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1.- INTRODUCCION

L1.- CONSUMO DE PESCADO EN ESPARA. IMPORTANCIA DEL ESTUDIO DE LA
CONSERVACION POR CONGELACION DE PESCADO Y DERIVADOS

El pescado constituye una de lag principales fuentes de protefnas de alto vator

biolégico, mincrales y dcidos grasos beneliciosos pata la salud (Herotd y Kinsella, 19806).

Espaiia posee un nivel de consumo de pescado por persona al aio de los mas altos en
¢l mundo y ¢l mayor de la Unidn Buropea (UE). En nuestro pais se consumen 37,1 Kg por
persona al afio mientras que en la UL la media es de 22,1 Kg (Moral y Tejada, 1993). Lste
mayor nivel queda reflejado en la figura 1.1., donde se representa ¢l parcentaje de desviacion
respecto de la media en Furopa de cada pais en 1993 (M.ALPA, 1995). El consumo anual total
en 1993 fue aproximadamente de RO2.669 millones de Kg (MAP.AL 1995), Bn la figura L2
se representa el porcentaje del gasto en peseado frente al gasto total en productos alimenticios
en nuestre pals (MAPAL, T995) A diferencia de ottos pafses, el rango de especics
consuntidas en Espaiia ha sido tradicionalmente grande. En la actualidad, parte de ln demanda

se satisface a través de la compra o otros paises de Buropa y de fuern de la UE.

En los dltimos afos se estd dando gran importancia o la wtilizacidn de midsculo picado
tanto para ¢l consumo direeto como para la elaboracién de productos alternativos. Pero fanto
el pescado como sus derivados son altamente perecederos y, en general, pucden mantener su
frescura solamente durante un periodo de varios dias si s¢ almacenan en hiclo. Asi, aunque
algunos de los productos que no se consumen en fresco se somelan a métodos de conservacion
como la salazén o ¢l ahumado, la mayoria de ellos se comercjalizan de forma congelada, En
Ispafia se conmercializaron 179995 Kg de peseado congelado en 1993, 1o cual supuso
aproximadamente un 25% de la cantidad total de pescado consumida en dicho aino (MAPA.,
1995).

La congelacion es un mélodo excelente para prevenir la putrefacci6n y autolisis del

mdsculo de pescado sin alterar de manera importante sus caracteristicas organolépticas vy,
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ademds, permite ¢l consumo y la importacién de cspecies cuyos caladeros estdn muy alejados
de nuestro pafs. Sin cmbargo, el pescado congelado se deteriora cuando los periodos de
almacenamiento son largos y este deterioro cs mas rdpido que el que tiene lugar en la carne
e
de animales de abasto conscrvada por congelaci6n. Asi, cuando el pescado ha sido congelado
y almacenado durante largo tiempo, al descongelarlo, puede presentar cambios en aroma, color
y textura. Ademas, cuando se cocina se observan otras alteraciones como dureza, pérdida de
jugosidad, aumento de clasticidad y cambios en sabor y olor (Matsumoto, 1979 v Shenouda,

1980),

Las altcracioncs sc aceleran cuando ¢l pescado es previamente picado antes de ser
congelado con respecto a cuando se conserva en forma de filetes debido a la rotura de tejidos
durante la obtencion de la pasta (Babbit y col, 1972; Wheaton y Lawson, 1985). Estas
dependen también,de la cspecie, siendo un hecho comprobado que los cambios en textura
afectan sobre tod‘o a las especics del orden gadiformes (bacalao, merluza, bacaladilla, ete.).
que presentan cantidades considerables de 6xido de trimetilamina (OTMA) que, durante cl
almaccnamicnto cn congelacitn se degrada a dimetilamina (DMA) y formaldehido (FA) cn
cantidades equimoleculares {Castell y col, 1971). Este dltimo reacciona con distintos
componentes del tejido muscular (proteinas, aminoécidos ctc..) y a él se le atribuyen los
mayores cambios en textura durante la conservacién en estado congelado observades en estas
especies (Amano y Yamada, 1964; Childs, 1973; Castell y col., 1973; Tokunaga, 1974; Dingle
y col., 1977, Gill y col., 1979; Poulter y Lawric, 1979; Parking y Hultin, 1982; Owusu—Ansah
y Hultin, 1987, Carcche y Tejada, 1991, entre otros).

Algunas de cstas cspecics magras s comercializan frecuentemente congeladas
(merluza y pescadilla). Otras, como la bacaladilla, se consumen fundamentalmente en fresco
por su peor comportamicnto durante la conservaci6u por congelacidn. En ambos casos el
estudio de las alteraciones durante la conservacién por congelacion es de gran interés e

importancia econdntica,
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CONSUMO DE PESCADO EN LA UE
PORCENTAJES RESPECTO A LA MEDIA
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Figura 1.1.- Consumo de pescado en la UE. Porcentajes respecto a la media

(M.A.P.A., 1995)

EVOLUCION DE LA ESTRUCTURA DEL GASTO
PORGENTAJE RESPECTO AL GASTO TOTAL
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Figura 1.2.— Evolucién de la estructura del gasto en pescados y otros alimentos.

Porcentaje respecto al gasto total (M.A.P.A,, 1995)
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1.2.- CARACTERISTICAS GENERALES DEL MUSCULQO Y PROTEINAS DE
PESCADO

La asociacion entre el fendmenoe de o desnaturalizacion proteica y los cambios on
textura durante la conservacion en congelacion fue postulada hace méds de 60 aiios por Reay
(1933). Desde entonces se han realizado muiltiples trabajos en los que se relacionan los
ambios en las proteinas del nuisculo, especialmente miofibrilares, con los observacos en

calidad del pescado durante [ congelacion y conservacion,

Bl conocimicnto, a rasgos generales, de la estructura del misculo de pescado y de las
caracter{sticas de lag proteias que lo {orman es necesario para poder entender lag prineipales
alteraciones que tienen lugar en ¢l masculo y protefnas miolibrilares durante la congelacion

y conservaciom por congelacion,

12,1~ ESTRUCTURA DEL MUSCULO DE PESCADO

Hay tres tipos de miseulo: miseulo estrindo, que constituye la camne de los animales
de abasto o del pescado; midseulo Hso, gue se encuentra en 10§ moluscos o en las visceras y
nisculo cardiaco, con una estructura intermedia entre los otros dos. El misculo estriado estd
formado por grupos de fibras musculares, que son células multinucleadas de aspecto estriacdo
cuando se observan al microscopio. Bstas constituyen la Gnidad bésica del miisculo estriado
(Grassé, 1977). Las fibras muscolires van paratelas unas a otras dentro del miotomo. Estos
estin separados por capus Jde tejido coneetive que se denominan mioseptos. Los miolomos se
disponen formande una W en dngulo con el ¢je longitudinal del pez (Young, 1977; Grassé,
1977).

El musculo de pescado ¢s  fundamentalmente  estriado  y  puede  clasificarse
principalmente en musculo blanco y misculo rojo. Bn especics magras, ¢l misculo rojo se
cncucntra fundamentaimente localizado a lo largo de fa linea lateral del cuerpo del pez
(Suzuki, 1987). La forma y volumen del midsculo rojo varia dependiendo de la especie como

s¢ puede ver en ta figura 1.3,
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)

Figura 1.3~ Musculo rojo y blanco: 1: Gididos, 2: Cupteidos, 3: Satmdnidos (Suzuki,

L987)
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Figura 1.4.~ Esquema de un corte de misculo de pescado (Suzuki, 1987; Slinde, 1988).
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Si se observa una seecidn transversal del pescado, se aprecia que los miotomos de las

zonas dorsal y ventral estin ordenados en cireulos concéntricos (Suzuki, 1987).
.

La figura L4, es una representacion en aumento de una parte de misculo de pescado.
En clla se observa que las fibras musculares, que son la unidad bdsica constituyente del
masculo, estdn unidas unas a otras por medio del endonmisio formando los miotomos. Estos
estdn separados a su vez por mioseptos. Ambos tabiques estdn formados por tejido conjuntivo
(Slinde, 1988). La longitud y grosor de las fibras musculares difiere de una especic a otra y

son menores en masculo 1ojo (Suzuki, 1987).

Las [ibras museulares, a su vez, estan formadas por muchas miofibrillas paralelas y por
el sarcoplasma, que ocupa el espacio entre ellus, Bstas contienen un alto ndmero de nicleos
que se encuentran situadas hacia ¢l exterior, cerea de la membrana gelular 0 sarcolema

(Grassé, 1977).

El nydseulo estriado muestra una mareada anisotropia cuando se observa al microscopio
(figura [.5.). Esto ex debido ala organizacion molecular de su unidad bisica o miofibrilla,
cuyi estructura se representa en la figura 1.6, En ella se distinguen la banda [ (banda
isotrépica) y fa banda A (anisotrépica) las cuales se sucedeo alternativamente en la estruclura
de Lo miofibrilla. La linea o disco Z ocupa el centro de la banda 1 y ka banda 1, ligeramente
nuls clar, se encuentra en ¢l centro de la banda Ao En el centro de Ta banda H se eneuentra
la linea M. Por la disposicion de Jas miofibrillas existe coincidencia de las distintag bandas
y esto hace que en su conjunto ¢l madsculo presente aspeclo estriado. La unidad basica de la
miofibrilla se denomina sarcémero y comprende desde un diseo Z hasta ¢l siguiente (Suzuki,
1987) (ligura 1.5.). En la figura 1.5, se observan dos filamentos de distinto grosor. La miosing
es ¢l principal constituyente de los filamentos gruesos y la acting de los filamentos finos. Las
distintas bandas que se observan en la miofibrilla son consceuencia de la disposicion
sistemdtica de estos lilamentos. Bntre las miofibrillas e encuentran pequeiias cantidades de

sarcoplasima, mitocondrias, granulos de gluedgeno y retfeulo sarcoplasmico (Grassé, 1977).

t
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Figura 1.5.~ Fotografias al microscopio electrénico de una scecion longitudinal (1) y
transversal (by) de misculo estriado de bacalao. Tamaiio de la barra: 0,25 pm (8) y 0,9 pm (b)
(Cedidas por Darba, C; Solas, M. T. y Garcla, M.L. Centro de microscopla electrénica
(UCM)).
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Figura 1.6, Esguema de la estructura de la miofibrilia (Maillel, 1980).

[.2.2.- PROTEINAS DEL MUSCULO DE PESCADO

Las proteinas de misculo de pescado se dividen en proteinas sarcopldsmicas, que sc
localizan cn el sarcoplasma y proteinas miofibrilares, que forman las miofibrillas. Ef tejido
coneetivo forma parte del estroma, La carne de los animales de abasto tiene una composicién

similar aunque contiene més estroma que ¢l pescado.
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Las proteinas sarcoplismicas estin formadas por muchos tipos de proteinas solubles
cn agua, llamadas en conjunto midgeno, que se pucden obtener simplemente aplicando presidn
sobre ¢l misculo de pescado o por extraccion con soluciones salinas de baja {fucrza iGnica
(Suzuki, 1987). Sc encuentran en ¢l interior de fa ¢élula en concentracién de hasta un 20%%
y son fundamentalmente enzimas responsables del metabolismio celular (Mackie, 1993). El
contenido en proteinas sarcoplismicas del miscuto de pescado varfa con la especie, pero en
general ey mds alta en pescados pelagicos tales como la sardina y la caballa ¢ inferior en los

demersales tales como el bacalao, ta merluza o la platija (Suzuki, 1987).

Ll comportamiento de las proteina miofibrilares, y en espeeial las contrdetiles, durante
la conservacion en congelacion ha sido objeto de numerosos estudios (recientemente revisaclos
B ]
por Haard (1990) y Mackic (1993), entre otros) por su relacién con las propicdades
funcionales y textura del mascuto. Debido o elto, en el presente trabajo se dedicard especinl
. I

atencion a la deseripeion y papel lisioldgice de este grupo de proteinas.

1.2.2.1.-Proteinas miofibrilares

Las proteinas mioflibrilares son lag que forman las miofibrillas, Bstas constituyen
aproximadamente el 06-~77% de las proteinas totales del misculo esquelético (Suzuki, 1987)
y un 10% de su peso seco (Obinata y col,, YR, Entre cstus, las mayorilarias son la miosina
y fa actina (Qbinaty y col., TYB1). En el caso del misculo de pescado, la acting, miosina,
troponing, tropomiosing y otras proteinas miofibrilares se extraen simultdneamente en
soluciones salinas de alta fuerza idnica (>0,3). Esta mezcla de proteinas miofibrilares se

denomina actomiosing natural (AMN) (Suzuki, 1987).

Las proteinas miofibrilares se pueden dividir en 3 grupos: contrdctiles, reguladoras y

estructurales asociadas o microfilamentos (Alberts y col., 1992).

9
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1.2.2.1.1.- Proteinas miofibrilares contrictiles

Son las que intervienen directamente en ¢l fendmeno fisico de la contraccién muscular,
Constituyen la mayor propurcion de las proteinas miofibrilares, Las mds abundantes son
miosina y acting, que constituyen ¢l 60 y 20% de las proteinas miofibrilares totales

respectivamente (Obinata y col., 1981).

Acting

La actina es unit proteina globular compuesta de una dniea cadena polipeptidica. Cada
mondmero de esta se une o una moléeula de nucledtido (ATP o ADP) y a un catién divalente
(Ca® 6 Mp™). Aunque la geometria bisica del filamento de actina s conoce desde hace afios,
por medio del estudio de difraecion de rayos N, en los pasados 10 anos se ha profundizado
bastante en el conocimienty de la estruetura primaria de la acting y de sus variaciones hasta

legar al conocimicuto de su estructura tridimensional (Pollard y col., 1994).

De acuerdo con Elzinga y cob. (1976) la cadena polipeptidica de la acting se compone
de 374 residuos. Su peso molecular oscila entre 41 y 42,3 kDa, incluyendo Ca® y ATP.
Contiene cinco grupos sulthidrito (-SH). Bl aminodeido cisteina 217 estd implicado en fa

unidn de la acting a nucledtidos,

La actina purificada & CG-actina se encuentra en forma globular y polimeriza a F-
acting, que tiene forma (ilamentosa, a concentraciones salinas fisiologicas. La F-actina posec
una estructura de dos cadenas enrrofladas una alrededor de la otra en doble hélice con un
didmetro aproximado de oo Listas dobles hélices, junto con las proteinas reguladoras forman
los filamentos finos de las miofibrillas, En la figura 1.7. se representa un esquema del

filamento de acting (Albens y col., 1992),

La forma funcional de la acting es un filamento que interacciona con los filamentos

de miosina y sc desplaza a lo largo de estos durante la contraceion muscular (Squire, 1994).

10
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Cumpphegy
s vepasng

Figura 1,7.~ Representacién esquemitica del filamento de actina y complejo regulador

(Alberts y col, 1992)

Miosing

La miosina del masculo esquelético (figura 1.8.) de vertebrados es una molécula
hexamérica muy asimélrica consistente en dos cabezas globulares y una poreién a modo de
baston o cola que consiste en dos a~hélices superenrroliadas en el 50% de su longitud. sta
porcidn ¢s responsable de la asociacion entre las moléeulas para formar los filamentos gruesos
de las bandas A de la miofibrilla. La molécula de miosina ticne un peso molecular de

aproximadamentre 500 kDa, Las cabezas globulares tienen unidas por enlaces no covalentes

11
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dos cadenas pequefias, denominadas cadenas ligeras que dificren en su estructura y
propicdades. Listas se clasifican en reguladoras, de peso molecular aproximaclo enire 16 y 20
kDa y cscnciales, de peso molecular aproximado entre 16 y 20 kDa, En las cabezas
globulares se localiza la actividad ATPdsica. Cada cabeza contiene un sitio especifico para la
union con el ATP ¢ hidrolisis del mismo. También posce sitios de unidén con la actina y
cadenas ligeras (Harrington ¥ Rodgers, 1984). Recientemente se ha resuclto su estructura

tridimensional (Rayment y Holden, 1993).

Como s¢ ha indicado, la miosina es ¢l componente fundamental de las banclas A de
la miofibrilla, formando los filamentos gruesos de fa misma, A través de su cabeza globular
interacciona con los lilamentos de acting, produciéndose el desplazamiento de los mismos
durante la contraceitn muscular tas la fijucidn ¢ hidrdlisis del ATP por la miosina (Huxley,
1972). En la actualidad el estudio del mecanismo de la contraceion museular es de gran interes
y se han realizado varias revisiones de los trabajos publicados en este campo (Rayment y
Holden, 1993; Marrington y Rodgers, 1984; Warrick y Spudich., 1987; Howard, 1994; Squire,
1994; Vale, 199:).

En contraste con la similitud gue se encuentra en los perfiles electroforéticos entre fas
cadenas pesacas de distintos tipos de museulos y especices, ¢ patrdn electroforético de las
cacenas ligeras de miosing de distinta procedencia varfa considerablemente (Watabe y col,,

1983 y Martinez y col., 1990).

12
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Fipura 1.8.~ Representacidn esquemdtica de la moléeula de miosina en comparacitn

con la imagen (ue esta presenta al microscopio electrénico (Lehninger y col., 1993)

-

1.2.2.2.~ Proteinas miofibrilares reguladoras y estructurales unidas a miofflnmentos

Protefnas miofibrilares reguladoras

Como su nombre indica, cstan implicadas en la regulacién de las funciones fisiol6gicas

de las otras protefnas miofibrilares. Las proleinas reguladoras se dividen a su vez cn mayores

¥ menores.
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Proteinas. reguladoras mayores

[ 4

La tropomiosing y troponina son las proteinas reguladoras mayores y estdn implicadas

en la regulacién de la contraceién muscular por medio de los iones Ca®,

La tropomiosina es una molécula de estructura o~helicoidal y aproximadamente 41Inm
de longitud. Consiste en dos subunidades, de las cuales hay dos tipos, a y 3 que s¢ pueden

separar por SDS-PAGE (Pollard y col,, 1994).

La base fisiologica de las propiedades funcionales de la tropomiosina es su unidn
estequiométrica a la acting (1 a 7 moteculas de acting) y su unién L1 a la troponina T, La
tropomiosina puede ocupar dos posiciones alternativas en ¢l filamento de acting, en la perileria
durante la retajocion y cerca del interior durante la contraccién, Esta dislocacion de las
cadenas de tropomiosing en los filamentos finos cs csencial para la regulacidn de la

contraceion muscular por ¢l Ca™ através de la troponina (Obinata y col,, 1981; Squire, 1994),

La (roponinn estd localizada cn los filamentos finos de la miofibrilla con una
periodicidad de 40 nm y estd unida a la tropemiosina en el filamento de actina. La proporeidn
actina : tropomiosing : troponinaes 7 : 1 s L La troponing estd compuesta de tres motéeulas:
troponinas C, 1y I de pesos moleculares entre 17 y 33 kDa aproximadamente (Obinata y col,,
1981). La troponina C (1I'NC) sc une al Ca*', la troponina [ (TNI) tiene una aceién inhibitoria
de la interaceion actina~miosina y la troponina ‘T (TNT) sc une a la tropomiosina (Betchel,
1986). Bsta proteina miofibrilar cs ln dnica capaz de (ijar ¢l Ca** en  concentraciones de
107¥M, Cuando la troponina fija ¢l Ca™, su conformacion cambia y este cambio estructural
permite In interaccion actina-miosing a través de cambios en la molécula de tropomiosina
(Squire, 1994). De este modo fa acting pucde unirse a la miosina en la presencia de Mg? y
ATP y provocar el deslizamicnto de los filamentos finos sobre tos de gruesos (Obinata y col.,

L98L; Squire, 1994).
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Proteinas repuladoras menores

Hay diversos tlipos, asociadas con filamenlos Llc actina 0 miosina. Entre cllas se
encuentran las proteinas M, C, [y actininas, Lag protcfnas reguladoras menores §e encargan

principalmente de mantener la estructura finnmente ordenada de las miofibrillas,

La protefna M es un péptido de 165 kDa de peso molecular y estructura helicoidal
unido a la molécula de miosina, En la estructura de la miofibrilla se localiza a nivel de la
linca M. La protefna C, por su parte tiene un peso molecular de (35 kDa y también sc
encuentra unida a la miosina. En la miofibrilla se localiza en la banda A, La proteina 1 estd
localizada en la banda Ay su peso molecular s de SO kDa. Las actininas ticnen la misién
de regular el estado (isico de la acting. Se han deserito cinco especies de aclininas: ABP
(actin-binding protein), cuactining, ee-aclining, B-activing, A-actining) de peso molecular
entre 240 (actin=binding protein) y 35 (A-actinina) kDa y la mayoria se localizan en la linea
7, excepto la P-actining que se encucntra en el extremo fibre de la acting en cada sarcomero
(Obinata y col,, 1981).

Proteinas estruciurales asociadas a microfilamentos

Las proteinas estructurales asociadas o microfilamentos son las implicaclas en el

mantenimicnto de la integridad estructural de la miofibrilla.

Intre ellas esti la coneeting (PM 42.000), que forma una red tridimensional de
filamentos muy finos que unen lincas Z veciuas  y mantiene la continuidad longitudinal de
la miofibrilla (Bachtel, [V86), la desmina (PM 55.000) que también une discos Z de
miofibrillas adyacentes (Obinata y col., 1981, Bechtel, 1986} y la protefnn Z (PM 55.000) que

forma las estructuras reticulares observadas ¢n la linca Z (Obinata y col., 1981).
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L3~ ALTERACION DE LAS PROTEINAS MIOFIBRILARES DE MUSCULO DE
PESCADO DURANTE LA CONSERYACION EN CONGELACION
Y

El Instituto Internacional del Frio (1IF, 1990) considera que un alimento estd
congelado cuando la mayoria del agua congelable estd en forma de hielo. Con la congelacion
se pretende conservar la integridad y la calidad minimizando los cambios fisicos, quimicos y
microbianos, tanto ¢n el proceso de congelacién como durante la conservacion, de forma que,
al descongelar ¢l pescado, este tenga unas caracteristicas parecidas a las del producto fresco.
In general, en condiciones adecuadas de congelacién y conservacion, tos principales
responsables de la pérdida de la calidad del pescado son los cambios en la actividad de agua
debido a la congelacion deb agua de los tejidos y las reacciones quimicas y enzimdticas que,
aunque enlentecidas, continuan durante la conservacion,

Como ya se ha indicado, parte de los cambios producidos durante la congelacién y
conservacion de pescado alectan a la textura, especialmente en especies del orden gadiformes
(apartado 1.1.). Ustos cambios en lextura se deben fundamentalmente a la desnaturalizacion
y agregacion de las proteinas miofibrilares del masculo (revisiones de Matsumoto (1980),
Shenouda (1980) y Mackie (1993}, entre otras). Las alleraciones de las proteinas miofibrilares
durante la congelacion y conservacion en congelacion, ademds de disminuir la calidad
organoléptica del peseado congelddo, Timitan la wilidad del mismo como materia prima para

la fabricacion de productos derivados (Jimenez—~Colmencro y Borderfas, 1983).

1.3.1.~ EVIDENCIA DE LA DESNATURALIZACION Y AGREGACION DE LAS
PROTEINAS DE MUSCULO DI¢ PESCADO DURANTE LA CONGELACION Y
CONSERVACION EN CONGELACION

Debido a la gran cantidad de trabajos realizados en este campo, existe ¢n la actualidad
B
un cuerpo de informacion que cubre un amplio rango de especies de pescado almacenadas en

una gran variedad de condiciones. Estos estudios se pueden clasificar de forma general en:

~ Bstudios in site, en los que cl misculo se almacena en estado congelado realizdndose
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controles periddicos sobre las proteinas constituyentes del mismo.

- Bstudios en os que o proteinas previamente aisladas se almacenan en estado congelado on
o

forma de sistemas modelo. Aunque las condiciones de almacenamiento de la protefnas nunca

son cquivalentes a las de los estudios in sit, este tipo de aproximacioncs pueden dar

informacion que permite interpretar mejor Ciertos mecanismos.

Iin general, los estudios en sistema modelo realizados (Ohta, 1985; Niwa y col, 1986
ay b; Jiang y col., 1987 ay by Ang y Hultin, 1989; Jiang y col,, 1989; Chen y col,, 1989
Careche y Tejada, 1991 y 19945 Del Mazo y col., 1993 entre otros) ponen de manifiesto que
la congelacion y conservacion en congelacion provoca alteraciones mds rdpidas en la protefnas

aisladas que en las que se encuentran integrackas en la estructura det muisculo |

1.3.1.1.~ Estudios de extractabilidad y solubilidad en distintos agentes de protefnas de

musculo durante la conservacion en congelacion

Los términos extractabilidad y solubilidad han sido utilizados a menudo en la literatura
indistintamente pudiendo llevar a confusién en algunos casos (Xion, 1994). La solubilidad
proteica se considera la comtidad de proteina que permencee en una sotucion de deteterminadas
caracteristicas despuds de centrifugar en unas cowdiciones concretas de tiempo y fuerza
centrifuga. La extractabilidad se entiende como la capacidad de liberar las protefnas de la
estructura de la que se encuentran formando parte (ya sea miseulo o agregado) por medio de
la ruptura de determinados enlaces, tras la aplicacion de un tratamiento dado. Asi, muchas
proteinas no pucden ser extraidas debido a que fa formacién de ciertos enlaces impiden ¢l
acceso del agente en cuestion, sin cmbargo si pudieran extracrse puede que [fueran
solubilizadas por dicho agente (Xiong, 1994; Stefansson y Hultin, 1994), Ademds, el término
solubilidad debe tratarse con precaucién cuando se usa con la palabra protefna, porque la
proteina solubilizada pucde constituir una dispersion coloidal en lugar de una solucién
verdadera. De hecho en algunos estudios se ha empleado el éemino més correcto de capacidad

de las proteinas de ser suspendidas o dispersadas (Li-Chan y col,, 1986),
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En vista de lo anteriormente expuesto, en el presente estudio se utilizé ¢l término
cxtractabilidad en todos los estudios en los que se trata con distintos agentes tanto miisculo
como proteina agregada. En los estudios sobre protefna aislada en soluciones salinas, se utilizé
el término solubilidad, teniendo en cuenta siempre que no se trata de soluciones verdaderas,

sino dispersiones coloidales.

1.3.1.1. 1.~ Estudios in situ

Extractabilidad de proteinas de masculo en soluciones salinas

Desde que Reay (1933) observd que cuando el pescado era almacenado en congelacion
habfa una disminucion de la cantidad de protefna extrafble en soluciones salinas y dedujo la
existencia de una asociacion entre la desnaturalizacion proteica y el endurceimiento del
masculo de pescado durante el almacenamiento en congelacion, se han llevado a cabo
miltiples estudios en los que se incluia la medida de los cambios de extractabilidad de
protcinas miofibrilares. Dyer y col. (1956) perfeccionaron el método de extraccidn reduciendo
la temperatura por debajo de 5°C, mantenienco el pH entre 7 y 9 y utilizando una
concentracién de sal entre 3 y 3%. Dyer y Dingle (1961) observaron posteriormente que la
extractabilidad de las proteinas sarcoplismicas se afecta bastante poco por ef almacenamiento
en congelacion y que la disminucion de la extractabilidad de protefnas en sal que s¢ observa
¢y fundamentalmente debida a la menor extractabilidad de proteinas miofibrilares, Esto ha sido
confirmado posteriormente por olros autores (Tejada y col,, 1984; Gonzalez, 1991). La
observacion general de todos cstos estudios es que la extractabilidad disminufa con la
conservacion en congelacion y que se relacionaba con un incremento en la durcza del
masculo. La extractabilidad de proteinas miofibrilares nos da una medida indirecta del proceso

de desnaturalizacion y agregacion de las mismas durante la conservacion.

3 importante tener en cucnta que ¢n la mayorfa de los estudios in situ la cantidad

relativa de las proteinas miofibrilares (miosina, acting, complejo actina~miosina, tropomiosina,

18



INTRODUCCION

ete.) en los extractos en soluciones salinas puede cambiar a lo largo de la conservacién en
congelacion (Dingle y Mines, 1975; Shenouda, 1980; Matsumoto, 1980, Laird y Mackic, 1981;
Huidobro y Tejada, 1995) y esla distinta composicion pucde influir en las determinaciones que

se realicen sobre dichos extractos (Cofrades, 1994).

Extractabilidad de protefnas de misculo en distintos agentes

Ademds de en soluciones salinas, se han realizado también estudios de extractabilidad
de proteinas de masculo mediante ¢l uso de detergentes como dodecil sulfato stdico (SDS).
Liste agente puede romper enlaces seeundarios y fa medida de la proteina sotubilizada en SDS
es un indicador de Ta participacidn de uniones sceundarias en la agregacion de la proteina
(Owusu-Ansah y Hullin, 1987; Roussel y Cheltel, 1990; Edelstein, 1991a). Asf, algunos
awtores han demostrado que incluso el miseulo muy deteriorado por la conservacion en
congelacion puede ser disuclto casi totalmente por medio de cste detergente (Connell, 1965;
Laird y Mackie, 1982; Rehbein y Karl, 1985; Ragnarnsson y Regenstein 1989). Sin embargo,
en otsos estudios (Dingle y col,, 1977; Lim y Haard, 1984) se ha encontrado una participacidn
menor de dichos enlaces en la agregacion. En estudios de extractabilidad de protefnas de
muisculo utilizando, ademds de SDS, p-Mercaptoctanol (B~ME), que es un agente reductor
que rompe los enlaces S~8 (Bdelstein, 1991 b), se sugiri6 la intervencion de estos enlaces en
la agregacion duromte la conservacion en congelacion (Matthews y col., 1980; Lim y
Haard, 1984 y Owusu~Ansah y Hultin, 1986).

Cuando la proteina extrafda con SDS 0 SDS y f~ME empleados se examing por SDS-
PAGE, se observd la presencia de agregados proleicos de peso molecular alto gue no entraban
en los geles de poliacrilanmida o en la zona entre la banda de la cadena pesada de miosina y
la zona de aplicacién del gel (Matthews y col,, 1980; Laird y Mackic, 1982; Lim y Haard,
1984: Owusu Ansah y Hultin 1987; Ragnarsson y Regenstein, 1989). Estos agregados serfan
de naturaleza covalente, dado que ¢l tratamiento de la muestra para SDS-PAGE se realiza en

presencia de 3~ME.

Connell (1975) realizé cstudios de extractabilidad de misculo adicionando FA antes
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de congelar y observd que cste provocaba una disminucién de la extractabilidad en SDS,
siendo su cfecto distinto al producido por la misma concentracion de FA  formado

endGgenamente por ¢l maseulo durante a conservacion en congelacion,

En general, los estudios de solubilidad en distintos agentes en musculo conservado en
congelacién sugicren la participacion de enlaces sccundarios, S-S y covalentes cn la
agregacion. Sin embargo la diversidad de condiciones empleadas no  permite extraer
conclusiones generales en cuanto a la implicacion de cada tipo de enlace en ta agregacion ni
en cuanto a los cambios en esta implicacion a lo largo del tiempo de conservacion. Para ello
es necesario  ealizar estudios de solubilidad en los distintos agentes cn condiciones

estandarizadas en distintas especies.

1.3.1.1.2.~ Esiudios en sistemn modelo

También se han realizado numerosos estudios en sistema modelo de solubilidad en
soluciones salinas de proteina previamente aislada durante la conservacién en congelacion, En
gencral se produce un descenso de la misma que depende de la metodologfa empleada y de
las caracteristicas de la muestra de partida (Tsuchiya y col. 1979; Jiang y col, 1988 ay by
1989 Ang y Hultin, 1989; Careche y Tejada, 1991; Del Mazo y col,, 1993; Carcche y Tejada,
1994 Coflrades, 1994)

Existen en la literatura estudios de extractabilidad con distintos agentes sobre proteina
agregada en sistema modelo (Tsuchiya y col, 1979; Jang y cof,, 1988 ay by 1989; Chen y
col., 1989 y Cofrades, 1994). Tsuchiya y col. (1979), en cstudios sobre AMN de carpa
consiguicron demostrar la participacién de uniones secundarias y enlaces S-8 en la
agregacion. Posteriormente, los estudios de Jiang y col. (1988 a y b y 1989), en AMN aislada
de sabalote y tilapia, y de Chang y col. (1989) cn miosina aislada de sabalote, corroboraron
los resultados de Tsuchiya y col. (1979), y pusicron dc manifiesto un incremento en la
participacién de las interacciones covalentes o medida que aumentaba cl periodo de
conservacién. Estos autores indicaron que los enlaces covalentes eran los que miés contribufan

a la agregacién durante la conservacién cn congelacién. El trabajo de solubilidad y
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extractabilidad realizado por Cofrades (1994) con AMN de merluza conservada en congelacién

puso de maniliesto la mayor contribucion de las interacciones secundarias cn la agregacion.

»

Algunos autores han realizado estudios sobre la accion del FA sobre la solubilidad y/o
extractabilidad de proteina miolibrilar aislada y conservada en congelacion (Ang y Hultin,
1989; Cofrades, 199:), Estos awtores observaron cambios en la solubilidad de la protefna en
soluciones salinas y en ta proporcion de los distintos enlaces implicados la agregacion por

cfecto de la adicidn de FA.

Los cstudios de extractabilidad y solubilidad de protefna miofibrilar durante la
conservacion en congelacion realizados hasta ahora indican que los enlaces implicados en la
agregacion son de naturaleza secundaria, $-8 y covalentes no $-8. Sin embargo, no se ha
estudiado la influencia de variables como La especie de peseado, procesamineto de la muestra
o tipo de estudio: in sine o en sistema modelo. Bsto, unido a la diferente metodologia
empleada en estos estudios no permite extracr conclusiones generales en cuanto a la
participacion de los distintos enlaces implicados en la agregacién y de sus cambios a lo largo
del tiempo de conservacion, Por lo tanto, s necesurio realizar cstudios con una metodotogia
estandatizada que pongan de manifiesto la influencia de estas varables en la naturaleza de la

agregacion,

1,3.1.2.~ Actividad Co*'-ATPdsiea

La actividad enzimdtica de una proteina ¢s a menudo unr indicacor sensible de los
cambios en conformacion de la moléeula en las zonas adyacentes al centro activo. La medida
de la actividad Ca®-ATPdsica ha sido un mélodo empleado en muchos cstudios de
conservacion por congelacion en maseulo de pescado por cstar relacionada muy estrechamente
con los cambios producidos cn la cabeza de fa miosina, que ¢s la parte de ka molécula que
contiene tanto la localizacion activa del enzima como el sitio de unién a la actina (apartaco
1.2.2.1.). La actividad Mg**~ATPdsica se asocia a la interaccién entre la miosina y la actina

en presencia de Mg®'  mientras que la actividad Ca**~ATP4sica cs un buen indicador de la
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funcionalidad de Ia miosina en las proteinas contrdetiles (Roura y Crupkin, 1995). La
actividad Ca**=ATPdsica de misculo disminuye durante la conservacion en congelacion, como
ha sido observado por distintos autores revisados por Matsumoto (1980), Shenouda (1980) y
Mackic (1993), entre otros. Iste descenso se ha observado también en estudios en sistema
modelo con actomiosina aislada de distintas especies de pescado conservados en congelacion
(Tsuchiya y col., 1979; Roura y col., 1990; Careche y Tejada, 1991; Del Mazo y col,, 1993,
entre otros). Diversos autores han postulado  que ¢l descenso observado en actividad Ca?*-
ATPéasica de la actomiosing o miosina aisladas durante ta conservacién en congelacitn estaba
relacionado con la oxidacion de grupos -SH en zonas activas de la moléeula (Buttkus, 1971;
Hamada, 1977; Chen, 1989; Jiang y col, 1989). También se ha demostrado que la mijosina
pierde su actividad mds ripidamente que la actomiosing (Noguchi y Matsumoto, 1970,
Matsumoto, 1979, Chen y col,, 1989), lo cual sugicre que la actina ejerce un electo protector.

-

1.3.1.3.~ Grupos sulthidrilo (-SI1)

Los grupos ~Si se consideran importantes para ¢l mantenimiento de la estructura de
fas proteinag nativas. También se sabe que fos grupos ~SH pueden oxidarse formando enlaces
§~8 intra ¢ intermoleculares durante ¢l proceso de desnaturalizacién de las proteinas (Butikus,
1974; Lehninger y col., 1993) por lo que desde hace tiempo ha habido intexds por conocer i
este tipo de enlace covalente ocurre en las protefnas del tejido muscular durante su

conservacion en congelacion.

Iin los distimos trabajos recogidos en la bibliografia s determinaron los grupos SH
totales, para lo cual se desnaturalizé previamente la protefna con urea, lo que permitid el
aceeso del reactivo de deteceion a todos los restos ~SH de fa proteina. En algunos trabajos
se determinaron ademds los grupos ~SH disponibles, para lo cual se realizd la medida sin

someter a la proteina a desnaturalizacion previa con urea.

Los primeros estudios acerea de cambios en el ndmero de grupos ~SH (disponibles y
totales) durante la conservacion en congelacién de misculo de pescado y protefnas

miofibritarcs aisladas, realizados por Connell (1960 a y by 1964), indicaron que no habfa

22



INTRODUCCION

cambios importantes en ¢l ndmero de los mismos, Estos resultados fueron confinmados
posteriormente por Pouller y Lawrie (1978}, los cuales sefialaron que la complejidad de las
reacciones dc intercambio entre grupos sulfhidrilos y enlaces disulfuro podria explicar la no
deteceidn clc cumhms en ¢l ndmero neto de grupos ~-SH durante la conservacién, Sin embargo,
Buttkus, (1970, 1971), en trucha, Jiang y col. (1988 a y by 1989), cn sabalote y tilapia y
LeBlane y LeBlane (1992), en bacalao, demostraron que tenfa lugar una disminucion del
niimero de grupos ~SIH disponibles y totales en las proteinas miofibrilares aislada de estas
especies durante la conservacion en congelacion. Por tanto, aunque se sabe que la formacion
de enlaces S8 a partir de grupos ~SH interviene en la agregacion de proteinas miofibrilares
(apartado 1.3.1.2)), existen contradiceiones en la literatura en relacion o los cambios en grupos
-S11 totales, ~SHE disponibles y §~8 con la temperatura y tiempo de conservacion en

congelacion (Mackic, 1993),

1.3.1.4.~ Nidrofobicidad superficial

Se puede determinar el cambio de hidrofobicidad de las proteinas determinando la
[luorescencia que emiten ciertos compucstos como el deido cis—parindrico (CPA) y
B--anilino-L-naltalen sulfato (ANS) cuando se unen a las proteinas. Ambos compuestos se
unen por interacciones hidrofGbicas a restos alifiticos (CPA) y aromdticos (ANS) y su
capacidad de emision fluoreseente se incrementa por efecto de esta interaccion (Li-Chan y
Nakai, 1990). Un aumento en la hidrofobicidad es indicativo de un mayor ambiente
hidrofobico “caracteristico de la proteina en estado desnaturalizado, ya que csta tiende a
exponer hacia ¢l exterior grupos hidrofébicos que normalmente se encuentran en ¢l interior

de la estructura terciavia de la misma (Li-Chan y Nakai, 1990).

Se han realizado pocos trabajos i site y en sistema modelo acerca de los cambios
ocurridos cn hidrofobicidad de protefnas de misculo de pescado durante la congelacion y
posterior conservacion en estado congelado (Niwa y col,, 1986 a y by Owusu Ansah y Hultin,
1987; Ang y Hultin, 1989; LeBlane y LeBlane, 1992; Cofrades, 1994). La mayorfa de los

datos de que se dispone proceden de estudios de desnaturalizacién proteica por calor. Es diffcil
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atribuir los cambios que se encuentran en hidvofobicidad durante el tratamiento frigorifico a
las mismas causas a las que se ateibuyen tos cambios por calor, Aunque en ambos casos sc
produce una desnaturalizacion proteica y una agregacion, es muy probable que ¢l mecanismo

por ¢l que transcurre dicho proceso sea distinto,

Diversos autores (Li-Chan y col,, 1985;; Hayakawa y Nakai, 1985; Niwa y col,, 1986
a y b; Jiménez~Colmenero y col., 19915 Del Mazo y col,, 1993), indicaron que los procesos
de congelacion-descongelacitn de proteinas en solucidn aumentan su hidrofobicidad con o sin
pérdida de solubilidad. También se ha obscrvado que la hidrofobicidad se correlaciona

inversamente con la extractabilidad de las proteinas (Owusu-Ansah y Hultin, 1987).

LeBlane v LeBlane (1992), cn estudios in site, observaron un aumento cn la
hidrofobicidad de las proteinas miofibrilares tras un aio de almacenamiento de mdsculo de
bacalao. Sin embargo, excepto este caso, en la bibliografia no se encuentra un scguimiento de
los cambios en hidrofobicidad de La proteina in sine a lo largo del tiempo durante perfodos de

almacenamicnto larpos.
1.3.2.- CAUSAS DEL LAS ALTERACIONES DE LAS PROTEINAS MIOFIBRILARES
DURANTE LA CONGELACION Y CONSERVACION EN CONGELACION

Como ya se ha indicado, lay alteraciones de las proleinas miofibritares durante la
congelacion y conservacion en congelacion estdn causadas fundamentalmente por los cambios
en el agua de los tejidos y por determinadas reacciones quimicas y enziméticas que continuan

produciéndose a bajas temperaturas. Bntre estas dltimas cabe destacar la degradacion del 6xido

de trimetilamina (O'TMA) y de los lipidos.

1.3.2.1.~ Cambios en ¢l agua

La congelaci6n del agua tisutar es una de las causas del deterioro del masculo durante
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la conpelacion y conservacion en congelacion. Aunque algunas primeras observaciones
sugerian que esto era debido fundamentalmente a la formacidn de cristales de hiclo de gran
tamano, estudios mds recientes demostraron este fendmeno fisico sc da s6lo a velocidades de
enfriamiento muy lentas. Cuando se forman grandes cristales extracclulares, cstos provocan
que las fibras musculares encojan y se apelmacen. Asf, cuando el musculo se descongela
desprende gran cantidad de exudado y presenta una textura seea y “estropajosa” (IIF, 1990;

Tejuda, 1995).

Por otro lado, lo congelacion del agua del medio produce un incremento de la
concentracion salina en la [ase acuosa no congelada (crioconcentracidny, lo cual constituye una
causa importante de desnaturalizacion y agregacion de las proteinas. Esto es debiclo a que, a
concentraciones altas, algunos iones compiten con el agua por los sitios hidrofflicos de la
protefna y ello pucde conducir a una disminueion de la hidratacién de las protefnas y pérdida
de solubilidad (Matsumoto, 1979), Ademds, al tener lugar un cambio en la hidratacion de los
jones, se produce una redistribucién de los puentes de hidrégeno y uniones hidrofébicas en
ta proteina, las cuales paticipan en el mantenimiento de la conformacion nativa de la proteina

(Lewin, 1974; Sikorski y Kolakowska, 1994).-

1.3.2.2.- Degradacion del oxido de telmetilamina (OTMA). Acclén del formaldehfdo (FA)

Ll compuesto quimico OTMA se encuentra presenle ¢n organismos marinos y estd
generalmente ausente en peees de agua dulee. Las cantidades mds altas se encuentran cn
clasmobranquios y teledsleos y su concentracion varfa ampliamente, siendo mayor en las
especies pertenecientes al orden gadiformes y menor en peees planos como lenguado o platija
También se encuentra en grandes concentraciones en algunos moluscos y crusticeos (Mackice,

1993).

La degradacion del OTMA estd implicada posiblemente en la osmoregulacion y
funciona como un medio de excrecién de nitrégeno, En la actualidad estd claro que la
metabolizacion de este compuesto se produce a través de el enzima OTMA~desmetilasa
(Sikorski y Kostuch, 1982; Lundstrom y col., 1982; Rehbein, 1988; Hultin, 1992 a).
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Durante la conservacion en congelacidn, la degradacién del OTMA por accidn de la
OTMA~desmetilasa da lugar a la formacion de FA 'y dimetilamina (DMA) en cantidades
equimoleculares (Castell y col,, 1971). Dicha enzima, a diferencia del OTMA, se encuentra
s6lo en algunas espeeies, fundamentalmente del orden gadiformes (Sikorski y Kostuch, 1982;
Rehbein, 1988; Taard, 1992; Hultin, 1992 a; Sikorski y Kolakowska, 1994). Esta ha sido
localizada en mucha mayor concentracién en la sangre, higado, rifones y otros drganos que
en ¢l musculo (Sikorski y Kostuch, 1982; Hultin, 1992 a). Asi, dependiendo de la cantidad de
sangre y visceras que se dispersen en el miseulo blanco durante el procesado, tendrdn lugar

diferentes velocidades de ruptura de OTMA (Mackie, 1993; Sikorski y Kolakowska, 1994).

Desde que en 1905 Amano y Yamada encontraron que en misculo conservado en
congelacion tenia lugar 1la produceion de FA y DMA simultdncamente, numerosos qﬁuclios
se han centrado en su formacion y electo sobre Lo desnaturalizacion y agregacion proteica en
pescado conservado en congelacién (revisados recientemente por Careche y Recce, 1992
Haard, 1990; Hultin, 1992 a; Sotelo y col,, 1995). Distintos autores (Castell, 1971; Gill y col,,
1979; Rehbein, 1988) encontraron que la formacién de FA y DMA asi como los cambios cn

textura y solubilidad proteica en gadiformes dependian de la cspecic.

Parte del FA generado por la descompaosicion del OTMA puede interaccionar con
compuestos de bajo pese molecular (nucleétidos, aminodcidos, creatinina, cle.)) y con
prolefnas (Banda y Hultin, [983; Rehbein, 1985), Sin embargo, sc¢ cree que ¢ste reacciona
fundamentalmente con proteinas. Lin estudios eon sistema modelo, empleando FA y
seroalbimina bovina a 37°C, s¢ ha demostrado que ¢f FA se une analiticamente a tres niveles
distintos (Tome y col., 1979). Pute del FA se une de modo reversible, formando restos
hidroximetilo, particularmente al reaccionar con ¢l grupo o-amino de restos de lisina, Este
pucde ser liberado por medio de didlisis, Otra parte del FA csté unido a las proteinas
formando grupos hidroximetilo o puentes metileno entre lisina y otros aminodcidos como
arginina, asparragina o glulamina. Bste se extrac con dcidos. Bl FA resistente a la extracei6n
con dcidos sc encuentra formando compuestos como metil-lising, formil-lisina y pucntes

metileno entre lising y tirosina,
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Castell y col. (1973} propusicron que el FA actuaba como responsable de la
desnaturalizacion proteica a través de la formacion de puentes meltileno interproteicos. Otros
autores han sugerido que tiene lugar un primer cstado en el que sc forman puentes disulfuro
que favorecen el posterior establecimiento de interaceiones covalentes (Matthews y col., 1980).
Matthews y col. (1980); Owusu~Ansah y Hultin (1986 y 1987) y Ragnarsson y Regenstein,
(1989) encontraron gue la formacion de FA iba acompaiada de 1a aparicién de agregados de
naturaleza covalente en muisculo de gididos almacenado en congelacién. Ang y Hultin (1989)
observaron que la cantidad de enlaces covalentes que se forman cntre las protefnas en misculo
de bacalao durante la conservacion en congelacidn estaba relacionada con la cantidad de FA
aitadido. Parte del FA Tormade durante la conservacion en congelacidn podfa unirse a las
proteinas por medio de interacciones secundarias (Hultin, 1992 4) 0 no reaccionar con estas,
pudiendo ser extraido. Algunos autores encontraron que ¢l FA aceleraba la desnaturalizacion
proteica sin que tuviera lugar necesariamente la formacion de calaces covalentes (revisados
por Hultin, 1992 u; Careche y Reece, 1992). En estudios en sistema modelo con protefna
miofibrilar se ha demostendo la accion agregante del FA y su efecto sobre la alteracidn de la
conformacion de las protefnas previa a la agregacion (Ang y Hultin, 1989; Del Mazo y col,,
1993; Colrades, 1994).

