en hielo exclusivamente en el manto de Dosidicus gigas, en donde se tenia
como objetivo generar informacion y estudiar aspectos quimicos (actividad proteolitica) y fisicos
(pH, textura, calorimetria diferencial de barrido, peso y talla de cada porcién analizada) de 5
mantos almacenados en hielo en distintos tiempos (Ramirez-Olivaz, 2004). Pero en dicha
investigacion se centraron particularmente en los cambios que ocurrieron en las proteinas
miofibrilares del musculo de manto, por lo que en este trabajo se decidi6 investigar solo los
cambios que ocurren en las proteinas del tejido conectivo y la repercusion que tienen estos
cambios estructurales en el musculo de aleta, manto y tentaculo del calamar gigante.

Debido a que los desechos al procesar calamar y animales marinos, representan hasta
un 60 % del peso de la captura total y tales desechos pueden ser utilizados para obtener
subproductos como el colageno, en donde casi todo el producto desechado es tejido conectivo

el cual contiene alto porcentaje en colageno.
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HIPOTESIS
El almacenamiento en hielo del calamar gigante provocara un aumento en la resistencia
térmica y disminucidn en la solubilidad de las proteinas del tejido conectivo extraido de su

musculo.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar los cambios estructurales en las proteinas del tejido conectivo del manto, aletas

y tentaculos de calamar gigante (Dosidicus gigas) durante su almacenamiento en hielo.

OBJETIVOS PARTICULARES
e FEvaluar los cambios en solubilidad y resistencia térmica de las proteinas del tejido
conectivo de manto, aletas y tentaculos de calamar gigante durante su
almacenamiento en hielo.
e Evaluar los cambios en textura del musculo de manto, aletas y tentaculos de calamar

gigante durante su almacenamiento en hielo.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencién de la materia prima

Se utilizé6 musculo de especimenes jévenes de calamar gigante (Dosidicus gigas) (25-30
cm y 3-3.5 kg), los cuales fueron capturados en las costas de Bahia de Kino, Sonora. Los
organismos eviscerados se transportaron en hielo al laboratorio de productos marinos del
Departamento de Investigacién y Posgrado en Alimentos de la Universidad de Sonora, donde
inmediatamente se llevd a cabo el faenado, separando las aletas, manto y tentaculos, los
cuales fueron almacenados en hielo durante 20 dias, con muestreos cada 5 dias para realizar

los analisis fisicos y quimicos correspondientes.

Extraccion de las diferentes fracciones del tejido conectivo

La extraccion del tejido conectivo se desarrollé de acuerdo a la metodologia descrita por
Sivakumar y Chandrakasan (1998) con ligeras modificaciones. Todo el proceso de extraccion se
llevé a cabo a 4 °C. El musculo fresco de las 3 regiones anatomicas (manto, aletas y tentaculos)
del calamar gigante fueron mezcladas y homogenizadas por 24 h con una solucién de urea 6 M
conteniendo acetato de sodio 0.5 M (pH 6.8) con la finalidad de remover las proteinas
miofibrilares y proteoglicanos. Después de la centrifugacion a 10,000 xg por 40 min, el residuo
insoluble fue secuencialmente extraido con un buffer neutro (Tris/ 1M NaCl 0.05 M, pH 7.2)
(tejido conectivo soluble en sal neutra) y pepsina (10 mg/g de tejido en acido acético,
CH3;COOH 0.5 M) (tejido conectivo soluble en pepsina, TCSP). El remanente final se considerd
como colageno insoluble (Cl). Las soluciones de colageno extraidas se precipitaron con cloruro
de sodio (NaCl) hasta una concentracion final de 2 M y colectadas por centrifugacion (10,000 xg
durante 40 min). Los precipitados fueron redisueltos en acido acético 0.5 M y dializados contra
fosfato de sodio (NaH,PO,4) 0.02 M (pH 8.6) en membrana de celulosa de 10 kDa a 4 °C. El
precipitado fue redisuelto en la misma solucién de acido acético y dializado con acido acético

0.05 M para finalmente ser liofilizado.

Analisis de proteinas

La concentracion de proteina cruda en los extractos obtenidos se determiné mediante el

método de micro-Kjeldahl (AOAC, 2005). Se pesaron 0.2 g de cada una de las muestras en un
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matraz de micro-Kjeldahl, 2.5 mL de H,SO,, y aproximadamente 1.0 g de mezcla catalizadora
para someterse a digestion bajo una campana de extraccidén. La digestion terminé cuando el
color de la muestra se torné azul-verde claro y se procedié a enfriar el matraz durante 4 minutos
para después afadirle 7 mL de agua. Se encendi6 y prepard la unidad destiladora para afadirle
la muestra a la camara de ebullicion por medio de un embudo y se enjuago el matraz con
aproximadamente 5 mL de H,O destilada. Se utilizé6 un matraz Erlenmeyer con 10 mL de acido
borico y dos gotas de indicador para recolectar el destilado. Finalmente se afadieron 10 mL de
la solucion de NaOH a la camara de ebullicién y el destilado estuvo listo para ser titulado
cuando se torno verde en el matraz receptor. La muestra se titulé con 0.1 N de HCI y un color

violeta indicé el punto final de la titulacion.

