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RESUMEN

El calamar gigante (Dosidicus gigas) es una especie marina abundante en el noroeste de
México. Debido a esto, actualmente a nivel nacional se ha considerado de gran importancia el
desarrollo tecnoldgico de esta especie, por lo que en el presente estudio se plantea su uso para
la elaboracion de concentrados proteicos o surimi, debido a las caracteristicas de su musculo
(blanco y magro). Esta materia prima puede ser utilizada para la elaboracién de productos,
como los gelificados, donde el setting (temperatura y tiempo de reposo del gel) juegan un papel
fundamental en las caracteristicas y calidad del gel obtenido. En el presente estudio se planted
la evaluacion del efecto del setting (30 y 60 °C, durante 0, 30 60 y 90 min) en concentrados
proteicos obtenidos a partir del manto de calamar gigante (Dosidicus gigas), sobre las
caracteristicas texturales y los cambios fisicoquimicos de sus proteinas, mediante las pruebas
de fraccionacion de proteinas, perfil electroforético, hidrofobicidad de superficie, sulfhidrilos
totales, CRA, TPA y color. Respecto a la fraccionacion de proteinas, el tratamiento a 60 °C
(PG-4, PG-5 y PG-6) presenté mayor porcentaje de proteina insoluble. El perfil electroforético
mostré la presencia de agregados de alto peso molecular en los sistemas PG-4, PG-5y PG-6,
asi como la disminuciéon de las bandas de miosina, paramiosina y actina conforme se
aumento el tiempo de incubacion. En relaciébn a la hidrofobicidad de superficie, sélo se
evaluaron los sistemas PG-0 (control, no setting) y los sistemas incubados a 30 °C (PG-1,
PG-2 y PG-3), disminuyendo la hidrofobicidad conforme aumenté el tiempo. En los sistemas
gue fueron sometidos a una temperatura de 60 °C, se presentdé un menor contenido de
sulfhidrilos totales (SHT) que en los sistemas sometidos a una temperatura de 30 °C, lo cual
se atribuye a la formacion de puentes disulfuro. Los resultados de CRA entre los diferentes
geles oscilaron entre 68.71+0.05 y 76.68+0.09 %, los cuales se encuentran en el rango de lo
reportado para manto de calamar gigante. El andlisis de perfil de textura mostré que, la
aplicacion de setting afecté negativamente a los diferentes parametros evaluados (fuerza,
elasticidad y cohesividad). Ademas, no se detectd fractura en ninguno de los tratamientos. El
setting como pretratamiento no resultd ser una buena alternativa para la gelificacion de
proteinas del manto de calamar gigante, ya que el tratamiento control (no setting) fue el que

mostré mejores caracteristicas texturales.
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INTRODUCCION

En la estructura y desarrollo del sector pesquero del Golfo de California, en el Pacifico
mexicano, una de las pesquerias que mas ha llamado la atencién es la del calamar gigante
(Dosidicus gigas); (Martinez y col., 2000). Este organismo es una de las especies mas
abundantes y grandes de calamar que se encuentra en la zona pelagica del Pacifico oriental,
desde Chile hasta las costas de Oregén (Nigmatullin y col., 2008; Markaida y col., 2001). Este
tiene un bajo valor econémico; sin embargo, se captura en grandes voliumenes y es vendido
como materia sin procesar a Estados Unidos, Canadd y a los mercados asiaticos,
principalmente el coreano; y solamente el 20 % de la captura total se comercializa en el
mercado nacional. Debido a su abundancia, este recurso pesquero representa una fuente
significativa de empleos e ingresos en la region. Actualmente a nivel nacional se ha considerado
de gran importancia el desarrollo de nuevas tecnologias para la elaboracién de productos a
partir del calamar gigante, esto para su mayor aprovechamiento.

El atractivo comercial del calamar gigante radica en su gran abundancia, bajo costo y
alto rendimiento, ya que puede aprovecharse hasta 75 % de sus partes después del eviscerado,
su bajo contenido de grasa, asi como lo insipido y blanco de su carne (Luna y col., 2006;
Cortés y col., 2008). Estas caracteristicas, actualmente estan siendo aprovechadas en nuestra
region, principalmente por la industria dedicada a la explotacion del calamar, el cual es una
especie atractiva para la elaboracion de concentrados proteicos. Estos pueden ser utilizados
para la elaboracion de productos, como los gelificados; donde el setting (temperatura y tiempo
de reposo del gel) juegan un papel fundamental en las caracteristicas y calidad del gel obtenido.

En estudios realizados por Benjakul y col., (2002) con pargo, corvina y barracuda, entre
otras especies; se ha investigado el efecto del setting a 40 °C, sobre las propiedades texturales
y los cambios que éste produce en las proteinas miofibrilares para la obtencién de surimi a
partir de estas especies. Se ha encontrado que un aumento en el tiempo del setting resulta en
un decremento de la fuerza de ruptura y deformacion en todos los geles. Cada especie presenta
una temperatura de setting 6ptima, que puede ser determinada por la estabilidad al calor de la
miosina (Benjakul, y col., 2002). Actualmente, se han realizado diversos estudios sobre la
gelificacion de proteinas del manto de calamar gigante (Dosidicus gigas); sin embargo, no se ha
estudiado el efecto del setting sobre la gelificacién y caracteristicas texturales de los geles
obtenidos. Debido a lo anterior, el presente trabajo centra su atencion en la elaboracion de
geles a partir del manto de calamar gigante, con el objetivo de determinar el sistema que

presente un mejor comportamiento en base a las condiciones empleadas.
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ANTECEDENTES

Generalidades del Calamar Gigante (Dosidicus gigas)

El calamar gigante (Dosidicus gigas) es un invertebrado con un sistema nervioso complejo y
ocular bien desarrollados, presenta un crecimiento rapido (Cardenas y Haard., 2005) y se le
considera el cefalépodo de mayor talla y abundancia (Rope y col.,, 1984). Esta especie
pertenece a la familia Ommastrephidae, se caracteriza por tener un cuerpo alargado, cilindrico,
afilado y flexible, posee dos ojos prominentes y dos aletas laterales Figura 1. Alrededor de la
boca tiene una corona de ocho tentadculos que poseen de 100 a 200 diminutas ventosas,
ademas de dos brazos con los que captura a sus presas (FAO, 2010). Por encima de la cabeza
se extiende el manto que es una envoltura en donde se encuentran suspendidos todos los
organos (visceras, sifon o sistema locomotor y sistema nervioso central) (Guerrero y col., 2009).
Alcanza la talla adulta en alrededor de un afio y una longitud de manto promedio de 60 cm
(Cardenas y Haard., 2005). El porcentaje aproximado de las diferentes partes del calamar
entero es la siguiente: manto 48 %, tentaculos 16 %, cabeza 10 %, aletas 14 % y visceras
10 %. Siendo el manto la parte mayoritaria del cuerpo (Martinez y col., 2000).

Crecimiento y Reproduccién
El calamar gigante tiene un ciclo de vida corto, de aproximadamente dos afios, y una elevada
tasa de crecimiento (crece durante toda su vida), con una talla promedio de 87 cm y un peso de

13 kg. Ademds, es un organismo monociclico, es decir, sélo tiene un periodo reproductivo

durante su vida (Nigmatullin y col., 2008).
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Figura 1. Anatomia externa e interna del calamar gigante. (Brown y Kisiel, 2003).
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Distribucién Geogréfica y Habitat

El calamar gigante es una especie endémica del Océano Pacifico Oriental que se distribuye
desde California (aprox. 40 °N) hasta el sur de Chile (45 °S) (Nesis, 1983; Nigmatullin y col.,
2008). Estudios recientes han documentado la migracibn de esta especie, tendiendo a
desplazarse hacia el norte, hasta el Golfo de Alaska, como se muestra en la Figura 2 (Zeidberg
y Robinson, 2007). Dosidicus gigas es una especie peldgica oceanica, ya que puede ser
encontrada en la zona mesopelagica a profundidades de 200-700 m en el dia, y durante la
noche da migraciones verticales hacia la superficie, alcanzando la zona epipelagica (<200 m)

para capturar a sus presas (Rosas y col., 2008).

40N

Distribucion Geografica de

Dosidicus gigas
408

Figura 2. Distribucion geogréafica del calamar gigante. (Zeidberg y
Robinson, 2007).
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Pesqueria del Calamar

Los calamares de la familia Ommastrephidae, a la cual pertenece el calamar gigante (Dosidicus
gigas), contribuyen al mayor porcentaje de las capturas totales de las pesquerias de
cefal6podos a nivel mundial (Markaida y col., 2001). En el 2010 se registraron 815,978 t (Figura
3), lo cual representd el 0.92 % de la produccién pesquera mundial, posicionandolo dentro de
las principales 20 especies capturadas en el mundo. La pesqueria de calamar gigante ha sido
una de las actividades mas relevantes en el sector pesquero de México durante los Ultimos
afos, encontrdndose posicionado en el quinto lugar, dado su volumen de produccion pesquera.
Mientras que, considerando su valor econémico se localiza en el décimo octavo lugar (FAO,
2010).