Desde el punto de vista quimico, la reaccitn del FA con la proteina se ve afectada por
factores como la temperatura (Ang y Hullin, [989), pH (Rehbein, 1985; Kostuch y Sikorski,
1977) y tipo de proteina (Castell y col., 1973). In site, esta reaccidn depende ademds e la
reaclividad del A, la velocidad de formacion del mismo, su disponibilidad y el estado de la
proteina (Rehbein, 1985; Sotelo y col, 1998). Bn general, el FA reacciona més con las

protefnas miofibrilares que con las sarcopldsmicas (Ohnishi y Rodger, 1979).

Aunque ¢l mayor deterioro de las propiedacies funcionales de las proteinas miofibrilares
durante la conservacion en congelacion en espeeies de gadiformes se ha relacionado con la
formacion y acumulacion de FA (Gill y col., 1979; Laird y col., 1981; Owusu Ansah y Hultin,
L986; Jahncke y col, 1992), cicrtas cspecies experimentan pérdidas de extractabilidad en
condiciones en que no tene lugar apenas formacion de FA (Laicd y col,, 1981; Owusu Ansah

y Hultin, 1986; Carcche y Tejada, 1990 b y 1991). Sin embargo, la complejidad de los
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cambios quimicos y lisicos que tienen lugar durante el almacenamiento en congelacién de
miusculo de pescado hace pensar que es dificil que un s6lo compucesto sea respansable de la
desnaturalizacion proteica que ticne hnga}r in sitn, Asi, la pérdida de OTMA debido a su
degradacion a DMA y FA puede incrementar por si misma la susceptibilidad de las protefnas
a la desnaturalizacion (Rodger y Hastings, 1984; Owusu-Ansah y Hultin, 1986; Sikorski y
Kolakowska, 199:4). Comparando los datos de extractabilidad de proteinas ¢ incremento de
dureza de musculo con la formacion de FA (medido a través de la formacién de DMA) en
especies del orden gadiformes, no e encuentra una relacién dirccta causa—cfecto (Castell y
col,, 1973 Shenouda, 1980; Hultin, 1992 a). Por tanto, a pesar de los muchos estudios
realizados en el campo de la accion del FA sobre las proteinas, su papel en los fenémenos de

desnaturalizacion y agregacin ain no estd completamente aclarado.

-

1.3.2.3.~ Lipidos y sus productos de degradaceion

Bl cfecto de los lipidos en las proteinas durante ¢l almacenamicnto en congelacién
varfa de acuerdo con el estado de Jos mismos. Los lipidos intactos (no hidrolizados ni
oxidados) y los dcidos grasos libres dificre en su accién de los productos de la hidrélisis de

los lipidos.

Dyer y Dingle (1961) encontraron que s cspecies magras de peseado, con un
contenido en lipidos inferior al 196 cran menos estables y mostraban una disminucitn bastante
rdpida en extractabilidad de proteina cudndo se las comparaba con las especics de pescado
grasas (3-10% de lipidos). Iisto les lievd a concluir que los lipicos neutros en concentraciones
moderadas  ¢jercfan una accion protectora o bien incrementaban la resistencia a la
desnaturalizacion y agregacion durante la conservacion por congelacion, Posteriores trabajos

apoyaron dicha hipétesis (Karel, 1973, Fretheim y col., 1986).

Se cree que los lipidos neulros son capaces de contrarrestar la accién negativa de los
deidos grasos libres neutralizando o disminuyendo su interaccién con las protefnas. Sin

embargo, también s¢ ha encontrado que la presencia de lipidos neutros puede producir un
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cfecto contrario al anterior, Listo tiene fugar cuando se produce rotura de membranas celulares
y de orgdnulos que dan fugar a que fos lipidos y proteinas se descompartimenten, de manera
quc pueden tener lugar nuevas formas de interaccién entre ellos formando complejos
lipoproteicos distintos a los naturalmente presentes y que condicionan la textura del tejido

muscular (Shenouda, 1980).

Careche y Tejada (1991) no encontraron efecto alguno de los lipidos neutros sobre las
propicdades funcionales de la AMN aistada de merluza durante la conservacién en
congelacion. A pesar de esto, dichas autoras detectaron la formacién de complejos
lipoproteicos insolubles, lo cual coineide con lo observado por Shenouda y Piggot (1977). En
la formacion de estos agregados estarfan implicadas las fuerzas electrostdticas ¢ hidrof6bicas
(Andou y col, 1981; Carcche y Tejada, 1991),

Los dcidos grasos libres se forman a partir de la hidrélisis de los lipidos en pescado
durante su conscrvacion en congelacitn por medio de la aceién enzimdtica de las fosfolipasas.
Estos provocan la precipilacion de las proteinas en sistemas modelo, siendo tos mds
insaturados y de cadena mds corta los mas efectivos (King y col. 1962; Jarenback y Liljemark,
1975). La interaccion entre estos y las proteinas se cree que es de naturaleza seeundaria y
clectrostdtica (Shenouda, 1980), aunque hay cierta participacién de uniones covalentes

(Careche y Tejada, 1994).

Durante la conservacion cn congelacion los lipidos pueden oxidarse, dando lugar a la
formacion de radicales libres. Estos ittimos se descomponen en perdxidos, [os cuales originan
mdés radicales libres y compucestos tales como aldehidos, cetonas, alcoholes, dcidos ele. Los
mecanismos por los que transcurren estas reacciones y los factores que los condicionan han
sido revisados por distintos autores (Jiménez—~Colmenero, 1979; Lillard, 1987; Kanner y col.,
1987; Gray y Pearson, {987; Careche y Jiménez-Colmencro, 1988). Los radicales libres y
productos de la oxidacion interaccionan con las proteinas y producen la agregacion de las
mismas (Castell, 1971; Shenouda, 1980; Khayat y Schwall, 1983, Careche y Tejada, 1990 a
y b). Los productos formados en la interaceién proteina-lipidos oxidados son muy nunierosos
al ser mucha la varicdad de grupos reactivos presentes en ambos tipos de compuestos. Se¢ cree

que eslos sc unen covalenlemente a grupos especialmente susceptibles de las protefnas (grupos
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-SH de la cisteing, grupos e—amino de la lising, grupos N-amino terminales del 4cido
aspdrico, tirosing, metionina y arginina) (Shenouda, 1980). Sin embargo, Careche y Tejada
(1990 a y b} encontearon un efceto protector de la funcionalidad cuando se adicionaban lpidos
oxidados a misculo picado de merluza previamente a su conservacion en congelacion. Dichas
autoras observaron menores niveles de FA en los lotes con lipidos oxidados aiadidos y
concluyeron que la accién protectora de los mismos podfa deberse a que estos creaban un
ambiente rico en oxigeno que producia inhibicion de la degradacion enzimdtica del OTMA

y por tanto, de la formacion de FA.

1.3.2.4.~ Interaccion entre las distintas causas de las alteraclones

Todos los factores discutidos anteriormente tienen efecto direeta o indirectamente sobre
la agregacion, ya que cada uno puede influir sobre los otros factores. Por ¢jemplo, la clevada
concentracion saling pueden estimular la degradacion de los lipidos y acelerar la fiberacion
de dcicos grasos libres (Shenouda, 1980). Por otro lado, 1a ruptura de las membranas celulares
debido a la formacion de cristales de hiclo puede dar lugar a la liberacién de los lipidos de
membrana y asi aumentar la probabilidad de reaceién con proteinas, dando lugar a la
formacién de complejos lipoproteicos no presentes de forma natural en los tejidos. La
deplecion de O'TMA, debido a la aceion de la OTMA-desmelilasa, acelera de mancra indirccta
fa autooxidacion de los lipidos (Shenouda, 1980), Ademds, ¢l OTMA tiene la capacidad de
actuar como un osmolito protector que contrarresta ¢l cfecto de desnaturalizacién proteica
debido al incremento de ta concentracion de sales (Hultin, 1992 ). También, la presencia de
lipidos oxidados inhibe la formacion de FA (Careche y Tejada, 1990 a y b). Sin embargo, la
mayorfa de estas interacciones no han sido estudiadas en profundidad y cxisten pocas
conclusiones claras respecto a su influencia en ¢l proceso de desnaturalizacion y agregacion

durante la conservacion en congelacion.
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1.3.3.- FACTORES QUE INFLUYEN EN LA VELOCIDAD DE
DESNATURALIZACION DII LAS PROTEINAS MIOFIBRILARES DURANTE LA
CONGELACION Y CONSERVACION EN CONGELACION

Los distintos factores se pueden agrupar en: intrinsccos (especic y estacionalidad), de
procesado y factores relativos a la congelacion y conservacion en estado congelado (velocidad

de congelacion, emperatura y liempo de conservacion).

1.3.3.1.~ Kspeceie y estacionalidad

Las especics con relativamente alto contenitdo en grasa tienden a ser menos susceptibles
a los cambios en textura por conservacion en congelacidn, Bsto se ha atribuido al clecto

protector de los Hpidos discutido en el apartado 1.3.3.3.

También sc ha demostrado que lus especies del orden gadiformes (merluza, bacalao,
bacaladilla, ete..) son mis susceptibles o la desnaturatizacion proteica durante la conservacion,
lo cual, como se ha indicado en el apartado 1.3.3.2., s¢ ha atribuido a la accién del FA

producido en estas especies en mayor cantidad,

La estabilidad del musculo de peseado durante ¢l almacenamiento por congelacidn
varfa también con la estacion del afio y otras caracteristicas bioldgicas como estado
nutricional, grado de fatiga o estadio del ciclo reproductivo (Dagbjartsson, 1975; Crupkin y
col,, 1982, 1988; Simpson y Haard, 1987; Silva-Pacheco, 1987; Love, 1988).

1.3.3.2.—~ Velocidad de congelacién

Este factor influye en los fenémenos de cristalizacion y difusién del agua tisular, los
cuales son causa importante de desnaturalizacién de la proteina miofibrilar, como ya sc ha

indicado.
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Sila velocidad de congelacion es rdpida predomina la cristalizacién intracclular,
formdndose cristales pequenos que apenas modifican la estructura celular. Sin embargo, si la
velocidad de congelacion es lenta se forman cristales oxtracelulares grandes debido a que los
primeros nicleos de cristalizacion se forman extracelularmente. Esto provoca fa formacion de
cristales extracelulares hacia los cuales tiene lugar una difusién de agua desde ¢l interior de

la célula (Matsumoto, 1979; 1IE, 1990; Tejada, 1995).

Ademas, la velocidad de congelacién determina también ¢l tiempo durante ¢l cual ¢l
musculo estd expuesto a temperaturas en ¢l rango entre -1 y =5°C (llamado zona de
estabilidad invertida), donde tienen lugar muchas reacciones catabélicas de manera mas rdpida

que en fresco debido al electo de erioconcentracion (LT, 1990).

1.3.3.3,~ Temperatura y tiempo de conservacion

Como quedd demostrado en los trabyjos de Dyer (Dyer 1951; Dyer y Morton, 1956;
Dycr y col., 1956) y Connell (1960 a y b), mientras menor es la lemperatura de conservacion
en congelacion, menor es la velocidad de desnaturalizacion proteica. También s sabe que
durante ¢l ticmpo de almacenamiento en congelacién tiene lugar un crecimiento de fos
cristales de hiclo y una desnaturalizacién progresiva de las protefnas del tejido muscular

(Tanaka, 1905, Love, 1966, Malsumoto, 1979; IIF, 1920).

La dependencia con respecto a la temperatura de los distintos procesos relacionados
con cl deterioro no cs la misma. Asi, la cnergia de activacion de Arrhenius (Ea) do los
cambios en textura ¢s mayor que la de los cambios bioquimicos (LeBlane y col. 1988, Haard,
1990). Ademas, esta dependencia con respeeto a la temperatura depende a su vez de la especie

(Swegja, 1990).

1.3.3.4.- Procesamiento del musculo

El tratamiento al que se somete ¢l misculo tiene gran influencia en su comportamiento
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L4~ NATURALEZA DEL PROCESO DE DESNATURALIZACION Y AGREGACION
DURANTE LA CONSERVACION EN CONGELACION

Los fendmenos de desnaturalizacidn no solo tienen lugar en las protefnas miofibrilares,
o del cstroma, la mayoria de las proteinas enzimdticas de las células musculares mucstran
disminucion de su actividad a o largo del tiempo de conservacion (Sikorski y Kolakowska,
1994; Mackie, 1993), I general todos los constituyentes del misculo estén afectados en
mayor o menor grado por la conservacion en congelacion, aunque los mayores cambios se dan
cn proteinas miolibrilares, sobre todo en miosina (Mackie, 1993). El mecanismo por ¢l que
tienen Jugar estos cambios en proteinas miofibrilares se ha estucdiado desde el punto de vista

morfoldgico (mediante microscopia electrdnica, fundamentalmente) y bioquimico.

En cuanto al mecanismo de agregacion desde el punto de vista morfolégico, la primera
hip6lesis acerca del mismo se debe a King (1966). Dicho autor, por medio de cstudios de
ultracentrifugacion sugirio que durante ¢l almacenamiento de misculo de bacalao habfa una
rdpida disociacion de la actomiosing I (actomiosina f{ilamentosa) en actomiosina G
(actomiosina globular) seguida de una disociacién de la actomiosina G cn sus componentes
(miosina y acting Fy actina G), los cuales se agregan entonces constituyendo la proteina
inextractable en solucion saling. King (1966) indicd también la posibilidad de agregacion de

las macromoléeulas de actomiosina 19

Bstudios morfoldgicos mis recientes, ulilizando la microscopia electrénica, han sido
revisados por Matsumoto (1980). En base a ellos, dicho autor propuso que cn los primeros
estadios de ta conservacion cn congelacion, los filamentos de aclomiosina se presentan
agregados latcralmene y entrecruzados y que este entrecruzamiento y agregacion se acentda
hasta dar origen a estructuras en forma de red. Ademds del entrecruzamiento y agregacion ce
la actomiosing, durante la congelacién y conservacion en congelacion ticne lugar una
disociacién de la misma cn acting F y miosina acompafiada de una agregacion de ambas

proteinas.

Las distintas aportaciones a la dilucidacion de mecanismo bioquimico de la agregacion

de las proteinas miofibrilares duranie la congelacion y conservacién han sido recogidas en el
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apartado 1.3.1. En general, sc admite que en cste intervienen tas reacciones de las protefnas
con los lipidos y sus productos de degradacion (dcidos grasos, productos de la oxidacién) y
con cl FA formado por la degradacion del OTMA. Por otro lado, los cambios cn la
concentracién salina y la deshidratacién de las moléeulas proteicas que se producen al
congelarse ¢l agua tisular conducen a alteraciones en la conformacion nativa de las protefna
favorecicndo la formacion de nucvos uniones clectrostiticas y  sccundarias inter ¢
interproteicas. Los distintos trabajos de solubilidad y extractabilidad realizados hasta ahora
parccen indicar que los enlaces que intervienen en la desnaturalizacién y agregacion son de
tipo sccundario, S-8 y covalente no S-S (apartado 1.3.1.1.). También se¢ sabe que las
proteinas mas alectadas son o miosina y acting, micntras que la tropomiosina es la més

estable (Matsumoto, 1979; Mackie, 1993; Sikorski y Kolakowska, 1994),

Hultin (1992 a y 1) ha sugerido recientemente un posible mecanismo bioguimico de
desnaturalizacion y agregacion de la miosina durante la conservacién en congelacion, desde
el punto de vista de la accion del FA. Sepin este avtor, ¢l FA reacciona con la miosinag,
desestabilizdndola y haciéndola mds susceptible a la desnaturalizacion bajo las condiciones de
estrés inducidas durante Ja congelacidn y conservacion en congelacion, Sin embargo, no existe
evidencia directa que confirme ninguna de las hipétesis propuestas acerca de la accion
especifica de los distintos factores sobre la agregacion in site. Bsto cs debido a la complejidad
de reacciones quimicas y enzimaticas que pucden afeetar a fa proteina miofibrilar cuando esta

sc encuentra integrada en la estructura del nidseulo.

En vista de lo anteriormente indicado, la cvidencia presentada hasta ahora cs
insuficiente para poder conflirmar cualquier hipGtesis sobre naturaleza del proceso de
desnaturalizaci6n y agregacion de las protefnas durante el almacenamicnto en congelacion del
musculo. La gran cantidad de factores que han sido relacionados en mayor o menor medida
con dicho proceso pone de manificsto la incerlidumbre existente y sugiere la necesidad de mds

trabajo experimental in sitv y cn sistema modelo para poder esclarecerlo.
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2.~ OBJETIVOS Y DISENO DE LOS EXPERIMENTOS

Como ya se ha indicado ¢n la jntroduccion del presente trabajo, ¢l consumo de
pescado en nuestro pais es uno de los mayores en ¢l mundo. La congelacion ¢s uno de los
métodos de conservacion mas utilizados en peseados magros y es ¢l origen de un sector de
gran importancia ccondmica. Sin crubargo, durante ¢l almacenamiento en congelacion, los
pescados magros sufren uniserie de modificaciones en la textura y funcionalidad que, segiin
la especic son mis o menos evidentes. Estos cambios estin asociados con fendmenos de
desnaturalizacion y agregacion de proteinas miofibrilares fundamentalmente y se aceleran
cuando ¢l nuisculo se somete o picado previamente a la congelacion. Debido a cllo, desde
hace décadas s¢ ha venido estudiando el fendmeno de desnaturalizacion y agregacion de las
protcinas miofibrilares ¢n peseado almacenado en congelacion. Bn cstos trabajos se lan
estudiado tos cambios en extractabilidad de la actomiosing natural (AMN) en soluciones
salinas y en diferentes agentes capaces de romper enlaces secundarios y puentes disulfuro,
Otras aproximaciones al estudio de la desnaturalizacion y agregacion se han centrado mds en
los cambios bioguimicos que acurren en las proteinas miofibrilares extrafdas en soluciones
salinas. Bstos rabajos han sido recogidos por diversos aulores en diversas revisiones (Flaard,
1990; Hultin, 1992 b; Mackie, 1993 v Sikorski y Kolakowska, 1994). También se ha
estudiado ci fendmeno desde el punto de vista morfoldgico, utilizando téenicas de microscopfa
electrénica (revision de Malsumoto, [980) y cromatogralia de gel filtracion (Umemoto y col,,
1971, Scki y Arai, 1971 Ohoishi v Rodyer, 1979). Sin embargo, la diferente metodologfa,
especies y condiciones de procesado v conservacion empleadas hace que exista una cierta
confusién en cuanto i la interpretacian de los resultados obtenidos por los distintos autores,
Es pues necesario realizar estudios en distintas especies, siguiendo una misma metodologia
y que comprendan ¢l mayor ndmero posible de aproximaciones. De esta forma sc puede
obtener una vision mds completa del fendmeno de desnaturalizacion y agregacion de las

proteinas miofibrilares durante la conservacion en congelacion.

Se han seleccionado para el presente cstudio tres cspecics: bacalao, merluza y

bacaladilla. El bucalao s cligid por su gran importancia industrial y porque su consumo

»
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mundial es ¢l mayor entre las especies del género gddiformes (FAO, 1995). Bsta cspecic
pertencce al grupo de los pescados magros, los cuales dominan ¢l mercado pesquero
intermacional. Debido a clio, su comportamiento durante la conservacion en congelacién ha
sido ampliamente estudiado (Mackie, 1993). La merluza y la bacaladilia son dos especies de
importante consumo en nuestro pais. Bn las tablas 3.1 a 3.3 se exponen los datos referentes
a las capturas realizadas por la (lota pesquera espaola y mundial de las tres especices enire
los afios 1984 y 1993, En cllas se puede observar como las capturas de merluza realizadas por
la flota pesquera espafola entre 1984y 1993 supusicron un porcentaje importante de las
capturas a nivel mundial. Los datos relerentes al volumen de pesca de bacaladilla realizados
por la flota espaiiola fucron similares o los de merluza, aunque supusicron un poreentaje
menor que ¢l de merluza respecto a fas capturas mundiales en ¢l periodo considerado. La
pesca de bacalao ha ido decreciendo en nuestro pais desde 1984, aunque las capturas

L
muntliales fueron mucho mayvores que las de merluza y bacaladilla entre 1984 y 1993,

: CAPTURAS DE BACALAO POR LA FLOTA DE [iSl’AIzA =
ANO 1984 BN 1986 1987 1988
Tm 26193 2023 49628 31129 33459
ANO [98Y L990) 199) 1992 1993
- Tm 30261 11547 13757 9965 6055
- T
CAPTURAS MUNDIALES DE BACALAO ]
ANO LS 1083 1986 1987 1988
T 2.000.016 960,03 2.037.611 2.069.542 1.955.681
ANO 1984 1990 1991 1992 1993
T 1.774.926 | 493,920 1.344.240 [.174.624 1,134,147

Tab 2.1.~ Capturas (I'm) en Espana y mundiales de bacalao (Gadus morhua) entre 1984 y
1993, Datos de La FAQO (1995)
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CAPTURAS DE MERLUZA POR LA FLOTA DE ESPANA

ANO 1984 1985 1986 1987 1988
| Trm 45,397 35.640 33.370 33.495 31.629
|[ ANO 198Y 1990 1991 1992 1993
31629 35.590 32.758 36.500
CAPTURAS MUNDIALES DE MERLUZA
108} LORS 1986 1987 1988
Tm L2883 13LR10 122.151 125.465 124.838
ANO 1989 1990) 1991 1992 1993
u Tm LSSKE | 1018577 | 117932 | 139611 | 142.558
e e

Tab 2.2.~ Capturas (I'm) en Espana y mundiales de merluza (Merfuceius merfucecius L) entre
1984 y 1993, Datos de fa FAO (1995)

CAPTURAS DE BACALADILLA POR LA FLOTA DE ESPANA

ANO 198 |Y83 1986 1987 1988
Tm 16.070 19.959 29.397 29,984 33.837
ANO 198Y 1990) ) 1991 1992 1993
Tm 33837 38.074 35.044 38.000 42,000
" CAPTURAS MUNDIALES DE BACALADILLA
ANO |98} ) 1985 1986 1987 1988
___Im 613,873 669.200 | 817.987 711.554 671630
ANO 198Y 1990 | 1991 1992 1993
Tm 66:.8:45 585,750 444.367 480.868 555.928 |

Tab 2.3.~ Capluras (T'm) en Espaiia y mundiales de bacaladilla (Micromesistius powtassow)
cntre 1984 y 1993, Datos de la FAO (1995)
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.....................................

Las tres especies estudiadas perteneeen al orden gididos y son formadoras de DMA
y FA, por lo que los cambios en texturi debidos a la alteracion de las protefnas miofibrilares
durante la conservacion en congelacion representan un importante factor relativo a la pérdida

de calidad.

Desde ¢l punto de visti teenoldgico, el conocimiento de la agregacién de las proteinas
miofibrilares del misculo permitivd definir los métodos o condiciones mds adecuadas para la
conservacion del pescado en funcién de la especie y del procesado. Asimismo, estableceria
las bages para ¢l diseio pratocolos de refuncionalizacion de partidas de pescado cuya
funcionalidad se hi visto reducida durante la conservacion en congelacion. Estos tralamientos
permitirfan utilizar estas partidas de pescado en procesos industriales, Ademds, con cste
conoeimiento podria mejorarse la legislacion acerca del control de calidad de pescado
congelado, ya que consideramos que esta no cs lo suficientemente precisa y no cs capaz de

diferenciar distintos grados de alteracion de la proteinas miofibrilares,

2.1.- OBJETIVOS

Bl presente trabajo tuvo como objetivo fundamental ¢l estudio de la desnaturalizacion
y agregacion proteica durante la conservacion en congelacion, prestando especiaf interés al

estudio de los tipos due enlaces y proteinas implicadas en csta agregacion.

Dentro de este objetivo fundamental, se¢ propusicron como objetivos parciales cl
estudio de la influencia de:

- espeeie de pescado

- grado de integridad del nmusculo

- cantidad de FA Tormado
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2.2.~ DISENO DEL TRABAJO
Para alcanzar los objetivos anteriores se diseflaron dos tipos de cstudios

~ En mdsculo conservado en congelacidn (in situ)

- BEn sistema modelo de proteing aislada y conservada en congelacion

Experimentos in situ

Inicialmente se realizaron estudios en misculo picado y fileles de bacalao (Gadus
morhua, L) duranic un periodo de conservacion en congelacion a -20°C de 62 semanas.
Posteriormente se estudic el comportamiento de miisculo picado conservado en c'(;ngclaci(m
a -20°C durante {9 semanas en otras dos especies: merluza (Merluccius merluceius, L) y
bacaladilla (Microniesistivs powtasson, R). El diseio del trabajo fuc similar en los dos

cstuclios.

Se midiecron pardmetros funcionales (viscosidad aparente, medida instrumental de
textura con la célula de Kramer y proteina soluble) y biogquimicos (determinacion de DMA
y FA libre) en nuisculo de torma periddica. La funcionalidad de misculo ticne interés desde
el punto de vista teenologico y esta relacionada undamentalmente con los cambios a nivel
de las protefnas miofibrilares. Los pardmelros bioguimicos (DMA y FA) fueron det¢rminados
dada la importancia que se da al A en las alteraciones de {as protefnas miofibrilares durante

la conservacion en congelacion, cuyo estudio es ¢l objeto principal de este trabajo.

De forma paralela a las medidas realizadas en misculo, en cada uno de los controles
se aislé la AMN en NaCl 0,6 M. En csta fraccidn se midicron diversos pardmetros: actividad
Ca*'-ATPasica, hidrofobicidad superficial alifitica (CPA) y aromdlica (ANS), viscosidad
aparenic ¢ fndice de actividad de emulsion (IAE). Estas medidas sc consideran indicativas de
las alteraciones bioguimicas y funcionales de la AMN durante fa conservacion, También se

analizé la AMN cxtraida en cada control por clectroforesis (SDS-PAGE) y cromatografia de
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gel-filtracién. Las clectoloresis nos dan informacion acerca de los posibles cambios en
composicion de los extractos salinos y permiten detectar la presencia de agregados covalentes
en log mismos. Mediante ¢l wdlisis por cromatografia de’ gel~filtacién se pucden detectar
agregados solubles Tormados por enlaces secundarios. Estos cambios no se observan por

clectroforesis debido a las condiciones desnaturalizantes empleadas en estas.

Bl agregado no extrindo en NaCl 0,6 M se traté con SDS 2%, obteniéndose una
fraccion de proteing extraida (82) v un precipitado (P2) que se trald a su vez con SDS 2%
+ B=-ME 5% para obtener una nueva fraccion de proteina extraida (83) y un agregado
inextractable (P3) que se considero lormade por enlaces covalentes no S-S fundamentalmente.
Las distintas fracciones oblenidas se analizaron por clectroforesis (SDDS-PAGE). Este
tratamiento estuvo encaminado o estudiar la naturaleza de los enlaces que participan en la
agregacion y la evolucion due los mismaos a lo largo del licrh};o. Las clectroforesis permiticron
conocer la implicacion de las distintas proteinas miofibrilares en dicha agregacion as{ como

la presencia de agregados covalentes en las fracciones extraidas

Experimentos cn sistema modelo de AMN aislada

Para estudiar cb efecto del FA en Ta congelacion y conservacion en congelacion sobre
la AMN aislada se prepararon dos sistemas modelo con AMN aislada de misculo de bacatao,
merfuza y bacaladilla, En el primero de cllos (SM1) se pretendia estudiar ta solubilidad en
solucién salina de la proteina en presencia o no de distintas cantidades de FA, De los
resultados de cste sislema modelo se pudo seleccionar la cantidad de FA que sc afiadid a la
AMN en ¢l siguiente sisiema modelo, cuyo objeto cra el estudio de la extractabilidad cn

distintos agentes de los apregados insolubles (SM2),

El SM1 se realizo en dos ctapis, en fa primera se estudié sélo una especic: merluza
(SM1 a), posteriormente se estudiaron las otras dos especies: bacalao y bacaladilla (SM1D).
A la vista de los resultados obtenidos en SM1 4, en ¢f SM1 b se modifico ligeramenle la

metodologia mediante la introduccion de un lavado de la protefna insoluble en ¢l protocolo
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de determinacion de la solubilidad, Tambicn se decidid utilizar otro método de determinacién
de la concentracion proteica (apartado 3.2,5.2)) mas adecuado para las determinaciones que
habria que realizar posteriormenteen SM2, En esie sistema modelo se estudié cl efecto de
distintas concentraciones de FA sobre la solubilidad en NaCl 0,6 M de la AMN, tanto en
fresco como durante la congelacion y conservacion en congelacion. Para observar la accion
del FA sobre la AMN previamente desnaturalizada por congelacién y conservacion en
congelacion, se afadia cierta cantidad de este a la AMN descongelada en cada control,

determindindose ¢l electo sobre 1o sotubilidad en NaCl 0,6 M.

Como ya se ha indicado, ¢l SM2 se disend para determinar la extractabilidad de tos
agregados obtenidos en cada control en distintos agentes. Con ello se pudo cstudiar tos
cambios en la participacion de los distintos tipos de enlaces y proteinas en la agregacién de
la AMN aislada durante ko conservacion en congelacion. Ademds, el SM2 permitié estudiar
la aceion el FA sobre la naturaleza de la agregacion y sus cambios a lo largo de la
conservacion. Este estudio se Heva acabo en AMN aislada de bacalao, merluza y bacaladilla,
Se utiliz6 una relacion proteina/FA adecuada para obtener cantidad de agregado suficiente
para poder estudiar su extractabilidad en distintos agentes siguiendo un protocolo similar al
empleado en los estudios in sit, Al igual que en dichos estudios, y con el mismo objetivo,

se realizaron clectroforesis (SDS-PAGLE) de todas las fracciones de protefna extraida.
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3.- MATERIALES Y METODOS

3.1~ MATERIALLES

3.L.1.~ ESPECIES ESTUIMADAS

Las cspecies estudiadas en este trabajo fueron: bacalao (Gadus morhua, L), merluza

(Merluccius nrerluceiny, L) y bacaladilla (Micromesisting poutassou, R).

Bl musculo picado y los filetes de bacalao fucron suministrados por Torry Research
Station, Abcrdeen, Reino Unido en Octubre de 1992, Lstos lotes se prepararon y fucron
posteriormente congelados y envasados a vacfo en dicho centro. Posteriormente fucron
enviados al Instituto del Frio por avién en cajas de poliestireno con CO, sélido. En el

laboratorio fueron almacenados en camaras a ~20°C.

Los lotes de miseulo picado de merluza y bacaladilla se prepararon en nuestra planta
piloto del Instituto del Frio a partir de pescados enteros en estacdo de postrigor que fucron
capturados en Marzo de 1994 y transportados a nuestro laboratorio con hiclo en cajas de
policstireno expandido. Istas mucstras fueron capluradas 24 horas antes de su llegada a
nuestro taboratorio. Bl peso total de las muestras fue de 18,092 Kg (merluza) y 9,025 Kg
(bacaladilla). La longitud media de los individuos fue de 81,7 % 1,7 en ¢l caso de la merluza
y 29,28 = 2,7 em en el caso de la bacaladilla y ¢l peso medio de los mismos fuc de 2 + 0.5

Kg en la merluza y de 190 2 40 g en la bacaladilla,

3.1.2.- REACTIVOS

La mayorfa de los reactivos utilizados se obtuvieron de las casas comerciales Merck

(Alemania), Panrcac (Ispaia) y Probus (Espaiia) con excepeidn de los relacionados
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posleriormente,

Los tampones, geles y patrones para electroforesis se obtuvieron de Pharmacia Biotech
(Succia). Bl relleno de la columna de cromatografia de filtracidn en gel s obtuvo de Bio-Rad
Laboratories, S.A. (Espaiia). Los patrones de filtracién en gel fucron adquiridos de Pharmacia
Biotech (Suecia). [l dcido cis-parindrico se obtuvo de Molccular Probes Ine. (EEUU), La sal
s6dica del dcido 8-anilino L-naltalén sulfénico fue de la casa Sigma (EEUU). El fluoruro de

fenit metil sulfonico (PMSIF) {ue de Sigma (BEUU),

Las bolsas cmpleadas para cnvasar a vacio fueron de Criovac BB-1, con una
permeabilidad al oxipeno de 6 em¥24 b/m¥at. a 23°C. Las membranas de didlisis utilizadas
fueron bos de didlisis=visking ndmero 6, con tamaiio de poro de 24y con un didmetro

hinchado de 21,5 mm (Medicall International 1D, EEUU).

3. L3~ MEDIOS INSTRUMENTALES

El picado de los muisculos de merluza y Dacaladilla s¢ ha realizado en una
extrusionadora Baader modelo 694 (Alemania), con un didmetro de orificio de tambor de

3 mm.

La congelacion de las muestras se ha levado a cabo en armario de placas horizontales,

Saubre, modelo "Benjamin® (Hanst-Moller), (Alemania),

La cdmara fria donde se realizaron los experimentos a temperatura a 4 + 1°C fue de

la marca Ako=-LElectrénica, (Lspaiia).

Bl almacenamicnto cn estado congelado se ha realizado cn cdmaras frigorfficas
Polymar ¢ Industring J-M (Espaiia) con una temperatura de -20 % 1°C y un arcén horizontal
de congelacion de congelacion a temperatura de ~20°C marca Zannussi-420, (Espafia), Para
la conservacion de las mucsiras de electroforesis se utilizé un arcén de ~80°C, modelo

Hetofrig CLALO, marca Heto (Succia).
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La cortadora mecdnica utilizada para los blogues de pescado ¢s un modclo F2, marca

Braher (Nordischer, Mas), (Alemania).
La envasadora a vacio utilizada es de la marca Electromecdnica Urbano, (Espaiia).

Las centrifugaciones sc han llevado a cabo cn centrifugas de las siguientes marcas y
modelos: Sorvall RT 60008, Sorvall RC-5B y Sorvall Microspin 24S de Dupont Co.,
(EEUU).

Las medidas espectrofolométricas se reatizaron en un espectrofotémetro marca Hitachi

modelo 10040 y en un espeetro UV/VIS modelo Lamdba 15 de Perkin-Elmer (EEUU).

"
.

Las homogeneizaciones se realizaron en un homogencizador Sorvall Omni-Mixer

modelo 17.106 con vasos de acero inoxidable (EEUU),

Las medidas fluorimétricas se realizaron eh un fluorimetro Hitachi modelo F-2000

(Japon).

Yara las medidas de nitedgeno se ha wtilizado un digestor modelo Bilchi 425 y

destilador modelo Biichi 425, ambos marca Bilchi (Suiza).

Las medidas de viscosidad se han levado a cabo en un viscosimetro rotaiorio

Brookficld modelo LVTD, MARB Industrial (Reino Unido).

Las medidas de textura han sido determinadas en vn texturémetro universal Instron

modelo 4501 (EEUV), adaptindole la célula de Kramer (Kramer y col., 1951).

Las medidas por cromatografia de gases sc llevaron a cabo en un cromatdgrafo de
gases modelo 8.500 de Perkin Elmer (EEUU). Bste se equipd con una columna de vidrio (1,75
m x 2 mm d.i.) de Supelco, Ine. (EEUU) y un detector de ionizacién de llama (FID} de Perkin
Elmer (EEUU).
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Las clectroforesis Tucron realizadas en un sistema Phastsystem de Pharmacia LKB
Biotechnology AB, Uppsala (Succia). Los geles sc analiggron en un analizador de imagen
maodeto 3CX de Millipore Co. (EEUU) y un escaner modelo 3¢x de Microtek Scanners, K &
M Company (EEUU),

La eromatogralia de pel fillracion se realizé en un cromatégrafo de liquidos (FPLC:
fast performance liquid chromatography). Este se cqup6 con un controlador modelo LCC-501
Plus, una vdlvula V-7, un inyector de mucestra de 10 mL, un monitor de ultravioleta modeto
UV-1, un colector de fracciones modelo FRAC-100, un registro modelo REC 102 y una
columna de S5 em de fongitud y 2,5 em de didmetro. Todo cllo de Pharmacia Biotech
(Succia).

-
-

Parg ¢l estuddio de la ultracstruetura de las fracciones solubles por microscopia

electronica se utilizd un microscopio clectrénico Zeiss (Carl Zeiss, Alemania) modelo 902,

3.2.- METODOLOGIA EMPLEADA

3.2.1.- PREPARACION DEL MUSCULO PICADO

Tras descabezar y eviscerar la muestra, csta se lavad con agua con hiclo para etiminar
restos de sangre, ete.. La merluza fue fileteada antes de introducirla en la extrusionadora, El
misculo s¢ extrajo con una extrusionadora Baader, quedando de esta manera el misculo
picado libre de picl y espinas. El rendimiento en misculo picado por 100 g de muestra fue

del 66% para la merluza y 47% para la bacaladilla.

Una vez picado ¢l misculo se depositd en bandejas de 3,5 cm de attura con capacidad
para aproximadamente 600 g de pasta cada una que fueron inmediatamente congeladas en un
armario de placas horizontales, ddndose por terminado ¢l proceso de congelacién cuando ¢l

centro térmico alcanzd una lemperalura de -20°C. La congelaci6n duré de 3 a 4 horas segin
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los lotes.

Una vez congelados 1os blogues de misculo picado, se cortaron mediante una cortadora
mecdnica en porciones mds o menos grandes en funcién de la cantidad requericla para efectuar
cada andlisis periddico; se ctiguetaron adecuadamente y se envasaron a vacio en bolsas

Criovac BB~1, obteniéndose en el interior de la bolsa una presién de 80 Torr.

Las muestras congeladas y envasadas a vacfo se almacenaron en cdmara frigorifica a

una temperatura de -20°C

3.2.2.~ ANALISIS ELEMENTALES Y pH
Ln los lotes de misculo picado y filetes se analizd por triplicado ¢l contenido en

proteina bruta, grasa bruta, humedad, cenizas y pH.
3.2.2,1.~ Proteina bruta

Sc wtiliz6 el método Kjeldahl, siguiendo ¢l método oficial de la AOAC (1984). Lil
porcenlaje de proteina bruta se caleuld a partir del porcentaje de nitrdgeno total, utilizando ¢l
factor de conversion 6,25 (Lillevik, 1970). Los resultados sc expresan en gramos de protefna
por 100 g de musculo.
3.2.2.2.~ Grasa brula

Se determing por ¢l métado de Bligh y Dyer (1959) modificado por Knudsen y col.

(1984). Este método se considera de eleceidn para determinar niveles bajos de grasa en

musculo, Los resultacdos se expresan en gramos de grasa por 100 g de mdsculo.
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3.2.2.3.~ Humedad

Se siguid el método recomendado por la AOAC (1984), expresandose el resultado en
I 4

gramos de agua por 100 gramos de muisculo.

3.2.2.4.~ Cenizas

Se determinaron segin el método recomendado por la AOAC (1975). Los resultados
$¢ expresan en grimos de cenizas por 100 g de masculo.
3!2-2-5-"" pll

Se determing sepin la 1éenica recomendada por Vyncke (1981). Las medidas se
realizaron a lemperatura ambicnte,

3.2.3.~ ANALISIS DE CONTROL DE CALIDAD DEL MUSCULO

3.2.3.1.~ Solubilidad proteica (SOL/TOT)

La téenica utilizada es la descrila por Ironside y Love (1958). Una vez separadas la
protefna soluble ¢ insoluble, se determing la cantidad de nitrégeno por el método de Kjeldahl,
indicado en ¢l apartado 3.2.2.1., utilizando el mismo factor de conversién, Los resultados se

cxpresan en porcentaje de proteina soluble respecto a proteina total.
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3.2,3.2.- Viscosidad aparenie de misculo ()

Esta propicdad funcional s¢ determing segtin la téenica deserita por Borderias y col.
(1985 a). De acucrdo con dichos autores, se homogeneizé ¢l midsculo tras afiadir a este una
solucién al 5% de NaCl en relacion 1:4 (piv). Posteriormente se filtré ¢l homogeneizado
pasdndolo a través de una malla. La medida se realizé sobre este filtrado, tras ajustar ¢l pH
a 7. Se utilizd un viscosimetro rotatorio Brookficld modelo LV, empleando una velocidad de
12 rpm y realizando lecturas cada tres minutos. Todas las operaciones se tlevaron a cabo entre

0 y 4°C. Los valores oblenidos se expresan en centipoises (cP).

3.2.3.3.~ Dimetilaming (DMA)

La extraccion de la DMA se realizé mediante la homogeneizacién en Omimixer (1
minuto en posicion 4) de 20g de musculo al que previamente se le habfan afiadido 60 ml de
una solucion de dcido tricloroacético (TCA) al 6%. Posteriormente se filtré ¢l homogencizado
utilizando papel de {iltco Whatman n¥ 1y se recogio el extracto y se midié ¢l volumen del
mismo. A 1 ml, de este extracto se fe afadid 1 ml. de benceno y 1 mL de KOH al 65%
(p/v). Se calentaron los tubos a 60°C durante 10 minutos y se agitaron en agitador de tubos
durante 2 minutos. Se anadieron 45,8 pl. de una solucidén de n—-propilamina en TCA al 6%

(1720 v/v) como palrdn interno.

La DMA se cuantificd por cromatografia de gases, utilizando una modificacion de los
métodos propucstos por fundstron y Racicot (1983) y Pérez Martin y col. (1987). La
columna (apartado 3.1.3.) s¢ empayuetd con 25 em de una malta 80-100 de chromosorb 103
sin tratar y 150 cm de una mezcla de 4% carbomax 20M y 0,8% KOH soporte carbopack B.
Esta se acondiciond siguiendo las recomendaciones de Supeleo Inc, (1971). Las condicijones
operativas [ueron: temperatura inicial 115°C; temperatura final 200°C; incremento de
temperatura 30°C/min; mantenimicnto de la lemperatura inicial S minutos; mantenimicnto de
la temperalura [inal 12 minutos; temperatura del inyector y el detector 250°C; flujo de
nitrégeno 25 mL/min; sensibilidad del FID 107 tamafio de la muestra 2 pL. Los compucstos

se identificaron en funcidn de la coincidencia de los tiempos de retencién de los picos con el
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patron DMA.

3.2.3.4.~ Formaldchido (FA)

Se utilizé el método descrito por Castell y Smith (1973). La reacci6n colorimétrica de
Nash (1953) se llevo a cabo sobre el extracto acuoso oblenido al arrastrar por corriente de
vapor ¢l formaldchido liberado del nuisculo por calentamiento en presencia de dcido fosférico.

Los resultados se expresan en pmoles/g musculo.

3.2.3.58.~ Resistencia o 1o eizalladura (KRAMER)

Se determing con un texturémetro universal Instron, adaptdndole una célula de Kramer
(Kramer y col.. 1951). tista célula combina extrusién, compresion y fuerza de corte, La altura
méxima de la curva se considera como medida de la resistencia a la cizalladura (Touraille y

Sale, 1977).

Para electuar las medidas se descongel6 ¢l madsculo, tanto filetes como picado, durante
15 horas a =4°C. Los filetes s¢ picaron homogénecamente y tanto fos filetes picados como cl
musculo picado se calentaron a 100°C durante 5 minutos en bafio de agua en cajas metélicas
cilfndricas (30 mm alto por 30 mm de didmetro} herméticamente cerradas, con un contenido
aproximado de 25 g de misculo en cada una, Las muestras se enfriaron en agua con hielo

durante 30 minutos, conservindose en nevera a 5°C hasta ¢l momento de la medida,

Cada determinacion se hizo sobre dos rocdajas de 15 mm de altura realizando seis
delerminaciones por lole, con un cabezal que cjerce una fucrza maxima de 5 kN a una

velocidad de 100 mny/min, Los resultados se expresan en N/g de mdsculo.
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3.2.4.—~ ESTUDIO DIE EXTRACTABILIDAD DE PROTEINAS MIOFIBRILARES DE
MUSCULO

3.2.4.1.~ Extraceion de actomiosina natural (AMN)

Ll aislamiento de AMN se realizé de acuerdo con la téenica de Kawashima y col.

(1973) sepidn sc describe a continuacidn,

Se pict el masculo con tijeras. Cada 100g de picado sc lavé con 500 mL de una
solucidn tampdn fosfato a pll 7,5 Campén A). Esta mezela se centrifugd a 6.500 rpm durante
15 minutos en centrifuga relvigerada a temperatura entre 0 y 5°C, Bl precipitado se recogi6
y fuc sometido de nuevo a dos procesos de lavado iguales al anterior, Al muisculo lavado sc
afiadicron 300 ml, de una solucién de KCl 0,8M a pH 7,5 (lampén B). A continuacién sc
homogeneizd la mezela en un homogeneizador Omnimixer durante 3 minutos cn posicién 6
(este proceso se realizd en dos etapas de 1,5 minutos y con el vaso sumergido en un bafio de
agua con hiclo). A conlinuacidn, ¢l homogencizado se transfirié a un vaso de precipitados y
sc lavé cl recipicnte de homogeneizacidn con 200 mL de la misma selucién para recuperar
la protefna residual. Se combinaron ambos extractos, formando una mezcla que, tras ser bien
agitada, permanccid en reposo durante 2 horas a 0°C en hiclo, Esic extracto proteico fue
centrifugado a 6.500 rpm durante 20 minwtos en centrifuga refrigerada entre 0 y 5°C. El
sobrenadante sc adiciond sobre unos 6 L de agua y hiclo (T* entre 2 y 5°C) y se dejé cn
reposo durante 20 minutos hasta que la proteina precipité, La capa superior de agua se cliniing
por medio de una sifonacion. El resto, que contenfa la proteina suspendida en agua, se
centrifugé a 6.500 rpm durante 15 minutos cn centrffuga refrigerada entre 0 y 5°C. Al
precipitado obtenido se e afadid la cantidad necesaria de una solucién de NaCl 3,0 M pIl 7
(tampdn C) para obtener una solucion de AMN en 0,6 M NaCl que se filtré posteriormente
a través de gasa de nylon. A continuacién se dializé en solucién de NaCl 0,6M a pH 7
(tampdn D) durante 24 horas en cdmara de refrigeracién, Do csta mancra se obtuvo el extracto

proteico da una concentracitn entre 20 y 30 mg/ml de actomiosina en NaCt 0,6 M a pH 7.

Todas las operaciones s realizaron en cdmara frfa a temperatura entre 4 = 1°C. A
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todos los tampones de extraceion, didlisis y dilucién se les afiadié 1mM de PMSF para cvitar

proteolisis.

o
Para determinar la concentracion de la proteina aislada se utilizaron los métodos de
Kjeldahl, siguiendo ¢l método indicado en el apartado 2.2.1.1, y Lowry (Lowry y col., 1951),

utilizando como patrén seroalbimina bovina (Sigma). Los resultados se expresaron en mg/ml.

La AMN extraida se diluyd hasta una concentracion final de 10 mg/mL con 0,6 M
NaCl pH 7 (tampdén D), y en clla se realizaron las determinaciones correspondientes durante
los dos dins siguientes exepto e los casos de las muestras para clectroforesis y cromatograffa
de gel filtracion, que fucron sometidas al tratamiento previo correspondiente, almacendndose
posteriormente a =80 y ~20°C respectivamente,

Para mayor claridad en la descripeion de los materiales y métodos y resultados,
cuando se haga mencién a ung solucion de 0,6 M NaCl y tampdn tris clorhidrico 0,05 M a
pH 7, en la que se extrae la AMN, se omitird ta especificacion referente al tampon y al pH

utilizados.

Tampones ulilizados:

A: Tanmipén losfato: Nall,PO2H,0 3,38 mM y Na,HPO,12H,0 15,5 mM, pH 7,5
B: Tampén fosfawo: KH,P0, 3,30 mM y Na,HPO,12H,0 15,5 mM, pH 7,5

C: Tamp6n tris maleico 0.05 M, pH 7
D: Tamp6n tris clorhidrico 0.05 M, pll 7
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3.2.4.2.~ Extractabilidad del agregado en Dodecilsulfato sédico (SDS) y B-mercaptoctanol
B-ME)
El estudlio de la solubilidad en distintos agentes se llevé a cabo por ¢l procedimiento
descrito en ¢l siguiente esquema :
Miisculo
| Extraccién en NaCl 0,6 M (0-5°C)
| (Kawashima y col. (1973), apartado 3.2.4.1.)

| |
St PL¥
(fraccidn cxtraida (fraccion no extraida
con NaCl 0,6 M) con NaCl 0,6 M)

|+ SDS 2,5%, L4 (piv)
| a'gitaci()n magnética, 10 min,, T% ambicnle

| centrifugacion a S000 g, 15 min.

| |
S2 | AL
(fraccién extraida con 2% SDS) (fraccién no cxtrafda con 2% SDS)
| + (SDS 2,5% + B-ME 6,25%), L1:4 (p:v)
| agilacién magnética, 10 min., T* ambiente

| centrifugacidn a 5000 g, 15 min.