Electroforesis en gel de SDS-Poliacrilamida

La pureza de las soluciones de colageno fue analizada por electroforesis en gel de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (dodecil sulfato de sodio — SDS-PAGE por sus
siglas en inglés) basandose en el método de Laemmli (1970). Se utilizaron geles de
poliacrilamida al 7.5%, y se inyectaron 5 pg de muestra. Los geles fueron tefiidos con azul de

Coomasie R-250 y se destifieron en una solucidon de metanol: agua: 4cido acético (5:4:1, v/v/v).

Calorimetria diferencial de barrido

El comportamiento térmico del colageno extraido del musculo de calamar gigante fue
estudiado por medio de calorimetria de barrido diferencial de 10 a 150 °C. La temperatura de
transicién y entalpia fueron medidas usando un sistema de analisis térmico 1020 serie DSC7
(Perkin Elmer, Norwalk, CN). La evaluacién de las sefales se realiz6 con computadora
utilizando un equipo Perkin Elmer Nelson modelo 1022. Las muestras (20-30 mg) se colocaron
en capsulas herméticas CDB (Perkin Elmer no. 0319-0218) y la prueba fue realizada con un
flujo de calor de 10 °C/min. Una capsula vacia se utilizé como referencia (Ramirez-Olivas y col.,
2004).

Composicion de aminoacidos

El contenido de aminoacidos se determind por cromatografia liquida de alta

resolucion en fase reversa (HPLC por sus siglas en ingles) utilizando un sistema de HPLC
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serie 1200 de Hewlett-Packard (Waldbronn, Alemania) (Vazquez-Ortiz y col., 1997), el cual
fue realizado en el centro de investigacion en alimentaciéon y desarrollo (CIAD) de
Hermosillo, Sonora. Brevemente, las muestras se hidrolizaron usando HCI 6 M en un
evaporador por 6 horas en tubos sellados a 150 ° C. Los hidrolizados se diluyeron con un
buffer de borato de sodio 0.4 M (Na.B.O;), derivatizado con o-ftalaldehido (OPA) para la
determinacion de los aminoacidos primarios y derivatizado con 9-fluorenilmetil cloroformiato
(Fmoc) para la determinacién de los aminoacidos secundarios. Se registraron los
cromatogramas y las integraciones se calcularon utilizando software ChemStation (Agilent
Technologies Inc., Palo Alto, CA, EE.UU.). La emisién de fluorescencia se controld

continuamente a 330 y 418 nm.

Perfil de textura

La textura fue medida registrando la fuerza requerida para cortar el masculo de calamar
(1 cm x 1 cm x 1 cm) utilizando un texturémetro Plus TA-XT2 (Food Technology Corp., Sterling,
VA, EE.UU.) con una cuchilla en forma de V (Warner Bratzler cizallamiento por compresion de
carne) unido a una prensa capaz de aplicar 100 N de carga y una velocidad de cruceta de 200

mm min-1.

Analisis estadistico

El disefio estadistico del presente estudio fue planeado para reducir la variacion entre
replicas. El contenido de colageno y analisis calorimétrico fue basado en un promedio de tres
repeticiones. Los datos fueron evaluados usando un andlisis de varianza (ANOVA) donde las
diferencias fueron establecidas por medio de una prueba de comparacién de medias de Tukey
con un nivel de significancia del 5%. Finalmente, los datos fueron analizados utilizando el
paquete estadistico JMP version 5.0 (StatSoft, Tulsa, OK).
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Extraccion de las diferentes fracciones de tejido conectivo

A partir del musculo de las tres regiones anatémicas de calamar gigante (Dosidicus
gigas) y con la utilizacion de urea 6 M en un buffer de acetato de sodio (0,5 M; pH de 6,8) se
logré solubilizar la fraccion de proteinas miofibrilares y por consiguiente obtener una
precipitacién del tejido conectivo, del cual, por cada 100 g de musculo fueron obtenidos: 3.11 g
de tejido para la region de las aletas, 1.61 g para el manto y 4.98 g para los tentaculos (Tabla
1). Se encontrd en la region de los tentaculos una mayor cantidad de proteinas del tejido
conectivo con respecto a las otras dos regiones, de las cuales las aletas ocuparon el segundo
lugar y el manto ocup® el ultimo con una menor cantidad de tejido conectivo precipitado. Estos
resultados concuerdan con lo encontrado por Torres-Arreola y col. en 2008, quienes reportaron
que el contenido de tejido conectivo extraido de tentaculos fue 3-4 veces mayor que el extraido
de aletas y manto. Sin embargo, estos autores obtuvieron un mayor contenido de tejido
conectivo (7-28 g/100 g de musculo) en comparacion con este estudio, lo cual pueda deberse al
diferente tamafio y edad de los calamares empleados en dicho trabajo (45-50 cm, 5-6 Kg),
debido a que se ha informado que la edad y el tamafio de los organismos marinos podrian
influir en el contenido de tejido conectivo y colageno en su musculo (Ando y col., 2006).