En el afio 2011 su produccion en peso vivo representd alrededor del 1.97 % (32,848 t)
de la captura total nacional (1, 660,474 t), siendo Sonora la segunda potencia en este rubro,
con un volumen de 9,811 t, representando el 29.86 % de la captura de calamar (Figura 3). El
calamar gigante es la segunda especie mas importante en términos de volumen de captura para
el sector pesquero en Guaymas, Sonora. Su captura genera empleos directos e indirectos
durante seis a ocho meses al afio en el sector pesquero; ademas, representa una actividad
econdmica alternativa y complementaria para los pescadores de la region (De la Fuente y col.,
2008).
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Figura 3. Produccion pesquera mundial, nacional y estatal de calamar gigante en peso vivo (t),
asi como el valor de produccion pesquera nacional de calamar (pesos). (FAO, 2010).
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Composicion Quimicay Estructural del Tejido Muscular

Las caracteristicas quimicas del calamar pueden variar debido al estado de madurez-edad,
temporada de captura, especie, habitat, sexo, alimentacion, y de la fuerza del musculo; esto
origina cambios en textura, sabor, color, apariencia y espesor (Sikorski, 1990).

Manto

La composicion quimica de la porcién comestible del calamar (manto, brazos y tentaculos) es
similar a la de peces magros. El manto contiene 75-84 % de agua, 13-22 % de proteina cruda,
0.1-2.7 % de lipidos y 0.9-1.9 % de minerales (zinc, manganeso, cobre y fésforo etc.). Del total
de proteina cruda, el 37 % corresponde a compuestos nitrogenados no proteicos; esta fraccion
esta compuesta principalmente de 6xido de trimetilamina (300-1300 mg / 100 g), cloruro de
amonio, aminoacidos libres, octopina (450 — 1110 mg / 100 g), arginina, glicina, alanina, betaina
y nucleétidos, todos estos compuestos considerados como precursores de sabor (Sikorski y
Kolodziejska, 1986).

El manto protege las visceras y estd compuesto de cinco diferentes capas de tejido
(Martinez y col., 2000), tal como se muestra en la Figura 4 del calamar Loligo pealei (Otwell y
Giddings, 1980), que es muy similar al calamar gigante (Dosidicus gigas). La capa dominante
esta formada por bandas ortogonales (Lluch y col., 2001) de fibras musculares, intercaladas
entre dos tlnicas de tejido conectivo. Las tUnicas interna y externa estan cubiertas por un
revestimiento visceral y uno exterior, respectivamente. Cada fibra contiene en sus periferias una
determinada cantidad de miofibrillas. El centro esta representado por el sarcoplasma con
mitocondria y nucleo (Martinez y col., 2000).

La capa de fibra muscular estd colocada entre las tanicas, exterior e interior de tejido
conectivo, estando conectadas las fibras de las bandas radiales con las dos tuUnicas. La tlUnica
exterior, consiste de capas de fibras de tejido conectivo, las cuales se ubican justo por debajo
de la piel. La tunica interna, tiene ligeramente ligados e interconectados agregados fibrosos y

esta cubierta por una capa visceral no fibrosa (Otwell y Giddings, 1980).
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Figura 4. Representacion de la composicion del tejido en el manto de calamar
(Loligo pealei). (Otwell y Giddings, 1980. (modificada)).
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Proteinas Musculares

Las proteinas constituyen el componente mayoritario de la materia seca del masculo, tienen un
papel fundamental en la calidad sensorial y nutritiva de alimentos de origen animal, como
carnes rojas, pescados y mariscos. Por su funcién bioldgica y su solubilidad, estos polimeros se
han clasificado en tres grandes grupos: proteinas contractiles o miofibrilares, proteinas

sarcoplasmicas o solubles y proteinas del estroma o insolubles (Badui, 2006).

Proteinas Miofibrilares

Las proteinas contractiles o miofibrilares son las que conforman estructuralmente el tejido
muscular y, ademas, las que transforman la energia quimica en mecanica durante la
contraccion y relajaciébn de los distintos musculos (Badui, 2006). Son las principales
contribuyentes de la textura y de las propiedades funcionales del musculo. En general las
proteinas miofibrilares de organismos marinos son menos estables al calor que las de
animales terrestres, aunque esta caracteristica depende de la temperatura del habitat de cada
especie; ademas, son mas susceptibles a hidrélisis enzimatica y mas solubles en agua
(Guerrero y col., 2009).

En organismos marinos, ésta es la fraccion mas abundante ya que equivale al 65-80 %
del total de proteinas del masculo y forman su estructura fibrosa; son solubles en disoluciones
de alta fuerza iénica (1>0.5) pero insolubles en agua. Desde el punto de vista funcional-
tecnoldgico, las proteinas miofibrilares son la fraccién proteica mas importante, destacando la
miosina (Niwa, 1992). Basandose en su localizacién, se pueden dividir como: filamentos
gruesos (miosina) y delgados (actina, tropomiosina, troponina, alfa actinina, beta actinina); y
segun su funcién como proteinas generadores de fuerza o reguladoras (Guerrero y col.,
2009).

La miosina es la principal proteina de los filamentos gruesos, la cual representa
alrededor de un 45 % de las proteinas miofibrilares (Fennema, 2000). Esta tiene una longitud
de 160 nm y masa molecular de aproximadamente 480 kDa (Sikorski, 2001). Contiene un total
de seis cadenas polipeptidicas, dos cadenas pesadas semejantes (220 kDa) enrolladas entre
si, que terminan en una doble cabeza constituida a su vez por cuatro cadenas ligeras de

aproximadamente 14 y 20 kDa, dependiendo de la especie y tipo de musculo (Figura 5).
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Esta molécula exhibe tres propiedades funcionales importantes: es una enzima con
actividad ATP-asa, forma complejos naturales con actina (actomiosina), asi como filamentos
(Badui, 2006; Fennema, 2000).

La actina es la proteina principal de los filamentos delgados y comprende
aproximadamente el 20 % de la proteina miofibrilar del musculo, su peso molecular es de
aproximadamente 42 kDa. Se caracteriza por tener una estructura globular con menos de un
30 % de a-hélice (Price y Schweigert, 1994).

La paramiosina se encuentra en los musculos de moluscos y otros invertebrados,
donde puede alcanzar hasta un 50 % del total de las proteinas de sus fibras musculares. En
calamar, constituye el 14 % de la fraccion miofibrilar. Tiene un peso molecular de 95 a 125
kDa y un contenido a-helicoidal préximo al 100 %. Forma en estos sistemas el nlcleo central

de los filamentos gruesos que tienen miosina (Hultin, 1993).

Cabezas
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Figura 5. Representaciéon esquematica de la estructura nativa de la

molécula de miosina. (Teijén y Garrido, 2006).
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Proteinas Sarcoplasmicas

Las proteinas sarcoplasmicas se conocen también con el nombre genérico de miégeno,
constituyen del 25 al 30 % del total de las proteinas del musculo y son solubles en agua o en
soluciones de bajas concentraciones de sal o fuerza idnica (1<0.05) (Sikorski, 2001). Sus
principales componentes son mioalbumina, globulina, enzimas, entre otros (Badui, 2006).
Otros constituyentes solubles en el sarcoplasma de organismos de origen marino comprenden
los péptidos, aminoacidos, aminas, guanidina, purinas y urea. Todos ellos tienen un papel
fundamental en la regulacion del metabolismo celular, directamente en la catalisis enzimética,
osmoregulacién y transporte celular. Ademas, directa o indirectamente son responsables de
las caracteristicas sensoriales como aroma, sabor y textura, tanto del tejido fresco como de
los productos procesados (Ochiai y Chow, 2000). La concentracibn de proteinas
sarcopldsmicas es mayor en peces pelagicos como la sardina y la macarela, y menor en
demersales (Sikorski, 1994).

Proteinas Estromales o del Tejido Conectivo

Constituyen del 3 al 10 % de las proteinas del tejido muscular de organismos de origen marino.
Son insolubles en agua o en soluciones salinas y se constituyen fundamentalmente por
proteinas del tejido conectivo, tales como el colageno, elastina, y lipoproteinas de la
membrana celular, incluyendo reticulo endopldsmico. Todas ellas muestran estructura fibrosa,
y en la mayoria los tejidos, el colageno es cuantitativamente predominante (Sikorski, 2001).
Alrededor del 10 % de la proteina del masculo de los mamiferos es colageno; esta
cantidad es generalmente mucho menor en pescados (Fennema, 2000). El contenido de esta
proteina en la carne de pescado es baja y varia entre el 0.2 al 2 %, que es del 1 al 12 % de la
proteina cruda. Parte del colageno es soluble en disoluciones salinas neutras, otra parte es

soluble en &cido y una tercera parte es insoluble (Sikorski, 2001).
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Concentrado Proteico

Un concentrado proteico se define como aquel producto que se obtiene mediante la eliminacion
de los productos no proteicos, como lipidos, agua y minerales principalmente. Las técnicas
empleadas para concentrar proteina se basan en el calentamiento a altas temperaturas, la
utilizacion de solventes, etc., sin embargo, estas técnicas son muy drasticas y provocan una
desnaturalizacion, lo que lleva a la pérdida de sus propiedades funcionales (Bourgeois y Le
Roux, 1986).