I 1

SS R 113***
{fraccion extraida con {fraccitn no extraida con
SDS 2% + B-MLE 5%) SDS 2% + B-ME 5%)

* Bl precipitado se lavd con un volumen igual de NaCl 0,6 M uniendo el sobrenadante a

S1.
** Bl precipitacko se lavo con un volumen igual de 2% SDS y se centrifugd, uniendo el

sobrenadante al S2.
**¥ L] precipitado se lavé con un volumen igual de 2% SDS + 5% B—-ME y se centrifugd,

uniendo el sobrenadante al 83.
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En cacda una de las fracciones se determing la concentracion proteica por Kjeldahl
(AOAC, 1984) y por Lowry (Lowry y col, 1951). El sobrenadante 1 (S1) corresponde a
la fraccion proteica extraida con NaCl 0,6M. El precipitado 1 (P1) se traté cuatro
volimenes de una solucion de 2,5 % SDS cn agua alcanzéindose asf una concentracion
final del 2% de SDS. La mezcla se agitd con agitador magnético durante 10 minutos,
centrifugdndose posteriormente o 5000 g durante 15 minutos como se indica cn el
esquema. Bl sobrenadante 2 (S2) corresponde a la fraccitn proteica extraida de P1 con 2%
SDS. El precipitado no extrafdo con SDS (precipitado 2: P2) se tratd con cuatro volimenes
de una solucién acuosa con 2.5 % de SDS y 6.25% de B~ME alcanzandose asi una
concentracion final de 2¢% de SDS y 5% de B—~ME. Se agité con agitador magnético
durante 10 minutos, centrifugindose a continuacion a 5000 g durante 15 minutos como se
indica cn el esquema. El sobrenadante 3 (83) corresponde 2'1a fraccidn proteica extraida
con SDS al 2% y B=MIi al 5%. Bl precipitado 3 (P3) corresponde a la fraccion proleica
que no se extrac en las condiciones estudiadas, Los resultados se expresaron ¢n g de
protefna extraida por g de proteina total de misculo. La protefna total se detemind
midiendo su concentracion por Kjeldahl (AOAC, 1984) tras extraerla del misculo por

precipitacion con deido tricloroacético.

3.2.5.- MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION (MET)

En el lote de masculo picado de bacalio, las fracciones de AMN extraida en NaCl
0,6 M (S1) se estudiaron por MET.  Estas fracciones se ajustaron con solucién de NaCl
0,6 M a concentracion de proteina de 0,15 mg/ml.. Posteriormente se tificron con 1%

uranyl acetato, usando ¢l método descrito por Jurenbiick y Liljemark (1975).
Las fracciones de proteina agregada (P1, P2 y P3) del mismo lote se fijaron primero

con glutaraldehido al 2,5% en tampon fosfato pH 7,2, y posteriormente con tetréxido de

osmio al 1%. A conlinuacion se lavaron y deshidrataron con acetona, Finalmente se
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embebieron ¢n Epon (Electron microscopy Sciences).

o

3.2,6.~ ANALISIS EN LAS FRACCIONES PROTEICAS EXTRAIDAS (S1, 82y S3)

3.2.6.1.~ Elcctroforesis (SDS-PAGL)

Los extractos de proteina en NaCl 0,6 M (S1), SDS 2% (S2) y SDS 2% +

5% B-ME (83), gjustados a una concentracion de 1,0 mg/ml, se analizaron por
clectroforesis en condiciones desnaturatizantes (SDS-PAGE) en un sistema Phastsystem
(Pharmacia) usando geles de poliacrilamida al 12,5%. Las mucstras se trataron de acuerdo
con ¢l método de Lacmmli (1970), madificado por Hames (1985) ajustando la concentra-—
cidn a 1,0 mg/ml. de proleina y calentando durante 5 minutos a 100°C, SDS al 2%, B-
mercaptoctanol al 5% y azul de bromofenol al 0,002% y PMSF a concentracién final de
ImM. Posteriormente se centrifugaron durante 1 minuto a 10.000 g en una cenirffuga de
mesa y se aplicaron o los geles alicuotas de 1l. Las condiciones electroforéticas fueron
de 4,0 mA/gel, 250 V y 3 W. Bl peso molecular de las principales protefnas se calculd
comparando su movilidad con la de una mezela de protefnas estandar de alto peso
molecular: ferriting (subunidad de 220 kDu); albdmina (67 kDa); catalasa (Subunidad de
60 kDa); lactato deshidrogenasa (subunidad de 36 kDa) y ferritina (subunidad de 18,5
kDa).

Los geles fueron analizados en un Analizador de Iimagen, obteniéndose los densitogra-
mas y la densidad dptica integrada (DOI) de las bandas mayoritarias de CPM y Ac.
Cuando la concentracion de la muestra fue inferior a 1,0 mg/mL, ¢l valor de la DOI se
ajusté multiplicando por un factor f= I/concentracion real (en mg/mL). Previamenle se
comprobd que existia lincalidad entre la concentraci6n de la muestra y el valor de la DOI

en ambas bandas.
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3.2.6.2.~ Cromatografio de filtracién en gel

Las fracciones solubles en NaCl 0.6 M (S1) se analizaron por cromatografia de
filtracion en gel. Hasta ser analizadas, las muestras se almacenaron a -18°C en glicerol
50% (v/¥). Previamente a su aplicacidn a la columna, estas se dializaron durante 12 horas
cn NaCl 0,6 M. A continuacion se lomaron 2 mg de proteina dializada (2-3 mL), se
filtraron a través de un filtro de tamadio de poro entre 0,8 y 8 pm y sc aplicaron a Ja
columna, recogiéndose alicuotas de 5,5 mL. La sensibilidad del detector de absorbancia
a 280 nm sc ajustd a 0,1 y la velocidad de flujo s mantuve a 0,5 mL/min. La
determinacion de la concentracion de la protefna se realizé por cl método de Lowry
(Lowry y col,, 1951), modificado por Peterson (1979). En los lotes de filetes de bacalao
y misculo picado de merluza y baculudilla se determing ademds la cantidad de proteina

retenida en ¢l proceso de [ilrada,

Se utilizé una columna de 55 em de longitnd y 2,5 em de didmetro cmpaquetada
con un relteno de Bio-Gel A-50. Esta fuc cquilibrada con solucidn de NaCl 0,6 M. Para
comprobar su empaquetamiento, calibrarla y determinar el volumen de exclusién, se
aplicaron azul de dextrano (2.000 kDa) y patrones de alto peso molecular suministrados

por Pharmacia: Aldolasa (158 kDa) y Tiroglobulina (669 kDa),

Las operaciones se realizaron en céimara frin (4 = 1°C) para cvitar fluctuaciones en
la temperatura y la desnaluralizacion de la proleina durante ¢l proceso cromatogréfico.
3.2.6.3.~ Actividad Ca**-ATVdsicn

La determinacion de la actividad Ca*'~ATPdsica se realizo en la AMN extraida en
NaCl 0,6 M (S1). Se siguié ¢l método de Kawashima y col,, (1973) y midiéndose la

cantidad de fosforo inorgianico (Pi) liberado de acuerdo con ¢l método de Fiske y

SubbaRow (1925). La AMN se diluyéd a una concentracién de 5 mg/ml con soluci6n de
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NaCl 0,6 M para realizar las medidas. Estas se llevaron a cabo a 25°C. Los resultados s¢

cxpresaron en pmoles de Pi liberado/min./mg proteina,

3.2,6.4.~ Grupos sulthidrilo (-SI1)

Bl contenido de grupos —-SH se determing cn la AMN extrafda en NaCl 0,6 M (S1)
de acuerdo con la téenica descrita por Beveridge y col,, (1974). La determinacién fue
realizada mediante ta reaceion del dcido 5-5'- ditiobis—(2-nitrobenzoico) (DTNB) con los
grupos ~SH de las proteinas, formidndose cl nitrofenilato libre que tiene un maximo de
absorcion a 412 nm. Las determinaciones se hicieron ajustando la concentracién de
proteina a 5 mg/ml, con NaCl 0,6 M. Los resultados se cxpresaron en pmeoles de ~SH/g

de AMN.

3.2,6.5.~ Hidrofobicidad superficial alifitica (CPA) y aromatica (ANS)

Se determing la hidrolobicidad superficial de [a AMN extraida en las fracciones
S1. Se detectd la interaecion de tos dcidos 8-anilino-1naftaleno sutfénico (ANS) y cis—
parindrico (CPA) con las localizaciones hidrofobicas de la protefna de acuerdo con los
métodos descritos por Hayakawa y Nakai (1985) para la hidrofobicidad aromédtica (ANS)
y Kato y Nakai (1980) para la alifitica (CPA). La AMN se diluyé con NaCl 0,6 M para
ajustarlu a las concentraciones adecuadas para la medida. Segin el reactivo empleado se
midié la intensidad de fluorescencia a distintas longitudes de onda de excitacién: 325nm
(CPA) y 390nm (ANS) y emision: 420nm (CPA} y 470nm (ANS). Los resultados se
expresaron como lu de pendiente de la regresion lincal entre la intensidad de fluoreseencia

y la concentracion de proleina en unidades arbitrarias (So).
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3.2,6.6.~ Viscosidad aparente (11,,)

Csta medida se realizd sobre la AMN extraida en la fraccion S1, de acuerdo con
el método descrito en ¢l apartado 3.2.2.1. Las determinaciones se realizaron en soluciones
de AMN cn 0,6 M NaCl de Sy 2,5 mg/mL de concentracién proteica, utilizando un bafio

de recirculacion para mantener la temperatura entre 0 y 2°C.

Se midid la viscosidad de una solucion de AMN en SDS 2% de 2,5 mg/mL de
concentracion proteica, y a 25°C, tomdndose como testigo para esta medida el valor

cortespondiente a la proteina disuelta en NaCl 0,6 M y a 25°C.

3,2.6.7.~ Indice de nctividad de emulsion (IAE)

Bl TAE de o AMN extraida en NaCl 0,6 M (S1) se determiné utilizando el método
descerito por Pierce y Kinsella (1978), modificado por Li-Chan y col, (1984). Para cada
medida se tomaron 3,0 mL de solucion de AMN en NaCl 0,6 M de 5 mg/mL de
concentracion proteica y se les afindicé 1,0 mL de aceite de oliva, La mezela se introdujo
en una microciimara conectada o un Omnimixer y se homogeneizo (en posicion 5) durante
un minuto a 25°C. Inmediatamente después se tomd una alfcuota del fondo de la emulsién,
Esta fue diluida 200 veees con una solucion de SDS 0,3%. Mediante agitacion se obtuvo

una dispersion uniforme y detemind su absorbancia a 500 nm.
3.2.7.~ SISTEMAS MODELO DE AMN AISLADA

Sec prepararon dos sistemas modelo con AMN aislada por el método descrito en ¢l
apartado 3.2.3.1, En el primer sistema modelo (SM1) se pretendia estudiar la accion de

formaldehido (FA) sobre la AMN curante su conservacion en congelacién. Para ello se

extrajo AMN de musculo fresco, se congeld y conservé en congelacién con distintas
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concentraciones de FA y se estudio la solubilidad en NaCl 0,6 M a lo largo del periodo
de conservacidn. Las fracciones solubles fueron analizadas por electroforesis (SDS—
PAGL). Bste sistema modelo se realizé inicialmente con AMN de merluza (SMilg).
Posteriormente se realizo utilizando AMN de bacalao y bacaladilla (SM1b) e introduciendo
cambios cn las concentraciones de FA afiadido de acuerdo con lo obtennido en ¢l SMia,
También se modicd la metodologia al introducir un  lavado del precipitado insoluble

obtenido y modificar ¢l método de determinacién de concentracion proteica,

Se prepard otro sistema modelo (SM2) en el que se pretendia estudiar los enlaces
que participan en la agregacion de la AMN asi como las proteinas miofibrilares implicadas
en log mismos. Para cllo se congeld y congervd en congelacion AMN de tres especies sin
y con FA afadido. Periddicamente se determind la solubilidad y extractabilidad del
insoluble en varios agentes. También se realizaron clectroforesis de cada una de las
fracciones solubles y extraidas. Se empled una proporeién proteina/FA  adecuada para
poder realizar las medidas, de acuerdo con lo obtenido en el SML. En este sistema modelo
(SM2), al igual que en SM 1D, se lavd el precipitado no solubilizado o no extraido con cada

tratamicnto.
3.2.7.1.~ Estudio de la concentracion de FA (SM1)

Como ya s¢ ha indicado, cn cste sistema modelo se estudié AMN aislada de
merluza (SM1a) y posteriormente s¢ estudid la AMN de bacalao y bacaldilla en el SM1b
Ispecies utilizadas

Las cspecics estudindas fueron bacalao (Gadus morhua, L), merluza (Merluccius

merluccius, LY y bacaladilla (Micromesistius poutassou, R). Estos fueron capturados 24

horas antes de su llegada a nuestro laboratorio y sc encontraban en estado de post-rigor,

59



MATERIALES ¥ METODOS

La época de captura fuc Junio en merluza y Abril en bacalao y bacaladilla.

Preparacion del sistema modelo

Estudio.en AMN de merluza (SM1)

En cada especie estudiady, ln AMN se aisld a partir de 150 g de un picado mezela
de distintas zonas del misculo de tres o mis ejemplares. La concentracion se determind

por el método de microbiuret (Itzaki y Gill, 1964).
Con la AMN extraida se prepararon 5 lotes:

~Testigo (T): solucion de AMN (5§ mg/mL) en NaCl 0,6 M. Sin FA afiadiclo.

~F2" Similar al testigo. Se prepard para afiadirle FA 3 mM en fresco y en cadla control tras
descongelar.

-12, F3 y Fd: AMN (Smg/mL) en 0,6 M NaCl con FA afiacdido hasta concentraciones de

3, 6y 120 mM respectivamente.

El FA se afadio a la solucion de NaCl 0,6 M, antes de diluir con csta la AMN para
ajustarfa a la concentracion final (Smg/mL). Todos los lotes se mantuvicron en agitacidn
permanente durante 30 minutos con agitador magnético antes de ser repartidos en alicuotas
de 10 mL en tbos de poliestireno cerrados hermeticamente. Todas las operaciones se

realizaron en cimara frin (4 = 1°C),

Se hizo un primer control en fresco (00 y se congelaron (odos los lotes a ~20°C y
se almacenaron a dicha temperatura durante 60 dfas durante los cuales se realiaron 3
controles a los 5, 15, 30 y 60 dias de conservacion, Al lote F2' se le afiadié FA hasta

concentracion de 3 mM antes de realizar las medidas tanto fresco (0) como en los
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controles realizados lo largo de la congervacion (después de descongelar la muestra), Por
tanto, en el control en fresco los lotes F2'y F2 fucron similares y se denominaron de

forma conjunta como lote FF2'-2, -

Estudio_en AMN_de bacaluo.y. bacaldilla_(SM1b)

Para cada especie se partié de 100 g de un picado de distintas zonas del misculo
de tres o mds cjemplares. La preparacion del este sistema modelo fue, en general, igual
que la del sistema modelo de merluza anterior, con la diferencia de lag cantidades de
formaldehido afudidas. Estas se seleccionaron en funcién de los resultados obtenidos en
el sistema modelo de masculo de merluza. Asi, en cste estudio, los lotes preparados con

la AMN extraida de cada especie fucton:

~Testigo (T): solucion de AMN (5 mg/ml) en NaCl 0,6 M. Sin FA afiadido.

~F1% Similar al testigo. Se prepard para afadirle FA 1,5 mM en fresco y en cada control
tras descongelar.

=Fl, F2 y F3: solucién de AMN (Smg/mL) en 0,6 M NaCl con FA afiadido hasta

concentraciones de 1,5, 3 y 6 mM respectivamente.

Se realizd un primer control en fresco (01) y se congelaron toclos los lotes a ~20°C
y se almacenaron a dicha temperatura durante 30 dias, realizéndose 3 controles a los 5, 15
y 30 difas de conservacion en congelacion, Al lote F1' se le aflaclié FA hasta concentracitn
de 1,5 mM antes de realizar lus medidas tanto fresco (0') como en los controles realizados
lo largo de la conscrvacion (despuds de descongelar la mucstra). Por tanto, en ¢l control
en fresco los lotes FL1'y FI fueron similares y se denominaron de forma conjunta como

lote F1'-1.
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Andlisis efectuados

Solubilidad

En cada control, tras descongelar los tubog en agua y hiclo, se centrifugaron durante
LS minutos a 5.000 g en centrifuga refrigerada entre 0 y 5 °C. Como ya se ha indicado,
cn cl estudio en merluza no se realizd lavado del precipitado obtenido en esta centrifuga—
cidn, Bn el estudio con AMN de bacalao y bacaldilla (SM1b) se introdujo el lavado de este
precipitado con I mb de solucion de NaCl 0,6 M NaCl, seguido de centrifugacion en las
mismas condiciones anteriores. Bl sobrenadante obtenido en la segunda centrifugacion se
unid al oblenido en la primera.

La concentracion de proteina en ¢l sobrenadante se determind utilizando [os
métodos de Microbiuret (Iizaki y Gill, 1964) en merluza (SM1) y de Lowry (Lowry y col.
1951) modilicado por Peterson (1979) en bacalao y bacaladitla (SM1b). Los resultados se

expresaron como poreentaje de proteina soluble frente a proteina total.

Electroforesis (SDS=PAGLE)

Las fracciones de AMN soluble obtenidas cn cada control en cada uno de los lotes
s¢ analizaron por clectroforesis (SDS~-PAGE) en un sistema horizontal Phastsystem
(Pharmacia) scgiin la metodologia y condiciones que se describen en el apartado 3.2.4.1,
Se utilizaron geles de polincrilamida ot 12,5 % y al 7.5%. En todas las fracciones solubles
obtenidas en SM1b (bacalao y bacaladilla) se ajustéd la concentracién de protefna a 1
mg/mL y sc aplicd 1wl de esta dilucion sobre el gel de elecloforesis, con excepeién de las
fracciones cuya concentracién fue inferior a 1 mg/ml. En el caso del SM1a (merluza) no

se ajustd la concentracion previamente.
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3.2,7.2.~ Listudio de la agregacion de AMN aislada (SM2)

Como ya se ha indicado, en cste sistema modelo se pretendfa estudliar la solubilidad
de Ia AMN, con y sin FA afadido, en NaCl 0,6 M y la extractabilidad en distintos agentes
del agregado insoluble a lo largo de la conscrvacion en congelacion. La relacién protefna

{FA se cligit de acuerdo con los resultados obtenidos en el SM1.

Especies utilizadas

Las cspecies estudiadas fueron bacalao (Gadus morha, L), merluza (Merluccius
merluccius, L) y bacaladilla (Micromesistivg poutasson, R). Bstos fucron capturades 24
horas antes de su Hegada a nuestro laboratorio y se encontraban en cstado de post—rigor.

La época de captura fue Junio para las tres especies.

Preparacion del sistema modelo

Iin cadu especie estudiada, la AMN se 2isld por el método descrito en el apartado
3.2.3. 1. a partir de 150 g de un picado mezcla de distintas zonas del misculo de tres o més
ejemplares. La concentracion se determing por ¢l método de Lowry (Lowry y col., 1951)

modificado por Peterson (1979).

Con ln AMN extraida de cada especie se prepararon dos lotes:
~ Testigo (B, M y A, para bacalao, merluza y bacaladilla, respectivamente). Solucion de
AMN (10 mg/ml.) en NaCl 0,6 M.

- Con FA (BF, MI' y AF, para bacalao, merluza y bacaladilla, respectivamente). Solucién

de AMN (10 mg/mL) en NaCl 0,6 M, con FA 6 mM,
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El FA sc anadic a una solucion de NaCl 0,6 M, antes de diluir con esta la AMN
para ajustarla a la concentracion final (10 mg/mlL). Ambos lotes (testigo y con 6mM de
[FA) se mantuvicron en agitacion perimanente con agitador magnético durante 30 minutos
antes de repartirla en alicuotas de 10 ml en tubos de poliestireno cerrados hermeticamente.

Todas las operaciones se realizaron en camara fria (4 = 1°C).
Se realizd un primer control en fresco (0), congelando el resto de los tubos de

todos los lates a -20°C y almacendndolos a dicha temperatura durante 30 dfas. A lo largo

de In conservacion se realizaron 3 controles: a los 5, 15 y 30 dias.
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Andlisis cfectuados

Solubilidad. y_extractabilidad

Tanto en fresco como en cada control a lo largo de la conservacién, tras

ud

descongelar los tubos en agua y hiclo, sc llevé a cabo un estudio de solubilidad y
extractabilidad del agregado insoluble segin el siguiente protocolo:
Centrifugacion (5000 g, 15 min,, T% 0-5°C)

|
| }

S1 P1*
(fraccion solubilizada (fraccion no solubilizada
con NaCl 0,6 M) con NaCl 0,6 M)

| +2,5% SDS, Lid (piv)
| agitacién en agitador de tubos, 10 min. a T* ambicite

| centrifugacién a 5000 g, 15 min,

| l
NY) pP2¥*
(fraccion extraida con SDS 2%)  (fraccidn no extraida con SDS 2%)
| +(SDS 2,5% + B-ME 6,25%), 1.4 (p:v)
| agitacién 10 min,, T ambicntc

| centrifugacién a 5000 g, 15 min.

f ]
S3 P3EEk

(fraccion extraida (fraccién no extrafda
con SDS 2% + B-ME 5%)  con SDS 2% + B-ME 2%)

* El precipitado se lavd con | mL de NaCl 0,6 M y se centrifugd cn lag mismas

condiciones, uniendo el sobrenadante al S1.

*x Bl precipitado se lavo con 1 ml de 2% SDS 'y se centrifugd, uniendo el sobrenadante

al S2.
**k 3] precipitado se lavéd con 1ml de 2% SDS + 5% B-ME vy se centrifugd, uniendo cl

sobrenadante al S3.
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Electroforesis (SDS=PAGE) e

Las fracciones de AMN solubles en NaCl 0,6 M (S1) y extraidas en SDS 2% (52)
y en 2% SDS + 5% B-ME obtenidas en cada control en cada uno de los lotes se
analizaron por clectroforesis (SDS-PAGE) en un sistema horizontal Phastsystem
(Pharmacia) segin Ia metodologfa y condiciones que se describen en el apartado 3.2.4.1.
Se utilizaron geles de polincrilamida al 12,5 %. En todas las fracciones se ajustd la
concentracion de proteing a | mg/ml. y se aplicd 1pt de esta dilucién sobre el gel de

electroforesis, con excepeitn de las fraceiones cuya concentracién fue inferior a 1 mg/mL.

3.2.8.~ ANALISIS ESTADISTICO

Andlisis de Ins variables medidas en miisculo conservado en congelacién y en la AMN

aislada peridédicamente del mismo durante In conservacién

Para cacla varinble estudiada se realizaron dos andlisis de varianza de dos vias: en
funcion del tiempo y la especic y en funcién del tiempo y grado de integridad de misculo.
Sec utilizé el programa estacistico Stalgraphics STSC Inc. (EEUU). Las diferencias de
medias entre pares se resolvicron por medio de un test LSD para obtener los intervalo de
confianza para cada andlisis de varianza, Bl nivel de significacion sc estableci¢ para

P<(.05.

Se realizd un andlisis de correlacion lineal entre pares de variables por medio del
cocficiente de correlacion de Pearson, aplicindolo scparadamente para cada lote estudiado.
La matriz de correlacidn se obluvo con el programa estadistico Statgraphics STSC Ine.

(EEUU). El nivel de significacion se establecié para P<0.05.
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Anilisis de las variables medidas en los sistemas modelo

En el sistema modelo SM1, se realizd estudio estadistico de los valores de
solubilidad obtenidos (apartado 3.2.5.). En las tres especics estudiadlas se realizé un andlisis
de varianza de dos vias en funcion del tiempo de conscrvacion y el lote (testigo y con
diferentes cantidades de FA, ver apartado 3.2.5.). En cada lote de bacalao y bacaladilla se
realizd ademds un anilisis de varianza de dos vias en funcién del tiempo de conservacion

y la especie.

En el sistema modelo SM2, se realizo el estudio estadistico de los valores de
solubilidad y extractabilidad en cada una de lus fracciones (apartado 3.2.5)). Con los
valores oblenidos en cada espeeie se realizd un andlisis de varianza de dos vias en funcién
del ticmpo de conservacion y el lote (lestigo y con FA, ver apartado 3.2.5.). Con los
valores obtenidos ¢n cada lote se hizo un analisis de varianza de dos vias en funcién del

tiempo de conservacion y la cspecie.

In ambos estudios estadisticos se utilizd el programa informdtico Statgraphics
STSC Inc. (EEUU). Las diferencias de medins entre pares se resolvieron por medio de un
test LSD para obtener los intervalo de confianza para cada andlisis de varianza. El nivel

de sipnificacion se establecio para P<0.05.
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4.~ RESULTADOS Y DISCUSION

4.1~ ANALISIS CLEMENTALES Y pH

La tabla 4.1, recoge los resultados de los andlisis iniciales del misculo realizados cn

los distintos lotes.

Yolroleing GaGrasa %Humedad  %Cenizas pH
Lruta bruta
B 17,8 0,81 80,92 1,38 7,03
(£0,0) (x0,01) (=0,07) (x0,02) (=0,00)
M 17,41 1,34 82,601 0,92 6,67
(x0,22) (x0,1) (0,16) (:x0,03) (x£0,01)
A 14,81 0,97 84,55 0,87 7,02
(20,4} {(x0,01) (x0,19) (x0,05) (x0,02)
Br 19,00 1,16 80,22 1,45 6,82
(x:0),58) (x0,16) (=0,07) (:0,12) (=0,02)

Tabla 4.1, Andlisis clementales y pH de misculo picado de bacalao (B), meluza (M)

y bacaladitla (A) y de filetes de bacalao conservados en congelacién a ~20°C (BEF).

En bacalao todos los valores se encueniran dentro de los limites normales descritos en
las especics magras (Stansby, 1961; Suzuki, 1987); . En bacaladilla los valeres observados
estuvicron cn ¢l rango de los que encontraron Huidobro y Tejada (1993 a) en ejemplarcs de
esta especie capturados en verano. Los valores bajos de protefna bruta y altos de humedad se
podrian relacionar con ¢l hecho de que la muestra se captur6 en ecpoca de desove. En

bacladilla se han descrito cambios en composicidn importantes dependiendo del estadfo del
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ciclo reproductivo en que se encuentre (Smith y col., 1980, Whittle y col., 1980).

En merluza, ¢l contenido cn grasa fue ligeramente mayor que ¢l encontrado por otros
autores (Suzuki, 1987; Careche, 1988). El resto de los andlisis clementales realizados en esta
especie (humedad, cenizas y proteinas) dieron valores similares a los cncontrados en Ia

bibliografia (Kleimenov, 1983; Garcia Palacios, 1987, Careche, 1988; Gonzélez, 1991).

4.2.~ ANALISIS DE CONTROL DE CALIDAD DEL MUSCULO

4.2,1.- SOLUBILIDAD PROTEICA (SOL/TOT)

Desde hace décadas muchos autores han descrito un descenso de la extractabilidad
proteica en misculo de pescado durante la conservacién por congelacién (Dyer, 1951; King,
1966; Connell y Howgate, 1968 y 1969; Custell y col,, 1973; Tokunaga; 1974, Jiménez
Colmenero y Borderfas, 1983; Tejuda y col., 1984; Careche y Tejada, 1990 a y b y Huidobro
y Tejada, 1993 a y b, entre otros). El porcentaje de proteina extraida en soluciones salinas
frente a la proteina total del misculo se utiliza como medida de calidad de la proteina del
misculo durante la conservacin. Se considera que su disminucién es ¢l resultado de la
desnaturalizacion y agregacion proteica causada por el incremento progresivo de los enlaces
intermoleculares, debido a la formacion de puentes de hidrégeno, enlaces hidrofébicos, puentes

disulfuro y probablemente enlaces covalentes distintos a los puentes disulfuro (Matsumoto,

1980).

Aunque cn la téenica emipleada se mide la protefna total (miofibrilar, y sarcopldsmica),
se sabe que, dentro de las proteinas mayoritarias del masculo, las sarcopldsmicas no modifican
apenas su solubilidad, aunque presentan un cierto grado de alteracién (Tejada y col, 1987)
micntras que las miofibrilares son las principales responsables de la agregacion durante la
conservacién por congelacion (Rehbein, 1985; Poulter y Lawrie, 1979; Gonzélez, 1991;
Huidobro y Tejada, 1993 b).
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Figura 4.1.~ Evolucién del porcentaje de solubilidad proteica (SOL/TOT) durante [a
conservacién en congelacion a —20°C en los lotes de filetes de bacalao (BF) y de misculo
picado de bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A).

Las barras verticales indican ¢l intervalo de confianza al 95%. La de trazo fino
corresponde al estudio en funci6n del grado de integridad del mdsculo (lotes B y BF) y la de
trazo grucso al cstudio en funcién de la especie (lotes B, M y A).



TIEMPO GIM TIEMPO x GIM

SOL/TOT Lk *RK *okok

Tabla 4.2. a — Anslisis de la varianza correspondiente a la medida de proteina soluble
(Sol/Tot) (%) de misculo picado y filetes e bacalao (B y BF respectivamente) en funcién
del grado de integridad del mdsculo (GIM) y del tiempo de conservacién en estado congelado

-

TIEMPO ESPECIE TIEMPO x ESPECIE

SOL/TOT kkk Ak Kk * k&

Tabla 4.2. b - Andlisis de la varianza correspondicnte a la medida de proteina soluble
(SolfTot) (%) de misculo de"bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A) en funcién de la
especie y del tiempo de conservaci6n en estado congelado

TIEMPO x GIM = Interaccién entre el efecto del tiempo y el grado de integridad dcl misculo.

TIEMPO x ESPECIE = Interacci6n entre el efecto del tiempo y de la especie.

*** = Efecto significativo a P<0,001
¥* = Efecto significativo a P<0.01

* = Efecto significativo a P<0.03

~ = Efecto no significativo
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Los cambios en porcentaje de proteina extraida en NaCl 0,6 M se representan en la
ot ~ ] [ [P .
figura 4.1, En las tablas 4.2, a y b estdn recogidos los resultados del andlisis cstadistico
correspondiente a estas medidas, En todos los lotes se observé una tendencia a disminuir por

efecto de la conservacion en congelacion.

En filctes y musculo picado de baculao se detectd una tendencia significativa al
descenso que comenzd en las semanas 36 y 22 respectivamente. No sc encontraron diferencias
significativas entre ambos lotes de bacalao durante las 8 primeras semanas de conservacion.
A partir de la semana 14, el lote de fileles presentd valores en general superiores a los del lote
de musculo picado. Los valores iniciales obscrvados en ambos lotes de bacalao fueron
inferiores a los descritos por Tejada y col. (1984) para misculo picado de dicha especie
conservado a -12°C, aunque cn ctapas avanzadas de la conservacién los valores detectados
por dichos autores fueron similares a los encontrados en cste trabajo en misculo picado de
bacalao. Babbitt y col. (1972) han descrito valores de proteina soluble frente a total superiores
cn filetes de merluza que en misculo picado conservados a -30°C, encontrando diferencias
de entre el 20 y el 0%, similares a las observadas por nosotros en bacalao a partir de la
semana 14 de conscrvacion, Este descenso mds rdpido observado en midsculo picado respecto
a filete fue también descrito por Hiliz y col. (1976) y Crawford y col. (1979) en merluza

durante la conservacion cn congelacion.

Los porcentajes de proteina soluble de misculo picado de merluza y bacalac fueron
inicialmente mds clevados que en bacatadilla, Posteriormente no se observaron diferencias
sostenidas a lo largo del tiempo entre lotes de misculo picado. El porcentaje de protefna
soluble frente a total desciende significativamente a partir de la semana 8 de conservacion, en
merluza, y de la 14, cu bacaladilla, Bl descenso abservado desde cl inicio hasta cl final del
periodo de conservacién fue mayor cn bacalao y merluza que en bacaladilla debido a los

valores menores que presentd esta ltima al principio del estudio.

Los valores iniciales en merluza fueron inferiores a los descritos por Careche y Tejada,

1990 a y Jiménez Colmencro y col. (1988) para misculo picado de merluza conservada a
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~18°C, aunque cn las ctapas finales del cstudio fucron muy similares a los obtenidos en este
trabajo. En bacaladilla tumbién se obtuvicron valores inferiores a los estimados por otros
autores para osa misma especie (Jiménez Colmencro y col,, 1988; Huidobro y Tejada, 1992
y 1993 a), siendo del mismo rango los encontrados al finat del periodo de conservaci6n, por

lo que el descenso de la proteina soluble en bacaladilla fue también menos acentuado.

En los lotes de filetes de bacalao y misculo picado de bacaladilla se observé un
incremento significativo en las semanas 14 y 8 respectivamente. Este incremento no se

encontré descrito en la bibliogralin previamente.

Castell y col. (1971) encontraron diferencias en solubilidad proteica entre merluza y
bacalao, durante la conservacion en congelacidn a -5°C. En nucstro caso no se encontraron
diferencias tan acentuadas entre dichas especies, probablemente debido a que la temperatura

de conservacion fue mucho menor.

La bacaladilla posec un grado de variabilidad estacional muy grande y su calidad
general baja mucho inmediatamente después del desove (Smith y col., 1980). Teniendo en
cuenta la fecha de captura, como ya se ha comentado en el apartado anterior, parte de los
individuos utilizados como muestra se encuentran en este estadfo y ello explicarfa los menores
valores iniciales de solubilidad encontrados en esta especie. Algunos antores han indicado su
mayor inestabilidad respecto a olras especics de gddidos durante la conservacidn por
congelacién (Daghjartssom, 1975; Rehbein, 1988; Ofstad y col.,, 1992) y lo han atribuido a
la mayor contaminacion del musculo blanco con las visceras durante ¢l picado, debido a su
menor tamaiio (Ofstad y col., 1992). A pesar de que las muestras fucron evisceradas y lavadas
(apartado 2.2.), sicmpre ¢s posible que exista cierto grado de contaminacién, tanto mayor

cuanto mads pequeio es ¢l tamadno de los individuos.

Nuestros resultados ponen de manificsto la influencia del grado de integridad del
misculo en la extractabilidad proteica. Se produce un mayor deterioro de la calidad en
mdsculo durante la congelacién en el misculo picado, confirmando lo observado por otros

autores (Babbitt y col, 1972, Hiltz y col., 1976; Crawford y col., 1979).
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4.2.2.- VISCOSIDAD APARENTE (,,)

La viscosidad de las soluciones proteicas ¢s una propiedad funcional cuya medida cs
utilizada frecucntcmente como método para determinar cl grado de desnaturalizacion y
agregacion proteica (Borderias y col, 1983). Los principales factores que afcctan al
comportamiento viscoso de una solucidn o dispersién proteica son ¢l ndmero de particulas,
su tamaio y relacion axial (Rha y Paradipasena, 1986). El tamaiio de las particulas depende
de pardmetros tales como las caracteristicas intrinsccas de la proteina: masa, volumen,
cstructura, asimetria ote. Estas caracteristicas se ven influenciadas a su vez por las
interacciones proteina—~solvente (que afectan al hinchamicnto de la moléeula y zona de
hidratacién hidrodindmica) y por las interacciones protefna-protefna, Cuando la proteina
miofibrilar sc¢ agrega disminuye la relacién axial de las particulas solubilizadas, lo cual podrfa

dar lugar a un descenso e lay,, de la dispersion (Huidobro y Tejada, 1993 b),

En la figura 4.2, se observa que en todos Los lotes se produjo un descenso significativo
de la m,, durante la conservacitn cin congelacion. En la tablas 4.3. a y b s¢ representan los

resultados del andlisiy estadistico correspondiente.

Los lotes de bacalao no presentaron diferencias significativas al inicio de la
conservacién y las medidas fueron similares a las que observaron Chalmers y col. (1992) en
dicha especie en fresco. En ambos loles se produjo un descenso significativo de tal forma que
la semana 22 de conservacion se alcanzaron valores casi nulos (en las condiciones de medida)
en ¢l lote de masculo picado. Bstos valores fucron similares a los encontrados por Tejada y
col. (1984) en clapas avanzadas de la conservacién en congelacién de mdsculo picado de esta
especie conservado a - 12°C, En [iletes, los valores fueron significativamente superiores desde

la semana 22 y hasta el final de la conservacion,

Al comparar los lotes de misculo picado sc aprecia que merluza y bacaladitla

presentaron un descenso parceido y mds gradual que ¢l observado en bacalao asi como valores
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Figura 4.2~ Evolucién de la viscosidad aparente de misculo (n,,) (cP) durante la
conservacion en congelacién a -20°C en los lotes de filetes de bacalao (BF) y de misculo
picado de bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A).

Las barras verticales indican el intervalo de confianza al 95%. La de trazo fino
corresponde al estudio en funci6n del grado de integridad del mdsculo (lotes B y BF) y la de
trazo grucso al estudio en funcién de la especie (lotes B, M y A).
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injciales menores. En merluza y bacaladilla e detectaron valores de m,, en las condiciones
de medida durante mds tiempo que en bacalao. Entre los lotes de merluza y bacaladilla se
observaron también difcrencias significativas, presentando {a merluza valores superiores
inicialmente ¢ inferiores a partir de la semana 8. Sin embargo, la tendencia a disminuir a lo
largo del tiecmpo fuc muy similar entre dichos lotes, En merluza, los valores iniciales fucron
similares a los cncontrados por Tejada y Carcche (1988) en misculo picado de csta especie,
aunque cl descenso observado cn este caso fue menos brusco que ¢l descrito por dichos
autores. En bacaladilla, Jiménez Colmencro y Borderias, (1983) y Huidobro  y Tejada

(1993 a) encontraron inicialmente valores inferiores y un descenso mds rdpido con el ticmpo.

Por otro lado, Crupkin y col. (1979); Barassi y col. (1982) y Jiménez Colmenero y col.
(1988) en merluza y Huidobro y Tejada (1993 o) en bacaladitla, observaron influencia de la
época de captura cn los valores de 1, de misculo fresco y en el tipo de cambio observado
durante la conservacion. Esto explica la variabilidad en cuanto a valores iniciales y tendencias
observadas por los distintos autores, gue hace dificil la comparacién de los mismos con los
obtenidos en el presente estudio. A pesar de cllo, los resultados confirman la tendencia al
descenso de la v, a lo largo del liempo de conservacion en congelacidn detectada en otros
estudios (Jiméncz—Colmencero y Borderias, 1983; Borderias y col., 1985 a; Tejada y col., 1987
y Jiménez~Colmencro y col., 1988). Liste fue mds acentuado en misculo picado que en filctes,

reflejando la influencia del grado de integridad del mdsculo,

El estudio de las correlaciones entre 1y, de homogeneizados de mésculo y proteina
soluble muestra la existencia de una inlerdependencia significativa entre ambos valores para
los distintos lotes (tablas .7, 4.8., 4.9, y 4.10.). Esto ¢sta de acuerdo con lo observado por
distintos autores (Jiménez-Colmenero y Borderios, 1983; Borderias y col,, 1985 a y b; Tejada
y col, 1984 y liménez~Colmencro y col.,, 1988) los cuales comprobaron que la m,, de
homogencizados de masculo disminuye con ¢l liempo de conservacion y que se correlaciona
con una reduccion en la solubilidad proteica y por tanto con una mayor agregacion proteica.
Dicha agregacion influirfa en ¢l descenso observado en la m,, debido en parte a una
disminucién de la superficic especifica y por tanto del nimero de interacciones entre lor restos

hidrofilicos de las proteinas con ¢l solvente (Matsumoto, 1979 y 1980). Sin embargo, si los
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agregados presentes en los homogeneizados de mdsculo son lo suficientemente grandes, estos
pucden quedar retenidos al filtrar (apartado 3.2.2.1.), dando lugar a una disminucién de la
concentracién proteica de los filtrados sobre los que sc realiza la medida, lo cuad influirfa en

cl descenso obscrvado en 1),

4.2.3.~ DIMETILAMINA (DMA)

Ll aumento de las concentraciones de DMA durante la conservacién en congelacién
ha sido descrito por muchos autores en diferentes especies de gadiformes (Castell y col,, 1970,
1971; Babbit y col. 1972; Owusu-Ansah y Hultin, 1986; LeBlanc y col,, 1988; Careche y
Tejada, 1990 a y b; Huidobro y Tejada, 1992, entre otros) y confirma la presencia de actividad

-

OTMA desmetilasa a temperatura de conservacion de -20°C.

Se sabe que ¢l grado de manipulacién que se aplica a las especies de pescado
formadoras de FA y DMA aleeta a la formacion de FA y DMA (Mackic y Thomson, 1974,
Babbit y col., 1972; Hiliz y col. 1976; Dingle, 1978; Crawford y col., 1979). Esto s¢ cree qu
es debido a que ¢l picado del misculo ayuda a la distribucién uniforme de la OTMAasa al
mezelarse musculo rojo y blanco durante el procesado, acclerando la formacion de DMA

(Castell, 1971; Tokunaga, 197 Dingle, 1978; Jahncke y col,, 1992).

En ta figura 4.3, se representan los valores de DMA obtenidos a lo largo del tiempo
de conservacion. Las tablas 4.4 o y b recogen cl andlisis de varianza correspondiente. Se

observd un aumento significativo en todos os lotes.

En cuanto a los valores obscrvados en bacalao, cstos fucron significativamente
superiores en ¢l lote de misculo picado que en filetes a partir de la semana 8 de conservacion
(tabla 4.4, a y figura 4.3). En ambos lotes, los niveles detectados estuvieron en ¢l rango de
los obscervado por Rehbein (1988) en misculo entero de dicha especie conservado entre ~25
y =30°C durante 3 mescs. También LeBlanc y col. (1988) detectaron niveles de DMA

similarcs a los obscrvados en cste trabajo en filetes de bacalao conservados a ~30°C. Sin
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Figura 4.3.~ Livolucién de los niveles de dimetilamina (DMA) (umoles/g misculo)
durante la conservacion cn congelacién a ~20°C en los lotes de filetes de bacalao (BF) y de
misculo picado de bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A).

Las barras verticales indican el intervalo de confianza al 95%. La de trazo fino
corresponde al estudio en funcion del grado de integridad del misculo (lotes B y BF) y la de
frazo grueso al estudio cn funcién de la especie (lotes B, M y A).



TIEMPO GIM TIEMPO x GIM

DMA & Kk ok k&

Tabla 4.4, a — Anélisis de la varianza correspondiente a la medida de dimetilamina
(DMA, en umoles de DMA/g misculo) de mdsculo picado y filetes (I3 y BI respectivamentc)
de bacalao en funcién del gracdo de integridad del misculo (GIM) y del tiempo de
conservacion cn estado congelado

TIEMPO ESPECIE TIEMPO x ESPECIE

DMA ®ok K & AR & ok

Tabla 4.4. b - Andlisis de la varianza correspondiente a la medida de dimetilamina
(DMA, en pmoles de DMA/g musculo) de mdsculo picado de bacalao (B), merluza (M) ¥
bacaladilla (A) en funcién de la especic v del tiempo de conservacion en cstado congelado.

TIEMPO x GIM = Interaccin entre cl efecto del tiempo y el grado de integridad del miiscuto.

TIEMPO x ESPECIE = Inferaccion entre ¢l efecto del tiempo y de la especic.

*** = Efecto significativo a P<0,001
** = Efecto significativo a P<0.01

* = Efecto significativo a P<0.05

- = Efecto no significativo
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cmbargo, Castell y col. (1971); Dingle y Hines, (1975) y Dingle (1978) observaron valores
superiores en filetes y misculo picado de bacalao conservado a -10°C o -5°C. La mayor
temperatura de conscrvacion empleada por dichos autores es probablemcnf; la causa de estas

diferencias.

Diversos cstudios como los llevados a cabo en merluza por Babbitt y col. (1972)
(Merlucius productus) y por Hiltz y col. (1976) (Merluccius bilinearis), demostraron que cl
cfecto del picado del misculo daba lugar a la formacién de niveles de DMA dos veces
supcriores respecto a los encontrados en filetes a lo largo de la conservacién en congelacién.
Diferencias entre misculo picado y fileles que se encuentran més cn ¢l rango de las obtenidas
cnn este trabajo cn bacalao, fueron observadas por Dingle (1978) en merluza (Meriuccius

bilinearis) y brosmio (Brosme brosme).

Los lotes de musculo picado dicron valores significativamente distintos {tabla 4.4 b).
En general, las medidas mads altas sc dicron en ¢l lote de bacaladilla seguido del de merluza
y del de bacalao, Los valores iniciales fueron similarcs a los observados por Careche y Tejada
(1988) y Alimandos y col. (1984) en misculo piado y filetes de merluza respectivamente. Sin
embargo, Huidobro y Tcjoda (1992) deteclaron niveles superiores cn musculo picado
bacaladilla conservada a ~18°C. En general, los niveles de DMA obtenidos cn niisculo picado
de bacalao, merluza y bacaladilla a lo largo de todo el estudio cstdn on el rango de los
observacos por Rehbein (1988) en musculo picade de cstas mismas especies conservado a —
8°C. Este aulor deteeté diferencias entre bacalao, merluza y bacaladilla-semcjantes a las
encontradas por nosotros a la anterior temperatura, A temperatura de conservacion de -5°C,
Castell y col. (1971) obscrvaron mayor produccién de DMA en misculo de merluza que de

bacalao.

En cuanto a la evolucién a lo largo del tiempo, Crawford y col. (1979) estudiaron los
cambios en DMA cn misculo picado de merluza (Merlucius productus) y bacalao (Gadus
macrocephalus) conservado a —25°C y encontraron que cn merluza los niveles de DMA se
triplicaron al cabo de un afio. Esto cstd de acuerdo con lo observado por nosotros en

bacaladilla y merluza. En bacalao, sin cmbargo, dicho incremento fue mas acusado.
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Los resultados muestran ¢l efecto del grado de integridad del mdsculo sobre la
formacién de DMA. Las diferencias observadas entre ambos lotes de bacalao estin de acuerdo
con los resultados obtenidos en proteina soluble (apartado 4.2.1.}, que ponian de manifiesto
un deterioro mas acentuado del musculo picado. Por otro lado, se encontré correlacién
significativa entre los valores de DMA y lag distintas propiedades funcionales estudiadas en
misculo (solubilidad proteica, n,, de homogeneizado y resistencia a la cizalladura) en todos
los lotes (tablas 4.7., 4,8., 4.9. y 4.10.). Estas corrclciones fueron més significativas en los
lotes de merluza y bacaladilla, Careche y Tejada (1988) también observaron correlacién
significativa entre propicdades funcionales (solubilidad proteica y m,, de homogeneizado) y
niveles de DMA en musculo picado de merluza durante la conservacién en  congelacién a

—-18°C,

4,24, FORMALDEHIDO (FA)

Muchos autores han descrito aumentos de FA libre durante la conservacién de especies
del género gadiformes cn estado congelado (Babbit y col,, 1972; Owusu-Ansah y Hultin,
1986; LeBlanc y col.,, 1988) asi como la existencia de correlacion entre FA libre y DMA
(Babbit y col., 1972; Mackic y Thomson, 1974; Owusu—-Ansah y Hultin, 1986; LeBlanc y col,,
1988). Esto cs logico ya que ambos compuestos s¢ producen equimolarmente a partir de la
desmetilacién enzimdtica del OTMA. Sin embarge, para detectar la actividad de la OTMA
desmetilasa se sucle utilizar la medida de la DMA en lugar de medir el FA libre, ya que este
reacciona rdpidamente con muchos componentes del misculo (apartado 1.3.2.2.). Por lo tanto,
la medida simultdnca de FA y DMA cs una cstimacién aproximada de la cantidad de FA que

ha reaccionado y puede estar relacionada con el deterioro de las proteinas miofibrilares,

Los resultados obtenidos para ¢l contenido en FA libre de los distintos lotes se

representan en la figura 4.4. Se obtuvicron diferencias significativas en cuanto al factor ticmpo

en todos los lotes (tablas 4.5 a y b).