Por otra parte, en estudios llevados a cabo en otras especies de calamar como Loligo
patagonica, lllex argentinus y Tadoropis eblanae se ha detectado un contenido de tejido
conectivo entre el 3 y 18 % en las diferentes regiones anatomicas (Sikorski y Borderias, 1994;
Morales y col., 2000). Si bien, en este estudio se obtuvo entre 1.6-4.9 % aproximadamente de
tejido conectivo dependiendo de la regién anatomica, lo cual se encuentra en rangos bajos en
comparacion con las investigaciones antes mencionadas, la variabilidad en los valores
encontrados se sustenta en que dependiendo de las funciones que desempefia el organismo y
considerando que los cefalépodos son especies de crecimiento rapido, implica un alto grado de
reemplazo o recambio proteico y por lo tanto puede presentarse variabilidad en el contenido de

tejido conectivo en el musculo (Sikorski y Borderias, 1994; Morales et al., 2000).

Durante el aislamiento parcial de tejido conectivo de las tres regiones anatomicas del
calamar gigante, se obtuvieron tres fracciones en base a sus caracteristicas de solubilidad. Se
obtuvo una fraccién de tejido conectivo soluble en sal neutra (TCSS) y una fraccion donde se

utilizé pepsina (10 mg/g de tejido en acido acético 0.5 M) tejido conectivo soluble en pepsina
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Tabla 1. Contenido y distribucién de tejido conectivo, fraccidn insoluble del tejido conectivo,

hidroxiprolina y colageno insoluble extraido de calmar gigante (Dosidicus gigas).

Los resultados representan un promedio de 3 determinaciones.

*El contenido de proteinas fue calculado por el método de Micro Kjeldahl.

**El contenido de colageno insoluble fue obtenido multiplicando el contenido de hidroxiprolina

por el factor 21.56.

Regién *Tejido *Fraccion g de **Colageno
Anatémica conectivo insoluble del Hidroxiprolina insoluble CI
(9/100 g de tejido en la fraccion (9/100 g de
musculo) conectivo insoluble musculo)
(9/100 g de
musculo)
Aleta 3.11+£0.24 0.93£0.08 0.039 + 0.004 0.84 £ 0.09
Manto 1.61+0.25 0.49 £ 0.06 0.020 + 0.002 0.43 £0.04
Tentaculo 4.98 +0.53 1.30 £ 0.09 0.056 + 0.004 1.21 £ 0.09

(TCSP). Después de realizar todas las precipitaciones al tejido conectivo, fue obtenido un
remanente final considerado la fraccion insoluble (TCI), de la cual por cada 100 g de musculo se
obtuvieron 0.93 g, 0.49 g y 1.30 g de aleta, manto y tentaculo respectivamente.

Estos resultados muestran que igual como en el caso del tejido conectivo, los tentaculos
mostraron el mayor contenido de la fraccion insoluble (TCI) (mayoritariamente colageno), siendo
manto la regién anatémica con el valor mas bajo de TCI (Tabla 1). Estos resultados concuerdan
con lo reportado por otros autores, los cuales atribuyen un mayor grado de entrecruzamiento vy,
por lo tanto, baja solubilidad en las fibras de colageno para regiones anatémicas, como aletas y
tentaculos debido a sus funciones especificas durante mecanismos natatorios (Sikorski y
Borderias, 1994; Torres-Arreola y col., 2008). Sin embargo, la relacion de TCI con el contenido
total de tejido conectivo de las tres regiones anatdomicas fue similar (p = 0.05), lo que indica que
la solubilidad de las proteinas del tejido conectivo en musculo de calamar fresco es

independiente de la region anatomica evaluada.
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Finalmente en la Tabla 1, como un agregado para este trabajo se decidi6é cuantificar la
cantidad de colageno presente en nuestro precipitado de tejido conectivo para confirmar que
realmente se trabajé con dicha proteina. Para esto se cuantificaron los valores de hidroxiprolina,
los cuales fueron 0.039 g para aleta, 0.020 para manto y 0.056 para tentaculo. A partir de los
valores de hidroxiprolina se pudo obtener el contenido de colageno insoluble multiplicando el
contenido de hidroxiprolina por un factor de valor de 21.56, el cual es un factor reportado para
cefalépodos. Los resultados fueron que por cada 100 g de musculo se obtuvo 0.84 g, 0.43 gy
1.21 g para aleta, manto y tentaculo, respectivamente. Lo anterior representa una concentracion
de colageno en la fraccion insoluble de alrededor del 90%, lo cual confirma que la principal
proteina presente en el tejido conectivo de musculo de calamar gigante corresponde al

colageno.