Para la obtencién de concentrados proteicos puede partirse desde la utilizacion de
pescados enteros que no se comercializan por diversas razones, como tamafio pequefio o
dafiados en la transportacion, que los hace inviables para el fileteado, desperdicios industriales
de transformacién como visceras, desechos de fileteados (Bourgeois y Le Roux, 1986), asi
como de subproductos provenientes del rastro de res como de cerdo; pulmén, bazo, corazon,
estomago, rumen, rifién y visceras, de vegetales, en donde se busca enriquecer el contenido
proteico sin que se modifiquen o se pierdan sus propiedades nutricionales (Linden y Lorient,
1994).

La obtencion de concentrados proteicos, independientemente de la fuente o materia
prima de donde se obtenga, tiene principalmente dos finalidades: la nutricional y/o funcional. La
primera, esta enfocada al enriquecimiento de alimentos y esto se debe al déficit de proteinas
gue existe a nivel mundial y que se percibe desde la década de 1950. Este déficit de proteinas
ha llegado a convertirse en desnutricion en muchos paises, lo que lleva a la necesidad de un
mejor aprovechamiento de los productos de origen animal y vegetal, asi como de los
subproductos o desechos derivados de su procesamiento (Bourgeois y Le Roux, 1986). La
segunda, esta enfocada en cambiar o modificar los procesos de obtencién de los concentrados
proteicos, para evitar o reducir al minimo la desnaturalizacion de la proteina y con esto obtener
productos con mejores propiedades funcionales como la capacidad espumante, emulsificante y
gelificante. Esta probleméatica no es reciente, por ello Cobb y Hyder (1972), desarrollaron un
proceso de obtencién de concentrado proteico con buenas propiedades de rehidratacion y

emulsificacion, al emplear una mezcla de etanol y hexano a una temperatura moderada (70 °C).
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Concentrados Proteicos Obtenidos de Especies Marinas

La elaboracion de concentrados proteicos a partir de organismos marinos se basa en el mejor
aprovechamiento de especies subutilizadas, o bien, que no se utilicen de la manera mas
eficiente, a pesar del gran potencial que pueden llegar a tener. Segun Stillings y Knobl (1971)
un concentrado proteico obtenido a partir de organismos marinos, se define como aquel en el
que se concentran las proteinas hasta un 75 y 95 %, y es elaborado a partir de especies
subutilizadas de bajo costo, que sea estable, saludable e higiénicamente preparado.

Por otra parte el comité consultivo sobre proteinas o P.A.G. (Protein Advisory Group) de
la FAO, define al concentrado proteico de pescado como un producto estable, propio para el
consumo humano, preparado a partir de pescados enteros (u otros animales acuaticos) o partes
de pescado, donde la concentracién de proteina aumenta debido a la eliminacién de agua y, en
algunos casos, del aceite, espinas u otras materias (Bourgeois y Le Roux, 1986).

Por décadas, gran parte de la elaboracion de concentrados proteicos se realiza
mediante la aplicacion de calor y/o utilizacion de solventes (o ambos), lo que lleva a producir
concentrados en presentacion de harina, los cuales sirven para enriquecer alimentos para
animales, gracias a su valor nutricional. Por ejemplo, la adicién del 5 % de concentrado proteico
a la harina de un cereal, aumenté el contenido de proteina de 11 a 15 %. Este enriquecimiento
le permite alcanzar un valor nutritivo comparable al de la caseina, huevo y res, debido al
contenido de aminoacidos esenciales que posee (Potter, 1978). Sin embargo, si se enfoca mas
en obtener productos con un mejor valor nutricional, se obtienen generalmente limitadas
propiedades funcionales (Stillings y Knobl, 1971).

La harina de concentrados proteicos de especies marinas presenta el mismo problema
gue otros concentrados proteicos, como el de soja y algodén, a la hora de incorporarse a
formulaciones de productos alimentarios con la finalidad de aportar una propiedad funcional sin
éxito. Esto se debe a que las propiedades funcionales de las proteinas se reducen o se pierden
durante la concentracién de la proteina. Esto sucede porque se utilizan solventes y calor, que
las desnaturaliza y pierden su capacidad emulsificante, espumante o gelificante, necesarias
para la elaboracién de productos tales como: productos de pasteleria, bizcochos, sustitutos de
carne en embutidos como el paté o salchichas, entre otros (Bourgeois y Le Roux, 1986).

Por décadas una alternativa para el uso de especies acuaticas subutilizadas, es la
elaboracion de surimi, producto de origen japonés que hace referencia al concentrado proteico
(proteinas miofibrilares) obtenidos de pescados de carne blanca. El abadejo de Alaska

(Theragra chalcogramma) y la merluza del Pacifico (Merluccius productus) son las especies
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mas utilizadas para la elaboracion de este producto (Cortés Ruiz y col., 2001; Veldzquez y col.,
2007). Puede obtenerse principalmente mediante dos metodologias: el método tradicional del
surimi, en donde se concentra la proteina (mayormente miofibrilar), mediante una serie de
pasos que empieza por eviscerado y descabezado (separacibn mecanica del musculo), una
serie de lavados con agua (tres a cinco ciclos), prensado, refinado; al concentrado de proteinas
se le adiciona crioprotectantes, se congela y se obtiene el surimi (Lee, 1984). El otro método, es
el desarrollado por Hultin y Kelleher (1999), en donde se obtienen concentrados proteicos
cambiando los lavados continuos por disolucién acida (pH 2.5-3.5) o alcalina (pH 9-10), seguida
de una recuperacion por precipitacion isoeléctrica (pH 5.0-5.5).

Se debe hacer notar que el surimi es un producto intermedio, el cual es utilizado
posteriormente para la elaboracién de productos gelificados (Hall y Ahmad, 1997). Por ello es
muy importante la manera en que se concentran las proteinas y se almacenan hasta su
utilizacion. Debido al cambio draméatico que ha sufrido la industria del surimi en las pasadas
décadas, donde la cosecha del abadejo de Alaska disminuy6 de mas de 6.5 millones de
toneladas métricas a finales de 1980 a menos de 3 millones de toneladas desde el afio 2000, lo
que ha abierto la puerta para que nuevas especies puedan ser utilizadas para la elaboracion de
surimi. Asimismo, las nuevas tecnologias han abierto que nuevas fuentes de materia prima
puedan ser utilizadas para la elaboracion de surimi, como el uso de inhibidores de proteasas,
para el aprovechamiento de la merluza del Pacifico, la tecnologia del decanter y nuevas
técnicas de lavado han permitido la utilizacién de especies grasas como la caballa (Park y Lin,
2005). De igual forma, la metodologia tradicional de surimi ha sido adaptada a la sardina
crinuda (Opisthonema libertate), la cual posee un musculo oscuro, sin embargo, los productos
gue se han obtenido son de baja calidad funcional-tecnoldgica (Cortés-Ruiz y col., 2001).

Para la elaboracion de surimi, se prefieren especies magras y de musculo blanco sobre
las especies grasas, esta preferencia se debe al color de su musculo (lo cual repercute de gran
manera en la aceptacién del consumidor), poca estabilidad, alto contenido de grasa y en
algunos casos la presencia de histidina, que puede inducir reacciones alérgicas en
consumidores (Suzuki, 1981). En base a estas caracteristicas se plantea el uso del calamar
gigante (Dosidicus gigas), debido a la abundancia que se presenta en el Mar de Cortés, el bajo
costo, alto rendimiento (se aprovecha hasta el 75 % después de eviscerado), bajo contenido en

grasay el color blanco de su carne (Cortés-Ruiz y col., 2008; Luna y col., 2006).
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Gelificacion de Concentrados Proteicos

El principal uso de los concentrados proteicos y surimi es la elaboracion de productos
gelificados. La capacidad de las proteinas de formar geles se encuentra afectada por su
solubilidad, que ésta a su vez se encuentra fundamentalmente relacionada con el equilibrio
entre la hidrofobicidad e hidrofilia en la estructura proteica. Normalmente cuando las proteinas
de la pasta son solubilizadas mediante la adicién de sal (en razén de 1-3 %), la adicion de ésta
rompe enlaces idnicos dentro de las proteinas, las disuelve y desestabiliza su estructura
molecular para la subsecuente desnaturalizacion térmica y promueve interacciones
hidrofébicas. Estas interacciones hidrofobicas, el rearreglo de los enlaces de hidrégeno, asi
como los enlaces covalentes de las proteinas juegan un papel importante en la formacion de la
red proteica cuando el sol es calentado (Sanchez y col., 2007). La gelificacion proteica consiste
en la transformacion de una proteina en estado de sol a estado de gel. El sol es una suspension
coloidal de particulas sélidas (de 1-1000 nm en tamafio) en un medio liquido, presenta
plasticidad y viscosidad (Shahidi, 2007). El gel se obtiene como resultado del calentamiento del
sol, a través del entrecruzamiento de proteinas mediante enlaces covalentes o no covalentes,
para formar una red que inmoviliza el agua y otras sustancias de bajo peso molecular,
impidiendo su flujo al aplicar una fuerza externa (presion o centrifugado) (Kijowski, 2001). Las
fuerzas implicadas en la formacion de la red son, fundamentalmente fuerzas atractivas
(hidrofébicas, electrostaticas, puentes de hidrégeno y/o puentes disulfuro) y repulsivas
(electrostéaticas y las interacciones agua-proteina) entre cadenas polipeptidicas (Fennema,
2000). El pH, asi como el tipo y concentraciéon de sal utilizada, afectan el grado de interaccion
entre las proteinas, ya que modifican su estructura terciaria y distribucién de cargas, alterando

con ello la naturaleza y estructura del gel (Pilosof, 2000).

