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IN’rROOUCcION

1.2.. PROPIEDADES FUNCIONALES DE LAS PROTEíNAS

Las proteínas sonun grupo importantede macromoléculas que

desarrollan una gran variedad de funciones fisiológicas en el organismo

VIVO (hormonas, enzimas, cíe.). Sin embargo, como componenLes

esenciales de los alimenlos. las proteínas reatizan una función

primordiahneníenuritiva y constiluyen uno de los productos

responsablesde las característicasdeseablesde los alimentos.Los

ulí¡nentos.hastaque se consumen,sesometena diversosprocesosque

les ocasionantransfonnacionesdistintas;en estesentido,las propiedades

organolépticaso sensorialestienen mayor relevencia que el Valor
<lutriliVo. ya que un alimentoque no fuera aceptadopor el consumidor

no si¿2~nh(icaría nada en cl mercado, por muy nutritivo que fuera. La
¡-íutyoría de las propiedades funcionales influyen cii las caracíeristicas

sionsoriales de los alimentos, pero también ejercen un papel decisivo en

el comportamiento físico de los ingredientes alimenticios durante su

preparación, transformación y almacenamiento (Chettel y col., 1989).

Los factores que afectan a la funcionalídad de las proteínas son

muy diversos. los más importaraes son su naturaleza química y el grado
de alteración de la proteína, su método y condiciones de aisJamien¡o, las

mnodificacioties que sufren durante el procesado y las condiciones del

medio o entorno como pl-E temperatura y fuerza jónica (Kinsella, 4=

[982).

Para definir cl término “propiedades funcionates’ sc han

empleado criterios diFerentes. Kinsella (1976) las define como las

3
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- Hidratantes: capacídad de retención de agua, viscosidad.

geltficac¿ón solubilidad.
- Estructurales; cohestón adhesión. elasticidotd.

- Ligantes: de lípídos de aromas y sabores.

- Otras: antioxidantes.

Actualmente, las propiedades funcionales se clasifican atendiendo

a la interacción prioritaria responsable de cada una de eflas (Cbef<el y
col-. 1989):

- Propiedades dc hidratación <deperídien¿cs de la
¿nleracción pwtefna-agua>: absorción y retem’ión de

agua, hinchamiento, solubilidad. dispersabilid>d.
viscosidad.

- Propiedades dependientes de la interacción
protcína-proteina: precipitación. gelificación.

- Propiedades superficiales: capacidad ernulsionante y

capacidad espumante.

Estos grupos no son absolutamente independientes y muchas

propiedades funcionales presentan varios tipos de inreracción~ por

ejemplo, la gelificacién no sólaniente implica interacciones

protefna-protefna. sino tambi¿n proteína-agua. Asimisnio. viscosidad y

solubilidad dependen de las interacciones prote<na-agua y

protelna-proteir¡a.

5



INflWXOON

[.1- FUNÚIOSALIDAD DE LAS PROTEíNAS CÁRNICAS

L=1( proteínas- mu~culare5 participan en tres tipos de

wtSCr cii nc pro i ¿a-a sta, prutetnaitpSds)y pmoteina-protelna (Acton

y t)~ k, 192<4>- En la fár’aca ¿do de productos cárnicos, estas

• ¿¿2 r - ¿so¿rts se y fbi, o snpnÑdadu fsmcionñles de capacidad de

a va ( - ag¿¡a ~,capacidad entwal’aionante yU

¿24557 r r - (.=s ros ‘4 preste -¡“pido) y capacidad gelifleante

- ‘‘50~n 4171157100.01’ - .1-taj(Sc /4-4? y col, 194$1: Whitirtg. 19t1fl.

Los e (-Mo :‘> 04?o 4=4417) 40’ (=-~74)>:t/40<4>3=0 ~.Úío-s0. o-> dc puou-ole olio ¡ a fun¿¿ación

de s~í>~745=5475 V~>0~4<054 ¿245-441%,=107501!1074/411 seflo~ del p<o<tt¿ct<i It ¿410<anismO

1100.p/444150iOs44=’/400 =415¿r;wcs~>n 4-10 ¿.1’5 f=1r/4Yls2ir;ots n¡iufíbrilares que

</4=15144/41045=510-7>14’7> <0507>0í’51.5<> /4110 t0.i1(4?án qsse fw’íht’ ¿2 - tvaorc¿ ¿2 dcl ata y la

e=0otohdosdde Lo ~ros=’q’ 140 ‘ r nrnsta en 4¿ ha rnatn¿. Finalmente

<404410 0ksi10104?~=5‘ae e’asoíM¿ 4? a -‘ 4010> la g }.fi <os ‘¿ala de la matriz proteica

<=4417444) <45414110=44.’4510141C501 .14 ‘4 ¿Ji., .11, ¿24) 4574441004?.

1-3=41..CAPACIDAD DE MEIENCION DE AGUA

=1 ‘o ~V1015’>?~- a~ 1)41’ 4w y Ls ca aosdosd de las proteínas

o ,r ‘‘4/0’=47’4’:5 015 .1 a sen ea gran medida los principales

710=spoOs’a04>!0
1101¿de rns’ar’t=1=p . ‘ - fwsctunalesya que ¡s.s proteínas, en

‘a -~41~05 4«04 405 ‘~54 n ‘ox tscu~s de fase acuosa. La conformación

de -=0.0/441414=1]404110410441t441=24o41107’~ a 4431, ‘orn se debe. i’urniamentalmente,a su

/44/4110<051=4.1<->’-> ‘.4>5 014 >4404.~& 444.510, 1 ‘10=4 tos. ole rodio de Is?’, etipospolaresdc

las (7710=0=<soto sSe La o¿054175031a4y acíwiolad de agua

fi
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ExIsten dos conceptos importantes relacionados con esta

propiedad funcional; capacidad de absorción de agua, que se define

como el agua absorbida por polvos proteicas a una determinanda

humedad relativa y capacidad de ligar agua, que se refiere al agua

rcteííida por una proteina después de filtraría y aplicarle una presión o

fuerza centrifuga.

La capacidad de retención de agua varia en función del tipo de

proteína. de su concentración. del pH. temperatura. fuerza jónica y de la

presencia de otros componentes (carbohidratos. lípidos, sales) que
intevienen en las interacciones proteina•agua (Kinsella, 1-976; Chau y

Morr, 1979).

La capacidad de retenciót de aguade las proteínas cárnicas y las

propiedades funcionales con ella relacionadas, son los principales

responsables de la textura y de la jugosidad de la carne y productos

cirnicos (Kinsella. 1976>. En el caso de los productos cárnicos picadoa

tratados por el calor, son de importancia primordial en relación con la

capacidad de retención de agua: el pl-!, la temperatura. el grado de
picado de la carne. el momento en el que se agrega la sal, la

concentración salina y la presencia de grasa y de otros componentes.

1.3.2,- CAPACIDAD GELIFWANTE

La gelificación mediante el calor y los cambios que se producen

cat las propiedades viscoclásticas de la matriz proteica están
estrechamente relacionados con la textura de los productos cárnicos, a-si

‘4=.
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L47t444=10=075510 >4?014?i-4?t4 5. ¿‘4 ~ y ka - ‘a paM“uln y para

ei-ah4?-.lua=7kas C.774?oti5’

La ~eIi-fu’=o¿o’:ssoooso’i’a’ai, se ‘s Loa, -te ‘504=405 (0 ri>tul “oal

4 4? ‘4)45 - =7<4 147 754344 - g¡Sot. Lkzvno>wsn

<¿29=9)lt tso10ss4tsass. 44=0104) - /4 ¿2 ni 710 1 0=(a(14’75tta

ni~s44~wao=ts=5dd10(a74)4 . oss it st Ls’t -

104710410/44/444=70ka ==4ñofl’ss74 5=4 - 01 4=0410 01 = ‘ = 1010= da

de s~4=t~ ‘4= 04. 55(04101 ‘1435=10.0 /4 - A >a 10=7)¶0=

oo,o50ío$oo l4osslÉti, =~>5140=040’ =0- =7(0.51

It.! 51-5’=1/4404=f55775455=4=444¿2’a $410Y404~.70O=0:>04k1/4510’5 (‘$1010 5-541-71104k5-4411>1074? >4414?44? los

$4==0100:2010=1404n‘3104 (=0? 7515.31 -4=17/4417104410107~74?543O4’5010’750>4414O505I$0017004410r40177Ñ-0$ dos loo 43101105

4750-41 5/410 <-5’100010-51 10045 7041<04>5 =740040 531(4’44?0170104’a ~‘54>550443405010150.510- $7017750410 5/40.7 4>0.10 ¿2431

(755-l7104=04’01104?5=04044/10 4’> 407>04 ‘a 1074? /40>5 =014040=00101, kOts01 (17(10555ta 4=

&041404’400107’at0700504315070y 5010’a040443=1(-M10>4?44315017453110 4431 (4105=144=0044145y otra u~ 43/40 01 Fa

014311043401/4110415=4=5<3104 044140 ==04=441001/4=/4740541.4=14004044401404141104110110=-3110-O’4414?’-l0-70145010?04&O5O,k~01’at4 Lo

*04=041415001<10431401ole =14/0540 44041431 411-514101>0/4=010544131104144 14< ‘=1 - ‘10 qtts> es el

147”=441104~=144?0[’0503104~14 40/450410045141141’4//441 0t5410’00’57 0415 54105107=00451270=10.54=1710=5100>0.44?‘l-lruOOlS4/7745 -

4047/4. ‘440/4’as’”y 0415 51010—7014?0<4 o=410, 44=00=04-15111410y /410¿204110=’a4?4045<41=150!>? ¿24<4
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5.31s4=0als’í4031444<> .5 4? . .-‘ 01001109 ‘=1107t4===~it> 7=101)flCifl’C4?<4

=4=40441,s.<o504( 0130.000t5-/405=14=10’5 ‘31 55041 44 - o 455’ 4<55 .4571 ‘a h5dt gosee.

4/444411,1~04405>5 ‘,~=41/41.41 4-l.=1.y0000’40i.044014/40.0[410, 10.547’.504?40=7.0s4=4450155.54t1o.=4’11y541001-4?041104?t$0*41707044=7 /441

5405750l’a5744010$tliO557=4=7515544 44>44, !9~¶fl.
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Entre los padmétros más importanks que afectan a la

gelificación se encuentran: concentración y tipo de proteína, pH.
temperatura, fuerza jónica y composición del solvenle (ijarnodatan,

1989).

Con respecto a las proteínas cárnicas, la miosuna es la proteína
especialmente implicada en el proceso de geli(icaci~n. Samejirna V

(lOSla> concluyeron que la gelificación de la miosina por el calor
incluye dos reacciones:

1> agregación de la porción globular de su cabeza nwdkan=te (-a

formación de enlaces disulfuro.
2> constitución de una red por formación de ínteracckmes no

covalentes entre las porciones «-helicoidales de sus colas.

Se ha observado que al mezclar en ciertas proporciones la adina

y la miosina se consigue un efecto sinérgico a juzgar por el aumento de
la resistencia del gel (Samejima y col., 19S0), El efecto es mAx’nn

cuando la relación molar acíina/rniosina es de 2 ..S;2.O. Thmbi¿n se da

sinergismo en las mezclas de miosina y actorniosina (Yasu-i y col.,

1982). En ambos casos, la mejora de la gelificación se debe a la

festinación de una cantidad de actomi’as¿na que favorece la agn~gación de

la miosiaoa y el entrecruzamiento de las porciones de la cola.

La actina independien¡ememue da lugar a geles con graves

problemas de sinéresis. Las ¡roponinas y la tropomlosína no gelitkan en

las condiciones industriales habituales e incluso interfieren con el papel

4?

0~
-4
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de la m¿o’arna- L~as pro¿2.tinas sarcoplá nucas para rlífiear requieren
olhas concerltraazi/4mcs dooz’ad 1 43W 00 eles que se de=un=egranbajo la

acción de peque ñas fue man fLotas.

1.3.3. - CAPACIDAD EMULSIONANTE Y CAPACIDAD DE

LIGAR GRASA

La .oapaciofrl de las pwteIts’a o de ¿2 u y esubiflnr las

- e’4?/44<i’?=41 /4=1 d0t=0t >0405/4 1’?4014’4)444?570V/4=7=1’’prod t*o

alistoentw’ssso>sa, “0015> - 4knvo> O 014100=4(4?.nk re ¿2 nieasu

- 4.> 4=41> ¿231=> ¿2 ‘70 4?~0 0441044<0 1070 41 ‘<1=110 7451.4410 =4? 4-so 4?r}[=*ait”~ *5

calidad ~ Lo - - - 1-> (It - os, 97>5>0=

Loo “.&oSe dc 1015 ¿2=010=041-0=04100-0de li-0$a¿2 43100404 =557/4-554<0ptC>pItdad

‘501,4? 0. .7/45 --rs; - , 710$’ ‘ ¿2105>0= “s 1 ‘fI’ vot’ (vt-watAo

7 43 7 l-y. = 1 sliot o’ *5 4< =-0 -.5 [14=1 41/4 <4 rríecjoiicui-

11. ~ 1 ~ ta’a $:55ai/44147 ‘5 <=743;~=*44 ti-c~=i - =1 producto
(K.401= fl=k”sA =slo4..’s¿s’sV a 00”’”>’ 1< rOtc/4441de7543101(
-4/101=4104?ye~ esíLa 574=1/44<5=0’000$ 4104300-45501/4td- 31 (17 ‘Ost{’/4si (Ero’n¿y ‘rule jo,

49-7

Uso’ >=74100’4<140=$5100 =10451 4<140[4=0477500 ¿4155(10>0> o o 1<> tk al dr~ersarse

5/4,’ 131’> 4-tI> =14140541414<124?4141t.0. U. 10 <4. 10=1005=10=4?’.¿¿ooye La fa.se continua

d=1nseosso10nni104<57 - , o’=z/4oiooo a el 44110/441 ¡>4 (fase dispersa o

404=1’re’ =441031=1 750 ‘4177<414? - /4”3104550 01 ¿<“105 /4=4 - 152=4<Morn ¡ey y col,
0=k=5~7, 01<101 Ss<4 4, =4>2]- 1 ‘11=”)j LI ‘a4-=sosomAp. =o.rnsoe ~. [e morced00 500

>4355=00145=744<00440310154?41310015101?001 /45>574) C4=101141.S10044tdn=570 1 =4=, te--estabilizanle
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La formación de una emulsión supone la creacIón de uno

superficie interfacial imporr4orue entre las don fases IIo~*a tolMo 75/40

ini sc ibles. Todo liquido en conu&cto con ‘otro t ¿7570.1*5=7 a *5 i 574?41Lr0411LT oot

máximo su superficie de contacto, por lo que ¡a crnc~ 05 101*41’

interfase exige un aporte energético con. oder’ ble qsa. e’ pn ‘¿04)41 =5

la superficie y tensión entre las tases <Chettel y col.. ¡9~9> y que - -

Sun¡irtiStrJ gracias a la acción de mezcladoras. horno ‘crw¿zd ¿20710 - o

toltrasonidos.

La capacidad de ligar grasa de las proteuiias se refiere a los
aptitud que poseen las proteinas de ad orber Ii ha usaano~oo LI

conocimiento actual del mecanhsrno de la a Ioorc,ón tfl rs.so¿ (17>?.910¿2 74

ciertas lagunas, si bien Wang y Kinsei¡a o tt)?áí ¡o arré¿soye 1 -54 /454-7”’

ligazón física. Por otra parte. Wotf y t’ow n 197’S) ug~cr~n ~1 1

adsorción de grasa constituye otro aspecto dc la e mssds¿ n, ya que en 1 ‘a¿

productos cárnicos picados la adsorción o ligazón de grasa tnplica l-a
formación y estabilización de una emulsión.

La mayoría de los métodos disponibLes para deterns r t4?il o

propiedades funcionales son empíricos y sus resultados deptm!’w de las

condiciones utilizadas, lo que da lugar. cts muchos casos, a úoterpn--
taciones confusas.

La capacidad e:nulsionan¿e se relat’uYr44a co&, ti ~Yfl41$So1014<4? /40

de las proteínas en la interfase. Las protefnas se siáoon en La interfase

51
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acuO.5401 de la interfase (llallíng. 1981>. Las proteínas fibrilares son
e’ato4?.bilii4¿r4?tC.5 más efecíi-vo.s le 00 ei’atulsión que las globulares debido a

su conformación, salvo que la.s últimas por un por tratamiento previo
pudieran desplegar, e sin perder solubilidad (Chefiel y col 1 9$9).