Cambios en la solubilidad del tejido conectivo

Mientras que la concentracion en el tejido conectivo no cambié durante el
almacenamiento en hielo (datos no mostrados), sus fracciones extraidas muestran cambios en
la solubilidad (Figura 5). Alrededor de 25-30 % del tejido conectivo extraido de musculo fresco
de las aletas, manto y tentaculos corresponde a TCI, esta proporcion alcanzo valores superiores
a 60% después del dia 15 de almacenamiento en hielo, siendo las aletas la regién anatémica
con el mas alto grado de TCI (p < 0,05). Lo cual concuerda con lo encontrado por Ramirez-
Suarez y col. (2008) quienes observaron en general una ligera disminucion en la solubilidad de
las proteinas del musculo de calamar gigante (Dosidicus gigas) a lo largo de 15 dias de
almacenamiento en hielo. En otras palabras, las proteinas del tejido conectivo en el musculo de
calamar gigante tiende a perder solubilidad durante los primeros 15 dias de almacenamiento en
hielo, posiblemente debido a entrecruzamientos intra e intermoleculares, en gran parte derivada
por la desaminacién oxidativa de los residuos de lisina e hidroxilisina, que por un mecanismo
enzimatico que implica lisil oxidasa produce enlaces covalentes en las regiones terminales
(telopéptidos) de las fibras de colageno (Kagan et al, 1986;. Bailey, Paul Knott, 1998; Matmaroh
et al, 2011).

En los tentaculos, este comportamiento se observd incluso después de 20 dias de
almacenamiento en hielo, alcanzando valores mayores al 70% de TCI, mientras que para las
aletas y el manto, el TCI disminuyd después del mismo periodo (p <0,05). Esto se relaciona con
los datos reportados por Suarez y col. (2005), donde se reportd un disminucién de la fraccion

insoluble de colageno durante el almacenamiento en hielo de pez besugo (Sparus aurata).
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Figura 5. Grafico que muestra la solubilidad del tejido conectivo del musculo de aletas, manto y
tentaculos de calamar gigante (Dosidicus gigas) durante su almacenamiento en hielo. Donde el
eje X representa los dias de almacenamiento en hielo y el eje Y el porcentaje de TCI. Letras
mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre regiones anatémicas, letras
minusculas diferentes significan diferencias significativas con respecto al tiempo de

almacenamiento.

Sin embargo, esta disminucion se presentd después de un periodo de tiempo mas corto,
probablemente debido a diferencias en la actividad de enzimas endégenas de cada especie.
Estas enzimas proteoliticas, ademas de afectar a las proteinas miofibrilares en el
musculo, podrian hidrolizar proteinas del tejido conectivo, ya que varios estudios han informado
que el calamar gigante (Dosidicus gigas) tiene una alta actividad proteolitica durante su
manipulacién post-mortem. (Gomez-Guillén, Solas, Borderias, y Montero, 1996; Gomez-Guillén
y Montero, 1997; Gémez-Guillén, Montero, Solas, y Borderias, 1998). Ramirez-Olivas y col.
(2004) informaron de un aumento significativo en la actividad proteolitica total de musculo de

calamar gigante después de 9 dias de almacenamiento en hielo, con disminuciones
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significativas después de 15 dias, lo que afecta la estabilidad de proteinas en el musculo.
Basado en esto, se ha informado de metaloproteasas que tienen actividad en las fibras de
colageno (Miura-Yokota et al., 2004), las cuales podrian ser responsables de los cambios de
solubilidad en el tejido conectivo durante las etapas posteriores de almacenamiento en hielo de

musculo de calamar gigante.

Evaluacion del peso molecular

La degradacion o la agregacion de las proteinas en el tejido conectivo del musculo de
calamar gigante, como consecuencia de los cambios post-mortem han sido supervisadas por
SDS-PAGE. En la figura 6 se observan los distintos patrones electroforéticos de los extractos de
colageno a lo largo de 20 dias de almacenamiento en hielo. Las imagenes a, b y ¢
corresponden a las electroforesis de tejido conectivo soluble en sal (TCSS) de aleta, manto y
tentaculo respectivamente, mientras que las imagenes d, e y f son las correspondientes a las de
tejido conectivo soluble en pepsina (TCSP) de aleta, manto y tentaculo respectivamente. En la
electroforesis de TCSS de aleta se observan bandas de un peso de entre 60 y 66 kDa en el dia
0, 5 y 10 muy marcadas. Mientras que en los dias 15 y 20 se notan muy tenues, las cuales
podrian pertenecer a la proteina elastina que tiene un peso entre 70 kDa y es un componente
del tejido conectivo (Xiong, 1997; Kim y Park, 2005). En los dias 15 y 20 de almacenamiento se
llegan a observar bandas entre los 97 y 116 kDa que probablemente se deban a colageno.