Los lotes de filetes y midsculo picado de bacalao mostraron diferencias significativas
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Figura 4.4.- Evoluci6n de los niveles de formaldehido libre (FA) (zmoles/g miisculo)
durante la conservacién en congelacién a —20°C en los lotes de filetes de bacalao (BE) y de
musculo picado de bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A).

Las barras verticales indican el intervalo de confianza al 95%. La de trazo fino
corresponde al estudio en funcién del-grado de integridad del musculo (lotes B y BF) y la de
trazo grueso al estudio en funci6n de la especie (lotes B, M y A).



TIEMPO GIM TIEMPO x GIM

FA K&k*k kR k k&

Tabla 4.5. a — Andlisis de la varianza correspondiente a la medida de formaldehido
(FA, en pmoles de FA/g miisculoy de misculo picado y filetes de bacalao (B y BF
respectivamente) en funci6n del grado de integridad del mdsculo (GIM) y del tiempo de
conservacién en estado congelado

TIEMPQ ESPECIE TIEMPO x ESPECIE

FA KA K KAk *kk

Tabla 4.5. b ~ Anélisis de la varianza correspondiente a la medida de formaldehido
(FA, en pmoles de FA/g misculo) de misculo picade de bacalao (B), merluza (M) y
bacaladilia (A) en funcién de la especie y del tiempo de conservacién en estado congelado

TIEMPO x GIM = Interaccién entre el efecto del tiempo y el grado de integridad del mdsculo.

TIEMPO x ESPECIE = Interaccidén cntre ¢l efecto del tiempo y de la especie.

**x = Efecto significativo a P<0.001
** = Efecto significativo a P<0.01

* = Efecto significativo a P<0.05

- = EBfecto no significativo
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(tabla 4.5 a), siendo el FA libre mucho menor en filetes que en mdsculo picado durante el
periodo de conservacion. Esto podria explicarse por la mayor actividad de la OTMAasa en
miusculo picado (apartados 1.3.2. y 4.1.3) y no a la mayor reactividad del FA en filetes, ya que
las diferencias cn cantidad de FA unido (DMA ~ FA libre) entre ambos lotes no fueron

importantes.

También se encontraron diferencias significativas entre los tres lotes de misculo picado
(tabla 4.5 b). Se observé que los valores de FA libre detectados en bacaladilla fueron
superiores hasta la semana & de conservacion, Posteriormente, bacalao y bacaladilla alcanzaron
niveles similarcs y superiores a merluza. En la semana 49 (control final) la merluza alcanzé
su valor mdximo dec FA libre, igualando asi a lo cnconfrado cn bacaladilla en el mismo
control. Los méaximos alcanzados, as{ como los incrementos totales en FA libre encontrados
fueron similarcs en los tres lotes. Los valores detectados en merluza fueron superiores a los
observados por Gonzdlez (1991) para filctes de dicha especie conservados a la misma
temperatura. Esto podria explicarse por el efecto, anteriormente comentado, del picado sobre
la formacién de FA (Mackic y Thomson, 1974; Babbit y col., 1972; Hiltz, 19706; Dingle, 1978,
Crawford y col., 1979). En bacaladilla, cstos fucron inferiorcs a los que encontraron Huidobro
y Tejada en dicha especie conservada a ~18°C (Huidobro y Tejada, 1992), Rehbein (1988)
detecté en musculo picado de las tres especics conservadas a —~8°C cantidades de FA libre
bastante inferiores a las encontradas cn nuestro estudio, adn cuando los valores de DMA
fueron similarcs. Esto podria deberse a una mayor reaccion del FA con las proteinas del

musculo cuando la temperatura de conservacion en congelacién es més alta,

Se encontrd una corrclacion significativa entre los valores de FA y DMA en todos los
lotes (tablas 4.7., 4.8, 4.9. y 4.10.), lo que, como ya se ha indicado, confirma lo que ya ha
sido observado por diversos autores (Babbit y col., 1972; Mackie y Thomson, 1974; Owusu-
Ansah y Hultin, 1986; LeBlanc y col., 1988).

Para estudiar la cantidad de FA que ha reaccionado con otros componentes del misculo
y no se detecta como FA libre se compararon los valores de DMA y FA libre obtenidos. A

partir de la semana 22 en bacalao y de la semana 36 en merluza y bacaladilla se empcezaron

77



RESULTADOS Y DISCUSION

a detectar diferencias entre los valores de DMA y FA libre, siendo los primeros superiores,

Esto indica que parte de ¢l FA formado por la accién de la OTMA desmetilasa qued6 unido
a las protefnas 0 a compuestos nitrogenadoy” no proteicos (Banda y Hultin, 1983; Owusu-
Ansah y Hultin, 1987), no sicndo detectado como FA libre, Este proceso parece que fue més
rapido en merluza y bacaladilla que en baclao. Los valores finales de FA unido (DMA ~ FA
libre) fueron superiores cn bacaladilla, seguida de merluza, musculo picado de bacalo y filetes
de bacalao en orden decreciente. Sin embargo, estas diferencias podrian no ser significativas
ya hay que tener en cuenta que la distinta sensibilidad entre las técnicas de medida de DMA
y FA libre podrian influir en la determinacién del FA unido (Kelleher y col,, 1981). El
descenso en los niveles de FA cn log ditimos controles, detectado en ambos lotes de bacalao,
se puede explicar también por su interaccién con proteinas u otros componentes musculares
de manera irreversible en las ctapas mds avanzadas de degradacion proteica (apartado 1.3.2.2.).
Esto estd de acuerdo con algunos autores qué-cncontraron cvidencia de la mayor reaccién del
FA con proteinas ya desnaturalizadas (Ang y Hultin, 1989; Sotclo y Mackie, 1993), Asi, a
medida que aumenta ¢l periodo de conservacién también [o hacen los cambios en las proteinas
y la reactividad del FA. Sin embargo, ¢l aumento de la cantidad de FA unido observado puede
atribuirse también a los cambios en la integridad de las membranas celulares que sc producen
a lo largo de la conservacién, los cuales favorecen la liberacién del FA y su mayor acceso a
las protefnas (apartado 1.3.). Por otro lado, la mayor cantidad de FA producido podria influir

en su mayor reactividad al aumentar la relacién FA/proteina (Sotelo y col., 1995),

4.2.5.~ MEDIDA INSTRUMENTAL DE TEXTURA (KRAMER)

La modificaci6n de las proteinas miofibrilares durante la conservacién en congelacion
se manifiesta también cn variaciones en texfura. La medida de la resistencia a Ia cizalladura
por medio de la célula de Kramer permite cuantificar estas variaciones (Borderfas y col,,
1983). Los resultados obtenidos sc muestran en la figura 4.5, El andlisis estadistico
correspondicntc se¢ muestra cn las tablas 4.6. a y 4.6. b. En la figura 4.5. se aprecia un

aumento significativo con cl tiempo de conservacién en todos los lotes.
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Figura 4.5.~ BEvolucién de la resistencia a la cizalladura (Kramer) (N/g mdsculo)
durante la conservacién en congelacién a —20°C en los lotes de filetes de bacalao (BF) y de
miisculo picado de bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A).

Las barras verticales indican el intervalo de confianza al 95%. La de trazo fino
corresponde al estudio en funcién del grado de integridad del miisculo (lotes B y BF) y la de
trazo grueso al estudio en funcién de la especie (lotes B, M y A).



TIEMPO GIM TIEMPO x GIM

Kramer kkk rrk s

Tabla 4.6. a — Analisis de la varianza correspondiente a la medida de resistencia a la
cizalladura (Kramer, en N/g msculo) de misculo picado y filetes de bacalao .(B y BF
respectivamente) en funcién del grado de integridad def misculo (GIM) y del tiempo de
conservacion en estado congelado

TIEMPO ESPECIE TIEMPO x ESPECIE

Kramer kA kHkx * kK

Tabla 4.6. b ~ Andlisis de la varianza correspondiente a la medida de resistencia a la
cizalladura (Kramer, en N/g misculo) de mdsculo picado de bacalao (B), merluza (M) y
bacaladilla (A) en funcién de la especie y del tiempo de conservacifn en estado congelado

TIEMPO x GIM = Interacci6n entre el efecto del tiempo y el grado de integridad del midsculo.

TIEMPO x ESPECIE = Interaccién entre el efecto del tiempo y de la especie.

¥** = Efecto significativo a P<0.001
¥* = Bfecto significative a P<0.01

* = Bfecto significativo a P<0.05

- = Bfecto no significativo
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Las diferencias obscrvadas cntre los lotes de misculo picado y filetes de bacalao
nicamente fucron cstadisticamente significativas e las semanas 5 y 22 de conservacion, En
ambos lotes aumentd Ia resistencia a la c1za[1adura, scgu1do de una disminucion en las etapas
finales de la conservacion, debido probablemente a la modificacién detectada en el misculo
incluso visualmente, consistente en una pérdida de cohesién que hizo que la muestra pasara

mds facilmente a través de las ranuras de la célula aun cuando su dureza fuese mayor.

En la scmana 14 cn merluza y 22 en bacaladilla comenzaron a obscrvarse valores
significativamentc superiores a los iniciales. La tendencia a aumentar observada en estos lotes,
a diferencia de mdsculo picado de bacalao, durd hasta ¢l final de la conservacion, acentuéndo-
sc en el dltimo control. El incremento observado a lo largo del tiempo fue mayor y mds lineal

en estas dos especies que en bacalao. .

Al comparar los tres lotes de misculo picado se encontraron en bacalao y merluza
valores significativamente superiores a los de bacaladilla (tabla 4.6 b), esto podria ser debido
a que la bacaladilla presenta una textura bastante blanda cuando se encucntra en periodo
posterior al desove (Ofstad y col,, 1992). Huidobro (1990) ha descrito valores més bajos en
comparaci6n con o obscrvado cn otras especies no pertenccientes al orden gadiformes, que
, como ya se¢ ha indicado, sufrcn menos cambios en textura durante la conservacién por
congelacién y atribuyd esta diferencia a las caracteristicas infrinsecas de la especie,

En cuanto al lote de merluza, fos datos observados sc asemajan bastante a los detectados por

Carcche (1988) cn musculo picado de csta especie ‘conservado a ~18°C,

En cl presente trabajo se cncontré correlacién entre los valores resistencia a la
cizalladura y DMA y FA libre en todos los lotes (tablas 4.7., 4,8., 4.9. y 4.10.).
Sin embargo, las difcrencias en cantidad de DMA formada no se corresponden con las
diferencias observadas cn textura, esto sugiere que en la medida instrumental de textura por
medio de la célula de Kramer pucden estar influyendo otros factores como el distinto tamafio
de los miotomos del misculo cn cada especie. Por lo tanto, considerando los cambios en cada
especie por separado, los resultados sugieren que la cantidad de DMA (o FA) formado esta

relacionada con cl endurccimicnto obscrvado a lo largo del tiempo de conservacion,
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I m, | FA | SOI/TOT | KRAMER | DMA
Nap 1
FA * 1
SOL/TOT ¥k - 1
KRAMER - i - 1
DMA " - . )

Tabla 4.7.- Musculo picado de bacalao (B) (-20°C). Correlacionces entre los distintos
andlisis realizados sobre muisculo. m,;: Viscosidad de homogeneizado de miisculo; FA:
Formaldehido; SOL/TOT: Proteina soluble frente a total; KRAMER: Resistencia a la
cizalladura; DMA: Dimetilamina

n, FA SOL/TOT | KRAMER | DMA
Map 1
FA trn 1
SOL/TOT e - 1
KRAMER s 2% - 1
DMA e * *4 * 1

Tabla 4.8.- Filetes de bacalao (BF) (-20°C). Correlaciones entre los distintos anélisis
realizados sobre mdsculo. 1,,: Viscosidad aparente de misculo; FA: Formaldehido; SOL/TOT:
Proteina soluble frente a total; KRAMER: Resistencia a la cizalladura; DMA: Dimetilamina.

Nivel de significacién de la correlacién: *** = significativa a p<0.001; **

significativa a p<0.01: * = significativa a p<0.05; — = no significativa




| n, | P SOL/TOT | KRAMER | DMA
Map 1
FA *es 1
SOL/TOT r+4 oex 1
| KRAMER ree He Hrr 1
I pma - - . . 1

Tabla 4.9.— Muisculo picado de merfuza (M) (-20°C). Correlaciones entre los distintos
analisis realizados sobre misculo. m,; Viscosidad aparente de misculo; FA: Formaldehido;
SOL/TOT: Proteina soluble frente a total; KRAMER: Resistencia a la cizalladura; DMA:
Dimetilamina.

e m, FA SOL/TOT | KRAMER DMA
Map 1
FA kk* 1
SOL/TOT i Hhx 1
KRAMER g ok . 1
DMA A‘I KR T * ok L TY 1

Tabla 4.10.- Misculo picado de bacaladilla (A) (-20°C). Correlaciones entre los
distintos analisis realizados sobre mdsculo. m,;: Viscosidad aparente de misculo; FA:
Formaldehfdo; SOL/TOT: Protefna soluble frcnte a total; KRAMER: Resistencia a la
cizalladura; DMA: Dimetilamina.

Nivel de sigﬁificacién de la corrclacién: *** = significativa a p<0.001; ** =
significativa a p<0.01: * = significativa a p<0.05; - = no significativa
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No se encontraron diferencias por efecto del picado en bacalao, agn cuando los niveles
de DMA fueron mayores ¢if el Gltimo. Esto se corresponderfa con la escasa diferencia cn
cantidad de FA unido detectada en ambos lotes (apartado 4.2.1.), aungue también podrfa
atribuirse a que, en las condiciones de preparacién de la muestra (3.2.2.1.), 01 menor grado

de integridad de la misma disminuya el valor de la medida de textura.

43.- ESTUDIO DE EXTRACTABILIDAD DE PROTEINAS MIOFIBRILARES DE
MUSCULO

Como ya sc ha comentado cn al apartado 4.2.1,, la pérdida de extractabilidad dc las
proteinas del musculo durah;tc la conservacién por congelacién se considera un pardmetro
indicativo del grado de desnaturalizacién y agregacién de las mismas, Dentro de las protcinas
mayoritarias del msculo, las proteinas sarcopldsmicas no s¢ modifican apenas, mientras que
las miofibrilarcs y del estroma son las principales responsables de la agregacién durante la

conservacién en congelacién (Huidobro y Tejada, 1993 b).

Para estudiar la agregacidn de las proteinas miofibrilares y su influencia en los cumbios
en los cambios obscrvados cn la funcionalidad del mdsculo, se midié la extractabilidad de
estas proteinas cn cada control a lo largo de la conservacién. La extraccidn se llevd a cabo
con soluci6n salina de alta fucrza iénica (NaCl 0,6 M) y pH 7 (segiin la técnica indicada en
el apartado 3.2.3.1.), condiciones a las cuales se alcanza un maximo de cxtractabilidad dc

proteinas miofibrilares (Kawashima y col,, 1973; Stefansson y Hultin, 1994),

Un objetivo de este trabajo cs ¢l estudio de la proteina agregada no extraible en NaCl
0,6 M detectada durante 1a conservacion del misculo en congelaci6n (apartado 3.2.1)). En este
apartado sc comentardn los resultados obtenidos del tratamicnto de estos agregados corn
distintos agentes: SDS y SDS + B-ME. Este tratamiento estaba encaminado a estudiar la
naturaleza de los enlaces implicados en dicha agregacién y la evolucién de los mismos a lo

largo del tiempo. Asimismo, sc traté de dilucidar ia influencia del grado de integridad del
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musculo y la especie en la agregacion,

.« La proteina agregada no extraida con solucién salina (P1) se tratd segin el esquema
descrito en el apartado 3.2.3.2. Al tratar ¢l agregado con SDS 2% sc extrajo una freaccién de
proteina extraida (S2), que cstaba unida en el agregado en gran proporcién por medio de
interacciones secundarios, ya que el SDS es un detergente capaz de romper o debilitar este
tipo de enlaces (Rousscl y Cheftel, 1990; Edelstein, 1991 a) y una fraccion no extraida (P2).
Esta dltima se someti6 a su vez a la accién combinada de SDS 2% mds p~ME al 5%, siendo
este Gltimo un agente reductor que rompe los puentes disulfuro (Edelstein, 1991 b). De esta
manera sc¢ obtuvo una fraccién de proteina extraida (S3) que estaba unida al agregado en parte
por uniones S-S ¢ intcracciones secundarias y una fraccién no extraida (P3). Este se considerd
formado en su mayor parte por enlaces covalentes distintos de los puentes disulfuro.

Hay que tener en cuenta quc cualquicra de las fracciones cxtraidas (S1, S2 y S3)
podrian contencr agregados solubles, formados por el establecimiento de enlaces interproteicos,
que no se rompen en las condiciones empleadas en cada tratamiento (enlaces secundarios, S-S
y covalentes no S-S, cn la fraccion S1; S-S y covalentes no S-S, en la fraccién S2 y
covalentes no S-S, en la fraccion S3 y cuyo peso molecular no es lo suficientemente grande

como para quedar formando parte de la fraccién no cxtraida al centrifugar.

Debido al gran ndmero de pardmetros que se han de considerar en conjunto, para una

myor claridad en la exposicion se han expresado los resultados de tres mancras diferentes:

a) Cantidad de proteina cxtraida en las fracciones S1, 82, 83y P3, estudiando en cada
fraccién por separado el cfecto del tratamicento y especie (figuras 4.6., 4.7., 4.9., 4.11.).

b) Proporcién de proteina del agregado P1 extraida en las anteriores fracciones,
estudiando en cada fraccion por scparado el efecto del tratamiento y especie (figuras 48.,
4.10., 4.12.).

¢) Relaci6n entre las fracciones S1, 82 y S3 y P3, estudiando cada lote por separado

(figuras 4.13., 4.14,, 4.15,, 4.16.).
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FA SOL/TOT | KRAMER [ DMA
MNp 1
| :
SOL/TOT " o *rk 1
KRAMER k) i ok 1

Tabla 4.9.— Musculo picado de merluza (M) (-20°C). Correlaciones entre los distintos
andlisis rcalizados sobre musculo, n,,: Viscosidad aparente de misculo; FA: Formaldehido;
SOL/TOT: Proteina soluble- frente a total; KRAMER: Resistencia a la cizalladura; DMA:

Dimetilamina,
II LI FA SOL/TOT KRAMER DMA
Map | 1
FA 3 1
SOL/TOT ¥k * %k 1
KRAMER “ * ¥k * ok *%k 1
DMA || *FE L * ok * o ok 1

Tabla 4.10.- Misculo picado de bacaladilla (A) (-20°C). Correlaciones entre los
M+ Yiscosidad aparente de musculo; FA:
KRAMER: Resistencia a la

distintos andlisis realizados sobre miisculo.
Formaldehfdo; SOL/TOT:; Proteina soluble frente a total;
cizalladura; DMA: Dimetilamina,

Nivel de significacién de la correlacibn:

significativa a p<0.01: * = significativa a p<0.05; - = no significativa

*** = gignificativa a p<0.001;

* %



" Ny L FA SOL/TOT | KRAMER DMA |
sy || L
FA * 1
SOL/TOT xEE - 1
KRAMER “ - *e - 1
DMA " *ow * ok ¥ * K ok 1

Tabla 4.7.— Misculo picado de bacalao (B) (~20°C). Correlaciones entre los distintos
andligis realizados sobre mdsculo. 7, Viscosidad de homogeneizado de misculo; FA:
Formaldehido; SOL/TOT: Proteina soluble frente a total; KRAMER: Resistencia a la
cizatladura; DMA: Dimetilamina

1 FA SOL/TOT | KRAMER DMA
ey 1
FA ¥ 1

SOL/TOT o - 1

KRAMER *x *Ad - 1
DMA o * * ¥ ¥ 1

Tabla 4.8.—- Filetes de bacalao (BF) (-20°C). Correlacioncs entre los distintos analisis
realizados sobre musculo. 1,,: Viscosidad aparente de misculo; FA: Formaldehido; SOL/TOT:
Proteina soluble frente a total; KRAMER: Resistencia a la cizalladura; DMA: Dimetilamina.

Nivel de significacién de la correlacién: *** = gignificativa a p<0.001; ** =
significativa a p<0.01: * = significativa a p<0.05; — = no significativa
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Cada una de las formas de cxpresién resalta una informacién que de otra forma
qucda‘ria enmascarada. En a y b se comparan los resultados obtenidos en cada lote, tanto
considerando la magnitud total de la agregacién (a) como independientemente de esta (b). Esto
permite comparar los cambios cn los distiantos lotes desde el punto de vista de la funcionali-
dad de mdsculo y del tipo de agregado formado. En ¢) se obtiene una visién global de la
naturaleza de la agregacién cn cada lote, resaltando las relaciones entre los cambios

observados en las distintas fracciones obtenidas del tratamiento del agregado (S2, S3 y P3).

4.3.1.- EXTRACTABILIDAD DE ACTOMIOSINA NATURAL (AMN) EN NaCl 0,6 M
(S1)

En la figura 4.6. sc mucstran los cambios en extractabilidad de AMIN expresada en
gramos de AMN por gramo de proteina del muisculo. Se observa que tuvo lugar una

disminucién gradual cn todos los lotes a lo largo de la conservacién.

Hasta después de fa semana 22 no se encontraron diferencias entre misculo picado y
filetes de bacalao. En el primero tuvo lugar un descenso muy acusado que comenzd en la
semana 22 y quc continud hasta la semana 49, alcanzando al final de la conservacion los
valores menores de extractabilidad detectados este estudio. El efecto del picado disminuy6
la extractabilidad de la proteina miofibrilar, de forma similar que [a extractabilidad de
proteinas sarcopldsmicas y miofibrilares (proteina soluble, figura 4.1.), aunque en esta tltima

las diferencias sc observaron mas tempranamente.

El lote de bacalao presenté inicialmente valores més altos de extractabilidad que las
otras dos especics, pero a partir de la semana 22 experiment6 un descenso, como ya se ha
comentado, de tal manera que en la semana 49 alcanzé valores inferiores incluso a los de la
merluza y bacaladilla. En misculo picado de bacaladilla se otuvieron valores ligeramente més

bajos que en merluza, pero la disminucién de la extractabilidad fue similar y lineal en ambas

especies.
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Figura 4,6.- Evolucién de la extractabilidad en NaCi 0,6 M de la actomijosina natural
(AMN) de miisculo (g prot. extraida/g prot. misculo) en los lotes de filetes de bacalao (BF)
y de mdsculo picado de bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A) durante la conservacitn

en congelacién a -20°C,
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En general, cn extractabilidad de protefnas miofibrilares se observaron diferencias entre
los lotes de bacalao y los de merluza y bacaladilla y entre picado y filetes de bacalao. Estas
diferencias entre lotes fucron similares a las que se dieron en m,, de misculo (apartado 4.2.1.),
Hay que tener en cucnta que en la técnica de m,, de misculo la medida se realiza sobre los
homogeneizados de muisculo previamente filtrados (apartado 3.2.2.1.). Cuando la proteina estd
muy agregada, parte de csta podria quedar retenida en este paso, con lo que la concentracion
del filtrado sobre ¢l que sc rcaliza la medida serfa menor cuanto maés agregada esté la proteina
del misculo. Por otro lado, Jas proteinas miofibrilares son las que contribuyen mayormente
en la medida de la v,, (Borderias y col., 1985, Huidobro y Tejada, 1993 b). Los cambios en
agregacién de la AMN vy, cn consccucncia, en su concentracién en dichos filtrados, influye
grandemente en la medida de la m,,. Todo cllo confirma la influencia de los cambios en

extractabilidad cn la medida dc la 1, de misculo.

Sin embargo, lam,, cxperimentd en la semana 22 una brusca disminucion, mientras que
el descenso observado cn extractabilidad fue gradual hasta la semana 49, Esto indica que a
pesar de la influencia de los cambios en extractabilidad en la m,, de misculo, existen estados
incipientes de desnaturalizacion y agregacion que son detectados antes por cambios en m,, que

por modificacionces en solubilidad (Tcjada y Careche, 1988 y Careche y Tejada, 1990 a 'y b).

Sin embargo, las diferencias observadas cntre los distintos lotes no se corresponden con
las detectadas en textura (figura 4.5.), adn cuando se produjo un incremento de la dureza en
todos los lotes. Esto podria deberse a que, como ya se ha indicado en el apartado 4.2.5., en
la medida instrumental de textura por medio de la célula de Kramer pueden estar influyendo

otros factores como cl distinto tamaiio de los miotomos del misculo en cada especie.

4,3.2.- EXTRACTABILIDAD EN SDS 2% (S2) DEL. AGREGADO PROTEICO NO
EXTRAIDO EN NaCl 0,6 M (P1)

En la figura 4.7. sc mucstra la extractabilidad de la protefna del agregado P1 cuando

se trata con SDS 2% cxpresada como g de proteina extraida por g de protefna de mdsculo,
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Figura 4.7.~ Evolucién de la extractabilidad en SDS 2% del agregado no extraido en
0,6 M NaCl (P1) (g prot. extraida/g prot. mdsculo) en los lotes de filetes de bacalao (BF) y
de misculo picado de bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A) durante la conservacién en
congelacién a —20°C,
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Se observa que hasta la semana 22 no sec empezé a detectar en bacalao la presencia de

agregados en cantidad significativa. Como se puede observar, los valores de cxtractabilidad
» ot 3 3

a los cualcs se empicza a detectar agregado en mdsculo picado de bacalao coinciden con los

que presentaron los lotes de misculo picado de merluza y bacaladilla inicialmente,

En todos los lotes se produjo un aumento de la cantidad de proteina extrafda con SDS
2% conforme avanza cl ticmpo de conservaci6n, que guarda relacion con la mayor cantidad
de precipitado obtenido. Estos resultados confirman fo encontrado por Connell (1975), Laird
y col. (1980), Owusu~Ansah y Hultin (1986) y Lim y Haard (1984) que indicaron una
participacién importante de las uniones secundarias en la agregacién observada durante la
conservacién cn congelacion.

La cantidad de protcina extrafda en SDS 2% fué'mayor en musculo picado que en

filetes de bacalo, aunque inicialmente (semana 22) estos fueron similares,

El efecto de la especic s estudié comparando los lotes de misculo picado de merluza
y bacaladilla, ya quc en bacalao no se detect6 la aparicion de precipitado insoluble en sal (P1)
hasta la semana 22 de conservacién. En bacaladilla se observaron valores mas clevados que
en merluza hasta la semana 22, pero al final de la conservaci6n la cantidad de proteina
extraida con SDS 2% fuc purecida en ambos lotes. En merluza los valores comenzaron a
aumentar en la semana 8 de conservacion, mientras que en bacaladilla no se observé aumento

hasta la semana 49,

Hay que tener en cuenta que la cantidad de protefna extraida en la fraccién S2 depende
de la cantidad de agregado P1 que se forme. Por tanto, para estudiar los cambios en el grado
de participacién de los enlaces secundarios en el agregado insoluble en sal P1, en la figura
4.8. se representa la extractabilidad de P1 con SDS 2% expresada en porcentaje de proteina
de P1 que se solubiliza en SDS 2%. En filetes de bacalao se obtuvieron valores superiores
que en musculo picado de la misma especie. En ambos lotes se observé un descenso con el
tiempo que fue mds acusado en misculo picado. El descenso en la proporcién de proteina de

P1 extraida con SDS 2% no implica nccesariamente un descenso en la participacion de este
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Figura 4.8,~ Evolucion del porcentaje de proteina extraida en SDS 2% (S2) respecto
a P1 (protefna no extraida en NaCl 0,6 M) (% S2/P1) en los lotes de filetes de bacalao (BF)
y de midsculo picado de bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A) durante la conservacion
en congelacion a —20°C.
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tipo de uniones cn la agregacién, ya que la formacién de otro tipo de enlaces no rotos en las
condiciones de extraccién empleadas podria enmascarar dicha participacién. Sin embargo, si
se puede ‘afirmar que los resultados ponen de manifiesto una tendencia al aumento en la
proporcidn de los enlaces covalentes implicados en la agregacién a lo largo de la conservacién

en ambos lotes, que fuc mds acusada en misculo picado.

En bacaladilla, la proporcién de proteina extraida inicialmente en la fraceién S2 fue
inferior que en merluza. En esta dltima el agregado P1 se extrajo cn su totalidad con SDS 2%
al inicio de la conservacién, En ambas espccics se observé un descenso a lo largo de la
conservacién, aunque la cantidad total de proteina solubilizada en SDS 2% aument6 en el
mismo periodo, como ya se ha indicado (figura 4.7.) (debido a una mayor formacién de
agregado insoluble e NaCl 0,6 M (figura 4.6.)). Al final de la conservacién se observé una

proporcién de agregado cxtraido con SDS 2% similar en ambos lotes.

Por tanto, a pesar del aumento observado en la cantidad total de proteina en S2, la
proporcién de P1 extraida en dicha fraccién tendid a disminuir en todos los lotes. La tendencia
observada en la proporcitn dc proteina de P1 solubilizada en la fraccion S2 sugiere que en
las etapas mds avanzadas dc la conscrvacién tuvo lugar un aumento en la formacidn de otras
uniones (S-S u otro tipo de covalentes), las cuales no se rompen con SDS 2% en las
condiciones empleadus. En bacaladilla, a diferencia de las otras especies, dicha participacién
de uniones covalentes en ¢l agregado se obscrvd desde el inicio de la conservacion. Sin

embargo, en las ctapas finales, esta fuc similar en los lotes de misculo picado.

Los resultados obtenidos cn cste cstudio coinciden con lo deserito por Owusu Ansah
y Hultin (1986) cn estudios de solubilidad de miisculo de merluza picado conservado en
congelaci6n. Dichos aulores detectaron una disminucion en la proporcién de proteina insoluble
en sal que se solubiliza por accién del SDS, 1o cual coincide con lo observado en el presente
estudio. Asi mismo, nuestros resultados estdn de acuerdo con la disminucién en extractabilidad
en 1% de SDS dc misculo de bacalao muy deteriorado por conservacién en congelacion

observada por Connell (1975).

85



RESULTADOS ¥ DISCUSION

4.3.3.- EXTRACTABILIDAD EN SDS 2% + ~ME 5% DEL AGREGADO PROTEICO
NO EXTRAIDO EN SDS 2% (P2)

En la figura 4.9. sc mucstra la extractabilidad de P2 (insoluble en sal y en SDS 2%)
en SDS 2% + B-ME 5% (fraccion S3) expresada como g de AMN por g de proteina de

musculo,

Se observaron diferencias de extractabilidad entre el lote de misculo picado y filetes
de bacalao, sobre todo a partir de la semana 49. En dicho control se observé un aumento
pronunciado en misculo picado, micntras que en filetes no hubo cambios a lo largo del
tiempo.

En bacalao, como ya sc ha indicad-('), s6lo se obtuvo P1 a partir de la semana 22. Por
tanto, en dicho lote sélo sc pudo estudiar la extractabilidad en SDS 2% + 3—ME 5% (fracci6n
S3) a partir de dicho control. Por ello s6lo es posible comparar los resultados de los lotes de
misculo picado en las especies merluza y bacaladilla. En bacaladilla se observé un incremento
en la semana 22, manteniéndosc cstable posteriormente, mientras que la merluza aumento sélo
en el dltimo control, presentando niveles muy bajos hasta entonces. En este lote el agregado
P1 obtenido al inicio de la conservacion se extrajo totalmente con SDS 2%, con lo que no se

obtuvieron fracciones P2, 83 y P3 en ¢l control a las 0 semanas.

Como ya se indicG para la fraccion S2, las cantidades de proteina extrafdas dependen
de la cantidad dc P1. Por tanto, en la figura 4.10. se representa el porcentaje de proteina de
P1 solubilizada con SDS 2% + B—~ME 5% (S3). En bacalao, los cambios y las diferencias
entre los lotes de mdsculo picado y filetes fueron similares a los observados en cantidad total
de proteina extraida (figura 4.9.). La alta proporci6n de proteina extraida en S3 observada en
misculo picado de bacalao a partir de la semana 49 parece indicar que el aumento en la
agregacién que tuvo lugar en las Gltimas semanas de conservacion (figura 4.6.) fue debido en

parte a la formacién de enlaces S-S. Sin embargo, en filetes no se detectaron cambios a lo

largo de la conservacién.
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Figura 4.9.- Evoluci6én de la extractabilidad en SDS 2% + p-ME 5% (83) (g prot.
extraida/g prot. musculo) en los lotes de filetes de bacalao (BF) y de mdsculo picado de
bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A) durante la conservacién en congelaci6n a —20°C.
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Figura 4.10.— Evolucién del porcentaje de protefna extraida en SDS 2% + f-ME 5%
(S3) respecto a P1 (proteina no extraida en NaCl 0,6 M) (% S3/P1) en los lotes de filetes de
bacalao (BF) y de mdsculo picado de bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A) durante la
conservacién en congelacién a -20°C.
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Los valores en misculo picade de merluza aumentaron bruscamente al final de la
conservacidn, indicando un incremento en la participacién de los enlaces S-S en el agregado.

En bacaladilla se observd un aumento mis suave.

En general, estos resultados ponen de manificsto la participacién de las uniones S-S
en el agregado formado durante la conservacién en congelacién en todos los lotes. Esto
coincide con lo observado por otros autores (Matthews y col., 1980, Lim y Haard, 1984 y
Owusu-Ansah y Hultin, 1986). También sc puede inferir que hubo un aumento de la
participacién de las unioncs S-S en las ctapas finales de la conservacion por congelacién en
misculo picado de bacalao y merluza. Esto ha sido observado por Lim y Haard (1984) en
misculo picado de cglefino conservado a —10°C. Dichos autores detectaron un aumento de
mds del 30% cn la proporcién del proteina del agregado extraida con SDS + B—-ME. Owusu-—
Ansah y Hultin (1986) obscrvaron también cste incremento en la participacién de enlaces S-S
a lo largo de la conscrvacién en congelacion de filetes de merluza, Laird y Mackie (1979),
sin embargo, encontraron que ¢l B—ME no aumentaba la extractabilidad de agregado con
respecto al tratamicnto con SDS, pudiendo deberse a la diferente metodologia empleada, ya

que la centrifugacion sc realizé a 10.000 g, ¢l doble de 1o empleado en el presente estudio.

En miusculo picado de bacaladilla y filetes de bacalao, €l que la proporcién de P1
extraida con SDS 2% + 3-ME 5% no cambic con el tiempo no implica que no hubo cambios
en la participacién de los enlaces S-S cen la agregacién, ya que dichos cambios pueden no ser
detectados debido a la formacion de otro tipo de enlaces covalentes no S~S que impedirian

el acceso y ruptura de las uniones S-S por parte del 3~-ME.

4.3.4.- PROTEINA NO EXTRAIDA CON EL TRATAMIENTO APLICADO (P3)

En la figura 4.11. sc representa la cantidad de proteina de P1 no extraida con el
tratamiento aplicado expresada en gramos de proteina por gramo de proteina de misculo. Los
valores observados en musculo picado de bacalao fucron ligeramente superiores a los de filetes

de la misma especic. En mdsculo picado hubo un ligero aumento a lo largo del tiempo,
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Figura 4.11.— Bvolucién de la cantidad de proteina no extraida (P3) (g prot. /g prot.
misculo) en los lotes de filetes de bacalao (BF) y de misculo picado de bacalao (B), merluza
(M) y bacaladilla {A) durantc la conservacién en congelacién a ~20°C.
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Figura 4.12,~ Bvolucién del porcentaje de protefna no extraida (P3) respecto a P1
(protefna cxtrafda en NaCl 0,6 M) (% P3/P1) cn los lotes de filetes de bacalao (BF) y de
mtsculo picado dec bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A) durante la conservacién en
congelacién a -20°C.
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En musculo picado de merluza y bacaladilla se detecté un aumento muy pronunciado
cn ¢l dltimo control (semana 49), siendo los valores de esta dltima ligeramente superiores a
4

lo largo de todo cf periodo de conservacion.

En la figura 4.12. s¢ representan los cambios anteriores (figura 4.11.) expresados en
porcentaje de proteina de P1 que no se pudo extraer. En dicha figura se observa como apenas
si hubo cambios a lo largo del tiempo en los lotes de bacalao, indicando que la participacion
de los enlaces covalentes no disulfuro en P1 permanceié practicamente constanie durante el

perfodo de conservacion.

Tanto en merluza como en bacaladilla cabe destacar el aumento cn la proporeion de
protefna del apregado que no se extrac pog el tratamiento aplicado (y por tanto de la
participacién de cnlaces covalentes no S-S en la agregacién) observado al final de la
conscrvacion. Hasta diche control no se observaron cambios importantes en ambos lotes. En

bacaladilla s¢ observaron valores supetiores a lo largo de todo el estudio.

4.3.5.- NATURALEZA DIE LA AGREGACION A LO LARGO DE LA
CONSERVACION

En los apartados anteriores se han estudiado los valores de extractabilidad de P1 en Los
distintos lotes de manera comparativa para catda fraceion obtenida (S2, S3 y P3). En dichos
apartados se puso de maniliesto la indeterminacion que supone la formacién de enlaces més
fuertes que impiden la deteceion de los que se rompen en los tratamientos con SDS 2% y

SDS 2% + pB~MLE 5% (fracciones 82 y 83).

Para estudiar la naluraleza e la agregacion y los cambios en esta a lo largo del tiempo
de conscrvacion consideramos necesaria una vision de conjunto de los valores obtenidos en
las distintas fracciones para cada lote. Con cste fin, cn las figuras 4.13,, 4.14., 4.15. y 4.16.
sc represnetan los resultados del estudio de extractabilidad del agregado en distintos agentes

conjuntamente con lus cantidades de dicho agregado obtenidas en cada lote.
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La figura 4.13. muestra los cambios ¢n el lotc de mdsculo picado de bacalao.
Inicialmente el agregado PL detectado en la semana 22 pudo extracrse totalmente con SDS
2%, lo quc parcce indicar que la agregacién tuvo lugar fundamentalmente por enlaces
secundarios. Posteriormente se detectd un aumento en la proporcién de la fraccién S3, lo cual
sugiere que la mayor agregacion obscrvada a lo largo del tiempo fue debida al establecimiento
de cnlaces S~S interproteicos. La proporcion de la fraceién P3, indicativa de la participacion
de enlaces covalentes no S-S no cambi6 desde la semana 36 en que fue detectada y fue

similar a {a observada en filetes.

En la figura 4.14. se pueden observar que en el lote de filetes de bacalao, el agregado
detectado en la semana 22 tuvo naturaleza similar a la observada en el lote de misculo picado
, ya que pudo extraerse tolaimente con SDS 2%. A partir de la semana 36, la naturaleza de
dicho agregado cambi6 de tal forma que se detectd la intervencion de enlaces S-S y
covalentes no S-S cn ¢l mismo, no observindose cambios posteriores en cuanto a la

naturaleza del agregado formado.

La figura 4.15. muesira los cambios en el lote de merluza, En cste lote la agregacion
inicial tuvo lugar con anterioridad en ¢l tiempo, pero su naturaleza fue similar a la observada
cn los lotes de bacalao, pues el agregado obtenido pudo ser extraido totalmente con SDS 2%,
lo cual sugicre una partipaciacion importante de las uniones secundarias. Posteriormente hubo
un aumento cn la proporcién de las fracciones S3 y P3 que podria relacionarse con un
aumento en la parlicipacién de enlaces covalentes (S-S 0 no S—5) en la agregacién a medida

quc aumentd el periodo de conservacion.

En el lote de bacaladilla (figura 4.16.), la cantidad de P1 formado fuc similar que en
merluza y también sc delectd desde el principio del estudio. Este agregado inicial fue distinto
del observado cn los loles anteriores, pucsto que no pudo extracrse en su totalidad con SDS
2%, sino que parte del mismo se extrajo en la fraccibén 83 y otra parte no pudo extraerse (P3).
Esta dltima fraccion aumentd a lo largo de la conscrvacion, lo cual podrfa indicar un

incremento de la participacién de los enlaces covalentes no S—S en ¢l agregado, Este pudo

89



EXTRACTABILIDAD

MUSCULO PICADO BACALAO (B)

o
o

7

P1/g prot, musculo
o
T

b)

80—

P1 60
0,3 - *®
o
= 0,2
i}
B 20+
a0,1-
o
0 & : E x - - == = = 0
o} 10 20 30 40 60 ¢

Semanas

Figura 4.13.— Mdsculo picado de bacalao (B} conservado en congelacién a -20 °C.
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a: Cantidad de proteina extraida v no extraida en NaCl 0,6 M (S1 v P1 respectivamuente) (g proteina/g proteina de musculo)
b: Extractabilidad de P1. Porcentaje de proteina extraida en SDS 2% (S2), SDS 2% + B-ME 5% (S3) v no extraida (P3).



EXTRACTABILIDAD
FILETES DE BACALAO (BF)
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Figura 4.14.— Filetes de bacalao (BF) conservado en congelacién a —20 °C
a: Cantidad de proteina extraida vy no extraida en NaCl 0,6 M (S1 v P1 respectivamente) (g proteina/g proteina de misculo)
b: Extractabilidad de P1. Porcentaje de proteina extraida en SDS 2% (82}, SDS 2% + B8-ME 5% (S3) y no extrafda (P3).
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Figura 4.15.— Misculo picado de merluza (M) conservado en congelacién a —20 °C
a: Cantidad de proteina extraida y no extraida en NaCl 0,6 M (S1 v P1 respectivamente) (g proteina/g proteina misculo)

b: Extractabilidad de P1. Porcentaje de proteina extraida en SDS 2% (S2), SDS 2% + B-ME 5% (83) y Do extraida (P3).
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EXTRACTABILIDAD
MUSCULO PICADO BACALADILLA (A)
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Figura 4.16.— Misculo picado de bacaladilla (A) conservado en congelacién a ~20 °C

a: Cantidad de proteina extraida y no extraida en NaCl 0,6 M (S1 y P1 respectivamente) (g proteina/g proteina miisculo)
b: Extractabilidad de P1. Porcentaje de proteina extraida en SDS 2% (S2), SDS 2% + B-ME 5% (S3) y no extraida (P3).
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cnmascarar un posible cambio no detectado hacia la mayor participacién enlaces S—S.

De los resultados “Se podria inferir que la cinética de agregacién fue distinta
dependiendo del grado de integridad del masculo y de la especie estudiada. En general, en la

agregacion hubo participacidn de enlaces hidrofdbicos, S-S y covalentes no S-S .

En todos los lotes hubo un descenso en la proporcién de proteina de P1 extraida en
SDS 2%, esto fuc debido a fa formacion de enlaces mds fucrtes (S-S y covalentes). En cuanto
a la participacion de los enlaces $-8 en la agregacién, en merluza y bacaladilla no se pudo
sacar conclusiones debido al aumento en la proporeién de enlaces covalentes detectado que
podria enmascarar su deteccion.

Comparando los resutados obtenidos en ambos lotes de musculo picado y filetes de
bacalao (figuras 4.13, y 4.14.) s¢ puede observar la influencia del grado de integridad del
muisculo. La mayor agregacidn observada por efecto del picado del misculo se debi6
fundamentalmente al aumento en la formacion de enlaces S-S interproteicos, mientras que la

proporcion de covalentes no S-5 no aumentd.

La comparacidn de las figuras 4.13,, .15, y 4.16. muestra la diferente naturaleza de
los agregados formados en cada especie a lo largo del tiempo de conservacién, En bacalao la
agregacion se detectd posteriormente y fue mayor que en merluza o bacaladilla. La distinta
cinélica de agregacion sc acompaid ademds de una menor parlicipacién de las uniones
covalentes cn los agregados formacdos en baculuo, En bacaladilla y merluza, como ya hemos
dicho, la agregacion fue mis temprang y aumenté mas gradualmente a lo largo de la
conservacion. En ambas hubo mayor implicacion de los enlaces covalentes en la agregacion
que en bacalao. Dicha implicacion fue mayor en bacaladilla que en merluza y a diferencia de

las otras dos cspecics, se observé desde cl principio de la conservacion.

Se sube que ¢l FA influye notablemente en la cantidad de agregado que se forma in
situ durante la conservacion en congelacién (apartado 1.3.2.2.). En el presente estudio no se

encontré una relacidn directa entre ta cantidad de FA formado en los distintos lotes y la
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cantidad de agregado formado, aunque cn los lotes de mdsculo picado sc detecté mayor
formacién de DMA (y por tanto de FA) y un descenso mds acentuado de la solubilidad en sal.
v

En cuanto a la influencia del mismo en la naturaleza de csta agregacién, cn la literatura
se encucntran resultados contradictorios, Asi, masculo de bacalae bastante deteriorado por
conservacion cn congelacion pudo ser solubilizado en 1% de SDS cn proporcién muy alta
(Connell, 1965 y 1975). Otros awtores encontraron un alto porcentaje de insolubilizacion en
merluza conservada en congelacidn tras el tritamiento de esta con 1% de SDS (Dingle y col.,
1977). Estos cexplicaron la gran proporcitn de covalentes observada por la mayor velocidad
de formacién de FA cn merluza, Connell (1975) por su parte demostrd que si se afiadia FA

exgeno al muscuto de bacalao en fresco se detectaba mucha mayor insolubilizacién en SDS.

En el presente estudio, aungue no se encontrd relacién entre la cantidad de FA formado
en los distintos lotes y la importancia de los enlaces covalentes no S-S en la agregacion,
nuestros resultados sugicren la posible influencia del FA unido en la participacién de dichas
uniones. Asi, en merluza y bacaladilla, que presentaron mayor proporcién de agregado
insoluble (3) (y por tanto de enlaces covalentes no S=S), se empezé a detectar la unién de

FA a proteinas mds tempranamente ¢ue en bacalao (apartado 4.2,1.).

44~ ESTUDIO ELECTROFORETICO (SDS-PAGE) DE LAS FRACCIONES
EXTRAIDAS (51, 82 y 83)

La mayoria de los estudios realizados sobre los cambios que tienen lugar en las
proteinas miofibritares durante la conscrvacion en congelacién de misculo no ticnen on cuenta
la composicién de los extraclos proteicos en soluciones salinas, SDS y SDS + f~-ME que se
estudian en cada control a lo largo del tiempo. Las distintas proteinas que los componen tienen
diferente susceptibilidad a la agregacion ¢ insolubilizacidn. Por tanto, la proporcién de las
mismas en estos pucde cambiar durante la conservacién, con posibles implicaciones en

funcionalidad y texwra.
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En este trabajo se pretendia poner de manificsto los posibles cambios ¢n composicitn
de los extractos de proteina miofibrilar en soluciones salinas, SDS y SDS + —~-ME, a lo largo
de la conservacion. Iin los extractos de proteicos en soluciones salinas, donde se midieron
algunas propicdades funcionales de la AMN, cl estudio de la composicién de la misma por
clectroforesis nos permitid interpretar mejor algunos de los resultados obtenidos. Otro objetivo
fue estudiar la implicacion de las proteinas mayoritarias (CPM y Ac) cn los agregados

formados por cnlaces covalenles.

Para cllo, en cada una de las fracciones se midieron los cambios en proporeitn de las
proteinas mayoritarias (CPM y Ac) por medio de la medida de la DOl/g prot, de las banclas
correspondicntes a estas proteinas, Los cambios en la proporcién de las otrag proteinas
minoritarias no s¢ cuantificaron, aunque estos se cstudiaron de forma no cuantitativa

observando los perfiles clectroforéticos.

Para interpretar los cambios observados en la proporeidn de CPM y Ac (medidos a
través de los cambios en DOl prot) de manera paralela a los cambios de extractabilidad se
realiz6 una comparacitn entre los valores obienidos en los distintos lotes en cada fracecion.
También se compararon los valores oblenidos en las distintas fracciones en cada lote, para
poder estucliar las relaciones entre los cambios obscrvados en las distintas fracciones. De csta
manera s¢ puede obtener informacion acerca de la naturaleza de la protefna del agregado que

no se pudo extracr por ¢l tratamiento apticado (P3).

4.4.1.- PATRON ELECTROFORETICO DE LAS ESPECIES ESTUDIADAS

La caracterizacion de la AMN de las tres especics estudiadas por electroforesis se llevo

a cabo inmedistamente «espués de su extraceion utilizando geles de acrilamida al 12,5%.