1.3.3.1.- Mecanismo de la adsorción de grasa

1-os factores que influyen en la interacción proteína -lípido son

la c074?forrnación de la proleina. las interacc¿ofle00 proteírba-prote¡t4?a y a
urden’ ción espacial de la Case lipídica a partir de la interacción

Upido-lipido (¡lutton y Campbell. 191-41>. Las fuerzas implicadas en la.s

mr racciones lIpido--protelna son enlaces rto covalente4?k ínttracclor4?t5

hidrofébicas, electrostáticas, enLaces de hndr~geno y tuerzas de Van der

Waak.

El enlace de hidrógeno tiene una importancia secundaria en el
co¿-nplejo lIpido~proteina. si bien influye indirectamente en la

interacción hidrofóbica (Karel. ¡973> ya que en un medio acuoso,

debido a los enlaces de hidrógeno. las interacciones agua-agua son mA-s

fu’críes que la interacción entre el agua y los grupos no polares y. por

ranso. aumentan las interacciones hidrofóbicas entre grupos no polares.

La atracción electrostática se da entre los grupos fosfato de los

fosfolfpidos cargados negativamente y los grupos proteicos cargados
positivamente o entre los grupos de los fosfolfpidos positivamente
carg’ dos y l.¿s cadenas laterales de los aminoácidos cargadas

negatrvaiileflte.
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proteica en sus superficies (Flanosen, l%{t Swif¿ y col, 1961). foxk’a

proteinas desarrollan su función enabi-liuíne dc la c)nuI’4<ió015 [e 4.1 ‘¿=00

prcsen ‘¿a ‘le goapos reactivooi urtentoioo en Lo ¿irkrtase 437’ 4<404?]’ 43*01-0?

Flecher. 1965) Hotrisen ( l9ti->-~ ¿ks>crib>ó cotas> mteinas> troto 5-11 conU>=504>

con el gldbult> grato, c Orn>) dCflfl.004?U704?l za dos, fó-r¿-uío¿-¿’s*to:’ 0101 ¿ 51 ItA

membrana rclat¿varnente sólida.

Son varios los trabajos> que han señalado a la rn-íos>i’m corno 1-a

pn¡wap proteína impl¿cada en rectal-onz rl glóbulo 437115<) (l’sot¿ ~ 04/4±.

3992; flalInzo y Regenstem. 1972<> Sm embargo, Goalta y (0iernoxso>-=1-¿’¿

(192<2) s ¿suenen que ba.s proc Usa íaoliohle .¿=¿ ‘aol’ u 05414)05 sa>ans.’5 de
elevada cort<=toiitfltt’iór4?Jueganun papel rmp< =7700*10555 4414? ¿2’ (li4?’r=7l.000=Jo%104?73/4?

emulsiones. 1.-as propiedad s fls¡cwquúnacas a 1 , 1~~- del-se Lo >4<l.4?f=1044?10’4=131 0151

función corno ernu Isionante son:

1> disponer de una región hidrófoba /4¡51o> so> orienta hatio =1

glóbolo graso,
2> contar también con una re~¿ón hidrófila que sc onema ho¶04¡

la matriz continua.

31 la flexibilidad de la molécula para desplagarse y ados*orberse

en la interfase (Iones. 1984).

La estabilidad de Ja esinsilsión se mnanúne roseta a los rq’aoxbastsn

e)ectw.stática entre las moléculas de n41iosina con cazp neta *stgattv-a

(Krnsella, 1982>.

Varios autores (Lee. [985: Barbat y Mitral. ¡9’ 8: Fuege4ítog.

15

4=41 4 =4



I4Ñ’1’W4?.15=10OC>=4?ON

19It 51. II-mar ¿o 1<4438; $7 -‘ ul’ ¿, íÑ~”, ¿2~ 1<443=7(50 ls>ai ‘a~<~crid,,

/44310105 ‘5 ‘1/57.1071) C’$7 tono 40> re - 4?ll4etnzcturadeuila

e*iosu(s4?=s=1nclásica,. 550 05 e tolla fa. 1’ os 4 1-~~” 4> en o r Dso,rante el

$‘15==05¶O(4=141$7X’104?74 1/574=55tí - >4? laos ‘utu=¿.st’- al - 1- gr u yudan a

011 *5 ¿w=ers0=é’nen 1-a rr>¿ y sai a tos , ño> 0555 nos verdadera

10>04101*1-<4?/4óJ5 POMtt que tosv s - [so’ oIt 104? e-- n de La oo en isna mezcla

co(-rn0=ca. debería 4< 1 1* ros kas flu=la.s del t4~ graso y

encwna en Eot .5 liqn - - ¿2014)1)1=7554) laos temperaturas

050 1 10>1” ¿ouls 4~ doto,> el <o>’ O 1t775w¿s y Te, <Isa, 1975;

Tí71be>’g ny O” IP )=El scn oc ‘as”. <e Lo p oductos
5= nt<’ns> ¿27074 - rl a r ‘a 1 =¿2)43 cc~rl*1>t úíí - >5 50> nus, la

t=441>ay ‘II =4=4101 0’ - .4?10. ¿017 ‘71 454’ í *dei**oten.so

o o4’ssa.l~sn’’or.msiciagvo1/a510dl.=$7-r’a=4en la

* - “ka ¿f=rv”ox - ~t=02=os=so= oovks* 01
43fr440n ‘st s*¿taxd>dasenla

0’ 7>41704’ ¿2 >/4=1044 7 \//44=~5$1 i9’I3~ Euaavs y Rankeri, 1975a;
1”. - a - “ - 1 7 4? ¡‘(=7> 4?: V14e<=4?>e<71044?-00=£4-noort y ‘r’oIed-s (1975)

el idí’ros’í,¿o7=174?”’ - (4 - ( 544<44 <iflV4?0=a1 en lugar de ¡ne4I

10=10?. =. os’ /4=0!05411<4)) *0=)<19’7*0> ‘asi~*ere que el t=érrino

o ‘.7 a-a rs A *ssás aluad p ¿os dea,críbir la

1=104=054 :‘7741=/4=1o>:’ (no’ a¡asepar&c*=ndebagraisa

4=504*05 <tI ‘01 t=157

501=1541’10A ‘<>5 nipa 75>. haden’aostradoen

“rs .. ni 0=5 -¿e e (att> descrm í. de la e’atabilidad
- 50 ‘ale - ctáox naos’ nsyrooka ra’aae¿nulstficada

- itt 011$C5W l9Yh

4>544<05<4, =41.¿l4y=4=10i11=1’> ‘0 71010,40 ‘‘7(1 ‘=5 10(1110015551t<}¿as Ion

- - =5 10 e ‘liii” 1” 4 pn¿o cIASen, cuaudo se examina

16



4=4

‘1
>srISlt 7 .05701

el producto dosarante su preparación e~isren ¿nuch= c4kracteristkcas que lo
ap¿’OXlmat4? a la emulsión. In que permite a n4?uctlo-5 autC’rC7, urdizar essso

termino. Así, la grasa se di persa en torta fase heterogénca actao<4-a ~

durante la fase de picado y homo43ene¡¡,ac¡-ón do> Los componcrtnis

continua la subdivisión de la grasa en pequeña’ paflícula.. Con 1

microscopio electrónico se ha observado la e’<oostencoa /41 unos película

proteica interfacial (ÚunLwi~i DtQlcla 1dm) que se depc’aíta atrededo

del glóbulo graso (Borchel y col., 1967: “¡teno y Schm¡dt. [978; Iones

y Mandingo. 1982; Iones. [984: Gordon y Barfiur. 1990a; 199flt,

[991). llerrrsansson <~9~’~) indica que cuando sc licúa parto> do> Lot ra a.

durante la última fase de picado, puede ser emulskmada por la proteína
muscuLar. Por tanto, ero los productos cární ‘os pocado=1..el papel de la

e»itulsión reviste mayor importancia a medula tpao> loas celdas grasas ‘ae
rompen y 1-u grasa se funde (Giraré y col.. 1985>, ma nOtas que boa.s

partículas sólidas de grasa pueden wr estaholt¡sdosspor l<gazón física en

la matriz proteica <Smith, 1988a; 1988b)-

Wolf y Cowan (1975> sugieren que en los productos cárnicos

picados la adsorción o fijación de la grasa está implicada en la

formación y estabilización de las emulsiones-. Por tanto, la adsorción de

la grasa puede ser simplemente otro aspecto de la emulsión. Asunosnva.

Hermansson ([986) defiende una teoría internsedia entre la de

formación de una película proteica interfacial propia de una emulsión y

la de captura (laica de las gotas lipidicas en la matriz proteica; para este
investigador la estructura del producto cárnico dependerá del tipo de

grasa y de carne y de las condiciones de p-rocesaslo. Koolrnc y ‘<1

(19t9> tambián sostienen que deben tenerse pre.senre-s ambas teorias para

“7
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~s¡’j=l>szoarel 474?o>’c4)74?/44<05Y1/4~4 e-sabffi - 2 .471 ¿55 1.4=15 5*’at-tffiiS círfltoo’a picados.

133-3,- Factores que Lafluyen cii la capacidad emtalsionante y

en el poder tigointe de grasa de las proteínas

A--- Solubilidad

La sol” - aden us¿~np (-ret*v euhhrn*aciónde

azool’.í s(KLo 1 - l~ - (ir <y ~l. 1 fl;lte tela. 1989)

[e - y’:’ il>45->’ an nlañ :1= .> ¿o. ,c laproteina
de a<lu ce o 1501>’ - - y - - ny hi~ s=lka 1926) sí-ogieren

- ¡‘se 0=¿o ‘ao> • I~¿2 /4 >¿000404?/4(t0’>5 140054114100 capAs alrededor de

la. ‘. ‘aoos g - a. 9&>t >5’ 4105 71 5=4? - 50=1<¿401<17151 <0.4=4? Lo tare acuosay

e. .‘.‘ 1-a v*sssI’a=1050=4o43re400110 orl s:7a001>000444)407’»t4m’ass=o.A lgsníos autores
‘a¿s r 00 e ¡os ‘514= - >5/4100 1 oh’er 001=14=15115co¿s)ribuytfl a las

‘a w~. se a sso> >505, 10’51 ~4v rse y enlíyrono a La inserfase para

-o 4.000 - e. .s s r (u os 7 =1eti0=aces{Chchel y col.. 1989>-

Deo*so - - ‘=1aol(/4olú Ujta ‘t’ idas] os f~c¿edeínaproteín00Cs

E>. >5’ 1-41/451 0>5=> “ J<t he’o>yseoulsorbaenl4>

- rt’ - - 1-14yr la>5st04 La ‘as si. en la fase tu~5a se encuentra

ma - ema <i’rr l=a”071575= -4) =>.a la a tav¿4 4 s¿o¿pcrficial de las

- >5 (lCr. la, ¿2 :75 rgo, al no. a ores han indicado

so o-os 4 ata o> Se00’01YC1Mfl necesat’IamentC con las
np ema os roAs ‘roas (Smith y col,. 1973: Aoki y col,.

1 >14!> Xso>~ 01 , la so>iss=V aol ¿soesel paráanet>o mejor para predecir

-<>5 941 =4/Y:<=í’’=t
4=5 2/4ÁoC>5 lo, 04005>1,0 5’ 77 105 - 151 ‘01 0/41=1‘41044 tspcrtan los teoría

q (-a >5 ti ad os el parbMtr> mis ¿<IsIneo para predecir
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dichas propiedades (Shimada y Matsushita, 1980b; Li-Chan y col.. 1984:

1985: 1987). Li-Chan y col. (1984) indican que cuando la solubilidad de

la proteína es alta (>50%> la hidrofobicidad superficial es la principal

responsable de la capacidad emulsionante, mientras que a solubilidades

menores la cantidad de proteína soluble es el facror más influyente.

Con respecto a la capacidad de ligar grasa son varios los autores

que han indicado que existe una correlación negativa con la solubilidad

(‘l’orgensen y Toledo. 1977; Voutsiuas y Nakai, 1983). Una dc las

posibles razones del efecto adverso que la solubilidad alta ejerce en la

capacidad de ligar grasa de las proteínas es la conformación de las

proteínas solubles <principalmente la helicoidal) cuyos sitios de fijación

(cadenas laterales hidrófobas) no se encuentran disponibles est¿rica-
mente para interaccionar con las cadenas hidrocarbonadas del aceite.

Por otra parte, la presencia de grupos polares en exceso forma una

barrera alrededor de los grupos hidrófobos superficiales de las

proteínas, lo que limita el acceso del aceite a los mismos (Voutsinas y

Nakai, 1983).

B.- Concentración

La capacidad emulsionante de las proteínas varía inversamente

con su concentración (Swift y col., 1961; Tsai y col., 1972). Este

fenómeno se debe posiblemente a que al disminuir la cantidad de

proteína aumenta el grado de desdoblamiento de sus polip¿ptidos, lo que

durante la emulsión favorece las interacciones hidrófobas de las cadenas

peptídicas con las gotas lipidicas (Kinsella, 1976; Borderfas y col.,

19
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1985). Todo ello se traduce en una mayor disponibilidad de las

moléculas para actuar como interfase de la emulsión. No obstante, el

efecto de la concentración proteica en el poder emulsionante depende

del tipo de proteína. En el caso de las proteínas musculares Tsai y col.

(1972)observaron que a concentraCioneS altas tales proteínas presentan

capacidades de emulsión semejantes

Tsutsui y col- (1986) clasificaron a las proteínas en dos gn,pos

de acuerdo con la influencia que su concentración ejerce en la capacidad

de ligar grasa. En el primero, donde se incluyen las proteínas cárnicas,

la capacidad de ligar grasa aumenta linealmente al hacerlo la

concentración proteica; en el segundo grupo (fl.lactoglobulina,

ovoalbúminal, a un incremento inicial de la capacidad de ligar grasa al

aumentar La concentración, le sigue una disminución manifiesta.

Co pH

El pu del medio tambi¿n afecta a las capacidades emulsionante y
dc ligar grau de la-s proteínas. Cerca del pl-! que corresponde a su punto

isoelécreico las proteínas presentan una carga neta de cero, por lo que

disnxinuye su aputud para la formación de emulsiones. Por otra pane,
en e- te estado Las proteínas, al no estar cargadas, no contribuyen a la
estabilinción electrostática de las paniculas. Además la proteína adopta

una confomosacién compacta y no tiene la suficiente elasticidad para

favorecer l~ emulsión (Hordedas y Montero, 1988; Cheftel y col.,

19891, La capsactdad de ligar grasa de las proteínas musculares también

es menor a pHs cercanos a los del punw isoel¿ctrico (Li-Chan y col..
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1985>. A pFls alejados de los del punto isocléctrico la molécula está

cargada eléctricamente por lo que se favorecen las fuerzas de repulsión
electrostática, se evita la coalescencia de las gotas y la emulsión se
esíabiliza. Esto ocurre con las proteínas miofibrilares, sin embargo, las
propiedades óptimas de la gelatina y de las proteínas de la clara de
suevo tienen lugar al pH que corresponde a su punto isoeléctrico,

porque a este pH se favorecen las interacciones hidrofóbas, lo que las
hace aptas para favorecer la emulsión (Cheñel y col., 1989).

Entre el pH y la concentración salina hay una relación crítica

(Swift y col,, 1961; Swift y Sulzbacher, 1963). Los aniones favorecen el
desdoblamiento de las moléculas, incrementándose así el Úrea efectiva
que constituye la membrana de la interfase (Borderias y Montero.

1988). Como el efecto del pl’l depende de las interacciones electros-

táticas, tales efectos deberían ser menos pronunciados al aumentar la

fuerza iónica (l-lalling, 1981>.

D.- Fuerza lónica

A las concentraciones salinas que se utilizan en los productos

cárnicos (entre 0,5 y 1 M) se favorece la capacidad emulsionante de las

proteínas ya que gracias al efecto illijngin las proteínas se solubilizan y
aumenta su desdoblamiento y por lo tanto su capacidad de formar la
interfase. A concentraciones mayores, las sales compiten por el agua
con más efectividad que las proteínas (desalado o ~jfln~ mal) por lo que

pierden solubilidad y. en consecuencia, disminuye la capacidad
emulsionante (Cheftel y col., 1989).
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La capacidad de ligar grasa es más alta a fuerzas iónicas
intermedias, disminuyendo a concentraciones mayores (Tsutsui y col.,

1986>.