Estos resultados sustentan lo reportado por otros autores, quienes obtuvieron una
molécula de colageno con tres cadenas a de un peso molecular inferior a los 100 kDa
(Sugiyama et al. 1989; Sirkoski y Borderias, 1994; Badii y Howell, 2003). En la imagen de TCSS
de manto se observan distintas bandas para diferentes pesos a lo largo de los 20 dias de
almacenamiento en hielo, de las cuales destacan las bandas muy marcadas a los 97 kDa y
también se llegan a observar bandas de 200 kDa, las cuales podrian deberse a diferentes
cadenas de colageno, en caso de la banda de 97 kDa se podria deber a las cadenas a 1,
mientras que la banda de 200 kDa a una cadena beta. En la imagen de TCSS de tentaculo de
observan dos bandas muy proximas a los 97 kDa en los dias 15 y 20, a diferencia de lo
observado en los dias 15 y 20 de aletas y manto TCSS donde solo se logra observar una banda
grande y bien marcada. Lo anterior sugiere que en los tentaculos existe la presencia de dos
cadenas proteicas (a1 y a2), a diferencia de las anteriores (manto y aleta) donde se observa

una sola cadena probablemente a idéntica para cada region.

40



En los patrones electroforéticos del TCSP observamos las mismas bandas marcadas en
97 kDa a lo largo de los 20 dias de almacenamiento en hielo que encontramos en el TCSS pero

en este caso se logran apreciar mas claramente bandas a la altura de 200 y 205 kDa. Si bien es
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Figura 6. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)
del tejido conectivo extraido de calamar gigante (Dosidicus gigas) realizados a lo largo de 20
dias. Imagen (a): Tejido conectivo soluble en sal de aleta, (b) tejido conectivo soluble en sal de

manto, (c) tejido conectivo soluble en sal de tentaculo. STD: marcador de peso molecular.

cierto que el colageno esta constituido por tres cadenas polipeptidicas (a) con pesos
moleculares cercanos a los 100 kDa (Sirkoski y Borderias, 1994; Badii y Howell, 2003), también
se ha reportado por medio de electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) que dos de
éstas cadenas a pueden estar unidas entre si por medio de entrecruzamientos intramoleculares
para formar lo que se conoce como una cadena (3 (Kimura y Ohno, 1987;Giraud y col., 2000;
Nagai y col., 2001; Mizuta y col., 2002).

Por todo esto, la banda obtenida a partir del TCSP puede ser atribuida a una cadena .
Se pueden apreciar diferencias entre el TCSS con respecto al TCSP, al realizar la comparacién
mediante el perfil electroforético (Figura 6), donde se aprecian claras diferencias en cuanto al
peso molecular de las bandas obtenidas. Las fracciones proteicas de colageno extraidas de las
tres regiones anatdmicas a partir de una solucion con pepsina presentaron un peso molecular
alrededor de los 200-205 kDa. Es importante mencionar que la aparicion de las cadenas a en el
TCSS y de las cadenas 3 en el TCSP concuerda con lo reportado por varios autores donde se

informa que la sal (NaCl) presenta la menor capacidad de solubilizar al colageno puro debido a
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la alta fuerza iénica del medio y permite solubilizar parte del colageno. Es decir, las cadenas a y

B sin entrecruzamiento intra e intermolecular. Ademas, este solvente es capaz de solubilizar

kDa d kDa e kDa
20

116
o7

45

36

STD 0 5 10 15 20 STO 0 5 10 15 20 STD 0 5 10 15

Dias de almacenamiento en hielo (0°C)
Figura 7. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)
del tejido conectivo extraido de calamar gigante (Dosidicus gigas) realizados a lo largo de 20
dias. Imagen (d) tejido conectivo soluble en pepsina de aleta, (e) tejido conectivo soluble en
pepsina de manto y (f) tejido conectivo soluble en pepsina de tentaculo. STD: marcador de peso

molecular.

componentes miofibrilares de bajo peso molecular remanentes después de su extraccién con
urea afectando asi la pureza de su extraccion (Miller y Rhodes, 1982; Friess, 1998). Mientras
que, el uso de pepsina como solvente radica principalmente en la habilidad de degradar
aquellas porciones de moléculas de colageno a partir de las cuales se originan los
entrecruzamientos (Miller y Rhodes, 1982; Jongjareonrak et al., 2005). Es por esto que las
bandas encontradas en el TCSP presentan pesos moleculares muy superiores a los
encontrados para el TCSS. La diferencia en la capacidad de solubilizar de la sal y la pepsina
podria explicar la presencia de bandas con peso molecular inferior a los 50 kDa en el TCSS de
las tres regiones anatomicas evaluadas en este estudio. Sin embargo este trabajo no tiene
como propésito purificar las proteinas, por lo que en este trabajo no se evaluaron las demas
bandas.