An general en ¢l perlil clectroforético de las actomiosinas procedentes de las tres
especies estudiacdas (figura 4.17.) s¢ pudo observar la presencia de distintas bandas

correspondicentes a determinadas proteinas miofibrilares:
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Figura 4.17.~ Perfil clectroforético (SDS-PAGE) de la actomiosina nalurgl ({&MN)
aislada de musculo fresco de bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A). Identificacion de
picos y zonas en apartado 4.4.1.
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pico 3 ~ Cadena pesada de miosina (CPM): PM™195 kDa (Stefansson y Hultin, 1994)

La intensidad del pico de CPM en bacaladilla fresca fue menor que cn las otra¥’ especics.

zona 4 - Grupo de proteinas de dificil identificacién cntre las que se encuentran la C-

proteina: PM"140 kDa y ce-aclinina: PM™03 kDa (Scki, 1977, Stefansson y Hultin, 1994),
pico § - Actina (Ac): PM™4S kDa (Stefansson y Hultin, 1994)

zona 6 ~ Las bandas que aparecen a pesos moleculares inferiores a 45.000 dalton correspon—
den a tropomiosina (PM™35.5 kDa, Stefansson y Hultin, 1994), troponinas y cacdenas ligeras
de la miosina. En cuanto a las troponinas, resulta dificil localizar correctamente, y por tanto
identificar cada una de cslas proteinas porque sus pesos moleculares estan mity préximos.
Ademds, hay una gran variabilidad en cuanto al peso melecular de las mismas dependiendo
del misculo y de la especie (Skaara y Regenstein, 1990). La woponina T tiene un peso
molecular aproximado de 37 kDa, ka troponina C, entre 17 y 19 kDa y la troponina I de 20
kDa (Scki, 1977). Tampoco pudicron identificarse con claridad las cadenas ligeras de miosina
(CLMS), las cuales lienen un peso molecular que, dentro del rango comprendido entre 18 y

25 kDa, depende de ia especie de pescado (Skaara y Regenstein, 1990).

En los perfiles se observaron lambién otros picos cuyos cambios en las muestras
extraidas a lo largo de fa conservacion fueron objeto de estudio en cl presente trabajo. El pico
1 corresponde al punto de aplicacion de la mucstra, El pico 2 corresponde a la linca de
separacidn entre las zonas de concentracion y separacién del gel. Se comprobé que estos picos
presentaban una intensidad minima cuando la protefna analizada era fresca. Por tanto, un
aumento de la intensidad de estos picos pondria de manificsto la presencia agregados proteicos
de peso molecular superior a 220 kDa (mdximo peso molecular de las proteinas que pucden

cntrar al gel).
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4.4.2.~ ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS DISTINTOS LOTES (B, BF, M, A) EN
CADA FRACCION EXTRAIDA (81, 82 y S3)

En cada una de las fracciones solubles obtenidas del estudio de solubilidad (S1, 82 y
S3) se estudiaron los cambios cn {a proporcion de las proteinas mayoritarias (miosina y actina)
por medio de la medida de la intensidad relativa (DOI/g prot.) de las bandas correspondientes
ala CPM y la Ac y los cambios no cuantitativos cn las otras protefnas por medio de la

observacién de los perfiles electroforéticos,

4.4.2.1.~ Cambios electroforéticos en fraceién S1 (NaCl 0,6 M)

Cambios en Ja banda de_cadena. pesada. de_miosina (CPM)

Los cambios observados en la proporcion de CPM extrafda en NaCl 0,6M (S1), medida
por medio de ta DOlg prot. de la banda correspondiente, cstén representados en la figura
4.18. El andlisis estadistico se muestra cn las tabla 411 a y b, En la figura 4,18, s¢ pucde
observar como no hubo diferencias significativas entre filetes y musculo picado de bacalao.
Lo mas destacado de log cambios obscrvados en ambos lotes de bacalao a lo largo del tiempo
fue ¢l descenso detectado a partir de la semana 22 de conservacién.

Se detectaron diferenciag significativas entre lotes de midsculo picado (tabla 4.11. b).
En bacaladilla s¢ observd una proporcion de CPM inferior a la detectada en bacalao hasta la
semana 22 ¢ inferior o la de merluza durante toda a conservacién. Como ya se ha indicado
cn la descripeion del patrdn clectroforético de las tres especies, la proporcion de CPM ¢n
bacaladilla fresca fue menor que en las otras especics, lo cual sugicre una mayor labilidad de

la CPM cn esla especic.

En los lotes de misculo picado de merluza y bacaladilla se observé un descenso en [as

primeras semanas de conservacién. En ambos lotes el descenso fue menos importante que ¢l
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Figura 4.18.— Evolucién de la densidad 6ptica integrada (DOI) de la banda de la
cadena pesada de miosina (CPM) (DOI/g prot.) de la actomiosina natural (AMN) extraida en
NaCl 0,6 M (S1). Filetes de bacalao (BF) y mdsculo picado de bacalao (B), merluza (M) y
bacaladilla (A) conservados en congelacién a -20°C,

Las barras verticales indican el intervalo de confianza al 95%. La de trazo fino
corresponde al estudio en funcién del grado de integridad del misculo (lotes B y BF) y lade
trazo grueso corresponde al estudio en funcién de fa cspecie (lotes B, M y A).
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obscrvado en [os lotes de bacalao. Este se detectd en merluza en las primeras 14 semanas y
en bacaladilla en las § primeras semanas de conservacién, En ambos fotes no hubo cambios
significativos posteriores. Esto contrasta con lo observade en mdsculo picado de bacalao,
donde, como ya sc ha indicado, ¢l descenso observado continué a lo largo de la conservacién

hasta alcanzar valores similares a los de bacaladilla en ¢l dltimo control.

El descenso cn la proporcion de CPM obscrvado en todos los lotes coincide con los
resultados obtenidos por diversos autores en distintas especics de gddidos durante [a
conscrvacion en congelacién (Dingle y Hines, 1975; Malthews y col., 1980; Laird y Mackic,
1981; Lim y Haard, 1984; Owusu~-Ansah y Hultin, 1986; LeBlane y LeBlane, 1989,
Ragnarsson y Regenstein, 1989; Huidobro y Tejada, 1995},

-
.

Los cambios en propocion de miosina en la AMN extraida cn solucidn salina a lo largo
de la conservacion fucron distintos en cada especic y no dependieron del grado de integridad.
Tampoco dependicron de la cinética de agregacion, ya que esta fue similar en merluza y
bacaladilla, enconlrindose en bacaladilla menor proporeién inicial de miosing y mayores
cambios en esta o o largo de la conservacién. Estos cambios en proporcién de CPM en los
extractos de AMN observados o 1o largo de la conservacién podrian influir sobre las distintas

determinaciones que se llevaron a cabo en estos.

Si tenemos en cuenta los valores de extractabilidad en NaCl 0,6M (figuras 4,13, a
4.16.), la cantidad total de CPM cxtraida descendi6 en todos los lotes. Este descenso fue
superior en musculo picado de bacalao que en las otras especies. En cste lote se observé una
cantidad final dc miosina inferior a lag otras cspecies aun cuando se parlié de una cantidad
superior. Los menores cambios en cantidad de miosina extraida en NaCl 0,6 M sc obscrvaron
cn merluza, En bacaladilla s observd la menor cantidad inicial de miosina aislada en S1.
Por otro lado, ¢l picado del misculo provocd un mayor descenso en la cantidad total de CPM

en dicha fraccion a lo largo de la conservacion.
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Cambios en la banda de actina (Ag)

e

Los cambios observados en La proporcién de Ac extraida en NaCl 0,6M (S1), medida
por medio de la DOl/g prot. de la banda correspondiente, cstdn representados en la figura
4,19, En bacalao hubo difcrencias significativas entre los lotes filetes y mdsculo picado a
partir de la scmana 36 de conservacién (tabla 4.12. a), presentando los filetes valores
superiores. En ninguno de los dos lotes de bacalao se observé una tendencia sostenida durante

el almacenamicento.

Las diferencias  cntre los tres lotes de midsculo picado fueron significativas
(tabla 4.12. b), presentando ka merfuza los valores mas elevados. En dicho lote hubo un ligero
descenso a lo largo de la gonservacién micntras que en bacaladilla no se observaron

difcrencias significativas con ¢l tiempo,

Dados los valores de proporcitn de Ac en los extractos cn selucién salina, la cantidad
total de Ac extraida en la fraceion S1 descendio en todos los lotes, ya que en cstos se observo
un descenso de la cantidad de proteina extraida a lo large de la conservacion (figura 4.6.). Sin
cmbargo, cste descenso fue menos evidente que el observado en cantidad total de miosina, ya
que la proporcion de esta proteina en los extractos salinos disminuy6 de manera mucho més
importante. La mayor estabilidad de la Ac frente a la miosina durante la conservacién cn
congelacién ha sido indicada por otros autores (Connell, 1960 a y b; Kim y col, 1984;

Owusu~Angah y Hullin, 1986; LeBlane y LeBlane, 1989).

Considerando los cambios observados en extractabilidad de AMN (figuras 4.6.) y en
proporcién de CPM y Ac en los extractos (liguras 4.18. y 4.19.), se podria inferir que existen
diferencias cn cuanto al mecanismo de agregacion entre las (res especies. En bacalao y
bacaladilla parcce que la miosing cstd més implicada en la agregacion que en merluza ya que,
a valores similares de extractabitidad, observados en las etapas finales de la conservacion, esta
especic presenté mayor proporcion de CPM en los extractos, lo cual implica menor propocitn

de la misma cn el agregado.
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Figura 4.19.~ Bvolucioén de la densidad dptica integrada (DOI) de la banda de la actina
(Ac) (DOI/g prot.) de la actomiosina natural (AMN) extraida en NaCl 0,6 M (S1). Filetes de
bacalao (BF) y mtisculo picado de bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A) conservados en

congelacién a —~20°C.

Las barras verticales indican el intervalo de confianza al 95%. La de trazo fino
corresponde al estudio on funcién del grado de integridad del mdsculo (lotes B y BF) y la de
trazo grueso corresponde al estudio en funcién de la especic (lotes B, M y A).



TIEMPO GiIM TIEMPO ®x GIM

Ac *h ok Kk *k

Tabla 4.12. a ~ Andlisis de la varianza correspondiente a las medidas de la densidad
Gptica integrada (DOI)/g prot de la banda de actina (Ac) obtenida de las clectroforesis dec 1a
actomiosina natural (AMN) aislada en NaCl 0,6 M (S1) de mdsculo picado y filetes de
bacalao (B y BF respectivamente) en funcidn del grado de integridad del misculo (GIM) ¥y
del tiempo de conservacién en estado congelado ’

TIEMPO ESPECIE TIEMPO x ESPECIE

AC kkk *k %k * ok

Tabla 4.12. b - Anélisis de la varianza correspondiente a las medidas de la DOl/g prot.
dfz la banda de actina (Ac) obtenida de las electroforesis de la actomiosina natural (AMN)
aislada cn NaCl 0,6 M (S1) de mdsculo picado de bacalao (B), merluza (M) y bacaladiila (A)
en funcién de la especic y del tiempo de conservacién en estado congelado

TIEMPO x GIM = Interaccion entre el efecto del tiempo y el grado de integridad del mdsculo.
TIEMPO x ESPECIE = Interaccion entre el efecto del tiempo y de la especie,

¥** = Efecto significativo a P<0.001

** = Efecto significativo a P<0.01

* = Efecto significativo a P<0.05
~ = Efecto no significativo
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Perfiles clectroforélicos

En las figu m': 4.20. y 4.21. sc pucden observar los cambios cn los perfiles electroforé—
ticos de la proteina extraida en las fracciones S1 por efecto de la conservacién en congelaci6n
en los distintos lotes. En midsculo picado de bacalao (figura 4.20., B), ademds de lo descrito
en las bandas de CPM y Ac, se observd un claro aumento de la proporcién de las bandas en
la zona 6 (TM y TNs), cn ta semana 62. Este aumento ha sido descrito por Laird y Mackic
(1981) en misculo picado de bacalao a ~15°C durante 18 meses y por LeBlanc y LeBLanc
(1989) en filetes de bacalao conservado a varias temperaturas y se explica por la disminucion
en la proporcidn de CPM en relacidn a la disminucién de la proporcién de las otras. Sin
embargo, cn ¢l lote de filetes de bacalao (figura 4.20,, BF) no sc observaron cambios en
dichas bandas. Lsto ¢s debido probablemente a que la proporcion de Ac fue superior en filetes
que en musculo piL::ld() al final de la conservacion (figura 4.19.). Esta mayor proporcién de

Ac podria contrarrestar el descenso en CPM,

En ambos lotes de bacalao, la intensidad del pico 1 observada al principio de la
conscrvacién indica la presencia de agregados formados por enlaces covalentes no S-S en los
extractos salinos, Usta intensidad disminuye al final de la conscrvacién. La causa de csta
disminucion esti probablemente en que los agregados formados en las etapas finales de la

conservacion son demasiado prandes para ser extraicdos en la fraccién 81,

En merluza (Figura 4.21., M) sc observd un ligero incremento cn la proporcién de las
proteinas de peso molecular inferior al de la Ac {(TM y TNs). El pico 1 presenté una alta
intensidad, ponicndo de manifiesto la presencia de una gran proporcion de agregados formados
por enlaces covalentes no §-9 extraidos en S1 desde ¢l principio de la conscrvaci6n en este

lote,

En bacaladilla (figura 4.21., A) sc observé que ¢l descenso ya indicado en la
proporcién de CPM (pico 3) fue acompafado de un incremento en la banda correspondiente
a la tropomiosina (zona 6, pico a). En la zona de aplicacion de fa muestra sc detect6 la

presencia de agregados (pico 1), cuya proporcién disminuyé al final de la conservacién,
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Figura 4.20.~ Perfiles electroforéticos (SDS-PAGE) de la actomiosina natura] (AMN) extraida en S1 (NaCl 0,6 M) de misculo en las
semmanas 0, 14, 49 y 62 de comservacién en congelacién a —20°C. BF, B: lotes de filetes y misculo picado de bacalao respectivamente.
Identificacién de picos y zonas en el apartadp 4.1.1.
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Figura 4.21.— Perfiles electroforéticos (SDS-PAGE) de 1z actomiosina natural (AMN) extraida en S1 (NaCl 0,6 M) de miisculo en las
semanas 0, 14 y 49 de conservaci6n en congelacién a —-20°C. M v A: lotes de misculo picado de merluza y bacaladilla respectivamente.
Identificaci6n de picos y zonas en el apartado 4.1.1.



RESULTADOS Y DISCUSION

probablemente debido a un aumento en ¢l peso molecular de los mismos a lo large del tiempo

de conservacion, como sc observd en bacalao (figura 4.20.).

Al igual que lo observado en cl presente estudio, muchos autores han detectado la
aparicién dc agregados en los extractos de AMN on soluciones salinas por cfccto de la
conservacién en congelacion en diversas especies de gadiformes (Ragnarsson y Regenstein,
1989). Otros autores han encontrado ademds una disminucién de la proporcién de CPM
paralela a la formacion de agregados (Matthews y col,, 1979; Owusu-Ansah y Hultin, 1986).

Esto indica que parte de la proteing agregada por cnlaces covalentes se extrac en S1.

En general, ¢l estudio de los perfiles clectroforéticos de la fraccién S1 indica que la
TM presenté gran cstabilidad a la conservacion en congelacion respecto a las otras proteinas,

Lsto coincide con lo observado por otros autores (Laird y Mackie, 1981; LeBlanc y LeBlanc,
1989)

4.4.2.2.— Cambios electroflorélicos en lraccion S2 (SDS 2%)

Cambios_en_la banda de. codenn.pesada. de miosing (CPM)

Los cambios obscrvados en la proporcién de CPM extraida en SDS 2% (S2), medida -
por medio de la DOYg prot. de la banda correspondiente, estdn representados en la figura
4.22. Los resultados del estudio estadistico estdn recogidos en la tablas 4.13. a y b No se
detectaron diferencias significativas entre os lotes de misculo picado y filetes de bacalao
(tabla 4.13. a). No sc¢ observd una tendencia determinada en ninguno de los dos lotes a lo

largo del tiempo,

La proporcion de CPM extraida con SDS 2% presentd valores muy superiores cn
merluza que en bacaladilla. Aungue no se pudo realizar comparacién estadistica entre los tres

lotes de mdsculo picado, ya que cn bacalao se detectd S2 en ctapas més avanzadas do la
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Figura 4.22.- Bvolucién de la densidad 6ptica integrada (DOI) de la banda de la
cadena pesada de miosina (CPM) (DOW/g prot,) de la protefna extraida en SDS 2% (S2).
Filetes de bacalao (BF) y misculo picado de bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A)
conservados en congelacion a ~20°C,

Las barras verticales indican el intervalo de confianza al 95%. La de trazo fino
corresponde al estudio en funcién de! grado de integridad del masculo (lotes B y BF) y la de
trazo grueso corresponde al estudio en funcion de la cspecie (lotes B, M y A).



TIEMPO GIM TIEMPO x GIM

CPM Kkk - *

Tabla 4.13. a — Andlisis de la varianza correspondiente a las medidas de la densidad
6ptica integrada (DOI)/g prot. de la banda de la cadena pesada de la miosina (CPM) obtenida
de las electroforesis de la aclomiosina natural (AMN) aislada en SDS 2% (S2) de misculo
picado y filetes de bacalao (B y BF respectivamente) en funcidn del grado de integridad del
musculo {(GIM) y del tiempo de conservacién en estado congelado

TIEMPO ESPECIE TIEMPO x ESPECIE

CPM *kk L &Kk

Tabla 4.13. b ~ Andlisis de la varianza correspondiente a las medidas de la densidad
6ptica integrada (DOI)/g prot. de la banda de la cadena pesada de la miosina (CPM) obtenida
de las electroforesis de la actomiosina natural (AMN) aislada en SDS 2% (S2) de misculo
picado y filetes de bacalao (B y BF respectivamente), merluza (M) y bacaladilla (A} en
funcién de la especie y del tiempo de conservacién en estado congelado

TIEMPO x GIM = Interaccidn entre el efecto del tiempo y ¢l grado de integridad del mdsculo.
TIEMPO x ESPECIE = Interacci6n entre el efecto del tiempo y de la especie,

*** = Bfecto significativo a P<0.001

** = Efecto significativo a P<0.01

* = Efecto significativo a P<0.05
~ = Efecto no significativo



RESULTADOS Y DISCUSION

conservacion, cn esta especic se observaron valores intermedios a los observados en merluza

y bacaladilla. En mertuza no se observaron cambios significativos a lo largo del tiempo. En
Vel

bacaladilla hubo un descenso significativo en la semana 8, permancciendo constante a

continuacion.

Cambios.en Lo banda.de acting (Ac)

Los cambios observados en la proporcitn de Ac extrafda en SDS 2% (S2), medida por
medio de la DOI/g prot. de la banda correspondiente, cstdn representados en la figura 4,23,
Los resultados del cstudio cstadistico estdn recogidos en las tablas 4.14, a y b. No se¢
observaron diferencias significativas entre misculo picado y filetes de bacalao (talla 4.14, a),
El cfecto del tiempo fue poco significativo en filetes, deteetdndose un aumento en ¢l limite
de significatividad en la semana 49, En misculo picado no hubo cambios significativos a lo
largo del tiecmpo. Aungue no se realizé comparacién estadistica (por no detectarse S2 en
bacalao hasta la semana 360), los valores de bacalao fueron similares a los de bacaladilla. Bn
cstas dos especics la proporcidn de Ac fue significativamente superior (tabla 4.14. b) a la
obscrvada cn merluza, Esto cs 16gico, ya que la proporcién de miosina en cstas fue menor.
En merluza no hubo cambios significativos a lo largo del tiempo y en bacaladilla sc observé

un descenso en la semana 8 de conservacion.

Si se ticnen en cuenta que la proporeion de la fraceién S2 respecto al agregado P1 baja
cn todos los lotes a lo fargo de la conservacidn (figuras 4.13. a 4.16.), los resultados del
presente estudio clectroforélico indican que las cantidades de CPM y Ac extrafdas de 100g de
P1, sobre todo la de CPM, disminuyeron en todos los lotes a lo largo de la conservacién, Por
tanto se podria inferir que a medida que aumenta el tiempo de conscrvacién aumenta la
proporcion de MHC y Ac que se agrega formando enlaces covalentes. Esto es especialmente
notable en bacaladilla, donde ademas de observarse una disminucién importante del porcentaje
de protefna extrafda en SDS 2% (figura 4.13.), sc detecté un descenso de la proporcién de
CPM y Ac en dicha fraccion (liguras 4.22. y 4.23.).
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Figura 4.23.- Gvoluci6n de la densidad 6ptica integrada (DOI) de la banda de la actina
(Ac) (DOI/g prot.) de la protefna extrafda en SDS 2% (S2). Filetes de bacalao (BF) y muisculo
picado de bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A) conservados en congelacion a -20°C.

Las barras verticales indican ¢l intervalo de confianza al 95%. La de trazo fino
corresponde al estudio en funcién del grado de integridad del muisculo (lotes B y BF) y la de
trazo grueso corresponde al estudio en funcién de la cspecie (lotes B, M y A).



1ol

TIEMPO GIM TIEMPO x GIM

Ac * - -

Tabla 4.14. a ~ Andlisis dc la varianza correspondiente a las medidas de la densidad
Optica integrada (DOI)/g prot. de la banda de actina (Ac) obtenida de las electroforesis de la
actomiosina natural (AMN) aislada en SDS 2% (S2) de miisculo picado y filetes de bacalao
(B y BF respectivamente) en funcién del grado de integridad del misculo (GIM) y del tiempo
de conservaciton en estado congelado

TIEMPO ESPECIE TIEMPO x ESPECIE

Ac * * kK * k&

Tabla 4.14. b ~ Anélisis de la varianza correspondiente a las medidas de la densidad
Gptica integrada (DOT)/g prot. de la banda de actina (Ac) obtenida de las eleciroforesis de la
actomiosina natural (AMN) aislada en SDS 2% (S2) de mdsculo picado de bacalao (B),
merluza (M) y bacaladilla (A) en funci6n de la especie y del tiempo de conservacién en estado
congelado

TIEMPO x GIM = Interaccibn entre el efecto del tiempo y el grado de integridad del muasculo.
TIEMPO x ESPECIE = Interaccion cntre el efecto del tiempo y de la especie.

**¥ = Efecto significativo a P<0.001

** = Efecto significativo a P<0.01

* = Efecto significativo a P<0.05
- = Efecto no significativo



S2

49 Semanas

Figura 4.24.~ Perfiles electroforéticos (SDS-PAGE) de la proteina extraida en SDS 2% (S2) en la semana 49 de conservacin en
congelacién a —20°C. BF, B: lotes de filetes y miisculo picado de bacalao respectivamente. Identificacién de picos y zonas en el apartado 4.1.1.
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Figura 4.25.— Perfiles electroforéticos (SDS-PAGE) de la proteina extraida en 2% SDS (Si) en las semanas 0 y 49 de conservacion en
congelacion a -20°C. M y A: lotes de misculo picado de merluza y bacaladilla respectivamente. Identificacién de picos y zonas-en el apartado
4.1.1.
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En las figura 4.24. sc pucden observar los perfiles clectroforéticos correspodientes a
la fraccion S2 oblenida en semana 49 de conservacion en los lotes de misculo picado y filstes
de bacalao (B y BF respectivamente). Los perfiles observados en los demés controles cn estos
lotes fueron similares. 2n la figura 4.25. se mucstran los perfiles electroforéticos de la protefna
extraida en la fraccidn S2 en los lotes de merluza (M) y bacaladilla (A) a las 0 y 49 scmanas

de conservacion cn congelacion

Como yu se ha indicado, no se observaron cambios en bacalao a lo largo del tiempo.
En bacaladilla no sc observaron cambios importantes a lo largo del tiempo. En merluza se
observo un aumento ¢en la intensidad del pico 1 a las 49 semanas de conservacién, lo cual

indica la presencia de agregados formados por enlaces covalentes no S-S,

En todos los lotes se deteet6 la presencia de agregados que no entraron en el gel (pico
1). Los enlaces interproteicos que dicron lugar a la formacién de cstos agregados proteicos
serfan presumiblemente covalenles no S-S, Esto coincide con lo observado por Lim y Haard
(1984), quiencs detectaron una banda de PM clevado en las clectroforesis de los sobrenedantes
obtenidos al tratar con 4% SDS ef agregado insoluble en soluciones salinas formado durante
la conservacion a -10°C durante 4 meses de misculo picado de cglefino. Dichos autores
atribuycron esta banda a la presencia de agregados covalentes en la fraceion soluble en SDS.
También Matthews y col. (1979) observaron la aparicién de csta banda en Ia fraccién obtenida

al extracr con 4% SDS misculo picado de bacalao conservado a —=7°C durante 85 dias,

4.4.2.3.- Cambios clectroforéticos en la fraccién S3 (SDS 2% + 8-ME 5%)

Cambijos en la banda_de cuden pesaca de miosina (CPM)
En la figura 4.20. sc pueden observar los cambios en la proporcién de CPM extrafda
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Figura 4.26.- Evolucién de la densidad 6ptica integrada (DOI) de la banda de la
cadena pesada de miosina (CPM) (DOI/g prot.) de la proteina extrafda en SDS 2% + $-ME
5% (S3). Filetes de bacalao (BF) y de misculo picado de bacalao (B), merluza (M) y
bacaladilla (A) conservados en congelacién a ~20°C,

Las barras verticales indican el intervalo de confianza al 95%. La de trazo fino
corresponde al estudio cn funcién del grado de integridad del misculo (lotes B y BF) y lade
trazo grueso corresponde al estudio en funcién de la especie (lotes B, M y A).



TIEMPC GIM TLEMPO x GIM

CPM * - -

Tabla 4.15. a — Andlisis de [a varianza correspondiente a las medidas de la densidad
Optica integrada (DOI)/g prot. de la banda de la cadena pesada de la miosina (CPM) obtenida
de las electroforesis de la actomiosina natural (AMN) aislada en SDS 2% + 8~ME 5% (83)
de misculo picado y filetes de bacalao (B y BF respectivamente) en funcién del grado de
integridad del misculo (GIM) y del tiempo de conservacion en estado congelado

-

TIEMPO ESPECIE TIEMPO x ESPECIE

CPM *ok & *k ok * ok ok

Tabla 4.15. b - Analisis de la varianza correspondiente a las medidas de la densidad
Optica integrada (DOI)/g prot. de la banda dc la cadena pesada de la miosina (CPM) obtenida
de las electroforesis de la actomiosina natural (AMN) aislada en SDS 2% + 6~ME 5% (83)
de misculo picado de bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A) en funcién de la especic y
del tiempo de conservacién en cstado congelado

TIEMPO x GIM = Interacci6n entre ¢l efecto del ticmpo y el grado de integridad del mdsculo.
TIEMPO x ESPECIE = Interaccién cntre el efecto del tiempo y de la especie.

*** = Efecto significativo a P<0.001

** = Efecto significativo a P<0,01

* = Bfecto significativo a P<0.,05
— = Efecto no significativo
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en la fraccion 83, medidos a través del valor de DOl/g prot. Los resultados del andlisis
estadistico correspondiente se pueden observar en las tablas 4,15, a y 1. En los lotes de filetes
y misculo picado de bacalao no hubo cambios significativos a lo largo del tiempo. No sc
encontraron diferencias significativas entre ambos lotes de esta especie (figura 4.26. y tabla

4.15. b).

El lotc de misculo picado de merluza presentd valores muy superiores al de
bacaladilla. En dicho lote, aunque a fo largo del ticmpo se detectaron cambios significativos
(tabla 4.15. b), estos oscilaron siempre dentro de un rango concereto sin que se obscrvara una
tendencia definida. Sin embargo, en bacaladilla hubo un claro descenso durante las primeras

cinco semanas de conservacion.

Tenicndo en cuenta el porcentaje respecto a P1 (agregado no extraido en NaCl 0,6 M)
de proteina cxtraida en SDS 2% + 8-ME 5% (fraccion S3, figuras 4.13, a 4.16.), los
resultados indican que los cambios en cantidad de CPM extraida de 100g de P1 en la fraccion
S3 a lo largo del tiempo de conservacion dependieron de la especic cstudiada. En mdsculo
picado de bacalao y merluza se observé un auniento que sugiere una aumento de la
participacion de la CPM en la formacidn de cnlaces S-S, Bn bacaladilla se detecté un
descenso, aunque no se puede inferir nada acerca de cambios en la participacion de la CPM
en enlaces $-8, ya que el incremento en la formacion de enlaces covalentes no S~S obscrvado
pudo haber enmascarar estos camnbios (figura 4.16.). En filetes de bacalao no hubo cambios

a lo largo de la conservacion en cuanto a parlicipacion de la CPM en enlaces S-S.

Cambios en {a banda_de_acting (A¢)

Los cambios ¢n proporcion de la Ac extrafda en la fraccién S3, medidos a través del
valor de DOI/g prot. sc muestran cu la figura 4.27. Los resultados del andlisis cstadistico
correspondicnte se recogen en las tablas 4.16. a y b, No se encontraron diferencias entre lotes
de misculo picado y filetes de bacalao (tabla 4.16. a). En filetes no se observaron cambios

a lo largo del tiempo micntras que cn mdsculo picado hubo un ligero aumento en el control
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Figura 4,27~ Bvolucién de la densidad éptica integrada (DOI) de la banda de la actina
(Ac) (DOI/g prot.) de la protefna cxtraida en SDS 2% + B~ME 5% (S3). Filctes de bacalao
(BF) y de misculo picado de bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A) conservados en
congelacidn a -20°C,

Las barras verticales indican el intervalo de confianza al 95%. La de trazo fino
corresponde al estudio en funcién del grado de integridad del misculo (fotes B y BF) y lade
trazo grucso al estudio en funci6n de la especie (lotes B, M y A).



TIEMPO GIM TIEMPO x GIM

AcC hkk %% * %

Tabla 4.16. a — Andlisis de la varianza correspondiente a las medidas de la densidad
6ptica integrada (DOI)/g prot. de la banda de actina (Ac) obtenida de las electroforesis de la
actomiosina natural (AMN) aislada en SDS 2% + 8-ME 5% (S3) de misculo picado y filetes
de bacalao (B y BF respectivamente) en funcién del grado de integridad del misculo (GIM)
y del tiempo de conservacién cn estado congelado

TIEMFPO ESPECIE TIEMPO x ESPECIE

AC KKK kK& Kk K

Tabla 4.16. b - Andlisis de la varianza correspondiente a las medidas de la densidadi
6ptica integrada (DOI)/g prot. de la banda de actina (Ac) obtenida de las electroforesis de la
actomiosina natural (AMN) aislada en SDS 2% + 8-~ME 5% (S3) de misculo picado y filetes
de bacalao (B y BF respcctivamente), merluza (M) y bacaladilla (A) en funcién de la espeeie
y del tiempo de conservacién en estado congelado

TIEMFPO x GIM = Interacci6n entre ¢l efecto del tiempo y el grado de integridad del mdseulo.

TIEMPO x ESPECIE = Interaccién entre ¢l efecto del tiempo y de la especie.
**¥ = Efecto significativo a P<0.001

** = Bfecto significativo a P<0.01

* = Efecto significativo a P<0.03

~ = Efecto no significativo
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final.

No se observaron difcrencias significativas en cuanto a proporcién de Ac en la fraccién
S3 entre los lotes de misculo picado de merluza y bacaladilla (tabla 4,16. b). En ninguno de

los dos lotes se observd una tendencia definida a lo largo del tiempo.

Teniendo ¢n cuenta ¢l porcentaje respecto a P1 (agregado no extraido en NaCl 0,6 M)
de proteina extraida cn SDS 2% + 6-ME 5% (fraccién S3, figuras 4.13. a 4.106), los
resultados indican que en miisculo picade de bacalao y merluza hubo un aumento en la
cantidad de Ac extraida de 100g de P1 en esta fraccidn a lo largo del tiempo de conservacion,

Sin embargo, no hubo cambios en los demas lotes,

En general, los resullados sugieren que en filetes de bacalao la implicaci6n de la Ac
y CPM en la formacion de enlaces S-S en cl agregado permanecié constante al aumentar el
tiempo de conscrvacion, mientras que cn misculo picado de la misma cspecie se produjo un
aumento, especiaimente de la CPM. Este aumento fue detectado también en merluza, aunque
la intensidad del mismo pudo ser mayor que la observada, debido al aumento en la formcaién
de enlaces covalentes (figura 4.15.). Por este mismo motivo, en bacaladilla no se pudo inferir
nada acerca de los cambios cn la participacién de estas proteinas en las uniones S-S a lo largo

de la conservacion (figura 4.10.).

Y

Orel1cOs

En las figura 4.28. sc pucden observar los perfiles clectroforéticos correspodicntes a
la fraccion S3 abtenida cn semana 49 de conservacién en los lotes de miisculo picado y filetes
de bacalao (B y BF respectivamente). Los perfiles observados en los demds controles en cstos
lotes fueron similares. En la figura 4.29. se representan los perfiles clectroforéticos de la
proteina extraida en S3 cn los lotes de merluza (M) y bacaladilla (A) a las 5 y 49 semanas

de conservacién en congelacion,

102



S3

2
5 5 1 2 ; ]
1 4 3 4 8
49 Semanas J Lﬂ"J V W MM
B BF

Figura 4.28.— Perfiles electroforéticos (SDS-PAGE) de la proteina extraida en SDS 2% + B-ME 5% (S3) en la semana 49 de
conservacién en congelacion a —20°C. BF, B: lotes de filetes y misculo picado de bacalao respectivamente. Identificacién de picos y zonas en
el apartado 4.1.1.
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Figura 4.29.— Perfiles electroforéticos (SDS-PAGE) de la proteina extraida en SDS 2% + B-—ME 5% (S3) en las semanas 5 y 49 de
conservacion en congelacién a —=20°C. M y A: lotes de miisculo picado de merluza y Hacaladilla respectivamente. Identificacién te picos y zonas
en el apartado 4.1.1.
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Como ya se ha indicado, en bacalao no se observaron cambios a fo largo del tiempo.
En merluza tampoco se observaron cambios importantes a lo largo del tiempo. En bacaladilla
se detectaron inicialmente agregados que no entraron enél gel (pico 1) y que si entraron,
observandose en ¢l stacking gel (pico x). Al igual que sucedi6 en S1 en esta misma especie,
al final de la conservacién (scmana 49) el pico 1 disminuy6. Tampoco se observé al final de
la conservacion la prescncia de agregados en cl gel de concentracién, lo cual podria deberse
al aumento del tamafio dc los mismos. Estos resultades son similares a los encontrados por
Lim y Haard (1984), quicnes obscrvaron la presencia de una banda de PM elevado al tratar
con SDS 4% + 8-ME 5% cl agregado insoluble en sal obtenido durante la conservacion a -
10°C de misculo picado de cglefino. Dichos autores atribuyeron esta banda a la presencia de
agregados covalentes en [a fraccién soluble en SDS 4% + 6-ME 5%. También Matthews y
col. (1979) obscrvaron la aparicidn de esta banda en la fracci6n obtenida al extraer con SDS

4% + 6-ME 5% musculo picado de bacalao conservade™a =7°C durante 85 dfas,

4.4.3.~ ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS DISTINTAS FRACCIONES (81, S2, 83)
EXTRAIDAS EN CADA LOTE (B, BE, M, A)

Para complementar los resultados obtenidos en el cstudio de solubilidad se quiso
estudiar la implicacién de las proteinas miofibrilarcs mayoritarias (CPM y Ac) en los enlaces
covalentes no S-S quc participan cn la agregacién. Para cllo se compararon en cada lote, los
valores de DOI/g prot. de la CPM y Ac extraidas en los digtintos sobrenadantes a lo largo de

la conscrvacion.

Cambi la DOL de {0s pi e CPM y A los Densi ] i tei traid

cs v mtscu icadc

En las figuras 4.30. sc representa la preporcién de CPM y Ac, medida a través de los
valores de DOI/g prot., en las fracciones S1, S2 y S3 extraidas de musculo picado y filetes

de bacalao respectivamente. El estudio estadistico mostré que los valores fueron significativa-
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mente superiores en las fracciones 82 y 83 (tablas 4.17. y 4.18.). Bsta diferencia se puede
explicar por la riqueza en CPM y Ac del agregado P1. Sin embargo, la proporcién de CPM
y Acen S2 y S3 fucron inferiored al valor inicial de S1, lo cual indica que parte de las CPM
y Ac quedaron enriqueciendo al agregado P3 o bien no se cuantificaron porque formaron parte
de agregados de naturaleza covalente no S-S solubilizados en las distintas fracciones. Estos

agregados s¢ han observado en los perfiles clectroforéticos en las fracciones S2 y S3,

Ademds, en musculo picado y filetes la proporcién de CPM tendié a disminuir en S1
y §2 respectivamente en la semana 49. Esto sugiere un enriquecimicnto en CPM de P1 ¢en
misculo picado y de P2 en filetes al aumentar ¢l tiempo de conservacién, por lo que cabria
esperar un aumento de la proporcion de CPM extraida en las fracciones S2 0 83 alo largo del
mismo periodo detiempo. Sin embargo los valores se manticnen constantes, por fo que se
podrfa inferir que en ambaos lotes” de bacalao tuvo lugar un aumento de la proporcién de CPM

que participa en la formacion de agregados covalentes no S-S.

Cambios cn la DOL de los picos. de CPM. .y Ac en los Densitogramas de proteinas extrafdas
de maseulo picado_de. merluzay. bacaladilla

En fas figura <131, se comparan los datos de DOl/g prot. de CPM y Ac respectivamen-—
te en las tres fracciones (81, S2 y 83) oblenidas de mdsculo picado de merluza (M) y
bacaladilla (A). Las tablas 4.19. y 4.20. muestran cl andlisis cstadistico correspondicente a
ambos lotes. En merluza, los valores de DOL de CPM obtenidos en S1 fucron generaimente
inferiores a los oblenidos en 82 y 83 (excepto en la semana 3, donde fueron similares). Al
igual que en bacalao, esto indicaria una mayor concentracion de CPM en P3, Ademds, la
proporcién de CPM fue disminuyendo, micntras que en 52 y 83 sc mantuvo constante, con
lo que las diferencias entre STy 82 0 S3 aumentaron. Esto pudo deberse a que parte de la
CPM no se cuantificd debido a su implicacién en enlaces covalentes no S-S que fueron
extrafdos en las distintas fracciones o bien a que qued6 en mayor propocién en ¢l agregado

P3.
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corresponde al andlisis de los valores relativos a CPM v la de trazo fino al de los relativos a Ac.
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TIEMPO SOBRENADANTE TIEMPO x S

CPM Aok k * ok ok * kK

).Yo! - w kR *

Tabla 4.17. ~ Andlisis de la varianza correspondicnte a las medidas de la densidad
6ptica integrada (DOL)/g prot. de las bandas de la cadena pesada de la miosina (CPM) y actina
(Ac) obtenidas de las clectroforesis de la actomiosina natural (AMN) aislada en los
sobrenadantes S1 (NaCl 0,6 M), S2 (SDS 2%) y S3 (SDS 2% + 6~ME 5%) de misculo
picado de bacalao (B) en funcién del sobrenadante (S) y del tiempo de conservacién cn estado
congelado

TIEMIPO SOBRENADANTE TIEMPO x 8
CPM Rokk * kK *k
AC Kk ok k * %k

Tabla 4.18. - Andlisis de la varianza correspondiente a las medidas de la densidad
Gptica integrada (DOI)/g prot. de las bandas de la cadena pesada de la miosina (CPM) y actina
(Ac) obtenidas de las electroforcsis de la actomiosina natural (AMN) aislada en los
sobrenadantes S1 (NaCl 0,6 M), S2 (SDS 2%) y S3 (SDS 2% + 8-ME 5%) de filetes de
bacalao (BF) cn funcién del sobrenadante (S) y del tiempo de conservacién en estado
congelado

TIEMPO x S = Interaccién entre ¢l efecto del tiempo y el sobrenadante

*** = Efecto significativo a P<0.001
** = Efecto significativo a P<0.01

* = Efecto significativo a P<0,05

- = Efecto no significativo
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En cuanto a la DOI/g prot. de la Ac, se observaron diferencias entre significativas entre
S17Y S2 durante las‘grimcms 22 semanas de conservacion, siendo los valores de S2 inferiores.
S3 presentG valores intermedios. Al final de la conservacién los valores en las tres fracciones
se igualaron al descender los de S1. Este descenso implica un enriquecimiento en Ac de P1.
Al no extrerse cn S2 0 S3 csta Ac "en exceso” en P1, se puede inferir que esta quedd sin
cuantificar por pasar a formar agregados covalentes no S-S extraidos en las distintas

fracciones o bicn no pudo ser extraida y quedé enriqueciende agregado P3.

Por tanto, en merluza la CPM y Ac no pudieron ser extraidas en S2 y S3 en la misma
concentracién en que s encontraban agregadas en P1, quedando asf el precipitado P3
enriquecido en las mismas y mayormente en CPM. Ademds, esta mayor implicacién de la

CPM y Ac en cnlaces covalentes sc fuc acentuando con el tiempo,

En ¢l caso de la bacaladilta (figura 4.31., A) sc observ6 una tendencia a la disminucion
en DOl/g prot. de CPM similar en los tres sobrenadantes. Esto quicre decir que en esta
especie, al igual que en los otros lotes, P3 tienc mayor concentracién de CPM. Ademds, se
produjo un cnriquecimicnto de P3 en CPM que fue mds importante que en las otras especies,
por que en este lote la DOl/g prot. de CPM en S2 y S3 no s6lo no aumenta sino que
disminuye a o largo de la conservaci6n. En la misma figura (4.31., A) se puede ver que los
valores de DOI de Ac de S2 fueron significativamente superiores a los observados en Sl y
S3, aunque no sc produjo un enriquecimiento en Ac del P1, ya que la DOI/g prot. de S1 no
cambid. Esto indica'que en bacaladilla la Ac es mds susceptible de ser extraida del agregado
con SDS 2% quc cn las otrag especics. Por tanto en este caso ¢l P3 no estd enriquecido en

Ac, sino que presenta menor concentracién de la misma,

En gencral, en Dbacaladilla sc produjo una agregacién en la que inervinieron
fundamentalmente la CPM y Ac, sin cmbargo a pesar de la mayor concentracion respecto a
S1 de CPM cn cl agregado P1, cste "exceso" de CPM no se extrajo en S2 o S3 con lo que,
al igual que en merluza, P3 estuvo enriquecido en CPM y dicho enriquecimiento aumento al

aumentar ¢l periodo de conservacitn.
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corresponde al anélisis de los valores relativos a CPM y la de trazo fino al de los relativos a Ac.
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TIEMPO SOBRENADANTE TIEMPO x 8

CPM xik%k %ok ok okk

Ac k%K * kK * kK

Tabla 4.19. ~ Anilisis de la varianza correspondiente a las medidas de la densidad
Optica integrada (DOI)/g prot. de las bandas de la cadena pesada de [a miosina (CPM) y actina
(Ac) obtenidas dec las electroforesis de la actomiosina natural (AMN) aislada en los
sobrenadantes S1 (NaCl 0,6 M), S2 (SDS 2%) *y S3 (SDS 2% + 6-ME 5%) de miisculo
picado de merluza (M) en funcién del sobrenadante (S) y del tiempo de conservacién cn
estado congelado

TIEMPO SOBRENADANTE TIEMPO x S
CPM kA ok *hk * ok
AC &k & nkk K Kk ok

Tabla 4.20. ~ Analisis dc la varianza correspondiente a las medidas de la densidad
Gptica integrada (DOI)/g prot. de las bandas de la cadena pesada de la miosina (CPM) y actina
(Ac) obtenidas de las electroforesis de la actomiosina natural (AMN) aislada en los
sobrenadantes S1 (NaCl 0,6 M), S2 (SDS 2%) y S3 (SDS 2% + 6-ME 5%) de misculo
picado de bacaladilla (A) en funcién del sobrenadante (8) y del tiempo de conservacién en
estado congelado

TIEMPO x S = Interaccién entre el efecto del tiempo y del sobrenadante

*** = Bfecto significativo a P<0.001
** = Efecto significativo a P<0.0]

* = Bfecto significativo a P<0.05

~ = Efecto no significativo
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A la vista de los resultados obtenidos se pucde inferir que la CPM y Ac intervienen
fundamentalmente cn la agregacién. Bstas proteinas son pues las mayoritarias en P1, El
tratamiento de P1 con los distintas soluciones (S2 y S3) no se extrajo CPM y Ac en
proporcién lo suficientemente alta de acuerdo con ese enriquecimiento de P1 en las mismas.
Por tanto, en las tres cspecies se puede inferir que la concentracién de CPM y Ac en P3 fue
superior a la observada cn P1 y, por tanto, en S1. Ademds, se puede deducir que hubo un
aumento en la proporcion de CPM cn P3 al aumentar el periodo de conservacién. Esto fue
especialmente cvidente en bacaladilla y se puede interpretar como que la CPM se va
implicando cada vez mds en la formacién de enlaces covalentes a medida que avanza el

periodo de conservacion en congelacién.

4.5.- MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION (MET)

Sc analizé la fraccion de AMN extraida en NaCl 0,6 M (S1) y los agregados (P1, P2
y P3) obtenidos cn ¢l cstudio de exiractabilidad (apartado 3.2.3.) de misculo picado de
bacatao. Unicamente sc mucstran fotografias de la fraccién S1 y del agregado P3, debido a
que en cllas sc observaron los cambios més interesantes para el estudio de la naturaleza de
la desnaturalizacién y agregacion de proteinas miofibrilares a lo largo de la conservacién. El
estudio completo se encucntra pendiente de publicacion (Tejada y col., 1996), con lo que nos
hemos remitido a cste trabajo cuando a lo largo de la discusién se hace mencién a algunos

de los cambios observados sin mostrar fotografia,

Morfologia de la fraccidn Sl

La figura 4.32. muestra la fraccién S1 a las 36 (a) y 49 (b) semanas de conservacién,
A las 36 semanas sc obscrvaron filamentos de Ac més cortos que los observados en AMN
fresca (Tejada y col., 1996) interconcclados con estructuras globulares por medio de puentes
transversales (*). También sc observaron microagregados de estructura globular (»). Jarenbéck

y Liljermark (1975) encontraron una ultraestructura similar en midsculo de bacalao conservado
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Figura 4.32.- Actomiosina natural aislada en NaCl 0,6 M de misculo picado de

bacalao conservado en congelacién a ~20°C (B) durante 36 (a) y 49 (b) semanas,
a: Se observan estructuras incipientes en forma de anillo (—); b: Se observa més abundancia .

de estructuras en forma de anillo (—). Tamafio de la barra 0,4 pm,
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cn congelacidn. Asimismo se deteeté entrecruzamiento de filamentos formando 4ngulos de
aproximadamente 106°C gue sugicren la intervencion de enlaces covalentes (—). A las 49
semanas (b) s observaron filamentos sueltos de una longitud aproximada de 1um junto con
cstructuras en forma de anillo y microagregados mayores que los detectado a las 36 scmanas

(a).

En general, la microscopfa electrénica de transmisién mostré que la morfologfa de la
AMN cxtraida en NaCl 0,6 M de miisculo picado de bacalao tendié a alterarse con la
formacidn de agregados cua vez mds grandes y filamentos cada vez més cortos. En cstos
agregados pueden estar interviniendo enlaces covalentes, aunque no sc pudo determinar la
importancia de su participacion,

Morfologia de los agregndos (PL, P2 y P3)

El agregado PLmostrd en la semana 22 de conservacién una estructura que recucrda
al sarcGmero, aungue no se observé linca Z y en la linea H no aparecieron filamentos grucsos
de miosing. En lu semana 36 se observd una estructura similar, aparcciendo la banda A més
intacta y distinguiéndose una linca Z desorganizada, Tras cl tratamicnto de P1 con SDS 2%,
¢l agregado P2 obienido en la semana 36 mostré menor cantidad de protefna en la banda A
respecto a Pl y la desaparicion de la linea Z. Sin embargo, ain prescnté una csiructura que

-

recuerda la del sarcémero (Tejada y col., 1996).