E.- Picado

La estabilidad de los productos cárnicos frente al calor depende.

en gran medida. de las condiciones del picado (velocidad, tiempo,

temperatura) (Evans y Ráen, 19ISb).

En los productos cárnicos con grasa de cerdo y vacuno se
utilizan t mperaíuras dc 16 a IVC- A temperaturas mayores de 180C el

istema pisorde rápidamente su capacidad de ligar grasa (Acton y col.,
1983) y a =Ú,31’Ccotnk*uan a obsservarse con cierta frecuencia signos

de tnestab¿hdad (lfernotnsson. 1986).

[Y Grasa

Plimpion y col. <1972> indican que el tipo de grasa no afecta a la
e 00ab¿Iutad de la emulsión cuando este componente se encuentra a baja

cóntenírací n, sin embargo, a concentraciones altas, las grasas con

puntos de fusión altos producen emulsiones más estables y son más
rk¿lmenre l¿gadas por la proteína que aquéllas con puntos de fusión

ba}oos. rndependkntemeníe de la temperatura que se alcance durante la
emulsión (Sw>ft y col.. 1968>.
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(3.- Temperatura

Cuando las proteínas se desnaturalizan por el calor se hacen
‘superficialmente’ más activas (Srainsby, 1986); al desplegarse sus
moléculas, los restos hidrófobos quedan expuestos en la superficie y la
proteina se torna más anfifilica y capaz de orientarse en la interfase

agua-grasa (Morr,1979>. Varios investigadores han demostrado que la
desnaturalización limitada, sin acompañamiento de coagulación,
aumenta la capacidad emulsionante y el poder de ligar grasa de las
proteínas <Kato y col., 1981; Li•Cliars y col., 1985). No obstante. el
efecto del calentamiento sobre estas propiedades depende, en gran
medida. del tipo de proteína (Voutsinas y col., 1983a>.

L4- RELACION ESTRUC’l’URA-EUNCIONALIDAD DE LA

PROTEINA

Como nos enseña la Bioquímica, en la estructura de una proteína
existen cuatro niveles identificables que se definen corno estructura

primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria. La estructura primaria
corresponde a la secuencia aminoacídica; la estructura secundaria se

refiere a las conformaciones locales de los segmentos polipeptfdicos

(hélice-a, hoja plegada-~3 y desorden estadístico o rAndQtfl~Qll); la

estructura terciaria concierne a la organización tridimensional de la

cadena polipeptídica y la estructura cuaternaria es el resultado de
asociaciones no covalentes de unidades proteicas. Las fuerzas implicadas

en mantener la estructura proteica son los enlaces covalentes (enlaces
peptídicos y enlaces disulfuro) y las interacciones no covalentes
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tm¶o>raccíones hidrofóbicas. iníeracciones electrostáticas, fuerzas de Van
lee Waals y enlaces de hidrógeno>. Para que una molécula proteica sea
¿ernsod¿nlmncamente estable, debe asumir una configuración que
conlleve la menor cantidad de energía libre necesaria. Cualquier

olto>ración que provoque incluso una pequeña disminución en la energía
libre, afecta profundamente a la estabilidad estructural y consecuen.
to>mente a las propiedades funcionales de las proteínas. Para comprender

Li caniNos de estructura y funcionalidad es necesario ener en cuenta la
<tsr’ bílidad termodíntmica de las proteínas, la naturaleza de las fuerzas

rnplscad-as y u contribución relativa a la estabilidad proteica.

La principal fuerza responsable del plegamiento y nanteni-
í*ío>ntv de la e trut-tura proteica es la interacción hidrofóbíca entre los
resides s amíneacidicos rio polares (Tanford, 1973>. Esta interacción

actúa como la tuerta que conduce al plegamiento cíe la cadena

p’o’aktpepttd* a’ Durante este proceso, la mt)l¿cula orienta sus aminoácidos

tal manera que ka mayoría de las cadenas laterales apelares están

‘a¿nudai en el interior y los gnipos polares están expuestos hacia el

exterior.

La sectoenc¿a aminúacldka no confiere directamente a la proteína
* feeñoaaltdad,sin embargo, en último extremo viene determinada

por dictas ncumcta, ya que de ella depende la conformación nativa o el
entado de plegamiento do la md¿mlt

Se hom ds. osrrolla=dovarias métodos para predecir la estructura

aEwadsaria de los pSipéptisdee a partir de Ii secuencia aminoacidica
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(Arifisen y Seheraga. 1975; Chou y Pasman. 1978). Se basan es’ el
análisis estadístico de la probabilidad de que los aminoácidos se

organicen en estructuras helice-a, hoja plegada-¡3 o £nmtQm. £nhl
(desorden estadístico) en proteínas cuya estructura cristalográfica se
conoce. A partir de estos análisis se han obtenido parámetros
estad Isticos de probabilidad para un aminoácido determinado; utilizando
estos parámetros es posible predecir si un aminoácido va a constituir
una u otra estructura- De este modo, a partir de su secuencia

amiísoacídica. podríamos predecir la estructura secundaria de una

proteína aunque no se disponga de su estructura cristalográfica.

No obstante, la estructura terciaria es la verdaderamente
ituportante ya que la organización tridimensional de la protefr¡a le
imparte determinadas propiedades físico-químicas y es responsable de
las propiedades funcionales. La formación de la estructura tridinien-
siotial es el efecto neto de varias interacciones atractivas y repulsivas en

cl interior de la molécula proteica y de la interacción de la proteína con

el solvente. Sin embargo, la interacción hidrofóbica entre los residuos
atninoacidicos no polares constituye la principal fuerza responsable del

mantenimiento de la estructura proteica (Tanford. 1973).

La funcionalidad proteica constituye la expresión dc las

propiedades fisico-quimicas de las proteínas a medida que se modifican
por las condiciones del entorno. Estas propiedades fisico.qufmicas

derivan de su composición y secuencia atninoacidica, así como de su
estructura secundaria, terciaria y cuaternaria (Pour-EI, 1981). Las
propiedades físico-químicas incluyen carga de superficie. contenido de
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Los atributos funcionales de las proteínas alimentarias son
manifestaciones de dos inipo rtantes propiedades moleculares: la.s
hidrodinátflicas y las superficiales. Mientras las propiedades funcionales

corno viscosidad. gelificación. etc. son manifestaciones de las propie-
dudes hidrodinámicas, las propiedades funcionales como formación de

espuma. capacidad ernulsionante. capacidad de ligar grasa, etc- son
manifestaciones de las propiedades superficiales- las propiedades
hidrodinámicas dependen en gran medida de la forma y tamaño de la

mol¿cula, mientras que las propiedades superficiales están tiás influidas

por la composición/distribución aminoacídica y la flexibilidad
molecular (Damodaran, 1989).

La mayor dificultad para el estudio dc la funcionalidad de las

proteínas es el que actualmente no se puede predecir cónso afectará un

cambio estructural de la molécula en una determinada propiedad

funcional.

Para poder predecir la funcionalidad de las proteínas en los
sistemas alimentarios sería imprescindible conocer las propiedades

flsico-qufmicas de las moléculas proteicas y las modificaciones que los
factores del entorno y las condiciones de procesamiento ejercen en ellas.

Para ello es necesario utilizar sistemas experimentales modelo en los
que pueda determinarse objetivamente el comportamiento de las
proteínas. Posteriormente, los análisis estadísticos de los resultados
obtenidos, realizados sistemáticamente, permitirían predecir el

comportamiento dc las pro¡eíí1~¶s bujo diferentes condiciones.
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15 DFSNXTLR411Z=WION, ESTRIJUTURA Y FuNdo.
SATIDAD PROTEiCA

(‘0=1>1,00.s raovu de predecir o modsñcar el comportamiento de

s4>r5 i044141100407414014t 41>04> ¡a neors,=d:sdde rstalíaarrosochaspruebasdo> Laboratorio
041005=1 04 ‘art /4174? alto coste 5475 gran consumo de tiempo, varios

11041r~sss>5í.adss.pos¡545>5 =r>sersn-dijrso-loacsessarlas alteraciones que se producen
10044 145 ?011.7544?Q4l01ra t=1=14Ci0c10li17<a co4?=101.ecsienciade agentes desnaturalizantes),

.0044? 15=1-4 eks:t=-s=s44=1404d’ooli-n al-teraeMnes conllevan en la funcionalidad

t’Naka-í, ~914’t- Vneswsas y cú~ , 1914k’, 1983b: Nakai y col., 1986;
05 (‘haí-> >5 c>:í’l - 1>440>

1: >7ta04510504755>=1 érrnsco constituye una etapa primordial en la

~=14101=104’1005(-dt5’54?fl10110/4 05. 05=4057t05‘>5 ) 10 ~7i’4?>5if4?005 05. siendo la desnaturalización
p041004104)sva rl ¡1710151050405 >41044% rs oria e c,día por cl calor en un sistema
“105005104=1.1==,>

4045oS ‘so> m - cern - >5>5>10 en mod.ficac,ones estructurales
414? =01044 12101004?010401010=04?’504400=Á~ =s.t rac e 55t5 propiedades funcionales
4 ‘05’=44144>10140440005 /4:4=1-4 - 1 >4’43k=.A skt ‘cd 19141>.

~I esr4~e de Ice e ‘15=05> de la demannlúaeión total o parcial en4a ~>r401c~í4?’001i1> sI le U’ pr te osos tiesse gran importancu para sus

‘040:15105’=1. 05=1405=10400=- esde ,. tosslsdad en el conocimiento de las
40 >411 - 4?051=04A >5 5/443 lA ¡abs ¡alad y estabilidad de las proteínas

ose 54010550100

o--=1”4=1 14: ==>=o’t>sooc¿o&t”yju’Cu>15>5gDUO uOtitIcrenIe

405 , - ~o<>~l~ ut&~ Así, bi’6log~ y químicos
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consideran este fenómeno como “algo que tiene que evitarse” debido a

que origina una alteración de las propiedades físico-químicas.
particularmente pérdida de la solubilidad, considerada como propiedad

crítica que gobierna el comportamiento funcional de las proteínas
alimentarias- Sin embargo. tos tecnólogos de los alimentos admiten la

desnaturalización como una etapa integrante del proceso de preparación

de algunos alimentos, entre ellos muchos productos cárnicos, e incluso
algunos investigadores han sugerido que una cierta desnaturalización
mejora la ftíncionulidad, señalando que una solubilidad alta no es el
único criterio que dicta la funcionalidad proteica (Li-Chan y ccl., 1984;
¡985; Kato y col.,1989; 1990a; 1990b; Parris y col., 1991).

La desnaturalización puede ser reversible o irreversible. La
desnaturalización irreversible se debe a las asociaciones entre las
moléculas desnaturalizadas, alteraciones en el replegamiento y

modificaciones de los aminoácidos (Ahera y Klibanor, 1985). En el
caso de las proteínas alimentarias la desnaturalización se considera

generalmente irreversible (Kinsella, 1976>.

Los aspectos cinéticos y termodinárnicos de la desnaturalización

proteica han constituido un área de investigación activa: entre las

revisiones más importantes a este respecto se encuentran las de

Kauzmann (1959). Tanford (1968: 1970>, Privalov (1979; 1982> y

Kitara y Sharkasi (¡986).

Siempre ha existido una cierta controversia en torno a la

definición de desnaturalización. Kauzmann (1959> define la desnatura-
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l>t- 4057> “04’ >05/4041 P o>~ <o SÉcioefl ¡a de procesos> en el que se ditera la

10(- a icn esp- i 5 de la. caden.- polipeptidicas que constituyen la~
3d alaí pnsetsOá’¿. qu pas a de la estru ‘tora típica do> la proteina

441’ s’a asonad soi 40 md de ordenada. Esta delinición sugiere quela
s 54/4/4 atsnco rs es un pro e o í ‘ts o o lottía . sino un proceso

~=140t; 10) en el sI-se>. 500:3 ‘reas doS It m.:il&ula de proteína cambian a

‘~7 a fe, 01 5 (Paul y P ínter. 1972). l..a desnaturalizac¡ón es.
pse tan o, un pr e, o “cca’>y.eratívo extre,nada• mente complejo

e: - un>=otalos silos - s :é=lspueden rornperse después de haberse roso

se ) y puede c uoleraese como un fenómeno con nionserosos pasos
SI, SSS .‘d)t )i4? (ñe me eflanem. 1 entre el estado nativo y el estasIs>
rat Lan. nu,e esnas ir, litado. Ests “microestados” estructurales

rmw’laoa c re md a a L -s bversu foses de destrucción de la
4?.s0544 o sc pro ~ay, en medio a :s AO, a las distintas dístnt,uci mes

- sss .1- st a su es> las prote’trsoss (Cheftel y col., 191<9>. Tssriford

it -‘ IX <1> sta] ad la ¿efua le Kauzrnann (1959; señalando
- no dssba ni nr una alaeractón de la estructura primaria La

.571 IStOL >244=0 e It isatis, da este investigador, a un proceso

4004=1=11s’wsc de ca as e rs> szseral s do> la proteina nativa que implican a
- - = 0001544? rs. te’Mci r4a y tuatetnah a; en esto.s cambios, las

tole >501 - ¿o> .s eniaen losdisógeno, ¿st las interacciones bidrofóbicas

de Itan e es nessere¡, durante la transición al estado de

>5 u a¾za>< <Aaglewer y Mnsgn=mery,1916)- En definitiva, el

‘ea-o de de - salíra ~&nimplica una alteración de la estructura

sede do> la pr ¡aa=ay nos naalificactn de su confcnnación (a nivel

-¡=41’ 510’> 10- =0 ‘> .-:=:o’ u. t r - aria cuaternaria), que mío va

- de la ruptura da lis enlaces pepúdicos implicados en la
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estructura primaria (Cheftel y col., 1989). Este cambio de confortan-

chin proteica puede representarse como una transición desde una

estnjctnrfl nativa (plegada) a una estructura desnaturahnda <desplegada

desordenada) (Foegeding, l988a). Sin embargo, un aumento cii el nivel
de estructura también debe considerarse como una forma de
desnaturalización. Algunas proteínas ya estAn en su forma natural
des-plegadas (monómeros de algunas caseínas> lo que explica su

estabilidad frente a determinados agentes desnatural¡ antes como el
calor (Cheftel y col.. 1959).

1.5.1.- ¡‘urómetros ITsico-qufn¡icos utilizados para predecir la
funclonalídad <le las proteínas

Dada la relación estructura-función de las proteínas alimentarin.
diversos investigadores (Kato y coL. 1981; Voutsinas y col~, 19&3a;
19831,; Li-Chan y col., 1984, 1985> han utilizado las alíeracione.s que se

producen en fas propiedades <falco-químicas de estas moMcu[as a
consecuencia de distintos tratamientos desnaturalizaníes (calor, etc> para

pronosticar las variaciones de funcionalidad proteica.. La introducción
de parámetros físico-químicos, como la hidrofobicidad y grupos -SH, en
las ecuaciones de predicción de las propiedades funcionales de las
proteínas mejora su precisión. como ya han demostrado varios autoros
en distintas proteínas (Vou¡sirtas y col., 1983b: 1-Iayakawa y Naka~.