El desvanecimiento o disminucion de la intensidad de las bandas durante el
almacenamiento en hielo podrian reflejar en algunos casos, la agregacién y en otros la

desnaturalizaciéon de las proteinas del tejido conectivo por la actividad de lisil oxidasa y de
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metaloproteinasas respectivamente, durante el almacenamiento (Torres-Arreola, 2012; Miura-
Yakota y col.,, 2004). La actividad lisil oxidasa (LOX) en el tejido conectivo de animales
vertebrados marinos puede causar entrecruzamiento de sus fibras, induciendo la agregacion de
proteinas (Kagan y Li, 2003;. Reynaud y col., 2008). Por otro lado, la protedlisis enzimatica del
musculo de calamar durante el almacenamiento en hielo induce la ruptura de las proteinas
musculares (Ramirez-Olivas y col., 2004; Ozogul y col., 2011). Sin embargo, en este estudio,
aunque se observo un cambio importante en los perfiles de proteinas, en general, no era
posible establecer si predomina la agregacion o desnaturalizacion de las proteinas del tejido

conectivo durante el almacenamiento en hielo del musculo de calamar.

Resistencia térmica

La calorimetria diferencial de barrido fue utilizada para poder evaluar Ila
desnaturalizacién de las proteinas del tejido conectivo de las tres regiones anatomicas del
calamar durante su almacenamiento en hielo. Es una técnica util que permite establecer la
estabilidad térmica de una molécula, a mayor temperatura de transicién indica una molécula
mas resistente. Las fracciones de tejido conectivo soluble en sal (TCSS), tejido conectivo
soluble en pepsina (TCSP) e insoluble (TCI) de cada dia durante su almacenamiento en hielo,
fueron sometidas a un analisis de calorimetria diferencial de barrido, con la finalidad de elucidar
la resistencia térmica de los extractos proteicos. En términos generales, todos los termogramas
obtenidos tienen un mismo patrén de comportamiento, comienzan con un pico endotérmico a
los 20 °C y culminan siempre en forma descendida a los 150 °C, ademas de mostrar otro pico
térmico variable entre los 60-90 °C dependiendo de la fraccién en base a su solubilidad y la
region anatomica.

En los termogramas de calorimetria diferencial de barrido (CDB) de TCSS extraidos de
musculo fresco de aleta, manto y tentaculos se observd una transicion exotérmica a 45.92,
43.45 y 58.10 °C, respectivamente, sin diferencias significativas en entalpia (55-62 J/g) entre
aleta y el manto (p = 0.05), mientras que para los tentaculos fue de 83.1 J / g (p < 0.05). En las
aletas y los tentaculos, la temperatura de desnaturalizacién se mantuvo durante los 20 dias de
almacenamiento en hielo. Por otro lado, TCSS del manto mostré un comportamiento diferente
durante el mismo periodo, se observé un aumento en la temperatura de desnaturalizacion (p <
0.05), alcanzando un valor maximo a los 10 dias de almacenamiento en hielo (104.97 °C),
disminuyendo después a los 15 (84.10 °C) y 20 dias (62.82 °C). Lo anterior podria estar

relacionado con el aumento de la dureza del musculo durante el almacenamiento en hielo del
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manto. De esta manera, Ramirez-Olivas y col. (2004) reportaron una resistencia maxima al
corte de la capa obtenida a partir de organismos adultos de calamar gigante almacenados en
hielo durante tres dias, mientras que después de este periodo, la resistencia al corte disminuyo

significativamente. Sin embargo, tal aumento viene en un periodo corto de tiempo que la
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emperatura mas alta de desnaturalizacion alcanzada en este trabajo por TCSS, probablemente
debido a la edad y el tamafio de los organismos evaluados, ya que la concentracién de
colageno en el musculo depende de varios factores tales como la edad y el tamafo (Sirkosky y
Borderias, 1994).

Para TCSP, no se encontraron diferencias contra el tiempo de almacenamiento en hielo
(20 dias) para cualquiera de las regiones anatomicas evaluados, ya sea para la transicion
térmica ni para entalpia (p = 0.05).

Sin embargo, los datos de temperatura de desnaturalizacion fueron significativamente
mayores en las aletas (80-85 °C) que en el manto (60-68 °C) y los tentaculos (57-63 °C). Estos
valores fueron mas bajos que los reportados para TCSP extraido de calamar gigante (45- 50 cm
y 6.5 kg), donde se encontré6 una temperatura de desnaturalizacion superior a 100 °C,
probablemente debido al alto grado de entrecruzamiento en sus fibras de colageno (Torres-
Arreola y col., 2008). En otras especies marinas, como el salmén (Salmo salar), el bacalao
(Gadus morhua) o pez globo ocellate (Takifuga rubripes) la temperatura de desnaturalizacion de
TCSP no llega a 50 °C (Nagai y col., 2002; Badi y Howell, 2003; Gémez -Guillen y col., 2012).