En la figura 4.33, a se mucstra ¢l agregado P3 obtenido a las 36 scmanas de
conscevacion. Lisic mantuvo dnicamente un residuo de la estructura del sarc6mero que se
observé en 1 y P2 (Tejacla y col,, 1996), aunque estaba totalmente desestructurado tras la
extraccion de P2 con SDS 2% + 8-ME 5%.

A las 62 semanas de conscrvacion se observé en todos los agregados (P1, P2 y P3)
una estructura que recordaba més a la del sarcémero que la observada cn la semana 36, La
figura 4.33. b mucstra ¢l agregado P3 a las 62 semanas de conservaci¢n. En clla sc puede
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Figura 4.33.~ Agregado proteico inextractable con cl fratamicnto aplicado (P3)
obtenido de misculo picado de bacalao conservado en congelacién a ~20°C (B) durante 36
(8) y 62 (b) semanas, a: La cstructura del sarcémero estd totalmente destruida. Destaca la
cscascz de proteina cn la banda A; bi La estructura del sarcOmero se mantiene, aunque la
banda A estd desorganizada. Sc observa que la cantidad de protefna en la banda A es mayor
que en a. Tamaiio de la barra 0,4 pm.
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obscrvar que el residuo wvo una estructura que recucrda al sarc6mero incluso después del
tratamiento con SDS 2% _+ 8-ME 5%.

En general, en las primeras ctapas de la deteccién de agregado, ¢l tratamiento del
mismo con los distintos agentes permitié extracr mucha cantidad de miosina y Ac dol mismo
y ello da lugar a pérdida de la estructura del sarcémero, mayormente cuando se cmpled SDS
2% + 6-ME 5%. Sin embargo, al avanzar ¢l ticmpo de conscrvacién se observaron bandas
A miis estructuradas incluso tras ¢l tratamiento con SDS 2% + 8-ME 5%. Estos resultados
apoyan lo observado en ¢l estudio clectroforético (apartado 4.4.) al sugerir que a medida que
aumenta ¢l tiempo de conservacion sc observd un enriquecimiento de P1 y P3 on miosina.

4.6.- ANALISIS EN LA FRACCION EXTRAIDA EN NaCl 0,6 M (S1)

4.6.1.- CROMATOGRAFIA DE FILTRACION EN GEL

El estudio de la AMN aislada en sal (S1) por medio de cromatograffa en gel-filtracién
nos permite identificar y separar proteinas por su peso molecular asf como detectar la posible
agregacion de la proteina en dicha fraccidn S1, sin que esta haya sufrido ninguna alteracién
como sucede durante ¢l tratamiento de Ja muestra para electroforesis,

-

Como sc ha indicado en ¢l apartado 4.5, ¢n los extractos de AMN en NaCl 0,6 M de
muisculo picado de bacalao se detectaron por microscopfa clectrénica agregados asf como un
avmento del tamaio de cstos al aumentar ¢l liempo de conservacién, Por otro lado, en los
geles de clectroforesis no se observaron agregados en esta fraceitn (figura 4.20.). Teniendo
on cuenta las condiciones de preparacion de la muestra para clectroforesis, que producen
ruptura de interacciones secundarias y reduecion de los grupos S—S, los resultados sugicren
que la naturaleza de la agregacion obscrvada puede deberse al establecimiento de interacciones
sccundarias y/o S-S interprotcicos fundamentalmente. El anélisis de la AMN por cromatogra—
fia de gel filtracidn tuvo ¢como objeto complementar el estudio por microscopfa electrdnica
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(apartado 4.5.) por medio de la observacién de los cambios en tamaiio de las especies
moleculares que componen la AMN extraida a lo largo de 1a conservacién. De csta mancra
s¢ pudo obtener mds informacion acerca de la naturaleza de la agregacion detectada por

microscopia cleetrénicn en la AMN extralda en NaCl 0,6 M.

Estudio del patrén cromatogrifico de la AMN

Para identilicar los distintos picos que aparceen en el cromatograma de AMN y su
evolucion en el tiempo, se realizé un estudio precliminar de AMN procedente de bacalao
fresco. Secligi6 esta especie por que su patrén cromatografico presentdé més claramente
diferenciados todos los picos que ¢t de merluza o bacaldilia. La proteina recogida en cada uno

de log picos abienidos en el cromatograma se analizé por electroforesis (SDS-PAGE).

En la figura <1300 se muestra el cromatograma de AMN de bacalao fresco. En este se
aprecian claramente cuatro picos; cuyos pesos moleculares corresponderfan a mas de 2.000
kDa para el pico 1, alrededor de 1.500 kDa para cl pico 2, de 600 a 700 kDa para el pico 3
y de 355 a 100 kDa para ¢l pico 4. Estos pesos moleculares se calcularon de acuerdo con
protcinas globulares patrones, mientras que la AMN cs fibrilar, por lo que no consideramos
que estos sean exactos. Debido a esto, en los estudios por cromatografia de gel filiracién de
AMN que se encuenttan en o literatura, no se hace mencién a los pesos moleculares

(Umcmnlo y col, 19715 Seki v Arad, 1974; Ohnishi y Rodger, 1979)

Para identificar las proteinas que forman patte de cada uno de los picos obtenidos, se
recogicron las fracciones de cada uno de estos y se sometieron a electroforesis, tifiiendo los
geles con plata, Bl pico 1 del cromatograma presentd cn su composicién principalmente CPM
y Ac, ¢l resto de las proteinas no se identificaron con tanta claridad. De acuerdo con
Umemoto y col., 1971 y Scki y Arai, 1974, este pico corresponderfa a actomiosina, En el pico
2 se diferenciaron miosing, Ac, TM y protefnas de menor peso molecular, Seki y Arai (1974)
y Wakameda y Arai (1986) obscrvaron un pico compuesto por miosina en una posicion similar

al pico 2, pero mds definido que el observado por nosotros. Teniendo esto en cuenta, se podrfa
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BACALAO FRESCO

Fig. 4.34.~ Cromatograma de filtracién en gel de la actomiosina natural (AMN)
extrafda en NaCl 0,6 M de mdsculo de bacalao fresco. Identificacién de picos en apartado

4.0.1.
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inferir que el pico 2 corresponde a miosina, aunque debido a las condiciones emplcadas en
cl presente estudio, este no se resuelve totalmente, En los picos 3 y 4 se aisié fundamental—
mente Ac y TM, aparceiendo también otras de menor peso molecular que se encuentran en
el rango de las TN y CLM. Otros autores han detectado picos en posicién similar a los pico

3y 4 y compuestos por las mismas proteinas (Seki y Arai, 1974 y Wakameda y Arai, 1986).
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Estudio de los cromatogramas de los distintos lotes Y sus cambios a lo largo de Ia

conservacion o

En latabla 4.21. se detallan los porcentajes de los picos 1, 3 y 4 de los cromatogramas
de la AMN extraida de los distintos lotes a lo largo de la conservacién. El pico 2 no se pudo

cuantificar.

 LOTE seMANA | Pico1 | vicoz | prcos | picod
BACALAO 0 24,42 10,67 14,62 50,25
FRESCO
- ) _
0 61,60 8,90 - 29,46
5 63,00 7,20 - 29,80
BACALAQ 8 71,55 . - 28,90
MUSCULO 14 63,88 - - 36,11
PICADO 2 51,60 - - 48,60
) 36 11,03 - - 88,07
BACALAO 0 62,30 8,50 - 29,20
FILITES 49 57,37 - - 42,62
(11
MERLUZA 0 55,58 10,35 12,13 17,38
MUSCULO 22 69,60 13,99 - 22,64
PICADO 49 45,17 - - 52,45
(M)
BACALADILLA 0 73,69 14,16 - 12,13
MUSCULO 2 80,65 - - 19,34
PICADO 49 63,37 - - 36,62
(A)

Tabla 4,21,
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MUSCULO PICADO BACALAO (B)

Fig. 4.35.~ Cromatogramas de filtracién en .gel de la actomiosina natural (AMN)
extraida en NaCl 0,6 M (S1) de mudsculo picado de bacalao (B) a las 0, 22 y 36 semanas de
conservacién en congelacién a ~20°C. Identificacién de picos en apartado 4.6.1.
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Fig. 4.36.- Cromatogramas de filtracién cn gel de la actomiosina natural (AMN)
extraida en NaCl 0,6 M (S1) de filctes picado de bacalao (BF) a las 0 y 49 semanas de
conservacion en congelacién a ~20°C. Identificacion de picos en apartado 4.6.1.
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En la figura 4,35, sc representan los perfiles de los cromatogramas correspondientes
al lote.de muisculo picado de bacalao a las 0, 22 y 36 semanas de conservacién. La figura
4.30. muestra los perfiles obtenidos del lote de filetes de bacalao a las 0 y 36 semanas de
conservacion. En ambos perfiles, ¢l pico 2 fue menos evidente que Io observado en fresco
(figura 4.33.). En nuestro Jaboratorio sc realizaron estudios en los que se analizé por
cromatografia de gel filtracion la proteina que permancefa soluble en NaCl 0,6 M a lo largo
de la conservacion en congelacion de AMN de tres especies (resultados no mostrados). En
cstos se observd un desplazamiento del pico 2 del cromatograma de la AMN soluble hacia
zonas de mayor peso molecular al aumentar ¢l tiempo de conservacién, Posteriormente este
pico 2 {fuc muy poco evidente o pricticamente inexistente, Paralelamente a cstos cambios sc
observg un incremento del pico |, por lo que se interpreté que tuvo lugar una agregacion de
las prdteinas que componen ¢l pico 2 (fundamentalmente miosina y Ac) dando cspecies
moleculares de mayor peso que se eluyeron en el pico 1. De acuerdo con estas observaciones,
las diferencias observadas en los perfiles iniciales de los lotes bacalao con respecto al perfil
en fresco se podrian explicar por encontrarse lan AMN en una ctapa intermedia de este proceso
en 1o cual las proteinas que se cluyen en cl pico 3 en fresco han formado agregados de mayor
tamario. Debido a esto, ¢ pico 3 no se observd en ninguno de los controles desde cl inicio de

[a conservacion y el pico 2, aunque se observd inicialmente, fuc menos evidente que en fresco.

En la tabla 4.21. se observa gue cn musculo picado de bacalao hubo un aumento del
pico 1 en la semana 8 de conservacién acompaiado de una desaparicién del pico 2
(crom:.;logmmu no mostrado). Lsto estd de acuerdo con el mecanismo sugerido para explicar
las difercncias iniciales con respeeto al perfil en fresco. En este lote se observé un descenso
en la proporeion del arca del pico 1 en la semana 22 que continud hasta la semana 36.
Tenicndo en cuenta la composicion del pico 1 y ¢l pico 4 del cromatograma cn fresco, csta
tendencia final indica que a medida que transcurre la conservacién la proteina extraida en S1
sc cnriquecié en pesos moleculares menores (Ac, TM, TN y CLM) en detrimento de la
proporeién de actomiosina. sto concuerda con los cambios en composicién de la AMN
observados por electroforesis (figura 4.20.). Umemoto y col. (1971), en estudios por
cromatograffa de gel filtracidn con protefna miofibrilar exirafda de surimi de abadejo de

Alaska, encontrg que ta actomiosing (pico 1) decrecfa a medida que aumentaba el periodo de
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Fig. 4.37.~ Cromatogramas de filtracién cn gel de la actomiosina natural (AMN)
extraida en NaCl 0,6 M (S1) de misculo picado de merluza (M) a las 0, 22 y 49 semanas de
conservacién en congelacién a ~20°C. Identificacién de picos en apartado 4.6.1.
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conservacion, lo cual coincide con lo obtenido en el presente trabajo en midseuto picado de
bacalao. También en musculo picado de bacalao se observé un descenso en el 4rea total del
cromatograma. n misculo picado de bacalao, a diferencia de los demds lotes, no se ajusté
la concentracion de la muestra antes de inyectarla a la columna, por lo que csta disminucién
s¢ debié probablemante a que la cantidad protefna retenida en el proceso de filtrado aumenté
entre las semanas 0y 22 y no cambié cntre las semanas 22 y 36. Esto podrfa ser debido a la
agregacion de la AMN a medida que aumenta el tiempo de conservacion, lo concucrda con
lo observado por microscopfa clectrénica (apartado 4.5.). Sin embargo, como ya se¢ ha
indicado, en los geles de cleetroforesis (figura 4.20.) no se detecté la presencia de agregados
cen la fracciones 51 de bacalao, por lo que se podria decir que estos agregados se formaron
por intcracciones sccundarias y/o S-S, En ninguno de los restantes lotes sc observé un

aumento en la cantidad de proteina retenida en cl filtro,

En el lote de filetes de bacalao (labla 4.21. y figura 4.36.) no sc obscervaron apenas
cambios en la proporeion de los picos 1y 4 mayoritarios, aun cuando la propocion de miosina
disminuyd en igual magnitud que en masculo picado de la misma especic (figura 4.18.), Esto
se podria explicar por el aumento de la proporcion de Ac observado también por clectroforesis
(figura 4.19.), ya que este podria enmascarar ¢l descenso de la proporcion de miosina, al ser

cluidas ambas proteinas en el pico 1.

En la figura 4.37. sc pucden observar los cromatogramas correspondientes al lote de
musculo picado de merluza a las 0, 22 y 49 scmanas de conservacién. Al inicio de la
conservacion (figura 4.37,, 0 Semanas) se observaron todos tos picos detectados en el patrén
en fresco. A las 22 semanas el pico 2 desaparccio, apreciandose un hombro en el pico 1 asf
como un aumento en ¢l porcentaje del area de este dltimo. Al final del periodo de
conservacion (figura 4.37., 49 scmanus) sc detectd un descenso en la proporcién del pico 1.
Estos cambios sugicren que, como se ha indicado en bacalao, a lo largo de la conservacion
por congelacion, las proteinas que forman el pico 2 dieron lugar a pesos moleculares mayores
que s¢ eluycron en ¢l pico 1, lo cual explica ¢l aumento de dicho pico en la semana 22 de
conservacion. Bl descenso posterior det pico 1 indicarfa que la muestra se empobreci6 en

miosina y Ac a lo kargo de la conservacién, lo cual coincide con lo observado en clectroforesis
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Fig. 4.38.~ Cromatogramas de filtracién en gel de la actomiosina natpral (AMN)
extrafda en NaCl 0,6 M (S1) de misculo picado de bacaladilla (A) a las 0, 22 y 49 semanas
de conservacién en congelacién a ~20°C. Identificacién de picos en apartado 4.6.1.
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(figuras 4.18. y 4.19.).
w
En la figura 4.38. se pucden observar los cromatogramas correspondientes al lote de
bacaladilla picada a las 0, 22 y 49 secmanas de conservacién. En la tabla 4.21. se observa que
¢l porcentaje del pico 1 fue inicialmente muy superior al observado on bacalao, Ademés, en
la figura correspondicnte (4.38,, 0 scmanas) sc observé un pico 2 muy poco cvidente. De
acucrdo con ¢l proceso sugerido anteriormente para cxplicar los cambios en bacalao y
merluza, ¢l cromatograma obtenido inicialmente en bacaladilla sugicre que las protefnas del
pico 2 (miosina y Ac principalmente) formaron agregados que sc cluyeron en cl pico 1.
Posteriormente hubo un descenso en la proporcién del arca total del pico 1 (tabla 4.21.) que
podria cxplicarse, al igual que en bacalao y merluza, por ¢l descenso en la proporcién de
miosina obscrvado por clectroforesis en S1 (figura 4.18.).

En todos los lotes sc pudicron oxplicar los camblos observados en los perfilacs
cromatogrdficos por la agregacion de la miosina y actina del pico 2 que asf pasan a ser cluidas
en ¢l pico L. En el pico 1, por tanto, podria eluirse tanto actomiosina como agregados de

distintas proteinas.

Por otro lado, en todos los lotes parte de la proteina queda retenida en ¢l filtro desde
¢l inicio del periodo de conservacion, iodicando la presencia de agregados, Sin embargo, en
cl lote de musculo picado de bacalao, se encontrd un aumento ¢n la cantidad de proteina
retenida durante ¢l filirado. Esto sugiere quc cn este lote ~tuvo lugar un mayor aumento en ¢l
tamafio de los agregados a lo largo de la conservacion. En las ctapas finales de la conscrva-
cién se observo un descenso de la proporeién del pico 1, lo cual podrfa deberse a que ¢l
tamaiio de los agregados que se se cluyen en este pico aumenta y pasan a la fraccién P1, ,
dando lugar a un enriquecimiento de los extractos cn proteinas de bajo peso molecular, como
se obscrvé por clectroforesis. En ¢l caso de mdsculo picado de bacalao, estos agregados
podrfan haber sido solubilizados y posteriormente retenidos en el filtro, aumentando la

cantidad total de protcina cn ¢l mismo.
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4.6.2.~ ACTIVIDAD Ca**-ATPssica
-

Diversos auwtores (Connell, 1960 ¢; Matsumoto, 1979, 1980; Tejada, 1979; Wagner y
Aion, 1986) observaron pérdidas de actividad Ca*-ATPé4sica miofibrilar durante el
almacenamiento en congelacién, Bsta  disminucion estaria  indicando un proceso de
desnaturalizacion o agregacion de la miosing, ya que la modificacién de esta propiedad refleja
cambios producidos a nivel de la cabeza de la miosina, que es la parte de la moléeula que
conticne tanto ¢l centro activo del enzima como el sitio de unién a la Ac (Lowey y col, 1969;
Ockerman, 1977, Roura y col., 1990). La actividad Ca**~ATPésica cs, por tanto, indicativa
de la funcionalidad de o miosina en Ta moléeula de actomiosina y cs por cllo que cste
pardmelro sc ha utilizado para evaluar fenémenos de desnaturalizacién y agregacién proteica

por cfecto de la aplicacion de diversos (ratamientos térmicos (calentamicnto o congelacién).

Como se puede apreciar en la figura 4.39. a, todos los lotes presentaron una
disminucién en los niveles de actividad Ca*~ATPasica a lo largo del tiempo de conservacién.
i oel lote de filetes de bacalao los valores iniciales fucron altos, produciéndoese una
disminucion inicialmente muy pronunciada, pero que se hizo mdés suave a partir de la scmana
8 de conservaciin, No se observaron diferencias significativas debidas al cfecto del grado de

integridad del masculo (lablas 4.22, a y b),

En {os lotes de misculo picado de bacalao, merluza y bacaladilla no se observaron las
dos clapas observadas en filetes de bacalao, sino que ¢l descenso fue gradual a lo largo de
todo ¢l periodo de conservacion. Fn misculo picado de bacalao se detectaron valores
significativamente superiores o los demds loles de mdsculo picado y la pérdida total de
actividad tuvo lugar mds tarde que en merluza o bacaladilla. Entre cstas dltimas no sc

encontraron diferencias significativas.

Los valores observados en todos los lotes se encuentran en el rango de los que
encontraron otros autores para distintas cspeeies (Tejada, 1979 en jurel; Okada y col,, 1986
en carpa; Chalmers y col, 1992 en bacalao; Carcche y Tejada, 1991 y 1994 en merluza y

Huidobro, 1990) en bacaladilla, jurel y caballa
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Figura 4.39.- Byolucién de la actividad Ca® ATPésica de la actomiosina natural (AMN)
extraida en NaCl 0,6 M (S1) durante la conservacién ¢n congelacién a ~20°C. a: expresada en ymol
Pi/min/mg prot; b: expresada en gmol Pi/min/DOT cadena pesada de miosina (CPM), BE: lote de filetes
de bacalao; B, M y A: loles de miisculo picado de bacalao, merluza y bacaladilla respectivamente.

Las barras verlicales en a indican el intervalo de confianza al 95%. La de trazo fino
corresponde al estudio en funcién del grado de integridad del misculo (lotes B y BF) y la de trazo
grueso correspondo al cstudio en funcién de la especie (lotes B, M y A).



TIEMPO GIM TIEMPO = GIM

Actividad Kk - *
Ca* ATP&sica

Tabla 4.22. a.~ Andlisis de la varianza correspondiente a la medida de la Actividal
Ca®* ATPésica (en gmoles de ATP/minuto/mg protefna) de la actomiosina natural (AMN)
aislada en NaCl 0,6 M (S1) de musculo picado y filetes de bacalao (B y BF respectivamente)
en funcion del grado de integridad del misculo (GIM) y del tiempo de conscrvacién en estaclo
congelado

TIEMPO ESPECIE TIEMPO x ESPECIE

Actividad kkR Bk ok o e
Ca* ATPasica

Tabla 4.22 b.- Andlisis dc la varianza correspondiente a la medida de la Actividad Ca™
ATPasica (en umoles de ATP/minuto/mg proteina) de la actomiosina natural (AMN) aislada
cn NaCl 0,6 M (S1) de misculo picado de merluza (M) y bacaladilla (A) en funcién de la
especic y del tiempo de conservacion en cstado congelado

TIEMPO x GIM = Inferacci6n entre el efecto del ticmpo y el grado de integridad del misculo.
TIEMPO x ESPECIE = Interaccién entre el efecto del tiempo y la especic

*** = Efecto significativo a P<0.001
** = Efecto significativo a P<0.01

* = Bfecto significativo a P<0.05

- = Efecto no significativo
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Una cinética similar a ta observada en filetes de bacalao fue observada por Tejada
(1979) en masculo picado de jurel, Wagner y Ailon (1986), en misculo de bovino y por
Huidobro (1990), en misculo picado de bacaladilla a lo largo de la conservacién en
congelacién. De acuerdo con Wagner y Aiion (1986), el brusco descenso inicial observado fue
debido a la desnaturalizacién dc la miosina, mientras que la disminucién posterior menos
pronunciada sc pucde atribuir a una menor extractabilidad de la proteina, Estos autores
expresaron la actividad de la enzima por gramo de misculo, con lo que el grado de agregacion
de las proteinas del muscuto afecté bastante a la medida. En el presente estudio, al realizarse
la medida sobre la AMN previamente aislada y expresarse por mg de AMN, no cabe la
posibilidad de la influencia de los cambios en extractabilidad del miisculo en la la cinética
observada. Sin cmbargo, en cl descenso en actividad ATPésica durante la conservacion en
congelacion podrfan influir también los cambios la proporcién de miosina en los extractos de

AMN.

Cuando la fraccion S1 sc estudio por clectroforesis, se observé un descenso en la DOI
de la CPM cn S1 a lo largo del tiempo (figura 4.18.). En las tablas 4.30, a 4.33. se observa
la existencia de corrclacion estadistica significativa entre los valores de proporcién de CPM
(medida por DOY/g prot.) y de actividad Ca®-ATPésica en todos los lotes de msculo picado.
Esto est4 de acucrdo con Roura y col. (1990), quicnes encontraron una menor actividad
Ca*-ATPisica dec 1a merluza antes del desove, cuando la proporcion de CPM (medida por la
intensidad relativa de la bancla correspondiente observada en las electroforesis (SDS-PAGE))
en los extractos del musculo fue mucho menor, Sin embargo en filetes no se encontrd dicha
correlacién, por lo que cn este lote cstarfan influyendo otros factores de manera mis

importante,

Al expresar la actividad Ca*-ATPésica por DOI de la cadena pesada de la miosina
(figura 4.39. b ) se obtiene informacién acerca de la actividad enzimética de la cadena pesada
de la miosina, Sc observg quc cn filetes de bacalao hubo un descenso inicial muy intenso
seguido de una estabilizacién y un descenso al final de la conservacién, En misculo picado
s6lo se observd un descenso al final de la conservacion, permaneciendo los valores constantes

hasta entonces. Esto implica que cn filetes de bacalao el descenso inicial de actividad
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Ca®-ATP4sica fuc debido a la desnaturalizacién de la miosina, Sin embargo, la disminucién
observada en filetes a partir de la semana 8 de conservacién, asi como las detectadas en los
tres lotes de musculo picado desde ¢l inicio, fueron debidos a la disminucién observada en la
proporcion de CPM cn los extractos, Por otro lado, a pesar de que no se observé actividad
Ca**~ATPisica cn los extractos de AMN al final de la conservaci6n, en cstos se aislé cierta
proporcién de miosina (figura 4,18.). Esto sugiere que en el descenso observado en actividad
Ca®*-ATPiésica en todos los lotes influyeron tanto la desnaturalizacion y/o agregacion de la
molécula de miosina como a la disminucién en la proporeién de la misma en los extractos.
Por tanto, la mayor actividad Ca?*-ATP4sica detectada en musculo picado de bacalao frente
a las otras dos especics sc podrian atribuir a que en bacalao se extrajo mas cantidad de

miosina funcional y durante mas tiempo que en merluza y bacaladilla.

4,6.3.- GRUPOS SULFHIDRILO (-SH)

Como ya sc ha indicado en cl apartado 4.3.3,, la agregacion observada en los distintos
lotes a lo largo de la conscrvacidn en congelacién fue debida en parte a la formacién de

puentes S-S debido a la oxidacion de grupos —SH.

Los cambios en ¢l nimero de grupos -SH de las proteinas extraidas en la fraccién S1
podrian indicarnos si la formacién de dichos enlaces intra ¢ intermoleculares tiene lugar en
los estadios previos a la formacion dc agregados de mayor peso molecular que pasen a la

fraccién insoluble en NaCl 0,6 M.

En fa bibliografia cxiten resultados contradictorios en cuanto a los cambios en grupos

SH en las proteinas miofibrilares durante la conservacién en congelacion (apartado 1.3.1.3.).

Las variaciones cn ¢l contenido en grupos -SH a lo largo del tiempo en los distintos
lotes sc representan en la figura 4.40. El estudio estadistico correspondiente se muestra en la
tablas 4.23. a y b. En los lotes de bacalao no se observé una tendencia sostenida a lo largo

del tiempo. En los lotes de misculo picado de merluza y bacaladilla se observé un descenso
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Figura 4.40.- Evolucién del contenido en grupos sulfhidrilo (-SH) (zmol SH/g prot)
de la actomiosina natural (AMN) extraida en NaCl 0,6 M (S1) en filetes de bacalao (BF) y

musculo picado de bacalao (B), merluza (M} y bacaladilla (A) durante la conservacién en
congelacién a -20°C,

Las barras verticales indican el intervalo de confianza al 95%. La de trazo fino
corresponde al estudio en funcién del grado de integridad det masculo (lotes B y BF) y [a de
trazo grueso corresponde al estudio en funci6n de la especic (lotes B, M y A).



TIEMPO GIM TIEMPO x GIM

Grupos SH *kk *kk %k

Tabla 4.23 a.— Anélisis de la varianza correspondiente a la medida de los grupos SH (en

umoles de SH/g proteina) de la actomiosina natural (AMN) aislada en NaCl 0,6 M (S1) de
misculo picado y filetes de bacalao (B y BF respectivamente) en funcién del grado de

integridad del mdsculo (GIM) y del tiempo de conservacién en estado congelado

TIEMPO ESPECIE TIEMPO x ESPECIE

Grupos SH *kk EE S kR

Tabla 4.23 b.— Andlisis de la varianza correspondiente a la medida de los grupos SH (en

umoles de SH/g proteina) de la actomiosina natural (AMN) aislada en NaCl 0,6 M (S1) de
miisculo picado de bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A) en funcitn de la especie y del

tiempo de conservacion en estado congelado

TIEMPO x GIM = Interaccion entre el efecto del tiempo y el grado de integridad del misculo.
TIEMPO x ESPECIE = Interaccién entre el efecto del tiempo y la especie

#** = Efecto significativo a P<0.001

** = Efecto significativo a P<0.01

* = Efecto significativo a P<0.05
- = Efecto no significativo
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significativo, mas accntuado cn bacaladilla. Dicho descenso cstd de acuerdo con el aumento
en la participacion de los enlaces S-S en la agregacién gbservada en el estudio de

extractabilidad del agregado (figura 4.8.) en ambos lotes.

El que no sc delectara un descenso en el ntmero de grupos —SH en bacalao no
significa que no tuvicra lugar la formacién de puentes disulfuro ya que, como sefialaron
Poulter y Lawric (1978), durante la conservacién por congelacién de misculo de pescado
podrian ocurrir reacciones de intercambio de puentes disulfuro intra ¢ intermoleculares que

provocarfan que no sc obscrvaran cambios en el nimero total de grupos SH,

Se sabe que hay grupos ~SH muy reactivos en la molécula de miosina que son
importantes en la actividad Ca**-ATPssica. Buttkus (1971)"y Hamada y col. (1977)
encontraron que los cambios en actividad Ca®*~ATP4sica estaban altamente relacionados con
la oxidacién dc los grupos ~SH. En el caso de los lotes de mdsculo picado de merluza y
bacaladilla, la disminucin en actividad Ca**~ATPdsica podria rclacionarse con la observada
en grupos —SH. Sin embargo, los grupos ~SH totales disminuyeron a menor velocidad que la
actividad enzimdtica, por lo que no sc observaron correlaciones significativas entre ambos
pardmetros (tablas 4.30. a 4.33. ). Esta diferencia entre los cambios detectados en grupos SH
totales y actividad Ca*ATPésica ha sido observada por otros autores (Jiang y col,, 1989 en
actomiosina dc tilapia conscrvada a -20°C y Chen y col, 1989 en miosina aislada de
hipogloso negro) y podrian indicar que no todos los grupos ~SH que sufricron reduccion

durante la conservacion cstaban relacionados con la actividad Ca®*ATPé4sica.

4.6.4.- HIDROFOBICIDAD SUPERFICIAL

Diferentes autores han encontrado un incremento de la hidrofobicidad superficial de
proteinas miofibrilares in situ 0 en sistema modelo de proteina aislada, como consecuencia de
la congelacion y conscrvacion cn estado congelado (Niwa y col, 1986 a y b; Owusu—Ansah
y Hultin, 1987; Ang y Hultin, 1989; LeBlanc y LeBlane, 1992). Este aumento s¢ ha

relacionado con un incremento de la exposicitn de grupos hidrofébicos de la proteina debido
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Figura 4.41.— Evolucién en la hidrofobicidad superficial alifatica (CPA) (8,, unidades
arbitrarias) de la actomiosina natural (AMN) extraida en NaCl 0,6 M (S1) de filetes de
bacalao (BF) y de miisculo picado de bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A) durante la
conservacion en congelacién a -20°C.

Las barras verticales indican el intervalo de confianza al 95%. La de trazo fino
corresponde al estudio en funcién del grado de integridad del misculo (lotes B y BF) y la de
trazo grueso corresponde al estudio en funcién de la especie (lotes B, M y A)).



L4

TIEMPO GIM TIEMPO x GIM

Hidrofobicidad L - -
CPA

Tabla 4.24 a.— Andlisis de la varianza correspondiente a las distintas medida de la
hidrofobicidad superficial alifatica (CPA, en unidades arbitrarias) de la actomiosina natural
(AMN) aislada en NaCl 0,6 M (S1) de misculo picado y filetes de bacalao (B y BF
respectivamente) en funcién del grade de integridad del midsculo (GIM) y del tiempo de
conservacion en estado congelado

TIEMPO ESPECIE TIEMPO x ESPECIE

Hidrofobicidad *k% AR -
CPA

Tabla 4.24 b.~ Andlisis de |a varianza correspondiente a la medida de la hidrofobicidad
superficial alifatica (CPA, en unidades arbitrarias) de la actomiosina aislada natural (AMN)
en NaCl 0,6 M (S1) de mdsculo picado de (B), merluza (M) y bacaladilla (A) en funcién de
la especie y del tiempo de conservacién en cstado congelado

TIEMPO x GIM = Interacci6n entre ¢l efecto del tiempo y el grado de integridad del misculo.
TIEMPO x ESPECIE = Interaccion entre el efecto del tiempo y la especie

**% = Efecto significativo a P<0,001

** = Efecto significativo a P<0.01

* = Efecto significativo a P<0.05
— = Efecto no significativo
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a la ruptura de ciertas interacciones clectrostaticas, hidrofébicas y puentes de hidrégeno y de
la modificacin.quimica de algunos restos de aminodcidos. La nueva orientacién de los grupos
hidrofébicos de los aminodcidos (modificados, no modificados 0 ambos) hace que los grupos
no polares afloren a la superficic y que los grupos polarcs se internen dentro de la estructura

(Niwa y col, 1986 a y b; Ang y Hultin, 1989).

La figuras 4.41. y 4.42. mucstran los cambios producidos en la hidrofobicidad
superficial alifdtica (CPA) y aromdtica (ANS) respectivamente de la AMN extraida de los
distintos lotes. Las tablas 4.24. (a y b) y 4.25. (a y b) muestran los resultados del analisis

estadistico de las medidas de hidrofobicidad superficial CPA y ANS respectivamente.

La medida de la hidrofobicidad superficial debida a grupos alifdticos se realizé
utilizando el reactivo de fluorescencia CPA. La figura 4.41. muestra los resultados de dichas
medidas. En clla sc obscrva que tuvo lugar un incremento de la exposicién de grupos
alifdticos en las 5 primeras semanas de conservacion en todos los lotes. En misculo picado
de bacalao sc observé un descenso, alcanzandose valores similares a los inicilales al final del
estudio. Los valores obtenidos al inicio y final del estudio estdn en el rango de los observados
por LeBlanc y LeBlanc (1992) en [liletes de bacalao conservados en congelacién durante un
periodo igual y a similar iemperatura. Sin embargo, dichos autores no realizaron deteminacio-
nes a lo largo del ticmpo, por lo que no detectaron los cambios intermedios obscervados en este

estudio,

La hidrofobicidad superficial alifatica (CPA) de la AMN fue superior en misculo
picado de meriuza y bacaladilla que en bacalao. En merluza y bacaladilla se¢ observé un
incremento inicial seguido de un descenso hasta el final de la conservacién. Sin embargo, en
bacaladilia, ¢l aumento inicial no fuc significativo. Los valores observados en merluza se

encontraron en cl tango de los indicados por Cofrades {(1994).

La determinacién de la hidrofobicidad superficial debida a grupos arométicos se realizé
utilizando el reactivo de fluorcscencia ANS. Los resultados se muestran en la figura 4,41, En

esta se observé un incremento cn las ctapas iniciales de la conservacién en todos los lotes. En
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Figura 4.42.~ Evolucién en la hidrofobicidad superficial aromética (ANS) (S, unidades
arbitrarias) de la actomiosina natural (AMN) extraida en NaCl 0,6 M (S1) de filetes de
bacalao (BF), mdsculo picado de bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A) durante la
conservacion en congelacién a -20°C,

Las barras verticales indican el intervalo de confianza al 95%. La de trazo fino
corresponde al estudio en funcién del grado de integridad del misculo (lotes B y BF) y la de
trazo grueso corresponde al estudio en funcién de la especie (lotes B, M y A).



TIEMPQ GIM TIEMPO x GIM

Tabla 4.25 a.— Andlisis de [a varianza correspondiente a la medida de la hidrofobicidad
superficial aromatica (ANS, en unidades arbitrarias) de la actomiosina natural (AMN) aislada
en NaCl 0,6 M (S1) de misculo picado y filetes de bacalao (B y BF respectivamente) en
funcién del grado de integridad del misculo (GIM) y del tiempo de conservacién en estaclo

congelado

TIEMPO ESPECIE TIEMPO x ESPECIE

ANS ik %k KAk k E

. Tabla 4.2§ .b.— Andlisis de la varianza correspondiente a la medida de la hidrofobicidad
superficial aromdtica (ANS, en unidades arbitrarias) de la actomiosina natural (AMN) aislada

en Na(;l 0,6 M (S1) de bacalao (B), metluza (M) y bacaladilla (A) en funcién de la especice
y del tiempo de conservacién en estado congelado

TIEMPO x GIM = Interacci6n entre el efecto del tiempo y el grado de integridad del mdsculo.
TIEMPO x ESPECIE = Interaccién entre el efecto del tiempo y la especic

*** = Bfecto significativo a P<0.001
** = Efecto significativo a P<0.01
* = Efecto significativo a P<0.05

- = Efecto no significativo
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misculo picado y filetes de bacalao se detectdé un descenso posterior. En filetes hubo un

aumento al final de la conservacion.

En los lotes de merluza y bacaladilla los valores de hidrofobicidad superficial
aromética (ANS) fucron significativamente superiores a los observados en mdsculo picado de
bacalao. En merluza, al igual que en bacalao, se observé un incremento significativo al inicio
de la conservacion scguido de una disminucién gradual hasta el final del periodo de
conservacién. En bacaladilla se observé un incremento inicial sin que sc detectaran
posteriormente cambios significativos. Los valores de hidrofobicidad superficial ANS medidos
en la AMN de merluza fueron similares a los obscrvados por Cofrades (1994) en la misma

especic.

El aumento cn hidrofobicidad, tanto aromatica como alifética, observado durante las
primeras semanas de conservacion en todos los lotes puede entenderse por la desnaturalizacion
que tienc lugar como consecuencia de la conservacién en congelacion, que, como ya se ha
indicado, produce un incremento de la cxposicién de grupos hidrofébicos de la proteina. El
descenso y/o cstabilizacién observados posteriormente podrian explicarse por un posible
aumento en ¢l tamaio de los agregados solubles detectados en la AMN a lo largo de la
conservacién. Este aumento se observdé cn musculo picado de bacalao por microscopia
clectrénica y cromatografia de gel filiracion (apartados 4.5. y 4.6.1.), no descartindosc la
posibilidad de que tuvicra lugar también en los otros lotes. Estos agregados disminuirfan la
superficie especifica de unién del reactivo de fluorescencia provocando asi una estabilizaci6n
e incluso un descenso en la de emision fluorescente por gramo de proteina. Esta hip6tesis fue
también postulada por Cofrades (1994) para cxplicar ¢l descenso observado en los valores de
hidrofobicidad, tanto aromdtica como  alifitica, de AMN de merluza conservada en
congelaci6n. Dicha autora observé un descenso tanto en las etapas finales de la conservacion
como en etapas tempranas en presencia de FA, es decir, siempre que cxistia mayor agregacitn

de la proteina cn la muestra.
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4.6.5.— VISCOSIDAD APARENTE (n,,)
e
Comio ya sc indic6 en cl apartado 4.2.1.,, la viscosidad de las soluciones proteicas es
una propiedad funcional cuya medida cs utilizada frecuentemente como método para
determinar el gracdo de desnaturalizacién y agregacién de las proteinas. En dicho apartado se
describicron los principales factores que afectan al comportamiento viscoso de una solucion
o dispersién proteica. Entre cllos, la concentracién de protefna es uno de los factores mas
estrechamente relacionados con los valores de v,, (Rha y Pradipasena, 1986; Cofrades y col.,
1993). En disoluciones diluidas la m,, depende de la forma y tamafio de las moléculas, pues
predomina la intcraccién cntre estas y las del solvente (Chen y col,, 1988). Dependiendo del
tipo de proteina, cuando su concentracién es grande, predomina la interaccién proteina—

proteina (Hamm, 1975; Kinscla, 1976; Rha y Pradipasena, 198G). LT

En la técnica de 1), de de misculo, discutidas en el apartado 4.2.1,, la medida se
rcaliza sobre los homogeneizados de misculo previamente filtrados (apartado 3.2.2.1.). Cuando
la actomiosina estd muy agregada, parte de esta podria quedar retenida en este paso, con lo
que la concentracion del filtrado sobre ¢l que se realiza la medida serfa menor cuanto mayor
sea la agregacion, Esta, como sc ha indicado en los apartados 4.2.1. y 4.3,1. aumenta a lo
largo de la conscrvacién. Las proteinas miofibrilares son, entre las protefnas del mdsculo, las
mayores responsables del comportamiento viscoso (Borderfas y col,, 1985 a, Huidobro y
Tejada, 1993 b) vy, entre estas, la actomiosina s la de mayor viscosidad intrinseca (Crupkin
y col., 1982). Por eso, la medida de m,, en los extractos de AMN a concentracion constante
podria dar una informacién mds cspecifica cn relacién con la desnaturalizacin de la AMN

durante la conscervacion en congelacion,

En la figura 4.43. sc represcntan los cambios observados en las medidas de m,,
realizadas en soluciones de actomiosina de concentracién 5 mg/mL en NaCl 0,6 M y 0°C. En

la tabla 4.26. sc muestran los resultados del analisis de varianza en funcién del tiempo y la

especie.

En las figura 4.45. sc obscrvan los valores de m,, en soluciones de 5 mg/ml de
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Figura 4.43.— Evolucién de la viscosidad aparente (1,,) (cP) de la actomiosina natural
(AMN) extraida en NaCl 0,6 M (S1) en misculo picado de bacalao (B), merluza (M) y
bacaladilla (A) durante la conservaci6n en congelacién a ~20°C. La medida sc realiz6 sobre
una solucién de la AMN en NaCl 0,6 M y pH 7, 2 concentracién de 5 mg/ml y 0°C.

La barra vertical indica el intervalo de confianza al 95% correspondiente al estudio
en funci6én de la especie (lotes B, M y A).



TIEMPO ESPECIE TIEMPO % ESPECIE

*kk Kk Kk ' * kK
Tlﬂpa

Tabla 4.26.— Andlisis de la varianza correspondiente 2 la medida de la viscosidad
aparente (n,,a, Smg/ml, 0°C, en cP) de la actomiosina natural (AMN) aislada en NaCl 0,6 M
(S1) de misculo picado de bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A) en funcién de la
especie y del tiempo de conservacion en estado congelado

TIEMPO x ESPECIE = Interaccién entre el efecto del tiempo y la especie

*** = Efecto significativo a P<0.001
** = Efecto significativo a P<0.01

* = Efecto significativo a P<0.05

- = Efecto no significativo
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concentracion de actomiosina cn NaCl 0,3 M + SDS 2% a 25°C. Ei anilisis estadistico
correspondiente se recoge en la tabla 4.28, E[.SDS es un detergente que rompe las uniones
secundarias (Owusu-Ansah y Hultin, 1987; Roussel y Cheftel, 1990). El objeto de medir la
1,p €0 presencia de SDS fuc observar la influencia de este tipo de enlaces en las caracteristicas
reolégicas de las disoluciones de la AMN. Como el SDS es insoluble a temperaturas bajas,
la medida sc rcalizo a 25°C. Dcebido a la influencia de la temperatura en la 1, para observar
el cfecto del SDS sc utilizé como blanco cl valor de la 1, de la disolucién proteica en NaCl

0,6 M a la misma concentracion y a 25°C (figura 4.44. y andlisis estadistico en tabla 4,27.).
En todas las figuras sc represcntan solamente los valores correspondientes a la AMN

extralda de los lotes de musculo picado debido a que la gran variabilidad de las medidas

observadas cn la AMN de filetes de bacalao m nos permitié obtener informacion il

Thap lucjones d aCl O 5

En fa figura 4.43. sc obscrvan diferencias significativas entre los valores de misculo
picado de bacalao y de las otras dos especies, siendo cstos altimos similares e inferiores a los
encontracdos cn bacalao. En este ditimo tuvo lugar un descenso acusado en las 8 primeras
semanas de conscrvacién, manteniéndose estable a continuacidn. Sin embargo, en merluza y

bacaladilla el descenso fue més gradual.

Las difcrencias entre cl lote de misculo picado de bacalao y los de merluza y
bacaladilla se observaron también cn n,, de musculo (figura 4.2) hasta la semana 14 de
conservacion. Sin embargo, cn las clapas finales de la conservacién, tuvo lugar un descenso
muy acusado de la 1,, de misculo en ¢l lote de mdsculo picado de bacalao. Las medidas de
M,, de AMN aislada sugicren que los menores valores de m,, de misculo picado de bacalao
observados cn las ctapas finales de la conservacién pudieran atribuirse a un aumento de la

agregacién de la proteina miofibrilar,

Los cambios observados a 25°C (figura 4.44.) fueron similares a los detectados a (°C
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Figura 4.45.— Evolucién de la viscosidad aparente (1,,) (cP) de la actomiosina natural
(AMN) extraida en NaCl 0,6 M (S1) en mdsculo picado de bacalao (B), merluza (M) y
bacaladilla (A) durante la conservacién en congelacién a —20°C. La medida se realiz6 sobre
una solucién de la AMN en SDS 2%, NaCl 0,3 M y pH 7, a concentracién de 5 mg/ml y
25°C.

La barra vertical indica-el intervalo de confianza al 95% correspondiente al estudio
en funcién de la especie (lotes B, M y A).



TIEMPO ESPECIE TIEMPO x ESPECIE

Nap SDS &Kk * k% *kk

Tabla 4.28.— Anélisis de la varianza correspondiente a la medida dé'la viscosidad
aparente (1,, SDS, Smg/ml, 25°C, en cP) de la actomiosina natural (AMN) extraida en NaCl
0,6 M de bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A) v posteriormente disuelta en solucién de
SDS 2% + NaCl 0,3 M, en funci6n de la especie y conservacién en estado congelado

TIEMPO x ESPECIE = Interaccién entre el efecto del tiempo y la especie
*** = Bfecto significativo a P<0.001 ’
** = Bfecto significativo a P<0.01

* = Efecto significativo a P<0.05

- = Bfeeto no significativo
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Figura 4.44.— Evoluci6n de la viscosidad aparente (v),,) (cP) de la actomiosina natural
(AMN) extraida en NaCl 0,6 M (S1) en misculo picado de bacalao (B), merluza (M) y
bacaladilla (A) durante la conservacién en congelacién a ~20°C. La medida se realiz6é sobre
una solucién de la AMN en 0,6 M NaCl y pH 7, a concentracién de 5 mg/ml y 25°C.

La barra vertical indica el intervalo de confianza al 95% correspondiente al estudio
en funcién de la especie (lotes B, M y A).



TIEMPO ESPECIE TIEMPO x ESPECIE

xRk *
1,0 k&K Hk K

Tabla 4.27.— Andlisis dc la varianza correspondiente a la medida de la viscosidad
aparente (11,0, Smg/ml, 25°C, en cP) de la actomiosina natural (AMN) aislada en NaCl 0,6

M (Sl) de musculo picado de bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A) en funci6n de la
especie y del tiempo de conservacién en estado congelado

TIEMPO x ESPECIE = Interacci6n entre el efecto del tiempo y la especie

**¢ = Efecto significativo a P<0.001
** = Efecto significativo a P<0.01

* = Efecto significativo a P<0.05

— = Efecto no significativo
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(figura 4.43.), aunque la mayor tcmperatura dio lugar a un descenso ligero de los valores
debido probablemente a la ruptura de puentes de hidrégeno, conio sugieren Rha y Pradipasena
(1986).

n,, de las solucioncs de AMN en SDS 2% y NaCl 03 M (Smg/ml).

En la figura 4.45. sc observa que, en los tres lotes, la presencia de SDS producia una
disminucién de la m,, respecto del blanco (figura 4.44.), aunque no afectd a la tendencia

observada a lo largo dcl ticmpo.

La medida de v, refleja cambios en la conformaci6n de la molécula, al afectar esta
a su relacién axial (Kinsclla, 1976; Cupkin, 1983). Asf, esta ha sido utilizada para determinar
el grado de desnaturalizacion durante la conservacién por congelacién (Matsumoto, 1980;
Timénez Colmenero y Borderias, 1983; Jiméncz Colmenero y col,, 1988). La disminucién en
la m,, observada a io largo dc ta conservacion puede atribuirse, por tanto, a la existencia de
cambios conformacionales en las moléculas en solucién. Matsumoto (1980) sugiere que la
disminucién en la m,, podria ser debida a que la NAM pierde su estructura filamentosa, bien
por que las moléculas individuales sc replicguen sobre sf mismas o bien por agregacién de los
filamentos, todo lo cual disminuye la relacién axial de las moléculas, La relacién entre la
presencia de agregados cn las soluciones prolcicas y el descenso en 7, detectados a lo largo
de la conservacién fue postulada por algunos autores (Jiménez Colmenero y Borderfas, 1983;
Huidobro y Tejacla, 1993 b; Cofrades, 1994). El aumento en el tamafio de los agregados al
aunientar el tiempo de conscrvacin podria explicar cl descenso en 1,, de los extractos de
AMN. Por microscopia clectrénica (apartado 4.5.) se observé un aumento en el tamafio de los
agregados al aumentar cl ticmpo de conscrvacién en miusculo picado de bacalao. El
fratamicnto con SDS, rompiendo intcracciones sccundarias inter e intraproteicas. produjo un
descenso de la v,,, ya que dichas interacciones contribuyen a aumentar la relaci6n axial de las
partfculas en la disolucién y con clio las medidas de n,,. Sin embargo, la adicién del
detergente no alteré la tendencia observada, por lo que se podria inferir que existen ofros

factores, aparte de la agregacion por interacciones sccundarias, que podrian influir en estos
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cambios. Por electroforesis no se observd un aumento de los agregados de naturaleza covalente
no S-S, pero la agregacion por interacciones S-S de la AMN extraida podria haber
aumentado. Estos enlaces no sc rompen con SDS, por lo que ¢l tratamiento con este detergente
no alterarfa la tendencia al descenso observada en m,, si los enlaces S-S hubieran intervenido
en la formacién agregados de AMN y cn su crecimento, En merluza y bacaladilla, los cambios

observados cn grupos S-S (apartado 4.6.4.) estarfan de acuerdo con esto.