1985b; LI•Chan y col., [985;[987;Wagner y MIau. 1990>.
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N o==1eriYa/4=141or5-y 4?sl¡0l=4410=1r=ZShoto> resallado la importancia de

>040=141%11043057ra74.44? (-ddro4’stss:,dad- cosspi-41U40414¿051t10cois otros p rAnsetros
t’445455/4=‘054.t4?0401110/4104. 111007:4? ex$0’sOoLr ¡104=1.500phlfOo>dadCSfuncion-ales do> la -

1=14?’/4101o>001,a-s apa<=sloosl704014?t%>4)’7101fl1e do> ligar grasa, capacidad
=o-0443=1/455.410410544107-o~wa/4/4-=I01d43104415100040550. e-sc. la 10 ierrnutaciónde la bidrofo-
li-st sdos=¡1 41- >:04?41’0505?7t04 at> en nono> 05055:541=00>15=1 SrIA> =10del prnn4 tico de la
k=1741~=gí>los4is(-ot=i¡7~1704kC00 {N04.kA.4?. l~=1fl=I-la-v=áaway Náai, 1985a: 19Mb;

Ios43ss> oí•s. VYMs. UCtoan col - [9443>51=Wagner y Aflon, 191)0V

1.-sss p>’ss=1’wors-:=sSesnsrsI>s~s ¡císco>m-swta’ía la hidmfobitidoti proteicn
=14)-404-fk4)l.-1tn 45 4>54 4s4~cs4liio4stsísct=4cal-juiada c:osno la suma dc la.s
[41=4?sd=1>5o4305NÑ10ssl=1sdo>sdo> 4-as 4:-0141o>nas laso>rodes do> aminodcidcs (Tanford,
1>443.4, 01 i=o>’s05¡, í~437~ Sr-a o>r=14-4Yaqi3, e-ISA valores ramnente presen-

1054 - -- - 005=14) 05 4?>5l 4 4? sta propfrda4=esfuncionales de las

~ ~, 45 0500 - -st’ >1 wfobicidadtotalynoladeltts
- Mro an í>5’< s=astnres>’ ase La superficie proteica. que

-r . - nroigsk 7 an en la fionciomalidad de la proteína-

cd y.. a =510= - la y.nnúaa los residuos no polares
sc. - 1 aa .-r ‘ la ;sa a para u> .¡ sur el contacto con el agua.
045>5>5>10. tos kas> o - ‘nos - sises ocupaca lis superficie proteica e
7 - - ‘a - ‘- el saa (Anfisen y 5-cheraga. [915).

o .-.-> ext.-’ 4 re . rio pelares aparece en la superficie
$4’=p1t1.’,) 1001 4%ílt4? 104=04 ¡155-704-h045 441050437/44.fÓ.0410 >. {Sth41ilAC > ,Chi4’¡’o>=cr.

>5 9 10 ; , So 4 ~fl>. Esta 4:obs=1Al43ait’fr .4 sfr snperflde o efecf¿va
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í:oe-ne un ámportante papel en muchas propiedades funcionale-; (Kell.a y

crol.- 19X6) ya que los grupos hidrófobos que se encuentran en la
superficie de la molécula intervienen en fenómenos de tensión
~t rfác¡al que explican muchas propiedades funcionales de las proteínas
<KeshavdrL y Nakai. 1979>- La bidrofobicidad de superficie o efectiva

cuaatituye una medida cuantitativa de los grupos hidrófobos que se fijais
al mato>rial hpidico.

Rato y Nakai <19801 demostraron la edstencia. en diversas

rojeinas at¡me-ntarias. de correlaciones altamente significativas entre
c >5 pacidad cínulsionante. tensión interfacial e hid>’ofohicidad de
superficie. Sun resultados indican que cuanto tuis hidrófoba es una

roteina. rríenor es stt tensión interfacial y mayor su actividad emul-
sonante; es decir, las proteínas más hidrófobas orientan más ficilmerne

‘su grupos no polares hacia la fase grasa interaccionando nts rápi-

dansente con ella, Nalcai y col.. (1980> también encontraron buenas
correlaciones entre hidrofobicidad y capacidad emulsionante de diversas
proteínas vegetales, destacando la importancia de su hidrofobicidad al

utilizarlas como emulsionantes, Vou:sinas y Nakai ([983> sugirieron
que la hidrofobicidad juega un papel importante en la capacidad de ligar
grasa y constataron una gran correlación entre ambos parámetros en

mucha.s proteínas alimentarias: dc acuerdo con Wa!l (1979) los lípidos
tse ligan a las proteínas principalmente mediante interacciones hidrofó-

bicas. Varios investigadores utilizan la hidrofobicidad coma variable
para predecir la capacidad espumante de diversas proteinas de los
alimcntos (llor-iuchi y col., 1978: Townsend y Nakai, 1983).
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Ifs¡yakawa ~ Nak’ (19)[5a) sugieren una subclas¡ficación de
Soídro[otsacsdasl de su ificre o efectiva en aI4?fAtIca y aromática, según la
>:-ssasr>tsac>&w a la mí ma lo residuos alifátícos o arornitico-s.

r4M-f5e101r400l=1540415te, Esyo-> asosotes defienden la existencia de distintos sitios
do> fi~actÚe a la pro la según la diferente estructura alifitica u
d~t1CA 4to> ¡as> l>gandcí=tistilsn • para determinar la hidrofobicidad,

e- os’ la do>aaanssralízacíón de las proteínas no es deseable

slehsIo a >44054) s-oallo>va u- It e-’ ci a de las propiedades físico--qufmicas,
gotk-sstan=íssenao>ssnt ,- .05 de [a solubilidad y. en consecuencia,
de [0045pi’opss’s~Á-ate-s fos sonale Sin embargo, la desnaíuz’a.lizaci6n
[1=45-7/4/4051.5l4)e-041~’704 4>50454 no e ~som ~—de o~agulación, iv etra cierras
‘0 05 =1 Vos, ‘w-s=1 1= 4 1 s proseiíans. e pecialmente las de

5 044704510 - - It =1 tva 1. sae a medida que la dc naturalización
>540.43 7 e-St ala It refsabi’idad efectiva. Esto se debe

a =7015” >o>~o> ~-o10>en el interior de la molécula proteica
l~ 131 c te’sss[ do del despleprnienío van apare-

10 ‘=1’t =sa~ =n a sfroemlecutaclaprescfrsasetsacernás

a sse o a an mayeo> taU ¡alad en la iessaerfase apa-grasa
Mv 15=lfl~J,A - - re pecan nasa vanos los autores que han estudiado

-t sas pr ssee en la bldsofobicidaaj efectiva corno
0447> 4100010 01fl00/410no55501554,así cms sa cxornlacién con ciertas

- 5 f==stsssates>. Nr e~emy4o, ~0timaday Matsushita (1980&;
1fl4> e4aiS ‘ron sse el ssanwn’ sa de loa termoc agulactón proteica

en~r~es istetrefóbicas.

K005=1100yc4 <it31> s ‘‘ que las - ‘ - s emnlstonanvoas
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s’ la 11sa-macíórí de espuma de la ovoalbúmina y lisozima mejoraban con
la í’3dsnaturali¡ación por calor. observindose una correlación alta con el
asstTso>n[o de 141 hidrofobícídad superficial o efectiva, así como con la
disminución <lo> la ten-sión superficial. Dichos investigadore-s señalan que

ial incremento se aprecía siempre qsae no haya coagulación ni calda
ss~n.ífl-c4ltív» de la solubilidad durante el tratamiento térmico.

Vouísirnis y col. (1 983a> experimentando con proteínas desnatu-

>-40011145d005 por el calor, estudiaron las relaciones de la hidrofobicidad de
superficie con la capacidad de ligar grasa. con el poder emulsionar>te y

cori 1-a capacidad de estabilizar la emulsión, observando un-a correlación
alía. Fin este caso, al considerar conjuntamente hidrofobícidad y

se-sl&bslidad aumentaban los índices de correlación.

Estos mismos investigadores (Vouísinas y coL. ¡983W estable-

cíeror> correlaciones significativas entre las propiedades gelificantes de
las proteínas y la hidrofobicídad determinada cuando las proteínas se
encuentran desplegadas así como con el contenido de grupos sulfluidrilo.-
Las proteínas se despliegan al tratarlas por el calor y muestran en la

superficie los residuos hidrofóbicos localizados en el interior de la

molécula (Kato y Nakai, ¡980: Kaío y coL. 1983). Por tanto, es
razonable que la bidrofobicidad determinada en la molécula desplegada

muestre mejores correlaciones que la hidrofobicidad de superficie de la

proteína nativa.

Bonoini y col. (1988> evaluaron la desn-atura1izac~ón ptsr calor
de las proteínas del suero de la leche determinando su hidrofobicidad de-
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‘~ ert’/4o71 y >=1rt’ll5vQt1t4que otícho par-mete-’> es realmente sigtiificate-vo

gasta caFoilar tas m< 4 05 ‘OVIl 50= colifOnThI íonales de las proteínas
kd/4t4)aS >077=11051=4>500>51>00 1-4>5451010 1-ataSe- 4? té7rssí 0.

t.4?’C01411010541 col. <[9434: 19-15; 194373 tnsika¿n han usudia-do las
r?[a10:10441710=50 s de dfllSa.t10r=144?i4)cs4?SI-105177I102tUr00-filfl<lóndo> la proteínas
/40047=15 >5

¡ Sl]- - (¿rapes ulflddrile (-Sil)

Los ge-sopon ,ssl sdn o (-Sil> y pse-entes disulfuro <SS) son
siso =-is’trarssespara ma>. ssno> lis st isa a de Las proteínas nativas (Saxen

W zFassfeí’, 1 970-y mW ‘yeod s> ¡fi tivoimesile en las propiedades

10’04’’o -ta 00 ss~. <[es’ al meatos, así como en la calu’I-d
5510g0101 dr la us rus := e->’ <roLlan un me-portante papel en la

- an se- ¿sos ve-e-enante rígidas corno los geles (Shimada

(.1, 1 3. T e-o e-atta [mp ‘astas ea la contracción rsxuacular
11104> tas e-a 1 t a de &saaaturalisación de las proteínas

- >5 e les <4?. ¿o> qíagación de la utiosina (Buttkus,

[fi. Lean ~‘ sta ea pse-a -Sil y patentes SS de las proteínas
-sss - noeI rylawxsuradelosprodsacloa

4 y 1965k Por otro lado. Canioní y Caltaneo
qsaela naneiado greta cantidades de grupm -SE

en a aL- [a la foansadóse- de N->ñtrosaininas en el

4)41504430554 ~, >00 a e resÉrátes y grupos .SH en las
<~s4- ssnc - 1 plí se~ . ~‘ ~usnes 1O.(XYi u’ces más rápida qe-so> la

‘“0451 05510>1 =75 -
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1)-ni y col. (1989) han estudiado la relación entre grupos -51-1 y
algunas propiedades funcionales, como la formación de espuma de la

uvoalbútflifla, principal compon-ente proteico del huevo. La ovoalbú-
ruina es tina fosfoglicoproteina con una cadena peptídica: cada molécula

contiene un puente SS y cuatro grupos -SH situados en las regiones

hidrofóbicas. Debido a la simplicidad de su estructura es una proteína

muy adecuada para estudiar las relaciones entre grupos -SF1 y
funcionalidad. Las soluciones de ovoalhiimina forman espumas estables.

para lo que se necesita un cieno cambio conformacional en la molécula.
de tal modo que algunos grupos -Sil se vuelven reactivos y forman

puentes SS internioleculares, aunque también intervienen interacciones

no covalentes como las hidrofóbicas, Durante la formación de espuma

las moléculas se desnaturalizan e interaccionan entre sí estabilizando la

espuma (Kitabatake y col.. 1982: Kitabatake y Doi, 1987).

La formación de puentes SS en las proteínas ocurre por

oxidación de los grupos ~Si1oporteacciones de intercambio SH-SS. Así
se demostró durante el calentamiento de las protefnas de soja <Wo]f,

1970: Yarsiagishi y col., 1984: Utsumi y Kinsella, 1985a: 19851,; Mori y

col., 1986; Sliimada y Cheitel. 1988), dcl suero le-leteo <Li-Chan, 1983).

del huevo (Beveridge y ArutíjeId, 1919; Shímada y Matsushita, 1980a),

del pescado (lloh y col., 1979a; 1979b; l980a; [980b:Opstvedt y col.,
1984: .liang y col., 1986; Synowiecki y Sikorski, 1988) y de la carne

(Hanim y Hofmann, 1965: Synowiecki y Shahidi, 1991). Sin embargo,

la mayorl a de estos estudios se llevaron a cabo con soluciones muy

diluidas de proteína, siendo escaso el conocimiento que se posee acerca

de los cambios de los grupos -SN y puentes SS cuando el calentamiento
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so> ekcrsoa ctOnct4?itr>C4?Oi1>4).5 que dan lugar a la getíficación de la

prrot04nOa

rí cóntersido de grupos -SM en los geles de proteína se ha
s¶04t1057U14?4’I*d4~ en las prose4n concentradas del suero de la leche

(~zversdge y col., 19 4> y en la ovoalbúmina <Hayakawa y Nakai.
-410$b> Estros sube-es han ob ervado una correlación entre el

FOISÁ’e10440404105 en l-a líe-e-roe a del gel y la disminución de los grupos -511

/441=>—e-1erossshotakst It - arta roto térmico. Tales resultados sugieren e-jsoss

[tospe-oefloaSS s forman durante la gelificación por oxidación de los
ge-ss ~s ~.H - p~sr 1 soccíde de las reacciones de intercambio 31-1-SS,
>ssflíy*4)r>4o rí-oaos,hs en ¡44? estructura reticular del gel y en su tuerza
r770410:a551c41, Vórotirro’ s y cd (lfl3b) encontraron en varia proteirsas

gh,t10114074)4-05974) U 1 ra 1 el esí ha significa’tivarrtente correlacionada
‘~4? 1 -ue ro =1>=,se-al —rupos -SE y con la hidrofobicidad. [‘creí
a rs e- - He - (l9t~2) u íerc que no hay correlación entre el

>5: s. ‘n grupos -Sil y la capacidad de gelificación de la

- ka se-sa [a a¡tsómrna del suero y de la 31-lactoglobulina.~ Esta

t ‘>5 poosíbk.nesste refleja diferencias en la re&tlvidad de los
E y ea 1 papeleos respectivos de los enlaces de hidrógeno,

e -sons e - áticas, enlaces SS e interacciones hidro(ótñca.s en

la’ nc 0-súfrsl munprotesms(ShixnadayMatsusbita. 198Gb>.

ada y Chefael <1968) también estudiaron los cambios de los
‘u ‘1-?> [aproteica de soja dsanaue el ealentamietto- Estos auto-

re’ aa e- sss> aososn una relación sáp ficativa entre la fln-stcza del gel y
ele- a ,= - ss-Sil y ctsyerosa que la firmen del gel conststuidú
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rtsr esra prísicina depende menos de la formación de enlaces SS. por
e->Údación de lo,. grupos -Sil, que dc otra; reacciones (interacciones
h~drofóbicaS. enlaces de hidrógeno. etc-). Estas reacciones pueden

aí4>rflflb¶arSe al hacerlo las temperaturas (basta 1 20
0C) posiblemente í~r

sois mayor desplegamietito de la proteina A temperaturas más altas

qj~() tienen lugar otras reacciones cuino rotura de puentes SS con

l.
04beracióri de 1-125, posible disociación en subuisidades y rotura de éstas

-n ceIripiiCStO1=de bajo peso molecular.

Recientemente. Margoshes <1990) ha puesto de manifiesto una

.qrasl correlación entre los nivele; de grupos -SIL de las proteínas de la

cl o de huevo y la fuerza del gel producido por calentamieritO.

lVtrnbién Long y Kinnella (1990’> señalaron la importancia de los

~~upú~-Sil en la gelificación de la protelísa sknca inducida por urea.

En el caso de las proteínas ciínicas, Li-Chan y col. <1985)
constaran la disminución de los grupos -SF1 conforme aumenta la

nperaíura y sugieren que para una correcta furiciorsalid-ad se necesita

un balance óptimo entre Isidrofobicidasí y grupos -Sl>.

LS.1¿3.- Antigenlcldacl

Kilara y Sharkasi (1986) consideran a la antigenicidad como una

propiedad química de la mnolAcula proteica. En la bibliografía consul-
tada, no hemos encontrado autores que introduzcan la antigenicidad

como variable para predecir la funcionalidad de las proteínas. Sin
44embargo, y dada la gran sensibilidad de las técnicas inmunolégicas
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parece evidente que la variación de la antigenicidad, a consecuencia del
tratamiento térmico, podría ser un parámetro importante a considerar

en la predicción de la variación de diversas propiedades funcionales de

las proteínas.

Los estudios llevados a cabo con proteínas consideradas como

moléculas anligénicas han dividido a los determinantes antig¿/IiCOS,

epftopes o sftiosdef¡jacidn del anticuerpo, es decir, a los fragmentos de

la molécula proteicn reconocibles por el anticuerpo especifico al que se
ligan, en dos categorías estructurales <Atassi y Smith, 1978; Benjamin y

col., 1984>: el determinante antigénico continuo o secuencial que
corresponde a un segmento de residuos aminoacidicos contiguos en la
cadena peptidica y el determinante antigénico discontinuo o

conforniacional que está constituido por residuos adyacentes en el
espacio, con respecto a la estructura molecular, pero distantes respecto

de su posición secuencial (Benjamin y col., 1984; Berzofsky, 1985>,

Estos determinantes antigénicos se identifican, entre otros

métodos, por los efectos que la modificación química de residuos

específicos ejerce en la actividad antigénica de la proteína, por el
aislamiento de fragmentos peptidicos con actividades antigénicas a partir

de las moléculas proteicas degradadas química o enzimáticamente y por
síntesis directa de péptidos inmunoltigicamente activos.