Setting

Cuando el pescado lavado y picado (surimi), se muele con sal y es calentado de 35 a 40 °C por
un periodo de tiempo, se forma un gel un poco transparente. Esta gelificacion (“suwari” en
japonés) se llama setting. Algunos estudios han reportado mejoras en las caracteristicas
texturales del surimi cuando este es calentado en un proceso de dos pasos, primero de 35 a
40 °C, por un corto periodo de tiempo, y después se somete a una temperatura de 80 a 90 °C
por un corto periodo de tiempo. Se ha reportado que se obtiene un gel més rigido y menos

elastico cuando el surimi se calienta de 80 a 90 °C sin el setting previo (Benjakul y col., 2002).
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Estos resultados sugirieron que es esencial permitir la desnaturalizacion de las proteinas
del musculo de pescado por calor para su alineacion, permitiendo la agregacion, antes de
seguir calentando a altas temperaturas, lo que parece reforzar la interaccion o interacciones
formadas durante el setting.

Varios factores determinan la capacidad de formacién del gel de proteinas de musculo
de pescado. Algunos de ellos son la frescura del pescado, el método de pesca, la temporada, el
tamafio y las especies. Se ha reportado que se puede elaborar surimi de mejor calidad de la
mayoria de los peces blancos, pero la formacién del gel es menos efectiva en el surimi de
peces cartilaginosos (Kijowski, 2001). Los estudios han indicado que la miosina es la proteina
mas importante que afecta la habilidad de formacién del gel de pescado durante el setting a
baja temperatura (Kimura y col.,, 1991). Ademas, se considera que la diferencia en las
habilidades para formar gel entre los musculos de varias especies de pescado puede ser
atribuida a la diferencia en los enlaces cruzados de la cadena pesada de la miosina (Takeda y
Seki, 1996).

Principales Interacciones que Estabilizan los Geles Proteicos

Hidrofobicidad

El contenido y ubicacion espacial de los aminoéacidos hidrofébicos han sido relacionados con las
propiedades funcionales de las proteinas y estos tienden a localizarse en el interior de la
molécula de proteina globular en solucién, con el fin de evitar el contacto con el medio acuoso.
No obstante, debido a impedimentos estéricos no todos los aminoacidos hidrofébicos se
encuentran al interior de la proteina (Genovese y col., 2000). A estas regiones que aparecen en
la superficie proteica se les llama “parches hidrofébicos”, siendo de gran importancia, ya que
intervienen en fendbmenos como la tension superficial, confiriéndole a la proteina muchas
propiedades funcionales, como la interaccion con compuestos con caracter hidrofébico, ademas
determina la solubilidad y susceptibilidad para agregarse bajo condiciones fisiologicas de pH,
temperatura y fuerza idnica determinadas (Totosaus y col., 2002; Cardamone y Puri, 1992).

La determinacién de la hidrofobicidad de superficie de las proteinas en alimentos es util
para evaluar sus propiedades de solubilidad y gelificacion, en dicho andlisis se determina
bésicamente la distribucion y el grado de exposicion de las regiones hidrofobicas, ya que
durante su plegamiento los residuos polares estan expuestos hacia el exterior del sistema

proteico (Marin-Martinez, 2002).
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Concentracién de Grupos Sulfhidrilos

Los grupos sulfhidrilos (SH) se consideran los grupos funcionales que presentan mayor
reactividad en las proteinas. Por ello, su determinaciéon es muy importante, ya que estos grupos
intervienen en los enlaces que se pueden dar cuando la proteina cambia su conformacion
debido a una modificacién en el pH, temperatura, concentracion de sal o solvente, entre otras
(Kim y col., 2003, Fennema, 2000). La disminucion en los SH totales se debe principalmente a
la formacion de enlaces disulfuro, asi pues, un incremento en la temperatura favorece las
reacciones de desnaturalizacion y el paso de grupos sulfhidrilos (SH) a enlaces disulfuro (SS),
lo que facilita la disociacién y agregacién de proteinas (Kim y col., 2003).

Por otra parte, algunos autores reportan que los SH y SS desempefan una funcion
importante en la formacion de estructuras relativamente rigidas como los geles, ya que estan
implicados en los mecanismos de agregacion de la miosina, debido a que ésta contiene 42
grupos SH, de los cuales alrededor del 68 % se encuentran en la region de la cabeza; el
restante (32 %), esta presente en el tallo (Chan y col., 1992). Cuando se aplica un tratamiento
térmico a una proteina se provoca el desplegamiento de la estructura, permitiendo que se
formen enlaces S-S, los cuales son esenciales para la formacion de agregados en algunos
sistemas proteicos (Boye y col., 1997). Otros autores mencionan que la formacién de enlaces
S-S entre las cadenas polipeptidicas que se ven involucradas en la gelificacién proteica, no
actian como un estabilizador inicial de la red tridimensional, sino solamente alarga la cadena

del polipéptido (Totosaus y col., 2002).

Caracteristicas Texturales de los Geles Proteicos

Capacidad de Retencion de Agua (CRA)

La habilidad de los alimentos proteinicos para retener agua enddgena y/o agregada en su
estructura contra diferentes fuerzas externas se debe principalmente a las proteinas (Sikorski,
2001). La capacidad de retencion de agua (CRA) se refiere a la resistencia que opone una
matriz proteica (como un gel, la carne o el pescado) para perder el agua inmovilizada (que es la
suma del agua ligada, el agua hidrodindmica y el agua fisicamente atrapada) bajo la accion de
la fuerza gravitatoria (Fennema, 2000).

La CRA de una proteina esta en funcién de varios parametros como el tamafio, la forma,
las caracteristicas conformacionales, factores estéricos, balance de aminoacidos hidrofilicos e

hidrofébicos, y de la solubilidad de la proteina; asi también, de factores extrinsecos como pH,
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fuerza ionica, temperatura entre otros (Kinsella, 1981). La CRA est4 relacionada con la
concentracion de aminoacidos polares (ionizados o sin carga), pues ejercen una mayor
influencia en las interacciones proteina-agua, por ser mas solubles que los no polares. Los
sitios mas importantes de los aminoacidos son los —COOH,-NH;, -OH y —SH, los cuales tienen
una mayor capacidad para ligar agua cuando se encuentran en su forma ionizada (Kinsella,
1981; Xiong, 1997).

En el caso particular de alimentos obtenidos a partir de tejidos musculares, el 97 % de la
CRA esta relacionada con las proteinas miofibrilares. La influencia de las proteinas estromales
(colageno) y proteinas sarcoplasmicas en la CRA es notablemente inferior en comparacion con
las proteinas miofibrilares (Sikorski, 2001).

En los alimentos, la capacidad de retencién de agua de los preparados proteicos es mas
importante que la fijaciébn misma en el alimento (Fennema, 2000). Por lo tanto, esta propiedad
funcional tiene un gran impacto en la calidad de productos obtenidos a partir de tejidos
musculares (sean éstos de origen marino o terrestre), ya que ésta determinara la aceptacion

de un producto (Huff y Lonergan, 2005).

Andlisis de Perfil de Textura (APT)

El analisis de perfil de textura (APT) es un método objetivo correlacionado con el andlisis
sensorial de la textura. Este ensayo se basa en la compresion de una muestra dos veces
seguidas, imitando el proceso de masticacion. En geles se realiza con la muestra en forma de
un pequefio cilindro, que se coloca sobre la plataforma de un texturémetro (tipo Prensa Instron,
o similar). El gel se comprime hasta una altura determinada, dos veces a una velocidad
constante, registrando la evolucién de la fuerza (Pilosof, 2000).

En el APT se pueden evaluar los siguientes parametros: “fuerza”, es la resistencia inicial
a la puncién (pendiente inicial de la curva de puncién durante el primer ciclo); “fracturabilidad”,
es la altura correspondiente a la primer rotura significativa durante la primer compresion;
“cohesividad”, cada area representa el trabajo realizado en cada compresion, siendo una
integral de fuerza sobre distancia (en funcion directa del trabajo necesario para vencer las
uniones internas del material); “elasticidad”, es la habilidad del material para recuperar la forma
original, esta relacionada con la altura que el material recupera entre el final de la primera

compresion y el inicio de la segunda (Bourne, 1978).
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OBJETIVOS

General

Evaluar el efecto del setting en concentrados proteicos obtenidos del manto de calamar
gigante (Dosidicus gigas), sobre los cambios fisicoquimicos y caracteristicas texturales de los
geles obtenidos.