Por otro lado, la composicién de los extractos de AMN podria influir también en los
valores de 1, de los mismos (Hamm, 1975; Crupkin y col,, 1982, Cofrades, 1994). Los
cambios en proporcién de CPM, al scr la proteina mayoritaria en los extractos, podrian afectar
a los valores dc 1,,. La miosina es mds viscosa que otras proteinas como la Ac, TMs o TNs
(Cofrades, 1994). En las tablas 4.30. a 4,33, sc observa como, en los lotes de misculo picado
hubo correlaci6n cstadistica significativa entre los valores de m,, a 0°C y la proporcin de

miosina (DOI/g prot. dc CPM).

En general, los valores de 1, de AMN aislada podrian explicar lo observado en m,,
de misculo y ademds corroboran la mayor funcionalidad de la AMN del lote de mdsculo
picado de bacalao frente a los de merluza y bacaladilla desde el inicio y a lo largo de la
conservacion, algo que sc habia observado también a través de la medida de proporci6n de

miosina (figura 4.18.) y actividad Ca™-ATPésica de dichos extractos (figura 4.39.).

4.6.6.~ INDICE DE ACTIVIDAD DE EMULSION (IAE)

La capacidad de emulsion de la soluciones proteicas es una propicdad funcional
relacionada con las caraclerfsticas de superficie de las moléculas Esta mide la capacidad de
las moléculas proteicas dle disminuir las tension superficial que existe entre una fase hidrofilica
y otra hidrofébica. Dentro de las proteinas del masculo, la miosina y la actomiosina son las
que resultan més cficaccs como depresoras de la tensién superficial (Morrissey y col,, 1987),
y por tanto las de mayor capacidad de cmulsificar grasas. La capacidad de emulsi6n de las

soluciones proteicas estd influida a su vez por la concentracién y solubilidad de las mismas
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Figura 4.46,~ Evolucién en el indice de actividad de emulsién IAE) (m?%g prot.) de
la actomiosina natural (AMN) extraida en NaCl 0,6 M (S1) en los lotes de filetes (BE) y
misculo picado de bacalao (B) durante la conservacién en congelaci6n a —20°C.

La barra vertical indica ¢l intervalo de confianza al 95%. correspondiente al estudio
en funci6n del grado de integridad del mdsculo (lotes B y BF).



TIEMPO - GIM TIEMPO x GIM

IAE KRR — *

Tabla 4.29.- Anélisis de la varianza correspondiente a la medida del indice de
estabilidad de emulsién (IAE) (en m*g AMN) de la actomiosina natural (AMN) aislada en
NaCl 0,6 M (S1) de misculo picado y filetes de bacalao (B y BF respectivamente) en funcién
del grado de integridad del miscule (GIM) y del tiempo de conservaci6n en estado congelado

TIEMPO x ESPECIE = Interaccidn entre ¢l efecto del tiempo y la especie

**¥ = Efecto significativo a P<0.001
¥* = Efecto significativo a P<0.01

* = Efecto significativo a P<0.05

- = Efecto no significativo
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y por el pH, fucrza i6nica y temperatura del medio (Cheftel y col., 1989),
o

La determinacion de las propiedades de emulsién de la AMN extraida se realizé
mediante la medida del lAE. Este método requicre menor cantidad de proteina que la técnica
empleada més ampliamente hasta ahora, basada en el modelo propuesto por Swift y col,
(1961) (Jiménez Colmenero y Borderias, 1983; Tejada y col., 1987; Huidobro y Tejada, 1993
a),

La figura 4.46. mucstra los cambios en [AE detectados en ambos lotes de bacalao. Los
resultados del estudio estadistico se muestran en la tabla 4.29. Se observé una disminucion
cvidente cn la scmana 36, tanto en fileles como en masculo picado. Los valores obtenidos
fucron ligeramente interiores a los detectados por Cofrades (1994) en AMN aislada de
merluza, Huidobro y Tejada (1993 a) cn bacaladilla, g caballa y Careche y Tejada (1988) en
merluza, obscrvaron también un descenso en la capacidad de emulsién (g de aceite/g de
musculo) a lo largo de la conservacion cn congelacion y lo atribuyeron a la desnaturalizacién
y agregacion de las proteinas del midsculo producida durante el almacenamiento en
congelacion. Los agregados proleicos contribuyen muy poco a la capacidad de emulsion
{Cheftel y col,, 1987), por lo que la mayor presencia de estos en las soluciones provoca una

disminucion de dicha propicdad.

En cl prescnte estudio, la medida se realizd sobre la fraccién de AMN soluble, por lo
que los cambios en extractabilidad de proteinas en sal no afectan a csta, como 1o hace en el
caso de los trabajos citados anteriormente, donde la medida se realiza sobre homogeneizados
de miusculo. Sin embargo, como ya s¢ ha indicado, también en los extractos de AMN cxist6
cierta agregacién que aument6 a lo largo del periodo de conservacion. Esto podrfa ser la causa
de la disminucion de los valores de [AE encontrados. Se observaron diferencias significativas
entre mitsculo picado y filetes, aunque solamente en algunos controles al inicio de la
conservacion, con lo cual no se dispuso de datos suficientes para sacar una conclusién respecto

al efecto del grado de integridad del misculo,

Li~Chan y col, (1984) han indicado que cuando la solubilidad proteica es grande (més

del 50%) cl efecto de la hidrofobicidad superficial en la capacidad de emulsién es muy
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Tabla 4.30. a — Misculo picado de bacalao (B) (-20°C). Correlaciones entre los distintos analisis realizados sobre la actomiosina natural
(AMN) extraida en NaCl 0,6 M (S1). ATPasa: Actividad Ca**~ATPisica; m,,5a: viscosidad aparente a concentracién de AMN de 5 mg/ml en
NaCl 0,6 M a 0°C; m,,5b: viscosidad aparente a concentracidn de AMN de 5 mg/ml en NaCl 0,3 M a 25°C; 7,,5SDS: viscosidad aparente a
concentraciéon de AMN de 5 mg/ml en NaCl 0,3 M + SDS 2% a 25°C; SH: grupos sulfhidrilo; CPA: hidrofobicidad superficial CPA; ANS:
hidrofobicidad superficial ANS; CPM: DOI de CPM; Ac: DOI de Ac; CPM/Ac: DOI de CPM/ DOI de Ac; IAE: indice de actividad de emulsién.

Nivel de significaci6n de la correlacién: *** = significativa a p<0.001; ** = significativa a p<0.01: * = significativa a p<0.05; - = no
significativa
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Tabla 4.30. b - Musculo picado de bacalao (B) (-20°C). Corrclaciones cntre los distintos andlisis realizados sobre la actomiosina natural
(AMN) extraida en NaCl 0,6 M (S1). ATPasa: Actividad Ca**-ATPisica; m,,5a: viscosidad aparente a concentracién de AMN de 5 mg/ml en
NaCl 0,6 M a 0°C; m,,Sb: viscosidad aparente a concentracion de AMN de 5 mg/ml en NaCl 0,3 M a 25°C; M,,05DS: viscosidad aparente a
concentracién de AMN de 5 mg/ml en NaCl 0,3 M + SDS 2% a 25°C; CPA: hidrofobicidad superficial CPA; ANS: hidrofobicidad superficial
ANS; CPM: DOI de CPM; Ac: DOI de Ac; CPM/Ac: DOI de CPM/ DOI de Ac; IAE: indice de actividad de emulsi6n.

Nivel de significacién de la correlaci6n: *** = significativa a p<0.001; ** = significativa a p<0.01: * = significativa a p<0.05; — = no
significativa
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Tabla 4,31, a y b.~ Filetes de bacalao (BF) (-20°C). Correlaciones entre los distintos
andlisis realizados sobre la actomiosina natural (AMN) extraida en NaCl 0,6 M (S1). ATPasa:
Actividad Ca*-ATPésica; SH: grupos sulfhidrilo; CPA: hidrofobicidad superficial CPA; ANS:
hidrofobicidad superficial ANS; CPM: DOI de CPM; Ac: DOI de Ac; CPM/Ac: DOI de CPM/
DOI de Ac; IAE: indice de actividad de emulsi6n.

Nivel de significacién de la correlacién: *** = significativa a p<0.001;
significativa a p<0.01: * = significativa a p<0.05; — = no significativa
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Tabla 4.32. a = Musculo picado de merluza (M) (-20°C). Correlaciones entre los distintos andlisis realizados sobre la actomiosina natural
(AMN) extraida en NaCl 0,6 M (S1). ATPasa: Actividad Ca**—ATPésica; n,,5a: viscosidad aparente 2 concentracién de AMN de 5 mg/ml en
NaCl 0,6 M a 0°C; n,,5b: viscosidad aparente a concentracién de AMN de 5 mg/ml en NaCl 0,3 M a 25°C; n,,5SDS: viscosidad aparente a
concentracién de AMN de 5 mg/ml en NaCl 0,3 M + SDS 2% a 25°C; SH: grupos sulfhidnlo; CPA: hidrofobicidad superficial CPA; ANS:
hidrofobicidad superficial ANS; CPM: DOI de CPM; Ac: DOI de Ac; CPM/Ac: DOI de CPM/ DOI de Ac.

Nivel de significacién de la correlacién: *** = significativa a p<0.001; ** = significativa 2 p<0.01: * = significativa a p<0.05; — = no

significativa
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Tabla 4.32. a — Musculo picado de merluza (M) (-20°C). Correlaciones entre los distintos anélisis realizados sobre la actomiosina natural
(AMN) extraida en NaCl 0,6 M (S1). ATPasa: Actividad Ca**-ATP4sica; 1, 5a: viscosidad aparente a concentracién de AMN de 5 mg/ml en
NaCl 0,6 M a 0°C; m,,5b: viscosidad aparente a concentracién de AMN de 5 mg/ml en NaCl 0,3 M a 25°C; 1,,5SDS: viscosidad aparente a
concentracién de AMN de 5 mg/ml en NaCl 0,3 M + SDS 2% a 25°C; SH: grupos sulfhidrilo; CPA: hidrofobicidad superficial CPA; ANS:
hidrofobicidad superficial ANS; CPM: DOI de CPM; Ac: DOI de Ac; CPM/Ac: DOI de CPM/ DOI de Ac.

Nivel de significacién de la comrelacién: *** = significativa a p<0.001; ** = significativa a p<0.01: * = significativa a p<0.05; - = no
significativa
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Tabla 4.32. b — Misculo picado de merluza (M) (~20°C). Correlaciones entre los distintos analisis realizados sobre la actomiosina natural
(AMN) extraida en NaCl 0,6 M (S1). ATPasa: Actividad Ca**~ATPisica; n,,5a: viscosidad aparente a concentracién de AMN de 5 mg/ml en
NaCl 0,6 M a 0°C; m,,5b: viscosidad aparente a concentracién de AMN de 5 mg/ml en NaCl 0,3 M a 25°C; 7,,3SDS: viscosidad aparente a

concentracién de AMN de 5 mg/mi en NaCl 0,3 M + SDS 2% a 25°C; CPA: hidrofobicidad superficial CPA; ANS hidrofobicidad superficial
ANS; CPM: DOI de CPM; Ac: DOI de Ac; CPM/Ac: DOI de CPM/ DOI de Ac.

Nivel de significacién de la comelacion: *** = significativa a p<0.001; ** = significativa a p<0.01: * = significativa a p<0.05; - = no
significativa
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Tabla 4.33. a — Misculo picado de bacaladilla (A) (=20°C). Correlaciones entre los distintos analisis realizados sobre la actomiosina
natural (AMN) extraida en NaCl 0,6 M (S1). ATPasa: Actividad Ca®*~ATPi4sica; Toa: viscosidad aparente a concentracién de AMN de 5 mg/ml
en NaCl 0,6 M a 0°C; m,,5b: viscosidad aparente a concentracién de AMN de 5 mg/ml en NaCl 0,3 M a 25°C; M.,58DS: viscosidad aparente
a concentracién de AMN de 5 mg/ml en NaCl 0,3M + SDS 2% a 25°C; SH: grupos sulfhidrilo; CPA: hidrofobicidad superficial CPA; ANS:
hidrofobicidad superficial ANS; CPM: DOI de CPM; Ac: DOI de Ac; CPM/Ac: DOI de CPM/ DOI de Ac.

Nivel de significacién de la correlacién: *** = significativa a p<0.001; ** = significativa a p<0.01: * = significativa a p<0.05; - = no
significativa
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Tabla 4.33. b ~ Misculo picado de bacaladilla (A) (-20°C). Correlaciones entre los distintos analisis realizados sobre la actomiosina
natural (AMN) extraida en NaCl 0,6 M (S 1). ATPasa: Actividad Ca®-ATP4sica; N,poa: viscosidad aparente a concentracién de AMN de 5 mg/ml
en NaCl 0,6 M a 0°C; M,,0b: viscosidad aparente a concentracion de AMN de 5 mg/ml en NaCl 0,3 M a 25°C; M.0oDS: viscosidad aparente
a concentracién de AMN de 5 mg/ml en NaCl 0,3 M + SDS 2% a 25°C; CPA: hidrofobicidad superficial CPA; ANS: hidrofobicidad superficial
ANS; CPM: DOI de CPM: Ac: DOI de Ac; CPM/Ac: DOI de CPM/ DOI de Ac.

Nivel de significacién de la comelacign: *** = significativa a p<0.001; ** = significativa a p<0.01: * = significativa a p<0.05; - = no
significativa
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importante, pero a baja solubilidad, la presencia de agregados es el factor determinante. Esto
lo pudo comprobar Cofrades (1994), que observé un aumente en el IAE en sistema modelo
aislada de AMN de merluza durante la conservacién en congelacion, debido al aumento en
hidrofobicidad superficial, sin embargo, en prescncia de FA observé un marcado descenso,
debido a la prescncia ¢ incremento en nimero de agregados en solucién a lo largo de la
conservacion. Los resultados obtenidos no se relacionaron con los de hidrofobicidad
superficial, debido probablemente a la influencia de la agregacién de la AMN de los extractos

cn ambas medidas.

4.7.- SISTEMAS MODELO DE PROTEINA AISLADA

En los sistemas modelo se estudié el efecto del FA, la congelaci6n y conservacién por
congelacién y ambos factores combinados sobre la AMN aislada de las cspecies que se
estudian en el presente trabajo de tesis (Bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A)). Para ello
sc comparé cl comportamicnto de la AMN cn ausencia de FA con el que exhibe csta en

presencia de distintas cantidades de FA durante la congelaci6n y conservacién por congelacion
Se hicicron dos sistcmas modelo:

SM1: para cstudiar ¢l cfecto de distintas concentraciones de FA sobre la solubilidad

y composicidn de la proteina soluble a lo largo de la conservacién en congelacién de la AMN,
SMZ: para estudiar ta naturaleza de los enlaces implicados en la agregacién a lo largo

de la conservacion en congelacion.

4.7.1.- ESTUDIO DE LA CONCENTRACION DE FA (SM1)

Como sc ha indicado en cl apartado 3.2.6.2., este sistema modelo se prepar6

inicialmente con AMN aislada de merluza (SM1 a), posteriormente se prepard con las otras
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dos especies: bacalao y bacaladilla (SM1 b). En el SM1, ademiés del lote testigo (T), sc
estudi® la acci6n de tres concentraciones de FA: 3 mM (lol_tlgs F2 y F2'), 6 mM (lote F3) y 120
mM (lote F4). En ¢l SM1 b sc realizaron cambios respecto al SM1 a en cuanto a las
concentraciones de FA empleadas. Asi, no se cstudi6 el efecto de 120 mM de FA aunque se
introdujo el estudio del efecto de 1,5 mM de FA (lotes F1 y F1"). También cabe recordar que
el el SM1 b se introdujo un lavado del agregado insoluble dentro del protocolo de

determinacién de la solubilidad (apartado 3.2.6.2.)

Las cantidades de AMN extraida por gramo de proteina de miisculo en cada especic
fueron: merluza: 0,7; bacalao: 0,7 y bacaladilla; 0.61. Estas estdn en el rango de lo obtenido

en estudios de misculo (apartado 4.3.1.)
4.7.1.1.- Solubilidad en NaCl 0,6 M

SM1 a

La figura 4.47. muestra la solubilidad de la AMN aislada de merluza cn ¢l lote testigo
(T) y con FA afladido (F2) en fresco (07) y durante la conservacién en congelacién. En la
tabla 4.34 se muestra ct andlisis dc varianza para dicha medida en funcién del tiempo y de la

cantidad de FA,

La adicién de FA a la mucstra en fresco provocé una caida de la solubilidad tanto
mayor cuanto mayor fuc la cantidad de FA aiiadido, de tal manera que a concentracién 120
mM de FA (F4) ta AMN cn fresco se insolubilizé totalmente. La adicién de FA hasta
concentracin de 3 mM a la proteina previamente descongelada (F2') disminuy6 la solubilidad
con respecto al lote control en ta misma proporcion que lo hizo en fresco. El efecto sobre la

proteina descongelada fue similar a lo largo de la conservacién.

La congelacion provoc una caida de la solubilidad muy superior en los totes con FA,
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Stlubilidad en 0,6M NaCl

Merluza (M)
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Figura 4.47.~ Solubilidad en NaCl 0,6 M de la actomiosina natural (AMN) de merluza
(M) conservada en congelacién a ~20°C. Lotes: T: testigo; F2' con 3 mM de formaldeh{do
(FA) afiadido tras descongelar; F2, F3 y F4 con 3, 6 y 120 mM de FA afladido antes de
congelar. Q' control en fresco.

La barra vertical indica el intervalo de confianza al 95% del anélisis de varianza en
funcién del tiempo y lote.
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observandose valores précticamente nulos a concentracién de FA de 6 mM y 120 mM (lotes
F3 y F4). Teniendo cn cucnta que en fresco ¢l FA a concentracién de 6mM causé una menor
insolublizacidn, esto sugicre que el umbral de concentracion de FA que causa un descenso de

solubilidad fue menor durante la congelacién que cn fresco.

Durante la conservacion por congelacion, el descenso en la solubilidad continué en
todos los lotes de tal forma que a las 16 semanas de conservaci6n todos los lotes con FA se

insolubilizaron tolalmente.

SM1 b

Las figuras 4.48. y 4.49. mucstran la solubilidad de la AMN aislada de bacalao y
bacaladilla cn el lote control y con FA afadido antes de congelar (fiempo 0) y durante la
conservacién en congelacion. En la tabla 4.35. sc muestra el analisis de varianza de los datos
de solubilidad para cada especic en funcién del tiempo y de la cantidad de FA afiadido. En
la tabla 4.36. sc muestra ¢l andlisis de varianza de los datos de solubilidad en funcién del

tiempo y de la especie para cada cantidad de FA aiadido.

En bacalao (figura 4.48.), al igual que en merluza (figura 4.47.), la adici6n de FA a
la muestra en fresco provocod una caida de la solubilidad (F1'). Esta fue mayor en el lote con
6mM de FA afiadido (F3) , aunque no hubo diferencias cntre los lotes con 1,5 y 3 mM de FA

afiadido (F1 y F2).

La congelacion produjo un descenso en la solubilidad respecto al fresco 3n todos los
lotes, siendo cste menor en el lote con FA 6mM. No sc observaron diferencias entre los lotes
con 1,5 mM y 3 mM de FA anadido (F1 y F2). Estos lotes presentaron valores de solubilidad
superiores al lotc con 6 mM de FA aiadido (F3). Por consiguiente, tanto en fresco como
durante la congelacidn, no hubo diferencias en solubilidad debido a la accién de concentracio—
nes 1,5 y 3 mM de FA anadidas. Durante la conservacién se observé una tendencia hacia la

uniformidad del efecto de las distintas concentraciones de FA., Cuando el FA se anadio tras
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Solubilidad en 0,6M NaCl
Bacalao (B)
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Figura 4.48.— Solubilidad en NaCl 0,6 M de la actomiosina natural (AMN) de bacalao
(B) conservada en congelacién a ~20°C, Lotes: T: testigo; F1' con 1,5 mM de formaldehido
(FA) afiadido tras descongelar; Fl, F2 y F3 con 1,5, 3 y 6 mM de FA afiadido antes de
congelar. 0" control en fresco.

La barra vertical indica el intervalo de confianza al 95% del andlisis de
varianza en funcién del tiempo y lote.



Solubilidad en 0,6M NaCl
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Figura 4.49.— Solubilidad en NaCl 0,6 M de la actomiosina matural (AMN) de
bacaladilla (A) conservada cn congelacién a —20°C. Lotes: T testigo; F1' con 1,5 mM de
formaldehido (FA) afiadido tras descongelar; F1, F2 y F3 con 1,5, 3 y 6 mM de FA afiadido
antes de congelar. 0': control en fresco.

La barra vertical indica el intervalo de confianza al 95% del andlisis de varianza en
funcién del tiempo y lote.



TIEMPO LOTE TIEMPO x LOTE

BACALAO (B) Kok ok * & ok -
MERLUZA (M) LR k&K K%k
BACALADILLA (A) k% * & -

Tabla 4.34.- Andlisis de la varianza correspondiente a las distintas valores de solubilidad
obtenidos de la actomiosing de bacatao (B), merluza (M) y bacaladilla (A) conscervada en
congelaci6n (-20°C) durante 30 dfas (bacalao y bacaladilla) y 60 dfas (merluza) en funcion
del tiempo de conservacién y del lote estudiado (testigo (T); con 1,5 mM de formaldehido
(I'A) afiaclido ras descongelar (F1') y con FA aiiadido cn fresco y antes de congelar hasta
concentraciones de 1,5, 3 y 6 mM (F1, F2 y F3))

TIEMPO ESPECIE TIEMPO x ESPECIE
UL B Fkk -
Fl° *k KKk -
Fl L Ak -
o) ok ok kkk -
"3 ko k * kK -

Tabla 4.35.— Anilisis de la varianza correspondiente a los valores de solubilidad obtenida en
los lotes de actomiosina de bacalae (B) y bacaladilla (A) conservada en congelacién (-20°C)
durante 30) dias en [uncién de la especie y del ticmpo de conservacion. T = lote testigo; Fl'=
lote con 1,5 mM de formaldehido (FA) afiadido tras descongelar; F1, F2 y F3 = lotes con FA
afadido en fresco y antes de congelar hasta concentraciones de 1,5, 3 y 6 mM.

TIEMPO x ESPECIE y TIEMPO x LOTE = Interacciones entre el efceto del tiempo y los de
la especie y lote estudiado

*** = Bfeclo siguificativo a P<0.001
** = Efecto significativo a P<0.01

* = Lfecto significativo a P<0.03

- = [ifecto no significativo
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descongelar (F1') se observe un ligero descenso de la solubilidad respecto al lote testigo (T).
A diferencia de o observado en merluza, no existié proporcionalidad de dicho descenso
respecto a valor del lote testigo a lo largo de la conservacin. Sin embargo, al encontrarse las
diferencias entre ambos lotes en el Iimite de la significatividad, no se puede descartar la
posibilidad de que la insolubilizacidn sea proporcional al valor del lote testigo. Esto sec
observe en merluza (SM1 a), aunque en dicha especie se utilizé una concentracin de 3mM
de FA.

L bacaladilla (figura 4.49.) se observe también un descenso de la solubilidad debido
a ta adicion de FA en fresco (1°1'). El descenso fue similar a concentraciones de 1,5 y 3 mM
(1 y F2) y menor que a concentracién 6mM (F3). En general, esta disminucién fue similar
a la observada en hacalao encontrdindose diferencias entre la insolubilizacion producida por
el FA aiiadido a concentracién de 1,5 mM (F1) y a concentraciones de 3 6 6 mM (F2 y F3).
Estas dos tltimas concentraciones de FA provocaron un efecto similar, lo cual sugiere que,
en bacaladilla y al jgual que se observd en merluza, la congelacién causa un descenso del

umbrat de concentracion de IFA necesario para provocar una caida de la solubilidad.

A lo largo de la conservacién, los valores de solubilidad en todos los lotes fucron algo
menores en bacaladilla que en bacalag, sobre todo al final de la misma. El efecto inicial de
la concentracidn de FA [ue importante, pero en clapas avanzadas de conservacién sélo hubo

diferencias entre los loles con FA y el lole control,

En las tres especies, b congelacidn y conservacion en congelacion produjo una caida
de la solubilidad. Eslo ha sido observado anteriormente por distintos autores en cstudios con
protefna miofibrilar wislada de diversas especies (T'suchiya y col, 1979; Jiang y col., 1988 a
y by 1989; Ang y Hultin, 1989; Carcche y Tejada, 1991 y 1994; Cofrades, 1994). Esta rdpida
pérdida de solubilidad observada inmediatamente después de congelar en los lotes testigo (T)
es inducida por el procesu de congelacion y descongelacion en si mismo que da lugar a
fendmenos de desnaturalizacian y agregacién. Tsuchiya y col. (1975) y Oguni y col. (1975}
cn AMN de carpa y Jarénback y Liljemark (1975) en AMN de bacalao, ilustraron por

microscopia clectronica esie proceso de agregacion. Oguni y col. (1975) encontraron que los
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filamentos de aclomiosing descongelada inmediatamente después de congelar se agregaba

latcralmente y en cruz,

También en las tres especies, el FA provocs un descenso de la solubilidad respecto al
lote testigo tanto cn fresco como durante la congelacién y conservaci6n en congelacién, Este
cfecto fue mayor cuanto mayor fuc la concentracién de FA, aunque no se observé
proporcionalidad entre la concentracion y el cfecto insolubilizante. En bacalao y bacaladilla
se detectd un incremento de la aceién del FA al aumentar ¢l tiempo de conscrvacion. Esto
tltimo no se observd en merluza, debido probablemente a que la insolubilizacién fue méxima

desde las ctapas iniciales de la conservacidn.

Se encontréd sinergismo entre la aceidn el FA y la congelacién en merluza, pucsto que

fa insolubilizacion que esle provoeé durante la congelacién fue mayor que la observada en
fresco. Bstos resultados coinciden con los de Ang y Hultin (1989) en miosina parcialmente
purificada de bacalao. Sin embargo este sinergismo no sc observé en bacalao y bacaladilla y
tampoco o observd Cofrades (1994) en AMN aislada de merluza. Por tanto, cl efecto
desnaturalizante del A durante congelacion y descongelacion puede o no ser superior al

efecto en fresco.

Lxisten en la literatura muchos estudios in situ en los que se relaciona ¢l FA, tanto
exGgeno como endogeno con L insolubilizacion proteica, Connell (1975), estudiando la accién
del FA exdégeno sobre misculo de bacalao conservado en congelacién, planteé la posible
mayor reactividad del FA con las proteinas previamente desnaturalizadas. Sin embargo,
nuestros resultados indican lo contrario, ya que la aceién del FA sobre la proteina fresca fue
mayor o igual a la observada cuando ¢l FA fue afladido sobre una protefna previamente

desnaturalizada tras se somelida a un ciclo de congelacion y descongelacion a lo largo de del

ticmpo.
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4.7.1.2.~ Electroforesis (SDS~-PAGE)

e

SM1 a

Sc utitizaron geles al 12,5% y al 7,5% . En estos dltimos, se emplco ¢l doble de
ticmpo que cn los geles al 12,5% para asf poder aislar los pesos moleculares més altos
obscrvados en la zona de aplicacién (pico 1) cn los geles al 12,5%

Control en fresco (07)

-
-

Los resultados de Ia electroforesis al 12,5 % de la AMN aislada cn NaCl 0,6 M cn
fresco (figura 4.50. a, 1) mucstran que las dos bandas mayoritarias fucron CPM (pico 3) y Ac
(pico 5).

Se¢ observd que cuando sc aiadieron cantidades crecientes dc FA a la AMN de
merluza, la intensidad de las bandas de CPM y Ac disminuyé6, incrementéndose en proporeién
fa de las bandas de la zona 6 (correspondicntes a las protefnas TM, TN y CLMs). Cuando la
concentracion de FA fue de 3ImM (F2-2") o de 6mM (F3), sc detectaron en el gel agregados
de peso molecular superior al de la miosina (X). Los geles al 7,5% de poliacrilamida
confirmaron la presencia de dichos agregados (Fig.4.49. b, X), aunquc no sc ha establecido
¢l peso molecular de los mismos. También se observé un incromento de la intensidad de la
banda situada en la zona de aplicacitn de la mucsira (pico 1), que corresponde a protefna de
alto peso molecular agregada que no cntra en ¢l gel, Estos agregados no se rompieron cn las
condiciones de tratamicnto de la mucstra para electroforesis, por lo que se tratarfa de protefnas
unidas por medio de enlaces covalentes no disulfuro. No pudo estudiarse ¢l sobronadante
correspondicnte al lote con 120 mM de FA (F4) porque la concentracién proteica del mismo

fue muy baja.
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Figura 4.50.~ Perfiles clectroforéticos de la actomiosina natural (AMN) de merluza (M) soluble en NaCl 0,6 M en fresco. a) geles de

12,5%; b) geles al 7,5%. T: lote testigo; F2-2": lote con 3 mM de formaldehido (FA) afiadido tras descongelar F3, F4: lotes con 6 v 120 mM
afiadidos antes de congelar. Picos identificados en apartado 4.4.1.

F3




Merluza
Congelado (5 Dias)

A
F2 et A NN F2 W
F3 —w/\_/\—\.ru X

F4 — . F2

Figura 4.51— Perfiles electroforéticos de la actomiosina natural (AMN) de merluza (M) soluble en NaCl 0,6 M a los 5 dias de
conservacion a ~20°C. a) geles de 12,5%; b) geles al 7,5%. T: lote testigo; F-2": lote con 3 mM de formaldehido (FA) afadido tras descongelar
F2, F3, F4: lotes con 3, 6 y 120 mM anadidos antes de congelar. Picos identificados en apartado 4.2.1.
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Figura 4.52.— Perfiles electroforéticos de la actomiosina natural (AMN) de merluza (M) soluble en NaCl 0,6 M a los 15 (a) y 42 (b) dias
de conservacién a —20°C. Geles al 7,5%. T: lote testigo; F—2": lote con 3 mM de formaldehido (FA) afiadido tras descongelar. Picos identificados
en apartado 4.2.1.



Control a los S dins de conservacion

Las figuras 4.51. a y b muestran los perfiles electroforéticos (geles al 125y 7,5 %
respectivamente) de los sobrenadantes de las muestras congeladas y descongeladas a los S
dfas. En la figura 4.51. a se observa que en ausencia de FA (T) ¢l densitograma no presonté
diferencias importantes con respecto al de la mucestra en fresco (figura 4.50, a, T). Cuando so
aftadi6 FA 3 mM a las mucstras descongeladas (figura 4.51. a, F2') se observaron cambios en
el perfil de la protefna soluble respecto al del correspondiente testigo (figura 4.51., T). Asf,
hubo una disminucitn en la proporcién de la intensidad de la banda de la CPM y un aumento
de la intensidad del pico 2, correspodiente a agregados que no se rompen cn las condiclones
de preparacion de la muestra. Iistos agregados sc pucden ver mejor en las electroforesis en
geles al 7,5% de los lotes 83 y 83 (figura 4.51. b, pico X). Bn las muestras congeladas con
FA (figura 4.51. o, 172, F3 y F4) la concentracion de proteina del sobrenadante fue tan pequoifia

que no se detectaron apenas bandas en ¢l gel al 12,5%.

Controles.a los 15y 42 dias de_conservacion

En los geles al 12,5% no se observaron cambios por efecto de la conservacién en
congelacion en el lote testigo (1) ni cuando se ailadié sobre estc 3 mM de FA tras descongelar
(F2" (no sc muestran resultacdos). Por otro lado, cuando se afiadié FA antes de congelar y
conservar cn congelacion durante ¢l mismo periodo, el descenso de concentracién de la
protcing soluble fue tan grande gue no se pudicron observar bandas en los geles (no se

mucstran los resultados).

En las figuras 4.52. o y b sc muestran los perfiles de las electroforesis en geles al
7.5% de los lotes testigo (T) (a) y con 3 mM de FA afiadido tras descongelar (F2°) (b) (los
dnicos cuyos sobrenadantes presentaron concentracién proteica suficlente para poder ser
cstudiados) a los LS y 42 dfas de conservacién, Estas se realizaron para descartar la
posibilidad de existencia de agregados, los cuales no fueron detectados en los geles al 12,5
%. Aunquc se encontrd un incremento del pico 1 ¢n el lote con 3 mM de FA afiadido tras
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descongelar (F2) a los 15 dias, no se observaron bandas correspondicentes a agregados (X) cn
ninguno de los dos lotes. Por otra parte, el incremento observado en el pico 1 a los 15 dias
desaparceio a los 42 dias de conservacion, Todo ¢llo indica que probablemente los agrcgados
formados en las clapas finales de la conservacién en congelacion tuvieron un peso molecular
demasiado grande como pura ser solubilizados en las condiciones de trabajo, por cso sélo fue
posible detectarlos en el pico 1 en ¢l caso del lote con 3 mM de FA afiadido antes de congelar

(F2) pero na dentro de los geles, como habfa sucedido en controles anteriores ¢n ambos lotes.

SM1 b

Control en fresew (09

Los resultados de la clectroforesis de las proteinas solubles en sal en fresco (figura
4.53. T} indican que, al igual que en merluza, las dos bandas mayoritarias fueron CPM (pico
3) y Ac (pico 3). Ln los lowes correspondientes a la proteina fresea a la que sc afiadié FA a
distintas concentraciones (figura 4.53, F1-1" FA 1,5 mM, F2: FA 3mM y F3: FA 6mM) se
observa que el FA no causd cambios en el perfil electroforético de la proteina soluble, aunque
8i dio lugar a una bajada en Lo solubilidad (figuras 4.48. y 4.49.) apreciable. El que ¢l pico 1
sea tan predominante en bacaladitla pone de manificsio la presencia de agregados de PM
superior al de kv CPM incluso en la muestra testigo (T). Esto coincide en parte con lo
obtenido en merluza (SM La), en la cual se observd la aparicién de agregados en las fracciones
solubles de los lotes con FA 3 y 6 mM (figuras 4.50 a y b, F2-2'y F3 ) tanto por un
incremento del pico 1, como por la aparicion del pico X en los geles al 12,5 % y al 7,5 %.
En merluza, sin embargo, no se observd ningln indicio de la presencia de agregados en el

sobrenadante del lote testigo (1) en fresco.
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Figura 4.53.— Perfiles electroforéticos de la actomiosina natural (AMN) de bacalao y bacaladilla soluble en NaCl 0,6 M en fresco. Geles
al 7,5%. T: lote testigo; F1-1', F2 y F3: lotes con 1, 5, 3 y 6 mM de formaldehido (FA) afiadido. Picos identificados en el apartado 4.2.1.
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Figura 4.54.— Perfiles electroforéticos de la actomiosina natural (AMN) soluble en NaCl 0,6 M de bacalao v bacaladilla a los 5 dias de
conservaci6n en congelacién a —20°C. T lote testigo; F1*: lote con 1,5 mM formaldehido (FA) afiadido tras descongelar; F1, F2 v F3: lotes con
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Control o los. 3 dins de_conservacion
e
Los resultados obtenidos para los sobrenadantes de las muestras congeladas durante 5
dias se muestran en la figura 4.54, tanto para bacalao (B) como para bacaladilta (A).
Iin esta se puede observar que la congelacion en ausencia de FA (T) no dié lugar a cambios
respecto al fresco en los perfiles clectroforéticos en ambas especies. Esto coincide con lo

observado en merluza (liguras 4.50. a y 4.51. a ).

Tampoco se observd ningdin cambio cuando se afiadié 1.5mM de FA a las muestras
previamente descongeladas (I°1') de ambas especies, mientras que en merluza tuvo lugar la
aparicion de agregados (Mgura .51, a y b, F2Y, aunque hay que tener ¢n cuenta que en esta

especie la cantidad de FA aiadida (ue el doble.

Ein bacalao tampoco se observaron cambios en los perfiles correspondientes a los lotes
con FFA aitadido antes de congelar (figura 4.54., B, loles F1, F2 y F3), Esto sugicre que en
dicha especie, fa aceion combinada del FA y la congelacién, insolubilizé por igual todas la
protefnas. Sin embargo en bacaladilla (figura 4.54., A, lotes F1, F2 y F3), dichos cfectos
combinados fucron responsables de cambios en la proporcién de las distintas proteinas en la
AMN soluble, ya gue en los perfiles electroforélicos correspondientes se observé una
disminucion de L intensidad del pico de la cadena pesada de miosina que se corresponde con
un ligero aumento en la proporcion de Ac (pico 5) y proteinas en la zona 6 (TM fundamental-
mente). Dicho efecto fue mis evidente a mayor concentracion de FA. También sc observd en
todos los lotes de esta especie una disminueién del pico 1 respecto del observado en fresco,
indicando que tos agregados Tormados por efecto de la congelacién y conservacién tienen un

peso molecular demasiado grande como para ser solubilizados en las condiciones de trabajo.

En general, se pudo comprobar que la congelacién con FA produjo muchos mds
cambios cn ¢l perfit de los lotes de AMN de bacaladilla, lo que sugicre una mayor
sensibilidad de la AMN de bacaladilla a la accién conjunta de ambos factores. Esto coincide

ademas con los menares valores de solubilidad encontrados en bacaladilla en todos los lotes

tras congelar y descongelar.
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Figura 4.55.— Perfiles electroforéticos de la actomiosina natural (AMN) soluble en NaCl 0,6 M de bacalao vy bacaladilla a Jos 30 dfas de
conservacion en congelacién a —20°C. T: lote testigo; F1': lote con 1,5 mM formaldehido (FA) afiadido tras descongelar; F1, F2 y F3: lotes con
1, 5,3 y 6 mM de FA afiadido antes de congelar. Picos identificados en apartado 4.2.1.
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No es posible comparar estos resultados con lo obtenido en merluza (figura 4.51., F2,
F3 y T4} puesto que en las condiciones cmpleadas cn dicha especie (apartado 3.2.6.), la
insolubilizacién por accion de la mismas concentraciones de FA fue mucho mayor, como ya
se ha comentado, y por tanto o se pudo obtener un perfil electroforético claro debido a la

poca concentracicn de proteina de la muestra.

Control a los 30 dias Jde conservacion

En dafigurs .55, se representan los perfiles electroforéticos de la proteina soluble de
las muestras de AMN almacenada en congelacion durante un periodo de 30 dfas. En bacalao,
en ausencia de FA (1) no se observaron cambios en los perfiles respecto de la mwuestras
congeladas durante 5 dias (ligurn <.54,, B). Sin embargo en bacaladilla hubo una disminucién
de {a intensidad del pico de miosina (pico 3) y un aumento de los picos de Ac (pico 5) ¥

protefnas de fa zona 6 (I'M, TNs y CLMs),

Ln ambas especies, cuando se aadié 1.5mM de FA a la AMN descongelada (F1') no
se proddujo ninguna alieracion en ¢l pateén clectroforélico respecto al de la proteina
almacenada en congelacion sin FA (T). Esto fuc diferente a lo obtenido en merluza (figura
4,52, a y b)), donde se habia observado una disminucién cn ¢l pico de miosina a los 15 y 42
dins de conservacion, aunyue en esta cspecic la cantidad de FA afiadida fuc el doble y la

insolubilizacidn que se produjo fue mucho mds alta que en este caso.

En baculao la conservacian en congelacion con FA durante 5 dias no habia producido
un efecto apreciable en los perfiles de bacalao respecto al fresco (figura 4.34., B, lotes F1, F2
y I3). Sin embargo, en esta especie, en los lotes con 3 'y 6 mM de concentracin de FA, al
aumentar ¢l tiempo de conservacion en congelacion (figura 4.55., B, lotes F2 y F3) sc observé
una disminucion en la intensidad del pico de la CPM (pico 3) y un aumento de la intensidad
de los picos de Ac (pico §) y TM (zona 6, pico a). En cstos lotes se observé también una

disminucion de la intensidad del pico 1. La disminucion de dicho pico indica que hubo menos
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agregados en los sobrenadantes de los lotes F2 y F3, lo cual puede deberse a que estos son

de peso molecular mayor y no se solubilizan, pasando a formar parte del precipitado insoluble,

En bacaladilla, ¢l aumento del tiempo de conservacién en congelacién a 30 dias no
ausd nuevos cambios respecto de los observados a los 5 dias en los perfiles electroforéticos
de los Jotes con I'A afadido antes de congelar, como se observa comparando los perfiles de

los lotes F1, 172y I3 de bacaladilla de la figura 4.55. con los correspondientes en la figura
4.54.

En general, del estudio eleetroforético se puede concluir que la congelacién y
conservacion en congelacion se observé una implicacién similar de todas las protefnas.
Durante la congelaciin v la conservacién en congelacién El FA provocé una mayor
agregacién de ln AMN acompaiada de una mayor implicacién de la miosina cn esta y de la
aparicion de apregados covalentes que se detectaron en los picos 1y 2 y que en merluza

fueron identificados en los geles al 7,5%.

En merluza, cuando ¢l FA se aitadid a La proteina cn fresco o sometida a desnaturali-
zacion previn por un ciclo de congelacion y descongelacién se observé mayor implicacién de
la miosina en la agregacion y se detectaron agregados covalentes solubles. Sin embargo, en
bacilao y bacaladilla, en lowes similares se observé parlicipacion de todas las proteinas por
igual en ka agregacion v no se detectaron agregados covalentes solubles, lo cual sc podria

relacionar con ¢l menor efecto insolubilizante del FA sobre la AMN fresca de esta s dltimas

4.7.2.~ ESTUDIO DE LA AGREGACION DE AMN AISLADA

L

En el apartado 2.2, se indied que a partir del SM1 se sclecciond la cantidad de FA a
anadir a la AMN para poder estudiar la naturaleza de los enlaces implicados en la fraccién
insoluble en sal formada durante la congelacién y conservacién de AMN aislada en presencia
o no de FA. Este estudio se eve a cabo en ¢l SM2 utilizando 10 mg/ml de concentracién de

AMN y 6 mM de concentracion de FA, Sc empleé mayor concentracién de proteina para
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evitar problemas de baja sensibilidad en 1a determinacién de la concentracién proteica cuando
se realiza el estudio de extractabilidad del agregado. Para cada especic s¢ realizarop dos lotes:
testigo (T), sin FA y con 6 mM dc FA afladido (F). Como se ha indicado en el apartado
3.2.6., cn este estudio s realizd lavado del precipitado al igual que en SM1b.

El estudio de la naturaleza de la agregacion de la AMN aislada de las tres especles ast
como del efecto del FA afiadido a la AMN antes o después de congelar, se ha abordado en
¢l presente sistema modeto de forma similar o como se lizo en el estudio de extractabilidad
de proteas mioflibrilares de misculo (apartado 4.3.). Es decir, se han analizado los valores
de solubilidad en CINa y de extractabilidad del agregado insoluble en NaCl 0,6 M (P1) de
manera comparativa entre las tres especies (bucalao, merluza y bacaladilla) y se han estudiado
los resultados obienidos eh cada lote por separado para asf conseguir una visién -genoral del

proceso de agregacion en cada una de cllas,

Las cantidades de AMN cxtraicla del nwisculo cn cada cspecie fueron (en gramos de
AMN por gramo de proteina de nuisculo): bacalao: 0.65 ; merluza: 0,63 ; bacaladilla: 0,55,

4.7.2.1.~ Solubilfdad en NaCl 0,6 M (S1)

La figura 4.56. muestra la solubilidad de la AMN aislada de bacalao (B), merluza (M)
y bacaladilla (A) en los lotes testigo (T) y con FA aiiadido (F) en fresco (0) y durante la
conservacién cn congelacion, Las tablas 4.36. y 4.37. recogen los resultados de los
corresponclientes andlisis de varianza de los datos anteriores en funci6n del tiempo y la cspecie
y las tablas 4.38. y 4.39. en funcién det tiempo y la adicién de FA. El intervalo de confianza
correspondiente a los andlisis de varianza en funcién del tiempo y de la especic para los lotes
control y con FA sc mucstra en las grificas correspondicntes en forma de barra.

En las tres cspecies, la congelacin en ausencia de FA caus6é un descenso inicial en
la solubilidad en NaCl 0,6 M. A diferencia de 1o encontrado en merluza y bacaladilla, en el
lote control de bacalao la solubilidad mostré una descenso més gradual a lo largo de todo el
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Figura 4.56.~ Solubilidad en NaCl 0,6 M de fa actomiosina natural (AMN) de bacalao
(B), merluza (M) y bacaladilla (A). B, M y A lotes testigo. B (FA), M (FA) v A (FA) lotes
con 6 mM de FA afiadido. 0" control en fresco.

Las barras verlicales indican ¢l intervalo de confianza al 95% 1La de trazo fino
corresponde a [os loles con FA, la de trazo grueso a los lotes testigo.
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periodo de conservacion, alcanzando valores similares a los del lote de merluza al final del

estudio,

La adicitn de FA ala AMN en fresco causé un descenso inmediato en la cantidad de
protena soluble gue fue similar en los wes especies (sobre el 30%). Este cfecto también se
detectG en el SM1 (Figura <1.47.) aunque en bacalao y bacaladilla ¢l descenso fue inferior al
cncontrado en el presente SM para las mismas cspecies. Esto podria deberse a la mayor
concentracion de FA y AMN, que favoreceria la reaccién entre ambos. Al igual que se
observd en merluza en ef SMI, la accidn insolubilizante del FA se acentué de manera muy
importante cuando las muestias de merluza y bacalao fucron congeladas. Los menores valores
de solubilickd observidos en las muestras con FA respecto al SM1 (para la misma relacién
proteina/FA) pueden atribuirse=a la mayor concentracién de AMN y FA empleada cn el
presente estudio, yao que una mayor concentracion de reactivo y sustrato facilitarfa la

fnteraceion entre ambos, dando fugar a una mayor agregacion,

De los resullados obtenidos en el presente SM en cuanto a sotubilidad en NaCl
0,6 M de AMN, tanto en fresco como durante Ja congelacién o por efecto de la conscrvacion
en congelacion, se pueden inferir las mismas conclusiones generales que se extrajeron del
SMI para las tres especies estudiadas (apartado 4.7.1.1.). Sin embargo [os resultados del SM1
y los del presente sistema modete ponen de manifiesto diferencias en cuanto a cinética de
agregacion dentro de una mima especie. Bsto podifa ser debido a la influencia de otros
[actores como estacionalidad, estado inicial de la muestra, lugar de captura cte.., también
podrlan atribuirse a la distinta concentracion de proteina utilizada, Esto pone de manifiesto que
fos datos existentes en la literatura en cuanto a cinélica de agregacidn hay que interpretarlos

con cierta precaucion,

Fn ¢l SM2 o se encontrd incremento de la accién del FA 3 con ¢l tiempo de
conservacion en congelacion. Sin embargo, los resultados no descartan este posible efecto, el
cual podria no observarse cuando aleanzan valores de insolubilizacion méximos desde las

clapas iniciales de ln conservacion en congelacion, como se explicé en SM1.