Diversos estudios de la estructura antigénica de la proteína han
demostrado que los anticuerpos producidos frente a las proteínas nativas

se acoplan principalmente a los determinantes antigenicos conforma-
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camales o d,sconrinuos. mienrr¿s que J<ss secuenciale.t o continuas - on de
menor relevancia (Otani y llonoso 1987). Los epíropes continuas Ii an
asunísmo el anticuerpo con mayor afinidad si presentan una
conformací n determinada (l3erzofsky y Schechrer. 1981; 1-lírayarna y
col-. 1985). Un este sentido. todos los determinantes anti~¿n.icos serían

conlorancionales. ya que la conformación tridimensional del lugar de
co>nb¡nación del anticuerpo. define la conformación anti ‘rica tuis

complementaria de si trismo (flertofsky y Schechter. ¡981. flenjasnín y
col.. 1984). Consecuentemente, entre las proteínas desnaturaliaadas y ls->
anticuerpos frente a estas mismas proteínas en su estructura ilativa, sólo
se observan pequeñas reacciones cruzadas (Oíani y Honaso. 1%?). tas
cadertas peptidicus’ desplqadas determinar> la formación de anticuerpoS
específicos frente a las mismas que. en la mayoría do> la> casos, vio

provocan reacciones cruzadas con la proteína nativa.

La pérdida de antigenicidad que sufren las proteínas con el
tratamiento térmico se asocia a los cambios estructurales de la molécula

proteica y. en consecuencia, a la desnaturalización. Por tanto, las
técnicas inmunológicas basadas en la reacción antígeno-anticuerpo
suporten un instrumento muy sensible para detectar cambios estructu-
rales de antígenos sometidos a distintos agentes desnaturalizantes.

La reacción aritfgeno-ariticuerpo se ha utilizado con éxito en

estudios de desnaturalización por el calor de diversas proteínas. En este
sentido, una técnica inmunoenzimdcica <ELISA indirecto) se utilizó para

d-ctcctar la :ínligeiíic;dad residual de las proteínas ¡Acteas sometidas a
tratamientos térmicos graduales (Kilshaw y col~. 1982; Heppell y col.,
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1984; FleppeI. ¡985) Raer > col. (1976) estudiaron la desnaturalización

t¿rmica de la d-lactalbslmina utilizando cl método de fijación de

complemento y Kaminogawa y col, (1989) evaluaron la desnatura-

lización por calor de la ~1.lactoglobulinautilizando anticuerpos

monoclonales. Lo y col- (1989) determinaron mediante electrofores>s la
intensidad del tratamiento térmico experimentado por la leche.

1>5ansbién se han desarrollado diversas pruebas ininunológicas
para estudiar el efecto del calor en las proteínas de soja y, en
consecuencia, su desnaturalización y p¿rdida de antigenicklad asociada a
los cambios conformacionates que implican la destrucción de su

estructura; por ejemplo. Catsimpootas y col- (1971) utilizaron con este

fin la inmunodifusión radial, la fijación del complemento y la

itimunoe-lectrofore.sis; lwabamchi y Shibasaki (1981) la inmunodifusión
radial; Hitchcock y col. (1981), (Iriffitlas y col. (198-4) y Mifek y

Glawischnig (1fl9) mediante la ¿cnica ELISA detectaron la presencia
de proteínas dc soja en productos cAmicos tratados por calor.

Varios ¡uvestigadores han demostrado que la ovoalbúmnina,

adicionada como coadyuvante de fabricación a cienos productos
alimenticios tratados por el calor. puede detectarse (Janssen y col-,

1937) y cuantificarse (Breton y col., 19g8) mediante técnicas
inrnunoMgicas. Asimismo. Varshney y Para! <1990) trabajando con
seta-a enlatadas a las que se hablan añadido pequeñas cantidades de

twn-alkavmisu. desarrollaron un test inmunoqulmico para deterniloar el

intervalo de tratamiento t¿rmico que el producto habla recibido.
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Varshrsey y col. 1991> evaluaron las diferencias entre les epítopeS de
las o~oalbúniiisas nativa y desnaturalizada por calor, mediante
anticuerpos ,nonoclonales; para determinar la temperatura de
c4deontnnienh. de esta proteína utilizaron la técnica del l1.ISA.

L.a técnica del lilISA también se ha utilizado en estudios de

desnaturalización térmica de proteínas cárnicas <Manz. ¡985). Sawaya y
col. (1990) la emplearon para detectar la presencia de bajas conicen-

traciorses de carne de cerdo en tas de vaca u oveja calentadas a las
«si mas temperallíras que las que se utilizais en la industria para tratar
térmwans-ente los productos círnicos procesados. Mifek y Glawisclung

1)9<)) tamhién la utilizaron para establecer las especies de donde

protede la canse en los productos cárnicos tratados por el calor. 1-leer y
GsyerL¡ch 1988) estudiarois la desnaturalización por el calor de la carne

de oveja mediante una técnica de precipitación en geles de agarosa.

44
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La10 prúpo>dad’M funcionales de tas prOl4)ífla--5 muaculatt.

- salos>’ -osítí Nca undicionan la cal dad de c ~cnos prodsocttvs
yrs-s10j}5- El rí-stlartíít4?tt:5 rs43rfli Co constituye u rl-a etapa prirnordial del

de tatíríca>24?4474? de tales productos y adernia el calor ocasínría la

<arralíaaci¿4-i de lis rot Aria,. la que rraduc - en alt .4? 5151 de
sus prripicdade’5 estas :níralc y. en con en ucía. furícis nata. Toda ello
ocaatíscl5dsticultad en la fonnulací so y faltos en la calidad del

E4?rQItsscto final.

pud rus predecir 1415 variat4?O44?5’.5 de la funcisrnatidad dc tas
¡447105444)trías musculares hidro-salino--iolubl.t5 cuando se someten a

i;at<’sfllatrstc’ tdrní-íco, se podría realizar la forrnut-4acbóas del prúdsícvo a
4tn=í:ar<17 u-lía forma ‘-<vis eracta, ross lo que se reducirían considera -
i*í.nersse el número y a>. de lo: ensayos necesarioS para 4 rnuuar

=ca brmn.ta ideA o >5 ,. podría prevenir la aparición de <a <tos

10toneaeabks cas el prsxiucto final-

Dada la relación esíructura.runcióri de las proteinas.
->5i 505:

L- Estudiar las variaciones que se producen. a consecuencia del
- usestio tsinnico aplicado, en diversas propiedades (‘1. o--quins-icas y

isa a de las proteínas cárnica-a hidro-salino-osolubkS. en concreto

en la hidrofobicidad aromática y alifática. en el contenido de grupos
- il ,ess la antigen-icidad y crí la capacidad de ligar grasa.

2-• Comprobar la posible relación entre el tratamiento iÑanico
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III. II. Ni \l>5ERIAI GENERAl. DE LABORATORIO

‘ft.s 1 di. dad tít cuosas e preparan-sn con agua destilada
de. u - 1 - destita ~<v~del agua se realíeó en un apar-ato Afo-i-2 y

uit - z4sc4?4?fl’ a c’ ha onectax lo la salida del agua destilada a
son silsí e ah ador Seta” a d R-WJ.

la. peseta ord4? ~ra a efectuaron en balanzas «iontsílato
“~ksso¡er’ riso l $ -It 1 y las de precisión en balanzas analíticas
S- sss >5 rsstA ~443y “Mí ron” mod 6620.

ten a~ustea y deternimacuí4?tC-5 de pH se llevaron a cabo con
ptfraitros “Be&snaw’>5 >5 Exrrndorn tic SS-2 y >5’Crison” mcd D¡git

sm-

La ¡ri~avaci - de 1- rasaestras de carne se realizó mediante el
asta de nasa pic-adcea ‘One sí. tas benz rneinciones se hicieron con
tus erisasrate de cnctssMa Sorvall mod- Onmimixer 17.0160 COrí un

ktaerasgeoeseizader “‘Kisuisíariea” asad- Polytron.

Pat-a tas centrtgacient se íatihzá itasa superceotulfuga ‘SowaW’
lIC-Ml ada de nfrigenci&s y equipada con rotores SS-34 y

“¼ 11~t
4 .>5< $1. ff’tiw’”’U 4?l1’t< rl10~1.s

4)1síñ~Át4u4iU¿11itM5IJ.5

st’ eMe si a nwesseuaí raM
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USA-

Los tratamientos térmicos se realizaron en baños de agua o de

glícerol provistos (le rermostatos “Braun” mod. Thennom¡x 1441 o
“Selecta mod. Tectron y un térmometro digital ‘Crison” mod. 620/3,
así como un baño termostatado Selecta” mcd. llnitronic Orbital

S.320-OR con agitación.

Las deterrninaciones espectrofotométricas se llevaron a cabo en

un espectrofotólfletrO ‘Kontron” mcd. Uvikon 820, registrándose los
resultados en una impresora t¿nnica mod. lJvikon LS-48 y en un
registrador mod. Uvikon 21.

Las medidas de fluorescencia se realizaron en un

espectrofluorímetro “II itachi nod. F-2000, provisto de impresora.

En los ensayos inniunoenzimáticos (ELISA>, se emplearon placas
de ELISA marca “Costar” niod. 3590 de 96 pocillos. La agitación de las
snistnas se realizó en un agitador marca “Wallac’ mod. 1296-001 y su

lectura en un lector de placas de ELISA ‘Titertek Multiskan’ mod.
Plus. Las incubaciones necesarias para el desarrolio de dichos ensayos se

efectuaron en una eswfa 1-leracus” mod. K13-500, termostatada a 3700.

Las muestras se conservaron en arcones de congelación
‘Kelvinator’ mod. AC-550 y ACK-i5, así como en frigoríficos

‘Kelvinator” AKR-20.
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111.1.3-- REACTIVOS

Los productos químicos utilizados en las experiencias que se

describen en este trabajo fueron de calidad ‘reactivo” y suministrados
por las siguientes firmas “Sigma”, “Merck”, “Pluka’, “Panreac” y

Probus’.

Para las técnicas mnmunológicas se emplearon productos
suministrados por “Sigma”. “Difco” y “Pliarmacia”.

[11,2.- METODOS

111.2.1.- PREPARACION DE LOS EXTRACTOS CARNICOS

La carne utilizada para nuestros ensayos procedía de la babilla,
integrada por los mdsculos de la región femoral anterior: Ms. recUas

fenwris, Ms. vastus nuediolis y Mx. venus lifleralis.

tina vez adquirida la carne en un comercio local, se trasladó
rApidamente al laboratorio en condiciones de refrigeración y se
procedió a disecar los mdsculos procurando eliminar al m~iximo los

tendones, aponeurosis y grasa.

La extracción de las proteínas musculares se realizó siguiendo el
procedimiento previamente descrito por van Eerd (1971> y tsiodilicado
por Li-Chan y col. (1984>.
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La carne se picó finamente en una picadora provista de placa
cuyos orificios tienen un diámetro aproximado de 0.5 cm. A
continuación 15 g de carne picada se homogeneizaron 30 segundos con

un triturador de cuchillas a 1320 gen 150 ml de un tatupón de pH 7.0

constituido por Na,l-1P04.12 ¡1,00,01 M, NaO 0.6 M y MgCI, 1 mM.

El homogeneizado se mantuvo en agitación constante una hora a
40( centrifugándose a continuación a lOflOO g durante 15 minutos a

una temperatura de 4
0C.

Se deseché el sedimento y el sobrenadante se filtré con papel de

filtro “Whatman n01”. Los filtrados de las ¡nuestras conten[an las
proteínas musculares hidro-salino-solubles que utilizamos

posteriormente en nuestros experimentos. Dichos filtrados se
mantuvieron en refrigeración hasta que se realizaron los ensayos
durante un periodo de tiempo no superior a 48 horas.

El contenido proteico de los extractos cárnicos se determiné con

la técnica de Folin-Ciocalteatt, de acuerdo con Lowry y col. (1951).
Como técnica alternativa para algunas muestras se utilizó el método del
biuret como lo describen Gomalí y col. (1949).

4-
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Hl.2-1- DETERMINACION DE LA PROTEíNA

llL22A-~ Ucnica de Folin-Clocalteau, según Lowry y

cal- ~l~5l>

Puada,sunp

Par-a la e-soannf4?ca u t proteínas Lowry y col. (1951>
soaíhzamrsnel maaz:two <la l:4<,lias -C¡ocalteau. empleado generalínente para
deuicra4 gní-poss fersíMi-crst.

Lira lacsoka se basa en ej desarrollo de color al poner en
- “10 p rizÁasaa con k reacttvos que se detallan mAs adelante. la

44) >5 cojee de%e a ja fosinación de azul de wolframio y azul
- ~oc’ ‘‘am--y de una combinación de reacciones:

1 - - acien de un cwsaplejo entre los enlaces peptídicos
4 1 rrsr ¡«>5 y 1 o*s~e en níeetio alcalino (reacción tipo biurett

2.- E - calas por ¡a íaroina y el triptófano de los ácidos
ir lfrárr o y f fontdíbdko. prineip-ales constituyentes del

‘>5 ‘ a

“1 U ) e etiantificable por espectrofotometría.
a> ría >5 a> rs’apxslac las resultados a una gráfica patrón

~ >5k-ría Li seflna3i>
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Figura 3.1, Gráfica patrón para la determinación de proteína

mediante la técnica de Lowry y col. (1951).
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cosriprendida dentro del rango de sensibilidad del rr todo, es tt. ir,

it e 5 y 5(fl ~ade proteína por ml.

A 1 ml de muestra se le ajiadieron 5 inI de la snlucíÉsn U; se
me~clú t-’:,do bien dejando reposar la mezcla 1<) minutos como rn<tlitflO a

<4 peratura ambiente- A continuación sc le aL-dserotx 0.5 ml de a

solución U. agitando inmediatamente; se dej 4 re cc¡onar a 19-21 “U
durante 30 minutos, al término de los cu’ les se midió el ¡«crer rito de
la áorbancía a 750 nni con referencia a un blanco ¡E agua de tríada

tratado igual que la muestra-

ilensadisun y Weinstein (1976> demo traron que algunos
productos flt44rferían con la determina ‘i*Sn de 1urotelna ¡w.sr la rdcnica de

Loe*ry: ‘uando ¡ales sustancias se encontraban prestrites se recurrió a

0005 métodos-

IILI.2-Z-- Método del bluret

Fundamento

El biuret da lugar a un complejo de color párpura al reaccionar

con una solución de sulfato de cobre en medio alca ~no’Las p«-teína5
reaccionan de modo semejante. Los iones cobre forman un comp ~r de
coordinación con cuatro cuerpos -Nl-! nucleáfilos del bi-soret. que en el
caso de las proteínas prov¡enen de los enlaces peptídicos de los

aminoácidos-

$7



MA?fl5&41,74? 4

ti ‘4-z’ u fue tasi “í4)’r54apor<ic [lyct
3 (l”4S} La

U’ ‘~4)12&. .747 .4<

- $g4sta¡traím- <11>5t- - 440 44)¶’l 5 ‘4

- - 4>flb~fl< d ~‘ II tlU¶

>5244 t4t - ‘4as ~ >5 it’ >5 hfl.~A «ti 14449) ¡771 <574? iíía4r<ta aírsr-adss A

cutí’ atí44a >“ ‘ 1 de it’ o ‘s stto a~a r~ nír [a
4147 4444 7’:¡« ,~ It’- Q,

- “‘~‘tV<ítt 1¡7ii ~~4t>. 444a17< <O,$~

447>5<44444-Ir “5 4? r14117,t isoa <4’ ‘947’ ~ó

<4 744447 74). e. 1545 --e <It ‘lii. ‘,71 7rs~íst’a’ - í ~y44l
44474’~’ ~ í:”aA} ‘0 a>.