Especificos

e Obtener un concentrado proteico a partir del manto de calamar gigante.

e Determinar la fraccionacion de proteinas, el perfil electroforético, hidrofobicidad y

sulfhidrilos totales en los pregeles durante el setting.

e Evaluar el efecto del setting sobre la propiedad gelificante de los geles obtenidos.
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MATERIALES Y METODOS

Desarrollo experimental del presente trabajo.

Manto

l

Concentrado Proteico ——  Pasta de Proteinas

Flectroforesis SDS-PAGE l

Fraccionacion de Protemas
‘ . +—  Sol
Hidrofobicidad
SH l

Gel

Color
TPA
CRA

Figura 6. Diagrama de flujo general.
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Materia Prima

Para el presente estudio se utiliz6 manto de calamar gigante (Dosidicus gigas) congelado, el
cual fue obtenido de un comercio en Hermosillo, Sonora. Inmediatamente, la materia prima se
traslad6 al Laboratorio de Marinos del Departamento de Investigacion y Posgrado en
Alimentos de la Universidad de Sonora en un lapso de aproximadamente 20 min, dentro de
una hielera hermética, en camas alternas de hielo-manto-hielo. Una vez en el laboratorio, el

manto fue empacado en bolsas de tipo ziploc y congelado a -80 °C hasta su utilizacion.

Elaboracién del Concentrado Proteico (CP)

Para la elaboracién del CP se homogeneiz6 el manto con agua destilada en una proporcion 1:3
durante 5 minutos. El homogeneizado preparado se centrifugé a 15,500 x g por 15 minutos a
4 °C en una centrifuga refrigerada. Una vez hecho lo anterior se obtuvieron dos fracciones: una
sélida (CP) y una liquida, esta ultima se descartd. El concentrado proteico (CP) obtenido se

empaco en bolsas de polietileno y se refrigerd para realizar los andlisis posteriores.

Elaboracién de Soles y Geles

Se prepararon soles utilizando 120 g de CP, con 2.5 % de NaCl y ajustando el contenido de
humedad a 86 %. La mezcla elaborada se homogeneiz6 durante 1 minuto en un procesador de
alimentos. El sol obtenido se coloc6 en placas Petri de vidrio (con una altura de 1 cm) y se
empaco en bolsas de plastico selladas herméticamente. Los soles empacados se sometieron a
un proceso térmico para su gelificacion, el cual se describe a continuacion:

PG-0: El sol no se sometié a proceso térmico.

PG-1: Un segundo sol se someti6 a una temperatura de 30 °C / 30 min.

PG-2: Un tercer sol se sometié a una temperatura de 30 °C / 60 min.

PG-3: El siguiente sol se sometié a una temperatura de 30 °C / 90 min.

PG-4: Una porcién diferente de sol se sometié a una temperatura de 60 °C / 30 min.

PG-5: El siguiente sol se sometié a una temperatura de 60 °C / 60 min.

PG-6: El ultimo sol se someti6 a una temperatura de 60 °C / 90 min.
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Y para la elaboracién de geles se llevo a cabo el tratamiento presentado a continuacion:

G-0 (Control): El sol se sometié a un proceso térmico para su gelificacion a una temperatura de
90 °C / 30 min.

G-1: Un segundo sol se sometié a una temperatura de 30 °C / 30 min, al cumplir este proceso
térmico se llevé inmediatamente a una temperatura de 90 °C / 30 min.

G-2: Un tercer sol se sometié a una temperatura de 30 °C / 60 min, al cumplir este proceso
térmico se llevé inmediatamente a una temperatura de 90 °C / 30 min.

G-3: El siguiente sol se sometié a una temperatura de 30 °C / 90 min, al cumplir este proceso
térmico se llevé inmediatamente a una temperatura de 90 °C / 30 min.

G-4: Una porcion diferente de sol se sometié a una temperatura de 60 °C / 30 min, al cumplir
este proceso térmico se llevé inmediatamente a una temperatura de 90 °C / 30 min.

G-5: El siguiente sol se sometié a una temperatura de 60 °C / 60 min, al cumplir este proceso
térmico se llevé inmediatamente a una temperatura de 90 °C / 30 min.

G-6: El ultimo sol se sometié a una temperatura de 60 °C / 90 min, al cumplir este proceso

térmico se llevé inmediatamente a una temperatura de 90 °C / 30 min.

Fraccionacién de Proteinas

Para la determinacion de esta propiedad funcional se utilizé la técnica descrita por Hashimoto
(1979), detallada en la Figura 7. Inicialmente se homogeneizaron 20 g del sistema proteico
(pregel) con 200 mL de buffer de fosfatos (Na;HPO419.1 mM, u=0.05, pH=7.5). Posteriormente
el homogeneizado se centrifugé a 5,000 x g por 15 minutos en una centrifuga refrigerada
marca (Eppendorf, modelo 5804 R. Hamburg, Germany). El precipitado obtenido se
homogeneizé con 200 mL del mismo buffer y se centrifugd nuevamente. Estos dos
sobrenadantes se combinaron e inmediatamente se les adiciondé 5 % de TCA. El precipitado
obtenido se colectd y utilizé6 como la fraccion de proteina sarcoplasmica, mientras que el filtrado
se utilizé como la fraccidn correspondiente a nitrégeno no proteico (NNP).

La proteina insoluble a u=0.05 se homogeneizé con 10 volimenes de buffer de fosfatos
(NazHPO4 19.1 Mm, u=0.5, pH=7.5, KCI 0.45M) y se centrifugd a 5,000 x g por 15 minutos. El
precipitado obtenido se homogeneiz6 de nuevo y se centrifugé de forma similar. Ambos
sobrenadantes se combinaron y utilizaron como la fraccién de proteina miofibrilar. La fraccion
insoluble a u=0.5 se mezcl6 de manera exhaustiva mediante agitaciéon durante toda la noche
utilizando una solucion de NaOH 0.1 N. La solucion proteica se centrifugoé a 5,000 x g por 15

minutos y, el sobrenadante fue considerado como la fraccion de proteina soluble en élcali,
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mientras que el precipitado, como proteina estromal; reportdndose los resultados como
porcentaje de la fraccion proteica.

Iisculo

Homogeneizado con 10 wol. de 7=0.05
Buffer de fosfato pH=7

Centrifugar (5000 =g, 1 5min)

I 1
Sohrenadante Precipitado

Agregar TCA %% Hotmogeneizado con 10 vol de /= 0 5 KT,
Filtrado buffer de fosfato a pH=7

Centrifiugar (5000 =g, 1 5min)

[ . [ LN
Sobrenadante Precipitado  Sobrenadante Precipitado

Extraido todala noche con
HaDH 0.1 bajo agitacidn
Centrifugar (5000 xg, 15mimn)

Sobrenadante  Precipitado

MIMF Proteina Proteina Proteina Soluble  Estroma
Sarcoplastnica  Miofibrilar en Alcall

Figura 7. Procedimiento para la fraccionacion de proteinas musculares (Hashimoto, 1979).
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Perfil Electroforético (SDS-PAGE)

El perfil electroforético de las proteinas se determind utilizando el sistema discontinuo descrito
por Laemmli (1970) en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE por sus siglas en inglés). El sistema se
mezclé en una relacion 1:1 (v/v) con buffer muestra (Tris-HCI 0.125 M, SDS 4 %, glicerol 20 %
vlv, azul de bromofenol 0.02 %, pH=6.8), enseguida se calent6 en agua a ebullicién durante 5
minutos y se enfrié en bafio de hielo, para su posterior analisis electroforético.

Posteriormente se aplicaron 20 pug de proteina a un gel de poliacrilamida al 10 %,
empleando para ello una unidad para electroforesis Mini PROTEAN ®3 CellMulti-casting (Bio-
Rad Laboratories, Hércules, CA). Se utiliz6 una mezcla de proteinas estandar de amplio rango
(Bio-Rad), la cual estuvo compuesta por las siguientes proteinas: cadena pesada de miosina
(200 kDa), B-Galactosidasa (116 kDa), fosforilasa b (97 kDa), albumina de suero bovino (66
kDa), ovoalbumina (45 kDa) y anhidrasa carbonica (31 kDa). La corrida electroforética se llevé a
cabo a temperatura ambiente empleando un voltaje de 80 volts. Finalmente, las bandas se
tifieron con azul Coomassie R-250 al 0.05 % y se destifieron en una solucién de metanol al 40
% y &cido acético al 7 %.

Para obtener el nimero de bandas promedio y la proporcion de éstas en cada extracto,
los geles se analizaron en un densitometro de imagenes modelo GS-700 (Bio-Rad
Laboratories., Hercules, CA). Posteriormente, se realizé un andlisis de imagen utilizando el

programa QuantityOne (Bio-Rad Laboratories/1998).