Esto significa que incluso cuando TCSP obtenido en este estudio tienen menor
temperatura de desnaturalizacién que los reportados para el mismo organismo, sigue siendo
mas alta que la reportada para otras especies marinas.

Finalmente, temperatura de desnaturalizacion de TCI (82 a 90 °C) fue mayor que TCSS
y TCSP en el musculo fresco de todas las regiones anatdémicas. Sin embargo, en las aletas y
tentaculos, estos valores aumentaron a 96-102 °C después de 20 dias de almacenamiento en
hielo (p <0.05), mientras que en el manto permanecié sin cambios durante el mismo periodo
(p=0.05).

Lo anterior podria estar relacionado con algun mecanismo de entrecruzamiento del
colageno durante la manipulacion posterior a la pesca del calamar gigante, probablemente
debido a la actividad lisil oxidasa. Esta es una amino oxidasa que entrecruza el colageno y la
elastina en el musculo, por lo cual hay aumento de la fuerza de corte de las fibrillas (Kagan y
col., 1986;. Smith-Mungo y Kagan, 1998;. Torres-Arreola y col., 2012). Por lo tanto, debido a
que se espera que la enzima pueda estar activa durante el almacenamiento en hielo en el

calamar gigante, es necesario cuantificar su actividad durante este periodo de tiempo.
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Composicion de aminoacidos

El perfil de aminoacidos y su concentraciéon se determiné en TCSS, TCSP y TCI
extraidos de musculo de calamar gigante fresco (aleta, manto y brazos) (Tabla 2). No se
encontraron diferencias en los perfiles de aminoacidos de las tres regiones anatéomicas (p =
0.05), mientras que el método de extraccion, muestra diferencias en la concentracion de la
mayoria de los aminoacidos caracteristicos como la glicina (Gly), prolina (Pro), hidroxiprolina
(Hyp), cisteina ( cys) y lisina (Lys).

Los resultados muestran a Gly y Pro como los aminoacidos mas abundantes en la
pepsina y proteinas insolubles del tejido conectivo de las tres regiones anatéomicas estudiadas
(=250 y 85 residuos 1000/ residuos de aminoacidos respectivamente), lo que sugiere que es
colageno, la principal proteina extraida. Se ha informado que aproximadamente un tercio de los
residuos de aminoacidos corresponde a Gly (Sikorski y Borderias, 1994; Moreno y col., 2012.).

Lo anterior fue confirmado con el contenido de Hyp en estas fracciones (35-40
residuos/1000 residuos de aminoacidos), que es un indice de la presencia de colageno,
después de multiplicar el contenido de Hyp (g / 100 g de muestra) por el factor de 21.56
(Sikorski y Borderias, 1994), por lo tanto, pueden ser considerados 85-90 % de colageno en
TCSPy TCI.

Goémez Guillén y col. (2012) no encontraron diferencias entre el perfil de aminoacidos de
colageno soluble en pepsina e insoluble obtenido de salmén atlantico de piscifactoria,
concordante con los resultados presentados en este trabajo, donde se encontrd el perfil de
aminoacidos similar para las tres regiones anatomicas evaluadas.

Por otro lado, TCSS extraido de las tres regiones anatomicas mostré6 un patrén
diferente, especialmente mayor contenido de Cys e inferior Hyp y Gly, lo que indica baja
concentracion de colageno (37-50%) y la presencia de otras proteinas del estroma, tales como
la elastina. Esta proteina es estable en sal, (Xiong, 1997; Kim y Park, 2005; Gémez-Guillén y
col., 2012) y contiene Cys, aminoacido que no que forma parte de la estructura del colageno
(Morales y col.. 2000; Goémez Guillén y col., 2012). Esto es consistente con el perfil
electroforético (Figura 6), que se discutié anteriormente.

Por ultimo, la concentracion de Lys fue tres veces mayor en TCSS que TCSP y TCl,

aunque su presencia es abundante en la estructura de colageno, esto es especifico para la
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region de telopéptidos (Gomez Guillén y col., 2012). La via basica de entrecruzamiento esta
regulada principalmente por el patron de hidroxilacién de telopéptido y dominio de residuos de
lisina, dejando Lys como el principal contribuyente para la estabilizacién de la molécula de

colageno a

Tabla 2. Concentraciéon de aminoacidos presentes en TCSS, TCSP y TCI de aleta, manto y

tentaculo de calamar gigante (Dosidicus gigas).