,t)444?74) 4 5~ Sr’ 7:44 >5 ‘<utiga a’ <clan-

‘E < 44)57--iS” - >5.. rer’[. r

4so=’ a’fl

IZ ZLL- flnla npe«Nfot sStrka Ñ Uyae 11957)

-a ¡74?’a.s 4? ‘a aet’-- lid -
>5’- - y41Á y t si - la,~’4)tíiu.taae



0

o

Les

‘>5,ea
0

‘>5

0,3

0,

2

0,0
ti t 2 3 4

Proteína (tg]ml>

MAl i~L iv 444455,7’> O

Figura 3.2. Gráfica patrón para la detemíinaes a p

por t-l método del bnzret.

5 ¡7

58



MAIUIM. - Y A -

1.’’ stí>4ía~ <>5 í- ú ‘>5 <4 4YSt scativrssaqsseeííta
t¡E$10-í’E;4 sc’Eí es ídssnñu - í<t 41 le es [a. pCc4)4)

454.líScuyas i&1[í54’. ~ts ‘1 1 ‘%

ptt’Et’4íiIí 104)15 t-<ti44í{i45744 de 5» a 22.50 <í¡<s y «iva 4?’el-15c145t .4=4474) t~

a 250 rv¡« y 25074107-Ide l~75.

111.1.! UItATM4IENTO TERMICO DE LOS EXTRACTOS

t- AI4NICOS

L4:4’í e511>10<475 04,7-1=4’100145, 4íta.s4$10. rs t; np 1 plí ?0
s--~~ .2 ~<4~í -s - 10>571051>504)) ¡7510’ 44410.47V’ 1075. <575>5< a<.

5attt<4

~~.=aí at4)’rr ilItíS -4 ~al ((on~ iv’ detO”<3,
4 ¼ ~Úriítiv’t4?.-a- » ¡7 1< 571

>5 ee’ ost~m’o. sAí~4i ssee<ír4?15’C54)
>5 st s~4., ‘<14 - 0 4 - lí’ O, ~lt-r44?55<ti TídO.

u55744tta154104115a fl4 f4 tltflfl4) 1

>5 ‘>5 >5 ~. 745>5145<44>1 >5.



MATERIAt-E5 Y METt)OO5

111.2.4.- TECNICAS INMUNOLOGICAS

111.2.4.1.- Extractos antigénicos

La obtención de los extractos antigénicos [‘<71-155<proteínas
cárnicas hidro-salino-SOlLlblCS> se realizó de acuerdo con el procedi-
miento descrito en el apanado 111.2.1.

111.2,4.2.- Obtencion dc los Inmunosueros

Los extractos antigénicos PCHSS se inocularon en conejos cori el
fin de obtener inmunosueros dotados de los correspondiciltes anti-

cuerpos.

A.- Patata de inmtstiización

Como animales de experimentación se emplearon conejos
machos de 2,5-3 kg de peso, de raza Nueva Zelanda- 04

Previo depilado y desinfección con alcohol de la zona a inocular,
los extractos antigénicos se inyectaron por vía subcutánea a ambos Lados
de la espina dorsal, comenzando por la zona más próxima a la región ¡¡
cervical.

<4

4<-

Se utilizaron dosis de 5 ml de extracto antig¿niCO (0,5 mg
proteina/mí). En algunas inoculaciones se inyecté el extracto antigé- >5

nico junto con 0,5 ml de Adyuvante Completo de Freund (Dirto).
<4

5,

r

<4

1>

‘44
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Las inoculaciones se sucedieron a lo largo de 60 días, a
naserval s de 5 y se observé un periodo de descanso de lO días a panir

de la myecc¡ón correspondiente al dla 30 (veAse tabla LIII),

HA Sangrías parciales

Antes de la primera inoculación se realizó una sangría itilcial

<L4 par-a comprobar la ausencia de reactividad de los animales frente a

los 1 utilizados. Asimismo, a los 15 y 30 días del proceso de

niución se realizaron sendas sangrías parciales (SI y ~2>con el fin

de verificar la efectívidad de dicho proceso.

Frs las sangrías parciales la sangre se obtuvo de la vena marguial

de la oreja. Para ello, se introducía al animal en una caja que permitiera
a WaLt’ kv dejando libre úxñca:nente la cabezas. La zona de

la aínp comspondiente a la vena marginal se friccionó con algodón

empopado en salol, con el fío de producir una vasodilatación que

favoacciera la sangría. A confino-ación se efectuaba una punción con una

oMs hapnUrm a, o bievs, se seccionaba el vaso cuidadosamente con un
tui, re og adose por goteo de Sa lO mIde sangre.

(Y. Sangría <huí

El animal se colocaba en decdbito supino sobre la mesa de
¡irene s, 4?nnmvil4?zándok) por las cuatro extremidades. y se

a Ae%sa&a por vía intramuscular con Ketolar (clorhidrato de
Kessa .n>adraánssañrsdúwvadosisde lOmg&gdepeso.
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Pauta de inmunización y sangrías de los conejos inocu-
lados subcutáneamente con el extracto antig¿nico PCLISS

(proteínas cárnicas hidro-salino-solublcs>

Días Extracto
antlgénico

Adyuvaute
completo de Freund

Sangría

1 SmI 0.Sml.

5 SmI 0,5n,l.

10 SmI 0,5 ml.

15 5 inI 0,3 ml.

20 SmI
25 SmI

30 SmI 0,Sml. S2

40 SmI
45 SmI

50 SmI

55 5 ml 0,5 ml.

60 .

Sangría inicial
Sí Sangrlapurcla] día 15

St = SangríaparcíaldM0
5» = Sangría final

63
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Después de depilar y desinfectar perfectamente la zona inferior

del cuello, con el material quirúrgico apropiado se practicaban tas

irsciá=uescutáneas siguientes:

a- longitudinal, a lo largo de ¡a linea media ventral.

b-- transversal, a nivel de la segunda vértebra cervical.
c-- transversal, a nivel de la sexta vértebra cervical.

A continuacrón. se fueron disecando los músculos de la cara

inferior del cuelLo visibles en este área, Mx. cle¡domasroidemn (par-
te del Mg ile’4> epkMirus y éste a su vez del Mx. brachiocephalicus>.

Mg. nerní-nrsaxrcsdeus (parte del Mt xternocephallcus). Mx, <terno-

k 4ew y Mx s¡ernuAyroideai-.

Por el borde laten] del Mx. ne’nohyoideux se profundizó, hasta

llegar al paqaete vásculo--nervioso situado a uno y otro lado de la
lraqurea <A. csv-oñs cramnnís , y. jugador-ls y Tronco vogo-simpazhicus),.

A continuación se disecó la A cw-otís comunis y con una pinas ‘tipo
LTíÚsqui<& se fró el N,<~us que cooí¡n4a unido al tronco vascular De
e te rondo, al efectuar la sección de la arteria podemos dirigir el flujo
sarígutíteo a un tubo o recipiente donde se recoge la sangre.

Osado disminuye el flujo de sangre, se recomienda aplicar un
masage cardiaco con el fin de conseguir el mayor vohhnen de sangre

—>5

De cadis animal se recogieren de 120 a 150 mIde sangre cuando
la 4WÚftnal se reaLiaba scgdn las aom>as señaladas.
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D.- Obtención y conservación del suero

La sangre obteixida se venia en un tubo de centrifuga lentamente

~a fis de evitar en lo posible Ja hemólisva) y sc centrifugaba a 2~W g
-urate LO minutos- Los hematíes se depositaban en el fondo del tubo-, a

1- vez que se (orinaba el correspondiente coágulo que quedaba en parle

-<it ~rídoa las. paredes del tubo, de donde se de>sprendia con un>a eúspsiruia

o agu a El sobreríadante se centrifugaba de nuevo a 2(~O g durante 15

mu it ya. Ve esta forma se facilitaba la retracción del coágulo y el sasero
se sep- raba perfectamente.

Obtenido el suero, con tana jeringa o pipeta se di tríbsitan en
víale alicuol’ .s de 5 mi, a las que se afiadíais corno a nt comer-u-adiar
unas u dos gotas de una solución de azuda de sodio al 0~Ol%- Los dales,
pert’ectasneríte cerrado-s, se conservaron en congeladn a -2O~C hasta el

momento de su utibración-

¡112.42.. ComprobacIón del proceso de InmunLracién

Para comprobar el proceso de inínuniaacúin de los cOXtSy ~¶

correspondencia irumunológica entre los inmunostreros obteni’d04$ y los

extractos antig¿inicos de interés se ha empleado la técnica de

únunodtiusión doble descrita por Ouditerlony (1944>..

Es una técnica fácil de realizar y básicamente con iste en la
dafusión del anligeno y del anticuerpo por un medía semis lado, gel de
agartna. cuyo diámetro de poro es suficientemente grande para permitir
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dsepc~sitabafl 6,5 ml de solución de agaro.a caliente, siux ~ki 41044, la
tífica ide se efectuar» sobre una superf¡ se pertct ints t. nivelada,

Una vez solidificada la agarosa se realizaron ex-cavac*osses en la
ros a con las ayuda de moldes megAlito 1-e -Cc> rs c~rcasl- r La
da ¡tmícíón y tamaño de dichas excavacgcarus fue la ‘: una

c rsrral. dc 12 mm de díirucíro y 6 períférra. . di pt=e.r $ C<4 frrrna de
río-era de 6 mm de diámetro y distantes del pocillo c siú- 1 -? man. Fil

diaposición se dibujaba en un papel rn¡límjrado ‘on el fin dc poder

disponer en sucesivos ensayos de un modelo patrón de densícas
riedída A continuación y c n la ayuda de isa «ja se retiraron

cts dad=arn ole los disco dc a aros sobs’ant a S gu sX-’n ‘-iúe se ai~áasiía

rosa gota de solucióuí de agarosa fundida en el fondo de los r>tscutl.os

resulr nie~ para evitar que las distintas sotu ‘ion dsfu Iteran entre la
capa del gel y la superficie de la lámina de vi-dr-ka

IX- LLenado de las excavaciones e incubación de las

placas

Una vez preparadas las placas de inmunoddusión. con la ayuda

de una micropipeta automática en el pocillo central se depúsítaron
150 al del inmunosuero y en los pocitlsn períf~rico=¿ 50 iál de 1
extractos Mtig¿nÍcot. A continuación se colocaron cuida-da t.’ mente en

los porraplacas de inmunodifusión y se introdujeron en las caj u de

incubación que contenian 10 ml de solución de azist.a de sodio al 1%

para inhibir el crccimieísto bacteriano y cola. e~usr IT alíE-Ints’ seno

grado de humedad que evitaba la evaporación del contenido de los
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pocillos. Las cajas cernadas se incubaron a 370C durante 24 horas.

D.• Lavado y secado de los geles

Finalizada la incubación. se lavaron los portaobjetos

s-tamergi¿ndoles en una solución salina (NaCí) al 0.85% durante 48 ho-

ras a temperatura ambiente; cada 8 horas se cambiaba la solución salina

lavadora. Después se secó cnidadosameníe su superficie con una tira de
papel de- filtro ‘Whatman n01” procurando eliminar las burbujas de aire

fo-nasa-das entre el gel y el papel. Cuando el gel se seca, el papel se
desprende con facilidad de la superficie del portaobjetos.

Al evaporarse el agua deI ¡el, quedaba adherida a la placa de
vi-cirio una ¡‘¡ti-a película de aguosa con tas lineas de precipitación

fajadas. En estas condiciones. lo-ss portaobjetos se sometían a tinción.

E,~ ilación

Tuvo lugar sumergiendo loe portaobjetos durante 2 horas en una
mhscióm de la siguiente composición: 90 ml de metanol, 10 mIde ácido

nc-dúo glacial y smI ¡de negro amida lOR (Merck).

Poteriocrnetge se lavaron durante 30 minutos con msa solución
de ácido acético al 5%, elinúntedose ene titimo con lavados repetidos
de a destilath. Les portaobjetos se secaron a 370C en estufa.
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1111.4.4.- Técnica inmunoenzimútica (ELISA indirecto)

En la técnica del ELISA indirecto. lus antígenos se inmovilizan
en una superficie inerte mediante adsorción pasiva. Al ser reconocidos
pcr los anr¡cuetPCS especificas forman un complejo deteclable por un

segundo aíir~cuerpo marcado con un enzima (conjugado) que reconoce
cee-no antígenos a los anticuerpos anteriores. Al añadir un sustrato
adecuado al enzima se produce un compuesto cuantificable colorimé-
tricasmente-.

A.- Extractos antignicos

En la sección 1112AM se describen los extractos antigénicos
utilizados,

II.- AntIcuerpos

Se utilizaron anticuerpos específicos anr¿-proteínas bidro-salino-

solubles de carne de vaca (anti-PCHSS) obtenidos por inmunización en

coulejos (ver sección 1ll.2.4.2Á

C.- Conjugado

El conjupdo estaba constituIdo por proteína A marcada con

peroxidasa de rábano (Nordie).

Un gramo de conjugado se resuspendió en 1 ml de agua destilada
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esadru4. Se rreparanm alscuotas de 20 jil que se mantuvieron a :o~
ha ta el rrwms<nto de su uso.

O.. Tampones y reactivos

pH 9,6

Na-,C03 1,59 g
NaIICO1 283 g
A adestgtda lOCO ml

Dehe rrsanaenerse en refrigeración a 4~C durante un periodo de
ttti54~C nii superior a dos semanas.

bí Itw~tún1BIT pH m

NaCí Sg
KI-l>P04 0.2 g
Ns 111V4. ta 11>0 2,9 g
KG 0,2 ¡
Twws ZA) 0.5 inI
Apa destilada l(fl) ml

Detw ceoseivarse en refrigeración a 4~C.

pl-’ 3.9

A,~n-cisñco nsonohl=drato(C01140,. 1120) (El St
N~HP04 0,2 M
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Debe mantenerse en refrigeración a 4C.

Solución al 0,15* dc AHTS (acino 2.2 dietil
bentiazolina del ácido sulfónico) 400 pl

Tampón ácido cítrico-fosfato 10 ml

Agua oxigenada (30%) 2 pl

e) Solución de tapizado
(Jelatina al 1* en tampón Pfl5 PH a 7,4 <tampón P135T sin

adición de Tween>

E.~ Metodología

Los pocillos de una placa de ELISA (Costar) se sensibilizarOn
con lOO pl del extracto antigénico PCHSS (52,2 ~s¡proteiaa/rnl) dilui-
do en tampón carbonato-bicarbonato de pIl 9,6 (diluciones 1/1. 112.

1/4, l/S... 1/32.768)-La placa se incubé durante 1 ha 37vC. Finalizada
la incubación, los pocillos se lavaron 5 veces con tampón PBST (0,1*)
de pl’! 7.4 para eliminar el extracto antigénico sin adsorber; seguida-
mente se secaron al aire.

Con el fin de tapizar las zonas de los pocillos en las que no se

hubiere adsorbido el antígeno, a cada uno de ellos se añadieron 200 pI
<le una solución de gelatina al 1% en tampón PUS de PH >57.4. La ríaca se

incubé a 37C durante 1 h y los pocillos se lavaron de nuevo 5 veces
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con tampón PHST (0,1%) para eliminar el exceso de gelatina. secAndo-se
posteriOflflCt~te

A continuación se depositaron en cada pocillo IDO ~dde los
anticuerpos específicos anti-PCI’ISS diluidos en tampón PBST de pIl >51,4;

¡a placa se incubé durante l h a temperatura ambiente y en agitaciZo
constante. Los anticuerpos no fijados al antígeno se eliminaron con
un nuevo proceso de lavado con tamp<Sn PBST (0,1%). secándnte la

placa al aire-

Una vez seca la placa se añadieron IDO pl del conjugado diluido

en tampón PBS de pH ‘1,4 a cada pocillo y se mantuvo la placa en
agitación constante a temperatura ambiente durante 1 it El conjugado

que no se fijó al complejo antígeno-anticuerpo se eliminó mediante 5

1 vado, consecutivos con rween 20 ¡11%. secándose la placa al aire

Para visualizar la reacción, se añadieron a cada pocillo 150 pI
del sustrato enzimático y la placa se mantuvo 30 minutos a temperatura
ambiente en agitación constante. EL color verde resultante de la
degradación del sustrato por el enzima, se cuantkflcó midiendo la
absorbancia de cada pocillo a 405 orn en mi ledo! e=spectrotototti¿IflCO

de placas de EUSA.