Hidrofobicidad de superficie (SOANS)

Se prepar6 una soluciobn madre de proteina a partir de los sistemas proteicos (pregel) al 1.2 %
(Tris-HCI 20 mM, NaCl 0.42 M a pH de 6.3), misma que fue serialmente diluida en el rango de 0
a 0.06 %. Posteriormente se adicionaron 80 uL de 1-anilino-8-naphthalenesulfonate (ANS) a
una concentracién de 15 mM. Enseguida 3 mL de la muestra se excitaron a 325 nm y la
intensidad de la fluorescencia se midi6 a 420 nm en un espectrofotometro de luminiscencia
(Perkin Elmer, modelo LS 50 B, Mount Holly, New Jersey). El indice de hidrofobicidad de
superficie (So) se determind obteniendo la pendiente, al graficar intensidad de fluorescencia vs

concentracion de proteina (Kato y Nakai, 1980).
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Sulfhidrilos Totales (SHT)

A 5 mL de muestra del sistema proteico (pregel) se le afiadié 1 mL de 5,5'-dithiobis (2-acido
nitrobenzoico) (DTNB) a una concentracion de 2 mM (preparado en buffer de fosfatos pH 7.0) y
se afiadié 1.44 g de urea, con la finalidad de exponer todos los grupos sulfhidrilos presentes,
posteriormente se dejé reposar por 40 min para desarrollar color. Se ajust6 el volumen a 7 mL,
la solucion se agitd y se dejé reposar por 30 min a temperatura ambiente. Se tomo el
sobrenadante y se registréd la absorbancia a 412 nm. La concentracion en la solucién se calculé

utilizando un coeficiente de extincién molar de 13,600 uM. (Patrick y Swaisgood, 1976).

Color

Se llevé a cabo la medicion del color en los geles. Para ello se empled el sistema obijetivo de
medicion de color por colorimetria de triestimulo, utilizando un colorimetro Minolta (Modelo CR-
300, N.Y.) en su modo de reflectancia. Se procedioé a tomar lecturas en cuatro puntos diferentes
para obtener los valores de L* (luminosidad), a* (matiz rojo-verde) y b* (matiz amarillo-azul), a
partir de los cuales se calcul6 el indice de blancura utilizando la siguiente ecuacion (Lanier,
1992): indice de blancura = 100 — [(100-L)? + a2 + b2,

Capacidad de Retencion de Agua (CRA)

La capacidad de retencién de agua se determiné de acuerdo a la metodologia descrita por
Jiang y col. (1985). Inicialmente se pesaron muestras de 5 g (geles de CP), mismas que se
centrifugaron en una centrifuga refrigerada (Eppendorf, modelo 5804 R. Hamburg, Alemania)
durante 30 min a una fuerza centrifuga de 3000 x g a una temperatura de 4 °C. Después se
descartd el agua liberada de los geles y estos se pesaron. Los resultados fueron reportados
como porcentaje de agua retenido por la muestra, en relaciéon a la cantidad de agua total

presente en la muestra antes de centrifugar.
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Andlisis del Perfil de Textura (APT)

Se registrd la fuerza necesaria para comprimir la muestra (fuerza del gel), la fuerza necesaria
para generar la primera liberacién de energia durante el ciclo de compresion (fracturabilidad), la
elasticidad como la relacion de la base del segundo ciclo de compresion sobre la del primero vy,
finalmente la cohesividad, la cual estd determinada por la relacion del area del segundo ciclo de
compresion sobre la del primero. Para llevar a cabo este analisis el gel se sometié a una doble
compresion del 75 %. En primer lugar los geles fueron cortados en porciones cilindricas (1 cm X
1 cm), mismos que se dejaron templar a temperatura ambiente (25 °C / 30 min) antes de su
analisis. Enseguida el perfil de textura de las porciones fueron evaluadas en un texturémetro
Stable Micro Systems (Texture Technologies Corp., N.Y). Todas las determinaciones se

realizaron por triplicado.

Analisis Estadistico

Se utilizé un disefio factorial con dos factores principales: el factor principal A, temperatura (30,
60 y 90 °C); y el factor principal B, tiempo (0, 30, 60 y 90 min). El experimento se realiz6 dos
veces (n=2) y cada una de las determinaciones se hicieron por duplicado. Las variables de
respuesta fueron, textura, capacidad de retencion de agua, color, sulfhidrilos y fraccionacion de
proteinas. El perfil electroforético se consider6 como una variable descriptiva. Se realizaron
comparaciones multiples de Tukey usando un nivel de significancia del 5 %. Los datos se

analizaron usando el programa JMP version 5.0.1.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Fraccionacion de Proteinas

Las fracciones proteicas obtenidas de los diferentes sistemas se muestran en la Tabla 1. El
patréon de solubilidad fue significativamente diferente (p<0.05) entre todos los sistemas para
todas las fracciones proteicas (AB*<0.05). Diferencias en la solubilidad denotan cambios
conformacionales en las proteinas por efecto de los tratamientos. Por lo tanto, el sistema PG-0
es la referencia para determinar la magnitud de los cambios ocurridos en las proteinas del resto
de los sistemas. Como puede apreciarse, el patron de solubilidad del sistema PG-0 es el patrén
normal que presentan los soles elaborados a partir de manto de calamar; es decir, una elevada
cantidad de proteina soluble a fuerza iénica (I) 0.05 a pesar de que gran parte de proteina
soluble ya ha sido removida. Presenta un bajo contenido de proteina soluble en 1=0.5, los
cuales son notablemente inferiores a la fraccion miofibrilar reportada para la parte anatémica
comunmente comestible (manto, 57.1 %) de calmar gigante, (Cortés y col., 2008), debido al alto
contenido de proteina soluble a 1=0.05 y soluble en alcali, principalmente. El alto contenido de
proteina soluble en alcali es atribuido a que se ha utilizado muestra congelada. Se sabe que el
proceso congelacion-descongelacion desnaturaliza proteinas, las cuales pueden ser detectadas
en la fraccion soluble en alcali.

Comparando los tratamientos a 30 y 60 °C, se puede apreciar que la fracciéon soluble en
I=0.05 fue menor en los sistemas PG-4, PG-5 y PG-6. Lo anterior puede atribuirse a que estos
sistemas estuvieron sometidos a un tratamiento térmico mayor, lo cual pudo repercutir en la
desnaturalizacién proteica. Este mismo comportamiento fue encontrado en la fraccién soluble
en 1=0.5 y en A&lcali. La idea de que en estos sistemas el tratamiento térmico mas intenso
desnaturalizé a las proteinas, se sustenta con un aumento significativo en el contenido de
proteina insoluble a cualquier fuerza iénica e incluso en alcali. Lo anterior puede ser a tribuido a
que, a 60 °C una fraccibn de proteinas empieza a gelificar y por consiguiente, a formar
interacciones proteinas, las cuales son insolubles. El contenido de proteina insoluble en relacion
a la proteina total se encuentra fuera del rango esperado para productos de la pesca (3-10 %)
(Sikorski, 2001).

Se sabe que a dicha temperatura se favorece la formacion de puentes disulfuro, asi
como las interacciones hidrofébicas, lo que facilita la agregacion, siendo éstas las principales

interacciones quimicas que gobiernan el inicio de la gelificacién (Kim y col., 2003).
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Tabla 1. Fraccionacion de Proteinas presentes en los pre-geles obtenidos a partir de un

concentrado proteico de calamar gigante (Dosidicus gigas).

Muestra Soluble en Soluble en Soluble en Insoluble (%)
fuerzaionica fuerzaionica Alcali (%)
0.05 (%) 0.5 (%)

PG-0 16.71+0.02* 30.01+0.03* 21.43+0.02* 0.29+0.02F
PG-1 14.59+0.05¢ 26.92+0.03¢ 19.87+0.038 14.43+0.02F
PG-2 14.86+0.038 27.16+0.058 18.15+0.03° 15.73+0.04°
PG-3 12.72+0.03° 27.15+0.05° 18.57+0.01¢ 17.58+0.02¢
PG-4 5.73+0.05F 15.72+0.04° 12.15+0.03F 36.30+0.03"
PG-5 3.15+0.05F 14.28+0.02F 12.14+0.02F 43.17+0.03*
PG-6 2.84+0.05¢ 14.24+0.03F 12.22+0.03F 43.34+0.03*

Los datos son la media + std de n=2. Diferentes superindices en cada columna denotan
diferencias significativas (p<0.05). PG-0 (Control): 90 °C/30 min. PG-1: 30 °C/30 min. G-2: 30
°C/60 min. G-3: 30 °C/90 min. G-4: 60 °C/30 min. G-5: 60 °C/60 min. G-6: 60 °C/90 min.
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Perfil Electroforético (SDS-PAGE)

El perfil electroforético de las proteinas presentes en los pre-geles de manto de calamar gigante
(Dosidicus gigas) se muestra en la Figura 8. El sistema PG-0 representa a las proteinas del sol,
es decir, sin setting, en donde se aprecian las principales bandas caracteristicas de
concentrados proteicos de calamar gigante. Como puede apreciarse, no se detectaron
diferencias entre el sistema PG-0 y los sistemas incubados a 30 °C (PG-1, PG-2 y PG-3), lo
cual indica que la desnaturalizacion detectada en los patrones de fraccionacién, no conlleva a la
formacion de agregados covalentes. También puede apreciarse que, el tiempo de incubacién no
presentd un efecto notorio en el patron de bandeo. Lo anterior pone de manifiesto la poca o
nula actividad proteolitica endégena en el concentrado proteico, lo cual puede deberse a que,
estas enzimas fueron descartadas durante el proceso de obtencién del concentrado proteico, el
cual involucra el lavado de las proteinas musculares en una relacién 1:3 (manto: agua).