138



RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en ambos sistemas modelo no nos permiten afirmar concluir
nada respecto a si la accidn del FA s¢ incrementa durante la congelacién (como afirmaron
Aung y Hultin (1989)), ya que, aunque este efecto se observo siempre en merluza, en ¢l lote
de bacalao sc observaron cfectos distintos en ambos sistemas modelo y en bacaladilla no se
observd efecto alguno. Por tanto, al igual que se concluyd en el SM1, podria cxistir
sincrgismo entre la accidn del FA y la congelacién, pero cn esto parece influir factores
distintos de la especie: estacionalidad, estado inicial de la muestra (tamafio, tiempo de

mantenimiento cn hielv), lugar de captura, cle..

4.7.2.2.~ Extractabilidad en SDS 2% (S2) del agregado insoluble en NaCl 0,6 M (1)
in la figuras .57, a y b se representa la extractabilidad en la fracciones §2 (obtenida
al tratar con SDS 2% los precipitados insolubles en NaCl 0.6 M (P1) de AMN aislada de
bacalao, merluza y bacaladilla en los lotes testigo y con FA afiadido. Las tablas 4.36. y 4.37.
recogen los resultados de los correspondientes andlisis de varianza de los datos anteriores en
funcion del tiempo vt especic y las lablas 4.38. y 4,39, en funci6n del tiempo y la adicién
de FA. Bl error estindard correspondiente a los andlisis de varianza en funcién del tiempo y
de la especie para los lotes control y con FA se mucstra en las gréficas correspondientes en

forma de barra.

Iin los lotes testigo, la cantidad de proteina extraida de P1 inicialmente por 100 mg de
protema total fue mayor en merluza que en las otras dos especics (figura 4.57. a), entre las
que no s¢ encontraron diferencias significativas. Los cambios a lo largo del tiempo solo fueron
significativos en merluza y bacalao donde hubo una tendencia al aumento. Si sc expresan las
fracciones $2 en porcentaje respecto de PL (agregado insoluble en NaCl 0,6 M (figura 4.57.
b ), encontramos quc del agregado lomado se extrac més proteina en merluza, seguida de
bacalao y de bacaladilla, yue presentd los valores menores. Hay que tcner en cuenta gue entre
merluza y bacaluo las diferencias cn porcentaje no fueron significativas a los 5y 15 dias y
tampoco entre bacalao v bacaladilla a los 30 dias de conservacion. Los lotes de merluza y

bacalao presentaron valores significativamente superiores al de bacaladilla hasta los 15 dias

139



Extractabilidad en 298DS

82
a) 100 -
LT
, 80° .
% AN
g8 / ~
8 60 -~ / ~ -
xf} / ~
% ~
§ /A I il -9
o 40|/ . ~ . —A
ﬁ // - =~ -~ — - - \
A I\ - e
o ~
® 20 N
o
Ol
Dlas
% S2/P1
D) 00

a0

60

40 -

Dias

Op AM TA ®BF kMF ®AF

Figura 4.57.~ Evolucion de la extractabilidad en SDS 2% del agregado insoluble en
NaCl 0,6 M (P’1). ) expresada cn mg prot, extraida por 100g de actomiosina natural (AMN);
D) cxpresada en porcentaje de protefna extrafda respecto a la protefna de P1. B, M, A: lotes
testigos de bacalao, merluza y bacaladilla, B (FA), M (FA), A (FA): lotes con 6 mM de FA

afiadido. 0': control en {resco.

Ias barrag verticales indican cl intervalo de confianza al 95%. la de trazo fino
corresponde a los lotes con FA, la de trazo grucso a los lotes testigo.
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de conservacion. A los M) dias de conservacién 1o se encontraron diferencias significativas
entre los valores de solubilidad de bacalao y bacaladilla, aunque si las hubo entre estos y los
de merluza, que fueron superiores al final de la conservacién. En conclusién se puede decir

que la naturaleza de P1 formado durante la congelacién y conservacién en congelacion sin FA

presente depende de la especie.

De forma general parece que en bacaladilla hubo mayor implicacién de interacciones
covalentes, seguida Jde mertuza y bacalao. No hubo cambios significativos a lo largo del
ticmpo en ningtin lote, aunque hubo interaccion entre el efecto especie y el efecto tiempo
(tabla 4.36.).

Cuando ol I'A se afiadid sobre la proleina en fresco, el agregado (P1) formado
infcialmente (que supuso un 0% aproximadamente cn las tres especies) se solubilizé
completamente cuando se tatd con SDS 2% cn las (res especies (figuras 4.57, a y b), Esto
sugicre gque en las tres especies la agregacion inicial causada por la adicién de FA sobre la

proteina en fresco intervinicron las interacciones sccundarias de manera importante.

Bl agregado 1’1 oblenide tras congelar la AMN con FA afiadido (figura 4.57. a) sc
comportd de lorma distinta en las tres especies, En bacalao, aunque no se pudo disolver
completamente con SDS (ligura 4,57, ), se extrajo un porcentaje muy alto de protefna (figura
4.57. 1), decreciendo posteriormente tanto cl porcentaje como ¢l valor real, Una tendencia
similar presentd el lote de mertuza, pero tanto el valor real de la proteina solubilizada con
SDS como el poreentaje de la misma respeelo al agregado PL fueron inferiores a lo observado
en bacalao, indicando una mayor implicacién en merluza respecto a bacalao de otros enlaces
mds fuertes que los secundarios. Fn bacaladilla se observd un descenso de la extractabilidad
e SDS a los 3 diag de conservacion tanto en valor real como en porcentaje respecto al
agregado P1, presentando a partir de dicho control valores constantes y mucho menores que
los observados en merluza y bacalao. En general, los resultados obtenidos en las tres especics
sugicren que en ¢l agregado formado por la accién conjunta de la congelacién y/o
conservacitn en congelacion y ¢l FA existe una mayor implicaci6n de enlaces covalentes (que

dificultaron ¢l aceeso v la ruptura de las uniones secundarias) cn bacaladilla, seguida de
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mertuza y de bacakio. Ademds, a lo largo de la conservacién dicha implicacién parece que
aumenta en bacalao y merluza, micntras que en bacaladilla permancce estable,

Comparando el precipilado P1 formado durante la congelacion o conservacién en
congelacion en los lotes control con ¢l formado en los lotes con FA, se pudo observar que los
valores de extractabilidad en SDS fueron diferentes (tablas 4.38. y 4.39.), dependiendo de la
especie (figura .57, o v b). Asi, en bacalao, en ¢l lote control (Figura 4.57., B) s¢ extrajo un
menor porcentaje de proteina que en los lotes con FA afiadido (BF). Esto significa que, en
bacalao, In mayor insolubilizacion en NaCl 0,6 M obscrvada en los lotes con FA (figura 4.56.)
durante lu congelacion y conservacién en congelacién fue debida al establecimiento de enlaces
seeundarios lundamentalmente. Por otro fado, en bacaladilla, donde la pérdida de solubilidad
en NaCl 0.6 M fue similar en los lotes control y con FA aiadido, ¢l porcentaje de P1
solubilizado con 2% SDS Tue timbién igual en ambos lotes. Esto indica que, cn bacaladilla,
independientemente de que se adicione v no FA, la participacién de interacciones covalentes
es la misma o bo lago de la conservacién en congelacién, En merluza, al igual que en
bacaladilla, L implicacion de lay uniones covalentes on ¢l agregado formado durante la
congelacion fue semejante en los lotes control y con FA afadido, Sin embargo al aumentar

el tiempo de conservacidn hubo mayor participacién de dichas uniones en cl lote con FA

(figura 4.57. b).

istos resubtados reflejan que, en cuanto a la implicacién de uniones covalentes, la
naturaleza de Ty aregacion y el efecto del FA sobre csta dependié de la especie, En“gcncral,
se observd mayor participacion de estas interaceiones en bacaladilla, seguida de merluza y de
bacalao. Bl efecto mis notable del FA sobre la agregacion tuvo lugar en bacalao, donde, como
ya se ha indicado, provoed un aumento de la agregacion por formacion de enlaces secundarios.
También, en las tres especies se pudo observar que la agregacion causada por el FA afiadido

en fresco fue Je naturaleza secundaria.
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4.7.2.3.~ Extractabilidad en SDS 2% + -ME 5% (S3) del agregado no extraido en SDS
2% (P2) |
1.¢

En la figuras +L58. a y b se muestran los resultados de la proteina cxtraida al tratar con
SDS 2% + B-ME 36 (83) los agregados insolubles en SDS 2% (P2) en las tres especics,
expresados en valor real y en porcentaje respecto a P respectivamente, Las tablas 4,36, y
4.37. recogen los resultados de los correspondientes andlisis de varianza de los datos anteriores
en funcitn del tiempo y la especic y las tablas 4.38, y 4.39. en funcién del tiempo y la adicién
de FA, El error estindard correspondiente a tos andlisis de varianza en funcién del tiempo y
de la especie para los lotes control y con FA se muestra en las graficas correspondientes ¢n
forma de barra.

Se observi un comportamiento diferente en las tres especics, En bacalao, el agregado
no solubilizado con SDS 2% (P2) fue muy compaclo y no se extrajo proteina en la fraccién
53 tanto en el lote testigo como en ¢l lote con FA afiadido. En cste caso no se puede descartar
la formacitn de grupos §-8 ya que estos podrian ser enmascarados por la formaci6n de otros

enlaces covalenles que no s rompen con este tratamiento.

En merluza, o cantidad de prolefna extraida en S3 disminuyé a lo largo de la
conservacion mas rdpidamente que en bacaladilla, tanto en cl lote testigo como en ¢l lote con
FA afadido ({figura 4.58. 1), Los valores en ¢l lote con FA fueron superiores en merluza, pero

no hubo diferencias signilicativas entre los lotes de bacaladilla (tabla 4.38.).

Si se considera la proteina extraida como porcentaje del agregade insoluble en NaCl
0,6 M (P1) (ligura 4.58. b) los valores muestran que se extrajo inicialmente més proteina al
romper enlaces disulfuro en merluza que en bacaladilla y mas en el lote testigo que en el lote
con FA, micntias que en bacaladilla no hubo diferencias iniciales entre los lotes testigo y con
FA. Durante la conservacion en congelacion el porcentaje de proteina extraida disminuy6 en
todos los lotes, siendo esta tendencia méds acentuada en mer{uza, de tal fo_rma que los valores
de esta especie fueron inferiores a los de bacaladilla al final de la conservaci6n. En merluza,

en el tote control Ja canticad de proleina extraida en S3 en porcentaje del agregado inicial P1.
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Figura 4.58.~ Lvolucidn de la extractabilidad cn SDS 2% + B-ME 5% (S3) del
agregado insoluble en NaCl 0,6 M (P1). a) expresada cn mg prot. extraida por 100g de
actomiosinn natural (AMN); b) expresada en porcentaje de proteina extraida respecto a la
protefna de PL. B, M, A: lotes testigos de bacalao, merluza y bacaladilla. B (FA), M (FA),
A (FA): lotes con 6 mM de FA aiiadido, 0% control en fresco.

Las barras verticales indican el intervalo de confianza al 95%. La de trazo fino
carresponde a tos {otes con FA, la de trazo grucso a los lotes testigo,
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fuc supcrior al lote con FA, En bacaladilla ¢l control dié valores inicialmente iguales y
posteriornmente mayores que ¢l lote con FA.

Con los resultados presentados hasta ahora no sc puede inferir nada tanto acerca de la
participacion de los enlaces $-8 como del efecto del FA sobre esta, porque la formacién de
otro tipo de cnlaces covalentes podria impedir ¢l acceso a los grupos S-S por el f-ME. Mas
adelante se considerarin los cambios cn las distintas fracciones en cada lote por separado y

se discutird, cuando sea posible, la participacion de cstos enlaces.

4.7.2.4.~ Proteina no extraida con el traiamiento aplicado (P3)

1B agregado no extraido con cf tratamiento aplicado (P3) que se formd en las tros
especies s¢ muestra en la figura 4.59 a. Bsta fue siempre mayor en los lotes con FA. que cn
los testigo en las tres especies. Bste efecto fue mayor en merluza que en bacalao y bacaladilla.
Ein bacaladilla se observaron los mayores valores tanto cn el lote testigo como con FA. La
cantidad de 13 aumentd con el ticmpo de conservacion en los lotes con FA, sin embargo no

anbié en los lotes testigo exeeplo e bacalao.

Los valores de 13 expresados en porcentaje de P1 (% P3/P1) se pucden observar cn
la figura 4.59. b). Hl electo de la adicion de FA fuc distinto en las tres cspecics. Asi, mientras
que en merluza provoed un aumento en la participacion de enlaces covalentes, on bacalao el
efecta fue ¢ conario. En bacaladilla ¢l FA no causé cfecto alguno cn cuanto a la

participacion de covatentes no $-5 en ta agregacion.

i comparamos los valores de P3/P1 obscrvados en las tres especies, en los lotes
testigo estos fueron superiores €n bacaluo y bacaladilla que en merluza, indicando que la
participaeidn de cnlaces covalentes fue superior cn ambas especies cuando no se aftade FA.
Sin embargo, cn presencia de FFA, la bacaladilla presentd mayor participacion de enlaces

covalentes no S-S que las otras dos especies,
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TILEMPO ESPECIE TIEMPO x ESPECILE
81 (7T) L T *k
82 (1) L ook & kR
53 (T) &k L LT
P3 (T) Rk k *oh ok Ak
Sl () * kR *oAok * kR
52 {I") ARk hkok *okk
83 (F) &k & * koK
P3 (F) * ko Kk k&

Tabla 4.36.~ Andlisis de la varianza correspondiente a la medida de la cantidad de protefna
presente en las fraceiones S1 (NaCl 0,6 M), S2 (SDS 2%), S3 (SDS 2%+ ME 5%) y P3
(agregado no extraido por el tralamicnto aplicado), obtenidas de la actomiosina natural (AMN)
de bacalao (13), merluza (M) y bacaladilla (A) (merluza y bacaladilla solamente, en ¢l caso
de 83) conservada en congelacion (-20°C) durante 30 dias en los lotes testigo (S1, S2 y $3)
y con omM de lormaldehido (FA) afiadido (S1F, S2F y S3F), en funcién del tiempo dec
conservacion y de la especie estudiada.

TIEMPO x ESPECIE = Interaccion cnire ¢l efecto del tiempo y de la especie,

Y= [ifecto significativo a P<0.001
** = Bfeclo significativo a P<0.01
* = Lifecto significativo a P<0.05

- = Lifeeto no signilicativo



TIEMPO ESPECIE TIEMPO x ESPECIE

S2/P1 (T) - kk & *

S3/P1 (1) kAk * ke &%k &

P3/PL (1) - *k ok -

S$2/PL (1) RS Kk ok *k K

53/PL (F) Kokk * Kk ok .
P3/PL (1) Kokok Kok A * %%k

Tabla 4.37.~ Andlisis de la varianza correspondiente al porcentaje respecto a P1 (agregado
insoluble en NaCl 0,6 M) cle proteina presente cn las fracciones S2 (SDS 2%), S3 (SDS 2%+
ME 5%) y 3 (agregado proteico no exirafdo con el tratamiento aplicado), obtenidas de la
actomiosina natural (AMN) de bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A) (merluza y
bacaladilla solamente, en el caso de $3) conservada cn congelacién (-20°C) durante 30 dias
en los lotes testigo (1) y con 6mM de formaldehido (FA) afiadido (F), en funcién del tiempo
de conservacion y de la especie estudiada,

TIEMPO x ESPECILE = Interaccién entre el efecto del tiempo y de la especie.

¥r* o= Lfecto significative a P<0.001
** = Lleeto significativo a P<0.01

* = Lifecto significativo a P<0.05

- = [ifecto no signilicativo



TIEMPO A TIEMPO x FA

81 () kK ko ok Rk
82 (B) wAK Kk ok ok ok
P3 (B) *okk KR * k&
851 (M) &k ok Aok *

52 (M) LR KA Ak
83 (M) Kok Kk ek AR
P3 (M) Kk A *kok *hk
81 (A) Kokk *ok ok * kK
52 (A) *k ok Kok Kk
83 (A) * - -

P3 (A7) koA ok Kk ok *okk

Tabla 4.38.~ Andlisis de la varianza correspondiente a la cantidad de proteina presente en lag
fracciones S1 (NaCl 0,6 M), S2 (SDS 2%), S3 (SDS 2%+ ME 5%) y P3 (agregado no
extraido por ¢l tratamiento aplicado), obtenidas de la actomiosina natural (AMN) de bacalao
(B), merluza (M) y bacaladilla (A) conservada en congelacién (~20°C) durante 30 dfas en
funcién de la adicién de 6mM de formaldehido (FA) y del tismpo de conservacion,

TIEMPO x FA = Interaccién entre ¢l efecto del tiempo y de la adicién de 6mM EFA,
*** = Lifecto significativo a P<0.001,

** = [ifecto significativo a P<0.01,
* = Lfccto significativo a P<0.05

-~ = Efecto no significativo



TIEMIPQ FA TILEMPO x FA

S2/P1 (B) * Kk * K

P3/PL (B) * kkk * % é
S2/PL (M) * ok K i
83/P1 (M) *okok * de e e

P3/P1 (M) Kk Rk *

52/PL (A) oAk ok * ko ke

S3/PL (A) heokok Kok "

P3/P1L (A) ek * kok ok

Tabla 4.39.~ Andlisis de fa varianza correspondiente al porcentaje respecto a P1 (agregado
proteico insoluble en NaCl 0,6 M) de protefna presente en las fraceiones S2 (SDS 2%), S3
(SDS 2% + ME 5%) y 13 (agregado no cxtraido por el tratamiento aplicado), obtenidas de
la actomiosina natural (AMN) de bacalao (1), merluza (M) y bacaldilla (A) conservada cn
congelacion (~20°C) durante 30 dfas en funcién de la adicién de 6mM de formaldehido (FA)
y del tiempo de conservacion.

TIEMPO x FA = Inleraccion entre et efecto del tiempo y de la adicion de 6mM FA,

e = Bifecto significativo a P<0.001
*+ = Blecto significativo a P<{(.01
* = Bfecto sipnificativo a P<0.05
= Fifecto no significativo
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En cuanto a los cambios a lo largo del tiempo, en los lotes control estos no fueron
significativos, Los lotes con FA afadido, sin cmbargo, presentaron una tendencia hacia el

aumento en la proporeion de enlaces covalentes no S-S en la agregacion.

4.7.2.5.~ Naturaleza de la agregacion a lo largo de la conservacién

Como ya se ha indicado, en este sistema modelo también sc estudia scparadamentc en
adac lote ta evolucion en los cambios en solubilidad y extractabilidad del agregado insoluble,
Con cllo se pretendia obtener una vision general de ta naturaleza de la agregacion y sus
cambios a lo largo del tiempo en cada lote,

U las Tiguras .60, 2 .03, se muestran los resultados del estudio de solubilidad para
cada una de fas especies. In cada figura se representa la AMN soluble en NaCl 0,6 M (S1)
¢ insoluble en NaCl 0,6 M (1) y el porcentaje del agregado insoluble cn sal (P1) extraido en
SDS 266 (S2) y en SDS 2% + B-MIE 5% (S3) y no extrafdo (P3).

L Lo figura 160, se muestran los resultados en el lote testigo de AMN de bacalao (B).
En ella se observa que hubo un sumento gradual de la cantidad de agregado formado durante
la conservacion, sin embargo la naturaleza de los enlaces implicados en dicha agregacién no
cambid. En esta intervinieron en gran proporein los enlaces covalentes pucsto que una gran
parte del agregado no pudo solubilizarse en las condiciones cmpleadas, No se detecté proteina
extrafda en 83, to cual podiia ser debido aque la formacidn de enlaces covalentes no S-S los

cnmascare.

Lin fa Ggurac Lo 1. se muestran los resultados para el lote de AMN de bacalao con FA
anadido (BF), En este se observa yue hubo una formacién de agregado por cfecto de la
congelacion mucha mayor que lo observado en filetes, sin embargo la cantidad no cambi6 a
lo largo de la conservacion. Por otro lado, la naturaleza del agregado cambi6 a lo largo de la
conservacian, de tal maners que se observé un aumento cn la proporcién de P3 y por tanto

de participacion de enlaces covalentes en ¢l agregado. Este aumento fue el causante del
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Figura 4.60.— Actomiosina natural (AMN) de bacalao (B) conservada en congelacién a —20 °C
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Figura 4.61.— Actomiosina natural (AMN) de bacalao conservada en congelacién a —20 °C con FA 6 mM afiadido (B (FA))
a: Proteina soluble e insoluble en NaCl 0,6 M (S1 y P1 respectivamente) (g de protefna extraida/100g de AMN)
b: Extractabilidad de P1. Porcentaje de proteina extraida en SDS 2% (S2) v no extraida (P3)
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Figura 4.62.— Actomiosina natural (AMN) de merluza (M) conservada en congelacién a -20 °C
a: Proteina soluble e insoluble en NaCl 0,6 M (S1 y P1 respectivamente) (g de proteina extraida/100g de AMN)
b: Extractabilidad de P1. Porcentaje de proteina extraida en SDS 2% (S2), SDS 2% + B-ME 5% (S3) y no extraida (P3)
0': control en fresco.
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descenso observado en ta proporcion de la fraccién S2, o proteina extrafda mediante la ruptura
de enlaces sccundarios con SDS 2%. En cste ‘lolc tampoco se detect6 protefna cxtraida en S3,

lo cual podrin explicarse por la misma razén que se indicé en ¢l lote anterior.

De la compuracion de los dos lotes de AMN de bacalao (testigo y con FA aitadido)
s¢ puede deducir que el FA produjo una mayor agregacién, Sin embargo csta diferencia en
cantidad de agrepado formado fue debida sobre todo al establecimicnto de uniones
sccundarias. Por lo tanto la accidn del FA sc manifesté tanto cn cambios cn cantidad de

agregacion comu en proporeitn de los enlaces implicados en la misma,

En la figura 4.62. sc observan los datos obtenidos en ¢l lote testigo de AMN de
merluza, Ui este caso, la cantidad de agregado formado inicialmente fue mayor que en
bacalao y se mantuvo constante a lo largo de la conservacion. Sin embargo la proporcién de
los enlaces implicados cambid al aumentar ¢l tiempo de conservacion. Se observé un aumento
en la proporeion de I3y por tanto de enlaces covalentes implicados. Este aumento fue
acompaiiado de un descenso en la proporeidn de la fraceion S3, lo cual podria ser debido a
que los enfaces S-8 no son detectados debido a la mayor presencia de enlaces covalentes
(como ya sc ha indicado en bacalao). Bn cuanto a la fraccion S2, sc observé un aumento,
pero, como ya se ha indicado cuando se estudiaron los cambios en los distintos lotes en dicha

fraceibn, cste no fue signilicativo.

Bn la figura .63, se muestian los datds relativos al lote de AMN de merluza con FA
afiadido, Se puede observar que hubo una formacién de agregado mayor que en ¢l lote testigo
aunque la cantidad del mismo no cambio a lo largo de la conservacién. A pesar de cllo, si
hubo cambios en cuanto a fa proporeion de los distintos enlaces implicados, ya que se observé
un aumento importanic en fa fraccidn P23 acompaiiado de un descenso en las fracciones S3 y
S2, Asi, aunque inicialmente se pudo extraer todo ¢l agregado rompiendo enlaces secundarios
(con SDS 2%), a to largo de la conservacion este se mostréd cada vez menos extraible por el

tratamiento aplicudo, debido a la formacién de mayor ndmero enlaces covalentes,

Por tanto, en merluza, la adicion de FA provoct la agregacién de la proteina en fresco
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Figura 4.65.— Actomiosina natural (AMN) de bacaladilla conservada en congelacién a —20 °C con FA 6 mM afadido (A (FA)
a: Protefna soluble e insoluble en NaCl 0,6 M (S1 y P1 respectivamente) (g de proteina extraida/100g de AMN)

b: Extractabilidad de P1. Porcentaje de proteina extraida en SDS 2% (52), SDS 2% + B-ME 5% (S3) y no extraida (P3)
(0': control en fresco.
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(ticmpo 0) fundamenalmente por inleracciones seccundarias, Sin embargo, al aumentar cl
ticmpo de conservacion, gl poreentaje de proteing extrafda al romper enlaces sccundarios fue

menor en presencia de FA debido a la formacién de mayor proporcion de uniones covalentes
no S-S,

En el lote testigo de bacaladilla (f igura 4.64.) los resultados indican que la agregacién
observada fue mayor y con mayor implicacién de enlaces covalentes no S-S que en bacalao
y metluza. Mientias que poreentije de agregado no extraido fue mayor en ¢sta especic, la
proporcidn de la haceion de proteina extraida al romper cnlaces sccundarios con SDS 2%
(52) fue menor. No se detectaron cambios a lo largo de la conservacién ni cn cantidad ni en

proporcitn de los enlaces implicados en Ta agregacion.,

i bacatadilla, al igual que en meriuza y bacalao (figuras 4.61. y 4.63,), la adici6n dec
FA provoco agregacion de la proteina en freseo (0) por enlaces seeundarios fundamentalmente
(ligura 4.65.). Posteriormente, Lo praporeion de las distintas fracciones obtenidas fue similar
que en el lote testigo (figura 4.0:4.) v ampoco cambié a lo largo del tiempo de conservacién,

aunque fa cantidad de agregado formada debido a la accién del FA fue mayor.

En bacaladilla, por tinto, el FA actué aumentando la cantidad de agregado formado,
pero no en la proporcion de enliees implicados en esta agregacién, Las cantidades de agregado
insoluble en sal {1} fueron mas alas y parecidas en ambos lotes de esta especic ¢n
comparacion con o observado en las otras, Esto, unido a los resultados obtenidos en
extractabilidad del agregado parece sugerir que cuando la protefna estd méas desnaturalizada
L aceidn del FA wnto en contidad de agregacion como en naturaleza de los enlaces

implicados en I misima ex menos evidente.
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4.7.2.6.~ Llectroforesis SDS-PAGE

Combios electroforétivos. enla AMN extraida con NaCLO.6 M (S1)

Los perfites clectroforélicos de las fracciones solubles en NaCl 0,6 M dc los lotes
testigo de bacalao (figuras 4.60) y merluza (figuras 4.67.) no se¢ alteraron durante la
conservacion en congelacion, mientras que en los de bacaladilla {figuras 4.68.) la proporcién
de banda de CPM en el densitograma disminuy6, incrementando la de las bandas de PM
inferior a Lo Ac. Una tendencia simitar se observd en ¢l SM1 en bacaladilla (figuras 4.53,,
454, y 4.55). Sin embargo los cambios fueron menos acentuados en ¢l SM1 que en ¢l

presente estudio, al igual que Lo fue la caida de solubilidad (figuras 4.49. y 4.50.).

La adicion de A o las muestras en fresco provocd en las tres especies un aumento en
la intensidad del pico T (liguras 166, 4.67. y 4.68.), indicando la presencia de agregados

covalentes, esta coincide con o obtenido en merluza en el SM1 (Figuras 4.50. a y b).

Entodos los lotes, cuando las muestras con FA fucron congeladas, la banda de la CPM
disminuyd mientras que aumento el poreentaje de las bandas de PM inferior a la Ac. Este
efecto fue mis aparente al final del periodo de conservacién, También se observé una
disminucion del pico 1, poniendo de manifiesto ¢l aumento de tamafio de los agregados de

naturaleza covalente al aumentar ¢l tiempo de conservacion.

En bacabudilly se aprectiron cambios parcecidos por efecto de la congelacion vy
conservacion en congelacion con FA en el SM1, aunque fucron menos acentuados, Esto podtfa
relacionarse con ln menor insolubilizacion deteclada cn csta cspecic en SM1 a la misma

proporeion protein/FA (leuas 449, 12 y 4.56., AFA).

En bhacalao también se apreciaron estos cambios en SM1 por efecto de la conservacion
en congelacion con FA (ligura .55, 112 ). Sin embargo, la congelacion no produjo cambios

en el perfil (figura 151, £2)). Lsto podria relacionarse también con fa menor insolubilizacion
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Figura 4.66.— Perfiles electroforéticos de la actomiosina natural (AMN) de bacalao soluble en NaCl 0,6 M en fresco (00 yalos 5 y 30
dias de conservacién en congelaci6n a ~20°C. Geles al 12,5%. B: lote testigo y B (FA): lote con 6 mM de formaldehido (FA). Picos identificados
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observada en SMI (figura 4.48,, 12 y 4.36., BFA) y que pudiera atribuirse a que ¢l dafio

causado por el FA se incrementa cuando la concentracién del mismo y de la protefna son
mayorcs. .

Combios electroforétivos en

ol N s N O ~lx
SYRITLILI ML PR Y A e P

Los perfiles de las fracciones extraidas del agregado P1 al romper enlaces secundarios
con SDS 2% (S2) de los lotes westigo y con 6mM de FA aadido en las tres cspecies lotes se
representan en fus liguras .09, a 4,71,

Las proteinas mayoritarias, al igual que en S1, fucron CPM y Ac. En bacalao (figura
4.09.) y merduza (figar 1.70.) se observ en general una mﬁyor proporcién de CPM que la
detectada en kb muestea de 81 corresporliente sl fresco. Esto se explica por ¢l enriquecimiento
en CPM del agregado 'L, debido a la mayor insolubilizacion observada en dicha protefna cn
SLEn bacaladitla (figura 4.71.), a pesar de que también se detecté una disminucién
importinte ¢n fa proporcion de CPM cn ¢l S1, no se observé la presencia do una mayor
proporcidn en 82, indicando que ¢l P2 cn esta especie esté entiqueciéndose en CPM debido
a una mayor implicacion de dicha protefna en ln formacién de enlaces covalentes. BEsto fue

mdix evidente en los lotes con FA,

En cuater ala accion del I°A sobre 1o composicién de la protefna extrafda en esta
fraccion, los perfiles clectroforéticos muestran que esta fue diferente segin la especie, Asf, cn
hucaluo (figura 4.0%.) x¢ observd un incremento de protefna en ¢l pico 1, indicando que en la
fraceion 82 se extien agregados covalentes que se han formado por la accién del FA afiadido,
En merluza (ligura 4.20.) s¢ abservéd un aumento del pico 1 més dramético en ol lote con FA
teas M0 dins de conservacion. Bste aumento del pico 1 se acompafié de una disminuci6n cn la
intensidal del pico de CPM. Matthews y col, (1979) observaron un efecto similar durante la
conservacion por congelacion de misculo de bacalao. Lim y Haard (1984) observaron en
hipogloso negro I presencia de esta banda de PM clevado al tratar con SDS el precipitado
insoluble en sal obtenido durante la conservacion en oongclacién.l. En bacaladilla (figura 4,71.)
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Figura 4.69.— Perfiles electroforéticos de proteina de bacalao extraida en SDS 2% (S2) a los 5 y 30 dias de conservaci6n en congelacién
a —20°C. Geles al 12,5%. B: lote testigo y B (FA): lote con 6 mM de formaldehido (FA). Picos identificados en apartado 4.4.1.
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Figura 4.70.— Perfiles electroforéticos de proteina de merluza extraida en SDS 2% (S2) a los 5 y 30 dias de conservaci6n en congelacién
a —20°C. Geles al 12,5%. M: lote testigo y M (FA): lote con 6 mM de formaldehido (FA). Picos identificados en apartado 4.4.1.
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no se observaron diferencias debidas a la adicién de FA, Tampoco se observaron en esta
especie agregados de alto PM en los geles, probablemente debido al mayor tamaiio de los
mismos, o cual expliva los dutos de solubilidad en SDS (82) tan bajos encontrados (figura
4.57.), Bin bacaladilla hay que tener en cuenta que el aumento relativo que se observa cn el
pico 2 es artificial v causado por ¢l ajusie del perfil para poder mostrar con claridad los

cambios, ya que fa concentracion de la muestra fue muy baja.

Los perliles de las fracciones 82 a log 30 dias mucstran el efecto de la conservacion
en congelacitn sobre ln composicion de la protefna extraida con SDS 2%. Este fue diferente
en eada especic y en funcion de la adicion de FA, En bacalao (figura 4,69.) no se obscrvaron
cambios en ambas fotes (lestigo y con 6mM de FA). En merluza (figura 4.70.) no hubo
cambios en ¢l Jote testigo, sin embargo en el lole con FA hubo un aumento del pico 1 y una
disminucion concomitante de la intensidad de! pico de CPM en el dltimo control realizado.
Esto incica, en merluzza, el FA necesita mayor tiempo de conservacion que en bacalao para
provocar ¢l elfecto ya comentado de aparicion de agregados formados por la intervencidn de
enlaces covalentes en 82, Se podria inferir que ¢l FA aumentd la cantidad de este tipo de
enlaces en Py que esta accidn se vid favorecida con el tiempo de conscrvacion, En
bacaladilla (figura .71.) s¢ observd que, en ambos lotes, la conservacién en congelacion
produjo una disminucion de L tensidad de la banda de CPM y un aumento cn la de la Ac
y PM inferiores a 20 kDa (CLMs). En bacaldilla no sc habfan agregados covalentes no S-S
en la fracciones 82 al inivio del estudio y la conservacion en congelacién tampoco di6 lugar
a fa aparicion de los mismos en las cleatroforesis. Esto sugiere que los agregados formados

son de tamadio mayor que ci las ouas espeeics ¥y no son exiraidos en las fracciones solubles.

Cambios electroforéticos.en.la_proteing extraida en SD3 2% + 8-ME 5% (S83)

Los perfiles de Jas fracciones proteicas extrafdas en SDS 2% + 6-ME 5% (S3) del
agregado P1 de los distintos lotes en merluza y bacaldilla se representan en las figuras 4.72.
y 4,72, En cllos sc observa que las proteinas que se extracn en mayor proporcién son CPM

y Ac. Esto puede explicarse de la misma manera que se hizo con fos perfiles de la fraccidn
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Figura 4.72.— Perfiles electroforéticos de proteina de merluza extraida en SDS 2% + $-ME 5% (S3) 2 los 5 y 30 dias de conservacién en
congelacion a —20°C. Geles al 12,5%. M: lote testigo y M (FA): lote con 6 mM de formaldehido (FA). Picos identificados en apartado 4.4.1.
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Figura 4.73.— Perfiles electroforéticos de proteina de bacaladilla extraida en SDS 2% + $-ME 5% (S3) a los 5 y 30 dias de conservaci6n
en congelacién a —20°C. Geles al 12,5%. A: lote testigo y A (FA): lote con 6 mM de formaldehido (FA). Picos identificados en apartado 4.4.1.



BESULTADOS Y DISCUSION

S2 cn cl apartado anterior. En merluza (figura 4.72.) se observé mayor proporcién de CPM
que en bacaladilla (figura 4.73.), lo cual se podrfa explicar por la menor proporcién de CPM
en la AMN de bacaladilla (figura 4.68.), Ademds, cabe sefalar que cn merluza (figura 4.72.),
el lote testigo presenth una mayor intensidad de las bandas en la zona entre la CPM y la Ac
con respecte a lo observado en fresco (figura 4.67.). Esto podria atribuirse a agregacién
covalente no 8~8 de proteinas de igual 0 menor PM que la Ac © a una posible proteolisis.

B3l efecto del FA en wmbas especics fue aumentar la intensidad del pico 1, aunque cn
bacaladilla s6lo se observe este efecto a los 30 dfas de conservacion. Bn csta especie, como
ya se ha Indicado, no se vbservaron agregados on ¢l sobrenadante S2 (figura 4.71.). Matthews
y col. (1979) ubservaron la aparicion de una banda correspondiente a protofna de alto PM en
los sobrenadamtes obtenidos al tratar con SDS y f~ME los agregados insolubles cn sal
formados durante la conservacion por congelacion a =7°C de misculo de bacalao picado. Lim
y Haard (1984) también wataron el agregado insoluble en sat formado durante la conservacién
en congelacion a ~10°C de misculo picado de hipogloso negro con SDS y B~ME, detectando
la presencia ¥ aumiento a lo largo del tiempo de dicha banda de alto PM. Al igual que lo
oblenido en nuestro caso en bacaladilla, Lim y Haard (1984) comprobaron que esta banda cra
mds intensa cuando la proteing se solubilizaba con SDS y f-ME que cuando se solubilizaba

tnicumente con SDS.

Al aumentar ¢l ticmpo de conservacion no hubo cambios importantes cn ambos lotes
de merluza (figura 4.72.). n bacaladilla (figura 4.73.), en el lote testigo, sc observé un
incremento de la intensidad de las bandas en fs zona 4 al cabo de 30 y en ¢l lotc con FA so
observé un aumento del pico 1. Se podria inferic que, en ambas especies, ¢l FA aumentd la
participacion de los enlaces covalentes en ¢l agregado no extrafdo con SDS 2% (P2) y que
esta acci6n sc vio favorecida con ¢l tiempo de conservacion. Esto corrobora lo observado en

los estudios de extractabilidad (apartado 4.7.2.5.).

De los resultados oblenidos se deduce que la congelacién y conservacién cn
congelacién produce la agregacion de la AMN, de tal manera que la solubilidad en NaCl 0,6
M disminuye. La cantidd de proteing insolublizada dopende de la especie y de la adicién de
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FA. Ln esta agregacion intervienen interacciones sccundarias y covalentes disulfuro o no
disutlfure. Eisto c\l.l de scuerdo con lo encontrado por Tsuchiya y col. (1979), Jiang y col.
(1988 @ ¥ b) ¥ Coftades (19%), en 8M y por otros autores en musculo entero o picado
(Matthews y col., 1980; Lim y llaard, 1984; Owusu-Ansah y Hultin, 1986). Sin embargo, la
implicacion Jde estos depeicde wmbién do la especic y de la presencia o no de FA.

En ausencia de FA, en hacaladitla la agregacién fuc mayor y en el agregado formado
hubo mayor pauticipacion Jde interacciones covalentes que en merluza y bacalao. Respecto a
ln participiavion de grupos 8-8 en ¢l agregado, debido a que la protefna agregada por este tipo
de enlaces puede ennaseararse cuando se forman otros covalentes y pueden no ser detectados,
por lo que no se pudn extablecer comparaciones entre los distintos lotes de las tres especics,
Sin embargo, ol heeho de que se exiraiga proteina del agregado no extraido con SDS 2% (P2)
por tratamicnte e este con SDS 2% + 8-ME 5% (S3) en algunos lotes indica la participacién

de extox enliwes en by igregacion.

Lan anlicion de FA 2 la AMN en [resco, independientemente de la especie, produjo una
agregacion debitks fundamentalmente a interacciones sccundarias, puesto que se pucde
solubilizar en su totalickad, aun cuando no se puede descartar la participacion de enlaces
disulfuro o covalentes de otro Lipo, ya que en las clectroforesis se observa la presencia de
agregados solubles en SIS 2% a tavés de un aumento del pico 1 respecto del control.

La accivrdel FA durante Ta congelacion y conservacion en congelacién dio lugar a un
descenso de Ta solubilidied respecto al lote testigo on las tres especies, causando adomés
cambios en Ia naturaleza de esta agregacion, Podria establecese una relacidn entre la calidad
de la proteina y los cnbios observados. Asf, si lomamos como indice de calidad inicial de
la proteina la solubilidil de la AMN cn NaClal congelar sc deduce que cuando csta fue muy
buena (bacalaw), ¢l FA tuvo un gran electo agreganic, sunque tas interacciones que dan lugar
a esta mayor agegacion fucron muy débiles. Cuando la calidad fue inforior (merluza), cl
efecto agregante del FA fue menor pero aumentd {u porticipacién de cnlaces covalontes en esta
agregacion con el ticmpo de conservacion, Cuando la calidad inicial fue baja (bacaladilla), se
abservé una gran proporcion de enfuces covalentes en la agregaci6n desde el inicio y la acclén
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det FA fue poco evidente tanto en cantidad de agregado formado como en proporcién de

enlaces covalentes ¥ cambios en esta a 1o largo del tiempo

ELEA dio valores de insolubilizacién similar en dos muestras de distinta calidad (figura
85, Moy A) sin embaego, Ta naturaleza de los enlaces implicados en csa agregacion as{
coma los cambios en estaa o largo del liempo de conservacion fue muy distinta en ambas.
Esto hace que Lo controversia sobre si el FA forma 0 no enlaces covalentes tenga que
enfovarse de ot maneri, dadi o influeneia de b calidad inicial de la proteina en la accién

del mismo,

Lapreseneian de agnegados de allo peso molecular deteclados en todas las fracciones
solubles y extuudis indica Ly participacidn de los enlaces covalentes en la agregacién desde
el inivio de Lumisma. Esto fue s evidente en los loles con FA ailadido, lo que sugiere la
infiuencin del mismo en fa formacidn de dichos enlaces. Esto corrobora lo observado en el
estudio de extiactabilidid del agrepado insoluble en merluza y bacaladilla, En bacalo no se
ubservd un incremento de T proporeion de la fraceidn no extrafble por cfecto del FA, sin
embargo, los resultados de clectrotoresis sugieren que este tuvo lugar aungue no fue detectado

por el estudio de extiaetabilidid.

P todos los casos, Tas proleinas que mas participaron en la agregacion fucron la
mivsing v L Av, especialmente Ly primera. Bl FA aument§ la implicacidn de la misina en la
agregacion, dependiendo este efecto de la especie. Bl tratamicnto con SDS 2% del agregado
insoluble formado vn los foles testigo peritié extraer CPM en una proporcién superior
pespecto a la envontiuda en freseo, indicando que en ausencia de TA, la mayor agregacion
observid en esta proteina se debio a interacciones secundarias. Sin embargo, en los lotes con
FA no hubo wis mavor extriceion de CPM en 82 0 83 a medida que ¢l agregado insoluble
(1) se enriguecic en la misma. Por o tanto, se podria inferir que ¢l FA favoreci6 la

agregacion de L CPM par enlaces covitlentes durante ta conservacion.

En los estadins de extractabilidad de midsculo (apartado 4.4.3.) sc observé un

incremento de G implicacion de la CPM en la formacion de enlaces covalentes al aumentar
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b tiempo de eonsevacion, Teniendo en cuenta o observado en ¢l presente sistema modelo,
exte aunients podita relacionarse con ol sumento en la formacién de FA detectado a lo largo

de fo conserviwian,
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S.- CONCLUSIONES

we
L.~ En los lotes sc detectd una distinta funcionalidad inictal y, con el tiempo de conservacién,

una disminucién de la funcionalidad de mudsculo, un incremento en la resistencia a la
cizalladura y un aumento cn la formacion de DMA y FA diferentes on funcién de [a espocic
¥, en bacalao, del gracdo de integridad del misculo. Por o tanto sc ha obtenido un sistema
adecuado para cstudiar la insolubilizacién del midsculo y la formacién de agregados cn
condiciones homogéncas y cn ¢l que los cambios en funcionalidad y textura variaron a lo

largo de la conscrvacion en congelacion.

2.- La agregacidn obscrvada cn nuisculo picado y filetes de bacalao y mdsculo picado de
merluza y bacaladilla sc ha manifestado en una disminucién de la extractabilidad do las
proteinas miofibrilares en NaCl 0,6 M y un consiguicnte incremento en la cantidad de protefna
cxtrafda en SDS 2% y SDS 2% + ME 5%, y cn muchos casos, en un incremento de la
fraccién no cxtrafda por cstos agentes. Ademds se han detectado agregados solubles en las
fracciones extrafdas cn NaCl 0,6 M, SDS 2% y SDS 2% + ME 5%, que se¢ han pucsto de
manifiesto por clectroforesis en geles de poliacrilamida cn condiciones desnaturalizantes, por
microscopfa clectronica de transmisién y por cromatografia de filtracién en gel.

3.- La velocidad de agregacion de protefnas miofibrilures en NaCl 0,6 M dependié de la
especie y del grado de integridad del miscuto. Ademds, en misculo picado de bacalao existié
evidencia de un aumento cn ndmero y tamafio de agregados solubles en NaCl 0,6 M con el
tiempo de conservacion. Aunque no hemos encontrado evidencias directas en otros lotes, no

sc descarta que esto ocurm,

4.~ Las proteinas que mds participaron cn la formacion del agregado no oxtraido en  NaCl
0,6 M fucron la miosina y en menor grado la actina, observindose mayor participacién de la
miosina cn bacalao y bacaladilla, Las tropomiosinas y troponinas fucron las menos implicadas.
Esta distinta contribucitn di6 lugar a cambios en 1a composicién do la AMN extrafda cn NaCl

0,6 M.
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5.~ Paralelamentc a la agregacion, tuvo lugar una desnaturalizacién de la miosina durante la

conservacion en congelacion, que s puso de manificsto por la pérdida de actividad ATP—-4sica
: and :

de la AMN por unidad de CPM. Esta desnaturalizacién fue mds lenta en filetes, lo cual podria

relacionarse con la menor pérdida de extractabilidad en NaCl 0,6 M observada en este lote.

0.- La funcionalidad inicial obscrvada cn los diferentes lotes y su disminucién en las
fracciones extraidas cn NaCl 0,6 M con el tiempo de conservacién se relaciond con las

diferencias en composicién proteica y estado de desnaturalizacién y agregacién.

7.~ En los agregados de protefnas miofibrilares de la fase no extraida en NaCl 0,6 M
participaron cnlaces secundarios, S-S y covalentes no disulfuro y su porcentaje dependi6 de
la especie, pero no del grado de integridad. En los agregados solubles se detectd la
implicacién de enlaces covalentes cn todos los lotes. Ademds, en misculo picado de bacalao
se observd también participacion de interacciones secundarias y/e disulfuro que no se pudieron

detectar cn los otros lotes, aungue no sc descarta su existencia.

8.~ Con independencia de la cantidad de proteina agregada, la importancia de los distintos
tipos de enlaces cn ¢l agregado no extraido cn NaCl 0,6 M cambié a lo largo de la
conservacién. En misculo picado se observé un aumento cn la proporcién de covalentes. En
bacalao se debit a un incremento de enfaces S-S, micntras que en bacaladilla supuse un
aumento en la participacidn de covalentes no S-S y en merluza de anibos. El menor grado de

integridad del muisculo se tradujo en una mayor proporcién de enlaces S-S,

9.~ De las proteinas que participaron en la agregacién, la miosina pasé a formar enlaces

covalentes a mayor velocidad. Esto fuc especialimente evidente en bacaladilla.

10.~ Durante la conscrvacidn, los lotes en los que se detecté mas tempranamente FA unido
presentaron mayor incremento de la participacién de enlaces covalentes en los agregados no
extraidos en NaCl (1,6 M. Esto parcce indicar que el FA formado in situ acelera la formacién

de estos enlaces.
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11.~ En sistemas modcto de AMN aislada, ¢l FA provocé agregacion de la AMN, Se obscrve

interacci6n positiva entre el cfecto del FA y la congelacion y/o conscrvacién en congelacion.
wid

12.~ No se obscrvd mayor cfecto del FA afiadido a proteinas previamente desnaturalizadas por
congelacién. Por ¢l contrario, parcce que la insolubilizacién por accién detl FA durante la

congelacién fué¢ mayor cuando la AMN presentd més funcionalidad inicial.

13.- El tipo de enlaces que dieron lugar a agregacién de la AMN en fresco por adici6n de FA,
fueron de naturaleza sccundaria, aunque en la fraccién soluble en NaCl 0,6 M también se
detectaron proteinas agregadas por enlaces covalentes. Durante la congelacion y conservacién,
la naturaleza de los agregados dependio de la calidad inicial de la protcina, Bn bacalao, cuya
AMN aislada fué de alta calidad, la agregacién por FA aadido sc debié a la formacién de
uniones sccunc[ai'-ias; cin merluza, cuyas proteinas fueron de calidad intermedia, ¢l FA dio lugar
a un aumento cn la participacion de cnlaces covalentes y cuando la calidad inicial fue baja,

como en baculadilla, et FA no modificd apenas la naturaleza de la agregaci6n.

14.- A lo largo del tiempo de conservacion, la adicidn de FA a la AMN provoed un aumento

de la cantidad y proporcidn de cnlaces covalentes.

15.- El FA anadido a la AMN aiterd el mecanismo de agregacion, al aumentar la proporcién
de miosina cn los agregados no cxtrafdos en NaCl 0,6 M y su implicacién en enlaces

covalentes, .

16.- El que en sistema modelo ¢l FA favorezea ta participacién de la miosina en enlaces
covalentes sugicre que ¢l aumento en la agregacién de la miosina por enlaces covalentes
detectado en miscule podria relacionarse con ¢l incremente en la formacin de FA observado

durante la conservacion frigorifica,
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