F,- Construcción de la gráfIca patrón

Para la construcción de la gráfica patrón se analizaron ‘1
extractos antigdnicos distintos. La absiorbancia a 405 mise se representó
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en función del logaritmo decimal de la concentración de extracto
antígéisico y se obtuvo la ecuación de la recta correspondiente a la parte

lineal de la curva (veA-se apartado IV5.2.C de Resultados y Discusión).

(L~ [)eternslnaddndel antígeno original deleitable

Después de someter el extracto antig¿nico a distintos
tratamiento-5 t¿rsnicos. se eligieron concentraciOnes cuyos valores de

absorbancía a 405 nm estuvieron comprendidos. aproximadamente. en
la parte lineal de la curva patrón. La cantidad de antígeno original
detectable en las muestras se determiné por referencia a la gráfica
patrón y a la ecuación (le la recta correspondiente a la parte lineal de la

curva.

la cantidad de extracto antigénico que reaccionaba con su
correspondiente inmunossuerO. después de someterlo a los distintos
tratamientos, se expresó como “porcentaje de antígeno original detec-

tatile’5 (% AOl)> y se obtuvo a partir de la siguiente lénnula:

~6AGD A/A0 x 100

donde.
A concentración de antígeno residual reacciotiante después

del tratamiento íd-inico aplicado.

A0 concentración de antígeno original reaccionante sin

someterlo a ningún tratamiento térmico.
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ílI.2.5. DETERMINACION DE LA HIDROFOBICIDAD

PROTEICA

Para la determinación de la hidrofobicidad proteica se han

se-tibiado dos marcadores fluorescentes de las regiones hidrófobas de las
proteínas: Ac. gg\rulinoi.NaftalenoSulfónico (ANS) y Retinol (RET).

IILZ.tl.- Cond¡ciutieS de trabajo

A.’ Componentes del ensayo

AA.- Reactivos

El retinol empleado fue alL-trnns-retinol (Sigma)- La soLución
madre se realizó diluyendo 1 g de retinol en 40 ml de etanol. A

continuación se distribuyó en viales a razón de 1 oil y se conservé a
-20’5C hasta el momento de su uso. A partir de 1 ml de solución madre

se preparaba diariamente una solución ío~ M de retinol en etanol. A su
vez, a dicha solución se le añadían distintas cantidades de etanol hasta
obtener un rango de concentraciones entre 0.01 jagMí y 30 p.g/ml
de retinol..

En los experimentos con retinol, tanto en el etanol como en
el tampón de pH 7,0 utilizado para la extracción de las proteínas
cárnicas, se hacía barbotear nitrógeno para eliminar el oxigeno y evitar

MATÉRSAtES Y METODOS
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es-se modo la oxidación del retínol. También por este motivo el
renni 1 se conservó en todo momento al abrigo de la luz.

ti-

El reactivo empleado fue la sal de amonio del ácido
S ‘XnslínssL Naftaleno Sulfónico (Sigma). A partir de una disolución

It) St cl ANS en tampón de pl1 7,0 <ver apanado 111.2.1) se prepa-
rae-en dsareaínente soluciones cuyas concentraciones estaban compren-
tús iv .1 la, 1 y lWjigAnl-

42.. Extractos cárnicos

tus extractos cárnicos obtenidos en tampón de pH 7,0 (ver
- tu 111.41 1> se- d¡solvíeron en este mismo tampón hasta conseguir

o acení-ra 45A it. aproxImadamente 14,5 sgml de proteína. Esta
iterar ido proteína permaneció constante en todas las pruebas.

lk-~ Comidicloties de la prueba

Al de. arz lar una técnica de fluorescencia es necesario realizar
un control riguroso del pH y de la temperatura ya que variaciones

>5 de estos parámetros pueden motivar sin aumento o disminución
la ita-e ‘e-ncta de Las muestras que da lugar a falsos resultados. Para

d- nenas ka pos’ variación ¿ebada a dichos factores la bidrofobicidad

e &see-mísu$ siempre a valores constantes de pH y temperatura
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de la muestra. concretamente a pl’l de 7.0 y la temperatura de 20~C.

Como blanco se utilizaron diluciones de ANS en tampón de pH

1.0 y de retinol en etanol. Las longitudes de onda de excitación y
emisión utilizadas fueron 370 y 480 nm para el ANS y 330 y 470 nra
para el retínol-

111.2.5.2.- Metodología

Para cada sistema ligando-proteínas cárnicas (originales y
tratadas por calor) la intensidad de la fluorescencu se mds6 U frente a
distintas concentraciones de ANS y 2> frente a distintas concentraciones
de retinoL

En tubos de ensayo se depositaron por duplicado alícuotas de

500 jil de los extractos cárnicos con ursa concentración de proteína
constante (14,5 ag/rnl). A cada tubo se le adicionaron distintas coticen-
traciones de ligando (ver apartado ll[25l.A.l) hasta obtener un
volumen final de 3 mI-

El sistema proteína-ligando se mezcló y se dejó reposar de 6-lO
minutos antes de registrar la intensidad de la fluorescencia; en análisis

preliminares se comprobé que pasado este tiempo y hasta 20 minutos
después la intensidad de la fluorescencia del complejo ligando-proteína

permanecía estable.
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lll,25i.- Determinación de las concentraciones reales

El uso de diluciones altas de los reactivos puede originar cienos
errore minemos que repercuten en un resultado final falso, por lo que
~zsa s-ez medida la intensidad de la fluorescencia deben determinarse

- pactrofoton tricamente las concentraciones reales de tas diluciones de
ANS y de relnw 1 utilizadas en cada prueba.

Las concentraciones reales de los ligandos se detemiínarvn de

edo cm los siguientes coeficientes de absorción molar:

4-00(X) M cm’ a 325 tan para el retincel en etanol <Futternian y Hellar.

1972) y 4950 St cm a 350 mu para el AM diluido en tampón
>5 pH Al <W bee y Young, 196-4>

IILLSt. DetermInación del número de sItios de fijación
del ligando por unidad de proteína

Fi aoAlsests de hes resultados obtenidos se realizó de acuerdo con
elproceder de Cogan y col. <19>5/6).

A partir de laecuacuffn de la ley de acción de masas:

np ~ R
(II

PR

se tea &rrvado ra ecuación con la cual trabajamos en nuestros ensayos
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para la evaluación de las constantes de disociación aparentes. P, 14 y PR
son las concentraciones de proteína libre, ligando libre y ligando unido

a la proteína, respectivamente; u es el número de sitios donde el ligando
puede unirse a la proteína, dichos sitios poseen la misma afinidad de

fijación y Kd es la constante de disociación aparente de un sitio

independiente.

Si definimos a como la fracción de sitios do fijación libres de

una rnol&ttla de pruwfna. 1% como la concenracidti total de la proteína

y expresamos el ligando libre 14 en función de la concentración total de

ligando ~ y del ligando unido a la proteína PR, obtenemos que:

It = 140-PR R0-nP0(1-cx>

La ecuación de la ley de acción de masas ( 1 1 puede
transiormarse en la siguiente:

rl
Kd~ — ~ nP0( 1-a)] (21

1-a

que se reordena de forma conveniente, de tal modo que

14

P.az.Kd/n+1/n Df
1-cc
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Representando grAficamente P
0a frente a R0x/(1 - a) se

obt~ene un-a recta de pendiente Un y cuya ordenada en el origen es

K¿n. A partir de la ecuación de dicha recta se calcularon ny Kd.

La ecuación ¡ 3 1 es de gran utilidad en estudios en las que no
puede valor rse directamente la concentración de ligando libre: se
expre.a pi-efenbternente en función del ligando total del sistema.

El valor a puede oNenerse en cada uno de los puntos de la

cutva y representa la intensidad de la fluorescencia frente a la coticen-
ir- ai¿ ide li’ando. p ra ello sc hace uso de la relación:

lF,61~ -¡E
CX _____________

donde IF re-presenta la intensidad de la fluorescencia para un deter-

nataadú It0 y lF~.< es la intensidad de la fluorescencia cuando todas las

molóculas de proteína se encuentran saturadas por el ligando.

11LL6.- DETERMINAC ION DE GRUPOS SULFUIORILO

El conten-ido de grupos •SH de los extractos cárnicos se

Mt tintad de acuerdo con la técnica descrita por Ileveridge y col.
<197-4>, ttgerameríse modificada por Li-Chan (1983>.
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¡iJ,2,6.1.- Tampones y reactivos

al Tampón de pH 8,0 constituido por:

• Tris (hidroximetil)-aminometano 0,086 M
- Acido etilendiamino-tetracético (EDTA) 0.004 M
- Glicina cristalizada 0,09 M
- Urea SM

b) Reactivo de Rilman

Se prepara diluyendo 4 mg de ácido 5,5’-ditiobls-2-nitro-
benzólco en 1 ml de agua destilada.

111.2.6.2.- Procedimiento

A 5 ml del extracto cárnico (2 mg proteína/mi> se aliadieron

5 m~ de tampón de pU 8,0. A conthxuación, a una alicuola de 3 ml de
esta solución se le adicionaron 0,03 ml del reactivo de Filman agitando
inmediatamente.

Una vez efectuada la mezcla se detenninó la absorban-cia a
412 sim, transcurridos 0,1,2,3,4 y 5 minutos; como blanco se empleó la

solución del extracto cárnico sin reactivo de Elltnans. El desarrollo de
color se completaba totalmente en 3 minutos. pertnaneciendo estable
durante 2 horas.

El contenido de grupos -SU se calculó utilizando la siguiente
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ecuación:

73,53 A4u D

1AM -SH/gde proteína ___________

C

donde Ana es la absorbancia a 412 nm, C la concentración de la

muestra (mg de proteína/mí) y U el factor de dilución silo hubiere. La

constante 73,53 proviene de 106/1.36 x l0~, siendo 1,36 x ~4 el

coeficiente de absorción molar del reactivo de Ellnian (ElIman, 1959) y

106 el factor utilizado para laconversión de M/mg en pIM/g.

111.2.7.- DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE LI-

GAR GRASA

La capacidad de ligar grasa de las proteínas hidro-salino-solubles
de la carne se determiné utilizando la técnica de Li-Chan y col. (1985).

Dicha técnica supone una modificación del método turbidimétrico
desarrollado por Voutsinas y Nakai (1983) en los siguientes puntos

fundamentales:

1.- Utilización de extractos cárnicos en lugar de proteína liofiliza-
da que muestra una funcionalidad inferior.

2.- Agitación para mezclar la proteína con el aceite, en lugar de
sonicación, ya que La última produce un aumento de la

viscosidad de las emulsiones.

3.- Incorporación de una centrifugación adicional a 17300 g para
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una mayor recuperación de la proteína y eliminación del aceite
no ligado.

lI1,2a.L. Reactivos

t. Acido metafosfórico (12 N

b.- Medio de digestión:

l-1~SO4 130 ml
Agua destilada 120 tal
Urea >51 ml

c.- Aceite de ma(z

Todos ellos deben conservarse en refrigeración a 4
0C.

[¡1,2.7.2.. Construcción de la recta patrón

La recta patrón <ve4se figura 3.3) se confeccioné del siguiente
modo: se distribuyeron en tubos de ensayo alícuotas de 1 ml de los
extractos cárnicos en tampón de pH 7.0 alladi¿ndose a continuación

camidades de aceite de naí2 comprendidas entre Oy 120 jal.

Los tubos se agitaron con ayuda de un vortex adicionándoles
0,3 mIde agua destilada para facilitar la mezcla.

A continuación se añadieron 20 ml de medio de digestión y se

sometieron a homogeneización 30 segundos a una velocidad de 133 g.
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Tras la homogetwiiáción. la mezcla se dejó reposar 30 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente. se midió la absorbancia a 600 mu

con referencia a un blanco constituido por el inedia de digestión.

l1L2.7.3- Metodología

A 1 ml de extracto cárnico (0,417 mg proteína/mí) se
aftadieron 2 ml de aceite de maíz, agitándose la mezcla durante 10
segu¡~lO5.

A continuación se mantuvo la mezcla a temperatura ambiente
.‘lt-rante 30 minutos, centrifugíndose posteriormente a 3020 g durante

20 minutos- Eliminando el sobrenadante (S1) constituido tinicamente por

aceite libre, las paredes del tubo se limpiaron con papel de celulosa para
re-tirar el aceite adherido.

Después se añadieron al precipitado <Pa) 2 ml de ácido

metafosfórico 0.2 N y la mezcla se centrifugó a 5090 g durante
15 minutos.

El sobrenadante (S2) obtenido en esta segunda centrifuptiéii se

trasvasó cuidadosamente con pipeta a un tubo de ensayo. Al precipitado

se le adicionaron 3 mIde agua destilada centrifuglndose de nuevo a

5090 g y a 5C durante 15 minutos. Después de esta centriftígaciéti se

obtuvo un sobrenadante (S3) que unido al sobrenadante anterior (~-2) ~

centrifugóde nuevo a 17300 g y a ?Cdurante 20 minutoS-

y
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Esquema tic la técnica utilizada para determinación da

La capacidad de ligar grasa de las proteínas cárnicas

AgitadOil lO’
Mantaner 34 miii, ‘fl ambiente
Ceatrifugaciáui 3420g, 20 m¡,. T amlaeríte

Ad>dtn 2 ml ácido mdatodórkg 04 N
te tntugac IOn SOfl g. 15 mm, P seat

1 mIde extracto cátfltco (0.411 mg proúmll + 2 mIde aceite de mati

— 1
Sobrenadante <$1 Precíllitado (P1)

i iii <~ preci¿itadú (1’) l~4ttado (P3)

—j

I tentrihígad4n t7AfiO g, 20 win. 5”C

Sobnnadasm (S,) Preisado (1>4.>

AdidO-ii .3 ml L120 dntkda
Centrllugaet#.ii 50% g. 15>5. 5’C

AdIción 43 ml ItA destilada. Mndar
Adk6nI7mmm0dtd4~tt4~~’~

Mantener 30 a V amb
tnr a A

Capacvkad de Lipr grasa <ml aceúe/g proteína)
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El precipitado resultante (P4) sc unió al precipitado 1>1

añadi¿ndose 03 ml de agua destilada para facilitar la mezcla.
Pnaterinrrrtente se adicionaron 2 ml de medio de digestión y se agité. El

:on«nmdo del tubo de ensayo se transfirió al bomogeneizador y se
¿fi dacron 15 mIde medio de digestión. Esta mezcla se homogeneizó

a 3W g durarue 30 segundos a temperatura ambiente.

El homogeneizado resultante se dejó reposar 30 minutos a

rcmpentura ambiente y finalmente se midió su absorbancia a 600 nm
frente al medio de digestión.

La capacidad de ligar grasa (ml aceite/a de proteína> se
detertnina por referencia a la grtñca patrda.

111.3.- ANALISIS ESTADíSTICO

Los ensayos de correlación. regresión bivariada y regresión
ronítivariada se realizaron con La ayvda del programa Statvtew <Abacus

(.oncepts. inc.> ejecutados en un ordenador Apple Mac¿nro.~h Plus.

En los análisis de regresión multivariada sc utilizaron dos
mótúdos secuenciales: Regresión múñiple Foi’ward <progresiva. ascen~
siente, aditiva o directa) y Rqresión múltiple Stepwise (iterativa, paso
a paso o mixta), Dichos m¿todas constituyen buenos procedíni-iento-s
para seleccionar Jas variahies predictoras más apropiadas que formarAn

paste del modelo de regresión final, es decir. Las que demuestren mayor
relación con el criterio sin proporcionar información redundante. Estos
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dos métodos se diferencian rundamentalmente respecto de la
reversábalidad de las decisiones que se toman sobre la inclusión de

prediciores.