Por otra parte, al igual que lo encontrado en la fraccionacién proteica, se encontraron
diferencias agudas al comparar los tratamientos sometidos a 30 °C con los de 60 °C (PG-4, PG-
5y PG-6). En éstos se observa la posible agregacion de las cadenas pesadas de miosina con
meromiosina ligera, debido a la aparicion de bandas de PM mayor a 200 kDa y a la
desaparicion de bandas de aproximadamente 70 kDa. Es posible que la formacion de estos
agregados se deba a interacciones covalentes, es decir, mediante la formacion de puentes
disulfuro, ya que el tratamiento de la muestra con SDS s6lo rompe interacciones electrostaticas
y de Van der Waals, mas no, puentes disulfuro. Se han reportado estudios en pargo y
barracuda patuda, en donde a un setting prolongado la cadena pesada de la miosina disminuye
notablemente en comparacion con los sistemas que no tienen setting, esto atribuido a la

reticulacion de la proteina durante el tratamiento prolongado (Benjakul y col., 2002).
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Figura 8. Perfil electroforético de los pre-geles obtenidos a partir de un concentrado proteico
de calamar gigante (Dosidicus gigas). PG-0 (Control): 90 °C/30 min. PG-1: 30 °C/30 min. PG-2:
30 °C/60 min. PG-3: 30 °C/90 min. PG-4: 60 °C/30 min. PG-5: 60 °C/60 min. PG-6: 60 °C/90

min. E: estandar.
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Hidrofobicidad de superficie (SOANS)

La hidrofobicidad es la tendencia de los solutos no polares de adherirse unos con otros en
ambientes acuosos (Murphy y col.,, 1990). El nimero y tamafio relativo de los sitios
hidrofébicos de las proteinas determina su solubilidad y que tan propenso es a agregarse en
condiciones fisiolégicas de pH, temperatura y fuerza iénica (Schein, 1990). La aplicacién de
temperatura puede ocasionar cambios conformacionales en las proteinas, uno de estos
cambios es el aumento o disminucién en la hidrofobicidad de superficie. Las regiones
hidrofébicas de la superficie de la proteina generalmente determinan la solubilidad y
susceptibilidad a formar agregados (Cardamone y Puri, 1992).

La hidrofobicidad de superficie obtenida de los diferentes sistemas se muestra en la
Figura 9. Para este estudio se omitieron los sistemas PG-4, PG-5 y PG-6, en los cuales se
aplicé una temperatura de 60 °C, debido a que gran parte de la proteina ya habia formado
gel, el cual no se homogeneizé en medio acuoso. Los sistemas presentaron valores de
hidrofobicidad en orden descendente (P<0.05), siendo mayor en PG-0 que en PG-3, lo cual
puede deberse a una mayor solubilidad del sistema PG-0, tal y como se aprecia en la
fraccionacion. Lo anterior permite que méas moléculas del reactivo ANS interactien con
regiones hidrofébicas de las proteinas.

Un aumento en la hidrofobicidad suele ser indicativo de desnaturalizacion proteica, en
especial del desplegamiento, ya que conforme la proteina se despliega expone una mayor
proporcion de aminoacidos hidrofébicos, los cuales, en su estado nativo tienden a localizarse
hacia el interior de la molécula. Dicho desplegamiento puede favorecer las interacciones
hidrofébicas entre las proteinas de los sistemas proteicos, obviamente repercutiendo en los
patrones de solubilidad, tal y como se aprecia en la Tabla 1, en donde se observa un aumento

considerable en el contenido de proteina insoluble.
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Figura 9. Hidrofobicidad de superficie de los pre-geles obtenidos a partir del setting de un

concentrado proteico de calamar gigante (Dosidicus gigas). PG-0 (Control): 90 °C/30 min. PG-

1: 30 °C/30 min. PG-2: 30 °C/60 min. PG-3: 30 °C/90 min.
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Sulfhidrilos Totales (SHT)

En las primeras etapas del calentamiento ocurre el desplegamiento de la proteina, que
promueve un aumento en la exposicién de grupos SH y la consecuente formacién de enlaces S-
S inter o intra-molecuares, los cuales son esenciales para que se den agregados en algunos
sistemas proteicos (Boye y col., 1997), en especial para la formacion de estructuras rigidas
como los geles. La miosina contiene 42 grupos SH, de los cuales aproximadamente el 68 % se
encuentra en la region de la cabeza y el 32 % se localiza en el tallo (Chan y col., 1992). Por lo
que, los grupos SH desempefian un papel importante en la funcionalidad de la miosina. Por
consiguiente, una disminucién (AB*<0.05) en el contenido de SHT (Tabla 2) es un indicador de
la posible formacién de enlaces S-S. En este estudio no se encontraron diferencias
significativas entre el sistema PG-0 y los sistemas incubados a 30 °C (PG-1, PG2 y PG3), lo
cual indica que el desplegamiento proteico asociado a la temperatura y tiempo de incubacion no
fue suficiente para inducir la formacion de puentes disulfuro. Lo anterior pudo deberse a que, se
requiere de mayor temperatura para favorecer la formacion de enlaces S-S. Se ha reportado
que la formacién de S-S inicia en el rango de temperatura entre los 50-55 °C y, en ocasiones
contribuyen a la fuerza y estabilidad del gel (Yongsawatdigul y Park, 1996).

En los sistemas proteicos incubados a 60 °C se aprecia una disminucién significativa
(p<0.05), en comparacion con los sistemas proteicos incubados a 30 °C. Dicha disminucion
puede deberse a la formacién de S-S, ya que existen condiciones favorables para ello. El
supuesto anterior puede basarse en el perfil electroforético, en donde, se observa agregacion
proteica en los sistemas incubados a 60 °C y que ademas, dicha agregacion es debida a la
formacion de enlaces covalentes. Varias investigaciones reportan que los grupos SH y S-S
desempefian una funcién importante en la formacion de estructuras, como los geles, debido a
que estan implicados en los mecanismos de agregacion de la miosina, cuya proteina es
mayoritaria en la fraccion miofibrilar y, es la principal proteina a la que se le adjudican las
propiedades funcionales (Badui, 2006; Kijowski 2001; Fennema, 2000). También puede
apreciarse que, aun y cuando no es significativo (p=0.05), la disminuciéon de SHT se hace mas
evidente conforme aumenta el tiempo de incubacion, lo cual puede deberse a que existe un
mayor tiempo para que se lleve a cabo la interconversion de SH por S-S. Por otra parte, es
probable que este valor de SHT (en los sistemas incubados a 60 °C) esté subestimado, debido

a la dificultad de la determinacion en proteina gelificada, la cual es dificil solubilizar.
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Tabla 2. Contenido de sulfhidrilos totales (SHT) en los pre-geles obtenidos a partir del setting
de un concentrado proteico de calamar gigante (Dosidicus gigas).

Muestra PG-0 PG-1 PG-2 PG-3 PG-4 PG-5 PG-6

SHT 5.10+ 5.44+ 5.49+ 5.43+ 4.60+ 4,59+ 4.20+
(moles 0.054 0.104 0.014 0.044 0.538 0.078 0.038
x 10°9)

Los datos son la media + std de n=2. Diferentes superindices en cada columna denotan
diferencias significativas (p<0.05). PG-0 (Control): 90 °C/30 min. PG-1: 30 °C/30 min. G-2: 30
°C/60 min. G-3: 30 °C/90 min. G-4: 60 °C/30 min. G-5: 60 °C/60 min. G-6: 60 °C/90 min.
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Color

Para la elaboracion de surimi se prefieren las especies magras y de musculo blanco, sobre las
especies grasas y de musculo oscuro, esto se debe principalmente a lo susceptible que es el
tejido oscuro a sufrir oxidaciones. Por otra parte, el color es uno de los factores mas
importantes que influyen en la aceptacion de los alimentos por parte de los consumidores,
prefiriendo la coloracion blanca sobre la oscura (Nakamura y col., 1998; Suzuki, 1981). Por lo
que, se plantea que el calamar gigante pueda ser una materia prima importante para estos
fines, debido a que es una especie magra y de musculo blanco (Cortés-Ruiz y col., 2008;
Luna y col.,, 2006). Aunque el empleo de las diferentes condiciones del setting nos
proporcione geles con distintas propiedades, es importante analizar si el empleo del setting
para la obtencion de los geles repercute en la coloracion de estos, por lo que los resultados
se presentan a continuacion.