Aletas Manto Tentaculos
Aminoacido
TCSS TCSP TCI TCSS TCSP TCI TCSS TCSP TCI
Aspartato 61 46 48 66 41 48 64 51 40
Hidroxiprolina 17 32 40 19 37 44 26 41 37
Acido
glutamico 71 49 50 70 44 45 79 54 44
Serina 59 48 56 49 58 53 61 38 56
Glicina 93 254 252 90 249 264 81 259 244
Histidina 34 33 29 32 28 28 27 30 28
Arginina 56 39 51 59 49 53 60d 24 47
Treonina 48 76 70 49 71 66 45 76 73
Alanina 71 67 62 66 62 64 74 72 59
Prolina 144 78 87 153 83 98 140 90 85
Tirosina 31 30 35 34 40 32 30 20 45
Valina 45 52 44 47 47 41 51 43 47
Metionina 30 40 33 35 35 32 28 45 35
Cisteina 52 7 2 62 2 1 56 12 2
Isoleucina 40 44 36 35 39 32 37 49 40
Leucina 55 58 49 53 53 45 48 63 54
Fenilalanina 50 34 40 48 44 36 55 20 47
Lisina 43 13 17 33 18 18 38 13 17

Los resultados representan un promedio de 3 determinaciones. Las desviaciones estandar fueron para
todos los casos inferiores al 5 %. TCSS: Tejido conectivo soluble en sal, TCSP: Tejido conectivo soluble
en pepsina, TCI: Tejido conectivo insoluble
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través de enlaces covalentes intramoleculares basado en su modificacion estructural (Eyre y
Wu, 2005; Gémez- Guille y col., 2012).

Por lo tanto, la solucion de sal neutra utilizada en este experimento, probablemente
extrajo proteinas del tejido conectivo insignificantemente entrecruzadas presentes en el tejido
de las
aletas, el manto y los tentaculos de calamar gigante, ya que este es el disolvente mas

comunmente utilizado para colageno recién sintetizado (Fries y col., 1998).

Perfil de textura

Se evaluo la resistencia al corte de cada regién anatdémica en cada uno de los dias de
muestreo del almacenamiento en hielo. En la tabla 3 y en la figura 10 se muestran los datos
obtenidos. Los resultados nos indican un incremento en la firmeza del musculo de manto y
tentaculos que llega a su maxima expresion en el dia 10 de su almacenamiento en hielo. A
partir de aqui la firmeza del musculo comienza a descender. Caso totalmente distinto muestran
los resultados en las aletas, donde la firmeza del musculo sigue aumentando cuando menos
hasta el dia 20 de su almacenamiento. Estos resultados indican que en el tejido conectivo de
los tentaculos y el manto de calamar, se vuelven mas suaves con el tiempo si se tiene
almacenado en hielo. Por algunos factores asociados con la protedlisis causada por las
enzimas enddégenas y microbianas como se informé anteriormente para varias especies de
calamar, incluyendo calamar gigante (Ando y col., 1999). Por otra parte, Fimbres-Romero
(2015) evalud los parametros texturales de manto de calamar gigante helado durante 20 dias,
encontrando un aumento de la resistencia al corte después de 10 dias con posterior
disminucion. Es importante sefalar que la edad y el tamafo de estos organismos son los

mismos que el utilizado en este trabajo.
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Tabla 3. Cambio en la fuerza requerida para el corte del musculo de las diferentes regiones

anatomicas del calamar gigante (Dosidicus gigas) durante su almacenamiento en hielo.

Resistencia al corte

(N)

Dias de Aleta Manto Tentaculo

almacenamiento

0 24.63 + 3.41 21.08 +3.32 58.19 + 11.80
5 25.33 +1.07 2512 +4.84 92.07 £9.40
10 31.38 £2.82 44.81 + 8.91 96 + 7.60

15 34.42 + 3.31 40.5+6.71 85.71 £ 7.65
20 45.5 + 12.91 37.95 +6.22 95.12 +8.94
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CONCLUSIONES

El porcentaje de colageno insoluble en las proteinas del tejido conectivo aumenta durante los
primeros 15 dias de almacenamiento en hielo en el musculo de calamar gigante. Sin embargo,
las aletas y manto mostraron una disminucion después de 20 dias, mientras que los tentaculos
presentan un incremento constante. Ese aumento durante la manipulacion en frio del masculo
de calamar gigante puede estar relacionado con los mecanismos de entrecruzamiento
producidos por lisil oxidasa. Por otra parte, la disminucion de la fraccion de TClI en las aletas y
el manto después de 20 dias podrian estar relacionados con una mayor actividad proteolitica
enddgena de los tentdculos. En base a los resultados obtenidos de la electroforesis en SDS-
PAGE y calorimetria diferencial de barrido, las proteinas del tejido conectivo sufren cambios en
Su agregacion y resistencia térmica durante su almacenamiento en hielo, especialmente en el
manto. Por lo tanto, se concluye que el almacenamiento en hielo de musculo de calamar
gigante tiene una influencia sobre la solubilidad y la temperatura de desnaturalizacion de
proteinas del tejido conectivo. Lo cual termina repercutiendo sobre la textura del musculo de las
diferentes regiones anatomicas, alcanzando un maximo de firmeza al dia 10 de
almacenamiento en hielo. Aunque si bien esta documentado que las proteinas miofibrilares son
las principales relacionadas con la textura del musculo, podemos concluir que también las

proteinas del tejido conectivo aportan una influencia sobre la textura del musculo.
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