Como puede observarse en la Tabla 3, para los valores de L* (luminosidad), se
encontraron diferencias significativas (AB*<0.05), presentando mayor claridad el gel G-6. Un
comportamiento similar fue encontrado para el indice de blancura (p<0.05), donde
nuevamente el gel G-6 fue el que mostré un valor mayor. Lo anterior podria ser atribuible a
que G-6 present6 el mayor valor de L*. Asimismo, los altos valores de indice de blancura en
todos los tratamientos, pueden ser atribuibles a los altos valores de L*, pero también a los
bajos valores en los parametros de a* y b*. De acuerdo a los valores obtenidos de la
colorimetria triestimulo, puede decirse que el empleo del setting afecta favorablemente los
parametros de color, principalmente el de luminosidad e indice de blancura, que son los
indicadores mas importantes, ya que se busca una coloracion blanca en este tipo de
productos.

Se encontraron diferencias significativas (AB*<0.05) en los valores de b* (matiz
amarillo-azul). De acuerdo con estos valores, se presentd una coloracién ligeramente
amarillenta para los geles con un setting de 60 °C a 30, 60 y 90 min. Esto pudiera atribuirse a
que los geles G-4, G-5 y G-6 sufrieron un calentamiento més agresivo, en comparacion con el

resto de los tratamientos.
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Tabla 3. Efecto del setting, sobre el color de geles obtenidos a partir de un concentrado

proteico de calamar gigante (Dosidicus gigas).

Muestras L* a* b* indice de

Blancura
G-0 84.22 +0.74° -2.60+0.01P 3.32+0.23° 83.67+0.76°
G-1 84.38+0.08P -2.24+0.01¢ 4.89+0.05° 83.48+0.09°
G-2 84.25+0.22P -2.19+0.088¢ 4.77+0.06° 83.39+0.22P
G-3 87.27+0.01¢ -2.13+0.018¢ 4.58+0.01° 86.30+0.01°¢
G-14 90.26+0.49"8 -2.10+0.0178 5.86+0.0178 88.44+0.42%8
G-5 89.24+0.038 -2.07+0.0278 5.61+0.01B 87.69+0.038
G-6 91.54+0.14* -1.99+0.014 6.16+0.19 89.34+0.014

Los datos son la media + std de n=2. Diferentes superindices en cada columna denotan
diferencias significativas (p<0.05). G-0 (Control): 90 °C/30 min (no setting). G-1: setting de 30
°C/30 min. G-2: setting de 30 °C/60 min. G-3: setting de 30 °C/90 min. G-4: setting de 60 °C/30
min. G-5: setting de 60 °C/60 min. G-6: setting de 60 °C/90 min. Después del setting todos los
soles fueron calentados a 90 °C 30 min.
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Capacidad de Retencion de Agua (CRA)

La capacidad de retencion de agua (CRA) de una proteina, es la habilidad de retener toda o
parte del agua propia del sistema, es ain mas importante que su capacidad de hidratacién en
aplicaciones alimentarias (Xiong, 2005). En la Tabla 4 se muestran los resultados de CRA, los
cuales no presentaron diferencia significativa (p=0.05) entre ellos. Los resultados de CRA entre
los diferentes geles oscilaron entre 68.71+0.05 y 76.68+0.09 %. Estos valores se encuentran en
el rango de lo reportado para manto de calamar gigante y su respectivo concentrado proteico
neutro (64.6 % y 81.5 %) (Cortés y col., 2008). Los valores de CRA obtenidos pueden deberse a

la interaccién proteina-agua, las cuales no se ven afectadas con la aplicacion el setting.

Andlisis de Perfil de Textura (APT)

Este analisis se determin6 en los diferentes geles, la evaluacion se realizé en un ciclo de doble
compresion al 75 % y los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4. Se evaluaron cuatro
variables principales, que fueron: fuerza, fracturabilidad, cohesividad y elasticidad. En la
variable de fuerza se observé que los geles presentaron diferencia significativa (AB*<0.05), el
control fue el que ocupo una mayor fuerza para poder comprimir el gel, ya que necesito
735.35+64.80 N, lo que demuestra que la aplicacion de un tratamiento sin el setting previo
contribuye a que el sistema se fortalezca.

Un gel mas fuerte se formo6 cuando el CP fue calentado a 90 °C sin el setting previo;
mientras que, en el resto de los geles los valores de fuerza presentaron un orden
descendente, desde el sistema G-1 hasta el G-6, lo cual indica que, tanto la temperatura
como el tiempo, tienen un efecto significativo en la dureza del gel. Un comportamiento similar
se encontrd en los parametros de cohesividad (p<0.05) y elasticidad (AB* <0.05), en donde el
gel G-0 mostr6 valores de 0.52+0.06 y 0.85+0.01, para cohesividad y elasticidad,

respectivamente.
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Tabla 4. Efecto del setting sobre la CRA y APT de geles obtenidos a partir de un concentrado

proteico de calamar gigante (Dosidicus gigas).

Muestras CRA(%) Fuerza(N) Fracturabilidad(N) Cohesividad Elasticidad
G-0 76.68+0.09* 735.35+64.80* 0.52+0.06"  0.85+0.01*
G-1 75.07+2.26" 349.67+40.71B 0.24+0.01®  0.56+0.02B¢
G-2 76.20+2.53* 327.94+12.61BC 0.26+0.01®  0.78+0.02*
G-3 76.13+4.92” 314.61+11.918¢ -—-- 0.21+0.01B 0.63+0.01B
G-4 76.12+0.47~ 264.11+28.158¢ -—-- 0.19+0.01B 0.46+0.01°
G-5 76.20+2.52%  220.61+6.74°P -—-- 0.22+0.01B 0.46+0.08¢
G-6 68.71+0.05" 127.06+3.08P -—-- 0.26+0.028 0.46+0.03¢

G-0 (Control): 90 °C/30 min (no setting). G-1: setting de 30 °C/30 min. G-2: setting de 30 °C/60
min. G-3: setting de 30 °C/90 min. G-4: setting de 60 °C/30 min. G-5: setting de 60 °C/60 min.
G-6: setting de 60 °C/90 min. Después del setting todos los soles fueron calentados a 90 °C 30

min.

48



Estos valores indican que, fue necesario aplicar méas trabajo para romper las
interacciones moleculares del sistema, lo cual se reflej6 en los valores de fuerza de gel.
Numakura y col., (1985), encontraron que la fuerza obtenida del gel elaborado a partir del
abadejo de Alaska aument6 a medida que el tiempo del setting (a 20 y 30 °C) incrementé.

En otro estudio, realizado por Benjakul y col. (2002), se evalu6 el efecto del setting a
25 °C en musculo de pargo patudo, barracuda y corvina patuda, se reporté un aumento tanto de
fuerza de rotura como de deformacion, para cada uno de los geles de las diferentes especies.
Estos mismos geles, pero calentados posteriormente (90 °C por 20 min), presentaron un
aumento significativo (p<0.05) en la fuerza y deformacién de gel (Benjakul y col., 2002), a
diferencia de lo sucedido en el presente estudio. Lo anterior indica que, a diferencia de otras
especies, no es recomendable el setting en la gelificacién de proteinas del manto de calamar
gigante (Dosidicus gigas). Esto pudiera ser atribuido a la actividad proteolitica endégena del
musculo de calamar. En este sentido, Marquez-Alvarez (2015), trabajando con manto y aleta
de calamar gigante (Dosidicus gigas), reportaron que a 35 y a 55 °C se detectaron mayores

valores de actividad proteolitica.
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CONCLUSIONES

Bajo las condiciones de este estudio se concluye que tanto el setting a 30 °C como el de
60 °C tuvieron efecto significativo sobre la calidad de los geles obtenidos del manto de
calamar gigante.

Los geles elaborados con un setting de 30 °C mostraron una mejor calidad, en comparacion
con los geles de 60 °C, esto debido a que los geles con un setting de 60 °C mostraron
favorecer la agregacion de proteinas en los diferentes tiempos empleados, impidiendo mejorar
las caracteristicas del gel.

Los geles con un setting 60 °C mostraron en la mayoria de las pruebas resultados
desfavorecedores para considerarlos aptos para su uso, debido a la baja calidad en cuanto a
textura.

Los resultados obtenidos sugieren que esto es debido a que las interacciones presentes no
permiten un acomodo en la estructura de las proteinas. Sin embargo, el setting como
pretratamiento no resulté ser una buena alternativa para la gelificacién de proteinas del manto
de calamar, ya que el tratamiento control (no setting) fue el que mostr6 mejores

caracteristicas texturales.
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RECOMENDACIONES

Para investigaciones futuras se recomienda partir de una muestra fresca, debido a que en

este trabajo se uso una muestra obtenida de un establecimiento comercial de la ciudad.

Se recomienda trabajar con diferentes temperaturas, siempre y cuando no sean las

reportadas con mayor actividad proteolitica.

En trabajos futuros, se recomienda estudiar el efecto del pH y fuerza idnica, en los diferentes

tiempos y temperaturas del setting.
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