El procedimiento FORWARD comienza calculando la con-ele-
aón simple entre cada une de los predietores y el criterio. Se seleccione

el predactúr con mayor correlación (‘x,i, se efectua la regresión de “y”

- tse “< y se calcule el corfiuente de determinación múltiple ¡Rkj A

nriau.ac.ón, con dos predictores se obtienen todas las regresiones

pú. te. en Isa que se incluye la variable seleccionada, se calculan los

u o a R~ corrupond*entes y se selecciona el mayor. lkestertormente.

se italia todas 1 >5 posibles regresiones con tres predíctores en las que

~<emcl wast Las venables seleccionadas en el raso anteritw. El
peoce4sm cato sigue ha.sta que se agotan las variables a unroducsr o

c~ la ad--jón de tana variable no supone un incremento sígreficanvo

en ft2 Elvún E (easadktico de Fisher) es el que nos indtca st hay un

>5 so. sil asivo entre dos pasos sucesivos (si el incremento de R2n

-s si~nsfl a Ño el valor E obtenido es superior al valor E tabular)-

¡tI procealinM-ato STEPW12 es en esencia una regresión
Porwsard, pero se diferencia de ésta en qn ¡a decisión de incluir un
puesfrior no u imversible. Como en la selección Forward. comienza

lee totuMo la variable ‘x que presenta un-a mayor correlación

stn~le el tríterto (‘Ji. obteniendo la regresión de y sobre “x
1” y

set >5 esta vanable pred? tora, si el valor E concluye que la
ecuación da regresión simple es significativa. Posteriormente se

88



MATERIALES Y M5TOt~

incluyen de forma progresiva y una a una, las variables predicioras
remanentes con mayor correlación con el criterio, contrastando en cada

paso si el valor F es significativamente más alio que el valor E tabular.
La diferencia con la regresión Forward es que. cuando se ha
introducido la segunda variable, se analiz.a la primeni corno si fue e la
última variable introducida, para su posible eliminación del modelo. En

otras palabras, se inspecciona la contribución de x~>5 si se hubiera

introducido x< en primer lujar y se retiene si su valor E es estadts-

ticarnente significativo (superior al tabular) o se elimirn st no lo es
(inferior a E tabular). El proceso continúa de forma similar, analia ntfo
en cada paso todas las variables que forman pune del modelo parcial

correspondiente. Si se introduce, por ejemplo, un tercer pr dictor “x~’

y se obtiene la ecuación de regresión que incluya las tres variables

predictoras, debemos decidir si x3’ deberla incluirse en la re4res’ st y

si ‘x1 y x1’ deben permanecer en el sistema. En caso de eliminar.

por ejemplo, el predictor x1. volvería a obtenerse una ecuaciún con

los predictores remanentes ‘xj’ y x3’ y deberían analizarse los valores

E asociados con estas dos variables para su posible rechaza.

Las secuencias de los procedimientos Forward y Srepw¿se se
resumen en los esquemas de las pdginas 90 y 91. respectivamente.

sg
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RECRESION MULTIPLE 901?W~4RD (Progresiva,

ascendente, aditiva o directa)

Cálculo de los coeficientes
de correlación simple r (y, x1)

4
SelecciónXj (variable de
mayor correlación con y)

4
Regresión de y sobre Xj y

cálculo de 1Pm

Introducción de los
restantes predictores

(uno a uno)

Cálculo del mayor R
2,,,

con las nuevas variables
Introducidas-1

Cálculo de F y significación

¡? no significativo F significativo—

Rechazarel último predíctor
introducido y mantener la

ecuaciónanterior
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RECRESION MULTIPLE sTePWIsE(Iterativa, pasoa paso
o mixta)

Obtención de los coeflelentes

de correlación simple r (y, x~)

Introducción de los1~.-.-.—-.-—re5tanteSpredictores—(uno a uno)Selección Xj (variable de
mayor correlación con y)

1
Cálcular la regresión y el

valor de R’.,

1
Comprobación de significación

con ci estadistico E

E no sigts fleatívo

1
Rechazar la última

variable Introducida

1
Fin del proceso

E significallvo

Calcular los valores E
asociados a los predictores

introducidos en etapas
anteriores

E no significativo E signlfleatívo-

1
ElIminar del modelo

esa variable

ji

>11

y

ti
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RESULTADOS Y DISCLJSÉON

lvi.- EXTRACCION DE LAS PROTEINAS HIDRO-
SALINO.SOLUBLES DE LA CARNE

Como ya se ha mencionado en la introducción (sección 1.1) las

pro<eit185 muscularesse clasifican atendiendo a su solubilidad en
rniofíbrilares, sarcoplásmicas y del estroma. En este trabajo se han

utilizado protefnas iniofibrilares y sarcoplásmicas: las primeras se
extraen del músculo mediante soluciones salinas de elevada fuerza
jónica, en cambio, las proteínas sarcoplásmicas son solubles en agua o
en soluciones salinas diluidas. La extracción de dichas proteinas, que se
denominaron ‘proteínas hidra-salino-solubles de la carne”, se realizó
siguiendo el procedimiento de Li-Chan y col. <1984) que supone una
modificación del método de Van Eerd <1971) y cuyo protocolo se
describe en la sección 111.2.1 <Material y Métodos>. Algunas de sus
principales características pueden observarse en la Tabla IV.!.

La elaboración de productos cárnicos depende de la formación
de una matriz proteica en el seno del producto. Las proteínas
niioñhrilares, miasma en el músculo en estado de pL~.W2QL Y
actoniiosina en el músculo en estado de p9zL118Q1. se consideran los
contribuyentes fundamentales a la funcionalidad de los productos

cárnicos (Acton y col.,1983; Smith, 1988a>. Otras protefuas
miofibrilares pueden contribuir, en cierto moda, a la función de la
actína y la miasma aunque no parecen ser las principales responsables
de la funcionalidad de los productos cárnicos (Acton y col., 1983;
Asghar y col., 1985; King y MacFarlane. 1987). De diversas 2

wnvestigacianes se desprende que la miasma es la proteína muscular
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responsable de las propiedades ligantes de los productos cárnicos <Siegel
ySchmidt. 1979a; ¡97%).

La extracción de miasma del músculo requiere una solución
salina de elevada Fuerza jónica y de pH ligeramente alcalino. Se purífica
mediante ciclos de precipitaciones repetidas par dilución en agua,
seguidas de centrifugación y redisolución en soluciones satinas muy
concentradas. Si el periodo de extracción es corto se obtiene una
miosina bnna que se denornina miasma A: si es más prolongado se
consigue una preparación de acramiosina bruta llamada miasma a
(llultín. ¡976). Sin embargo, para cumplir con las objetivos de este
estudio, la simplicidad y rápidez se consideraron factores prioritarios

porque. de este modo. sería factible una aplicación potencial de nuestra

trabajo en la industria cárnica, tanta a nivel de control de calidad como
para la reducción del coste en Ja formulación del producto. Por ello, el
proceso de purificación se omitió y los extractas cárnicos obtenidos
contentan proteínas musculares tanto miofibrilares como

sarcoplásmicas. <4

Otro aspecto a considerar del tema que nos ocupa es el uso de

sales de sodio en lugar de sales de potasio como componentes del
tampón utilizado para la extracción de las proteínas musculares. Aunque

las sales de potasio han sido las más empleadas en la obtención de
miosina (Siegel y Schmidt, ¡97%; 1979b), las de sodio se uti[izan más

frecuentemente en la manufactura de productos cárnicos. La presencia
de sal aumenta la Fuerza jónica del medio y pennise la solubilizacién y

extracción de las proteínas miofibrilares. En este sentido, Trautman
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lvi.’.- l-Iidrofoblcldad aromática y alifática

La estructura nativa de las proteínas depende del solvente donde

se encuentren. Snyder (1978) sugirió que la diferente polaridad entre
los radicales alifáticos y aromáticos es esencial para clasificar los

solventes y así, los aromáticos se clasificaron en un gripo distinto de los

alifáticos. lfofstee y Otíllio ([978) observaron que algunas proteínas

eran ligadas preferentemente por adsorbentes alifáticos y otras por

adsorbentes aromtdcos. Mozhaev y Marrinek ([984) señalaron que las
residuos aromáticos, a difrrencia de los aliUticos, no estaban siempre
situados en el interior de la moi¿cula proteica debido a su estructura

voluminosa.

llayakawa y Nakai (1935a) basándose en los estudios

anserioremente citados, sugieren que la hidrofobicidad de superficie o
efectiva de las proteínas puede ser subclasificada en hidrofobicidad

alifática y aromática, aportadas por los residuos alifáticos y aromáticos,

respectivamente. Estos autores defienden la hipótesis de que [os sitias de
fijación a la proteína de los compuestos fluorescentes utilizados para

determinar la hídrofobicídad proteica, son distintos, dependiendo de que
dichos compuestos posean estructura aromática o alifática y advierten de
la importancia de determinar por separado ambas hidrofobicidades

considerando la contribución de cada una de ellas a la funcionalidad de
las proteínas.

En este trabajo se ha empleado coma marcador de los restos

aromáticos el ácido 8-anilino-l-naftaleno sulfónico (ANS) igual que

‘4

‘4
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e

Figura 4.1. Estructura química del allqrans-retinol (RET) (A) y de

la salde amonio del ácido8-anilino-l.naftaleno sulfónico
(ANS> (8>.
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RESULTADOS Y DIsctJsIoN

solubles se acompaña de un aumento de la intensidad de la fluorescencia
(figura 4.2). La curva inferior de la figura 4.2 corresponde a la

intensidad de la fluorescencia del ANS en agua destilada, solución que se

utilizó como blanco de referencia. 1Ro consecuencia, todos los valores se

corrigieron respecto de dicho blanco (IFrtat íFÁNs.proccfno - IFANS)

(Tabla 1V.2).

El ndrnero de sitios de fijación del ANS (NANS) por unidad de

proteína se obtuvo mediante el análisis de Cogan y col. (1976) (ver

IIapartado 111.2,5.4.de Material y Métodos), Representando gráficamente
Poa en función de Roa/l-cx se obtiene una une> recta de pendiente 1/a,

siendo o igual al nómero de sitios de fijación del marcador por unidad
de proteína. En la tabla 1’/.3 se recogen los parámetros utilizados en la

aplicación del análisis de Cogan y col. (1976) a los valores de intensidad

de la fluorescencia obtenidos para el complejo ANS-protelna.

La ecuación de Ja recta de regresión resultante fue y = -1,432 +

1,32x, con un coeficiente de correlación de r = 0,998 (P < 0,0001>

(Iig.4.3). A partir de la pendiente de dicha recta se obtuvo la

hidrofobicidad aromática o número de sitios de fijación del ANS por
unidad de proteína cárnica hidro-salino-soluble, que fue de 0,75

(NANS 1/pendiente).

¡
100



RESULTADOS Y DISCUSION

400

ti

1>

1-

‘0
ti

o)
e

3fn~

200’

loo-

o
O lO 20 30 40

ANS (¡iglml)

Figura 4.2. Medida de la intensidad de la fluorescencia, en
función de varias concentraciones de ANS. del

complejo ANS.proteínas cárnicas hidro-salino-solublCS
u > y del ANS en agua destilada (blanco) ( O ).
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Tabla IV. 2. Valores de la iotensido>d de fluorev:encáa del
ANS UFANSI y del complejo ANS-pmwlna
SIFANSproteina) para diversas ecmcerarracio-
ne~ de ANS

xNS <4mb IFANS.proteífla

12~
3,86
fUi~
9SF>

1 1,58
14,15
1631
19,29
2059
21,87
23,16
‘4,45
25/3
30-u

38.5

11.79
14449
183,45
215M
235.12
25498
272.23

28295
285,65
291.18
29203
296.34
299,42
311,53
320,31
323,80

IFANS lFreal

1,32

1.90
3.35
526
7.12
898

10.2 3
11,45
13.05
13.78
15,23
16,94
18.52
19,63
2047
22,50

!Freal ‘o IEANS-proTeIna [FANS

16.41
144.59
18011
210,39

227,39
248.01
262,01
211,49
212,59
27L01
271,51
219,39
28DM
291,91
299.89
301.29
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla IV. 3. l’artfletros utilizados en la aplicación del análisis de
Cogan y cal. (¡976) a los valores de intensidad de la
fluorescencia obtenidos para el complejo ANS-
proteínas cárnicas hidro-salino.soIublCs

ANS (14/ml)

1,286
3,859
6.433
9.996

11.581
14.153
16,126
19,301
20.586
21,813
23.159
24,446
25,733
30,881
36,026
38,601

lE

76,5
144.6
180,1
210,4
227,4
248,1
262,1
271,5
272,6
278,1
271,5
219,4
280,9
297.9
299,9
301,3

IP Intensidad de la fluorescencia

Poa

10,801
7,541
5,829
4,379
3,552
2,561
1,885
1,435
1,378
1,116
1,058
0,986
0,159
0,067
o
o

Roca! ¡-a

3,781
4,184
4,329
4,318
3,164
3,043
2,509
2,123
2,162
1,831
1,907
1,819
0,341
0,168

o
o

Pa Concentración de proteína <14,5 l.tg/ml)
Ro = Concentración de ANS (ver columna 1)
U = lFmáx . IF/IFmáx
1FmAx n Intensidad de la fluorescencia máxima <a saturación)
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RESULTADOS Y DIScUsION

IV,2.3.- Determinación de la bidrofobicidad alifática

(Número de sitios de fijación del RET por unidad de
proteína)

La adición de recinol (RET) a las proteínas cérnicas
bidro-salino-41olubles se acompaña de un aumento de la intensidad de

fluorescencia (IP) (figura 4.4). La curva inferior de la figura 4,4

correspondea ~a intensidad de la fluorescenciadel RET en etanol

absoluto; esta solución se utilizó como blanco de referencia. En

consecuenota, todos los valores se corrigieron respecto de dicho blanco
1~RET-yrosefna - lF~~~) (Tabla IV.4).

El número de sitios de fijación del RET por unidad de proteína

(NRET) se obtuvo del mismo modo señalado en el apartado anterior, a

propósito de la obtención del número de sitios de fijación del ANS por

unidad de proteína.

La ecuación cíe la recta de regresión resultante fue y -1,687 +

7,594x, con un coeficiente de correlación de r = 0,994 (P < 0,000 1)

(figura 4.5). De la pendiente de dicha recta se obtuvo la hidrofobicidad
alifática o número de sitios de fijación del RETpor unidad de proteína

hidro-salino-soluble que fue de 0,13 ~ = 1/pendiente).

IVXS.- Tratamiento térmico e hidrofóbicidad proteica

Las figuras 4.6 a 4.13 muestran la variación que se produce en
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Tabla IV. 4. Valores de la intensidad de fluorescencia del
RET(IFRET) y del complejo RET-prote(na
(IFRET-prote(na) para diversas concentracio-
nesdeRET

RET(p~mI> WEET•protcína IFRET IFreal

0.126 42,86 0,63 42,23
0,294 66,66 1,35 65.31
0.504 87,24 2,86 84,38
0,189 [14,25 4,55 [09,69
1,184 128,77 6,27 122.51
¡.519 160,05 10,4$ ¡49,59
1,974 184,88 ¡2,58 172,29
2,961 223,15 16,35 206,81
3.948 234.66 20,36 214,29
4,935 245,28 24,68 220,61
5,923 256,35 26.35 230,01
6,909 268,19 30,59 237,59
7.897 271,71 32,61 239,09
8,884 279,46 40,36 239,09
9.871 281,35 42,25 239,09

tFreal 1FRET~protefna- LFRET
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Vigiare 4.6a. Medida de la intensidad de la fluorescencia, en (unción dc varias

concenlracionca de ANS. del complejo ANS-protefnas cárnicas
hidro..salino.solubles sin tratar ( O ); tratadas a 400C durante 30 ruin
• );Iratadasa50Cdwnte30ndn( O).
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flg~ara 4.6b. Análisis de Copa r col. (1976)aplicado al sistema ANS-protefnas
cárnicas hidso-saj,no.solublcs sin tratar. y = .1,432+ l.32x
(r = 0,998 P <0.0001)( o ): tratadas a 4OC durante 30 mio,
y -1.0 + l.222x (r=O,989 PcO.O0Ol>(• ); ¿raudas a 500C
durante 30 ruin. y n -0,311 + I,062x (r 0.987 P <0,0001)
(o.).
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Figura 427a. Medida de la intensidad de la fluorescencia, en función de varia.

concentxacioncs de ANS. del complejo ANS-protefnas cárnicas
bidro.salino-50111b105 sin valar ( O 1: tratadas a 600C durante 30 mio
( • 1; tratadas a IOC durante 30 mio ( 0 1.

6

5

4

eS
o3
‘a.

2

o
0 1 2 3 4 5 6

RocxI(I —a)

Figura 4.7b. Análisis de Cogan y col. (1976) aplicado al sistema ANS.prcleinaS
dmicas hidro.sal¡ao-soIublCs sin tratar, y .1432 -# l.32,t
(r 0.998 P <0.0001) ( ~ 3; tratadas a 600C durante 30 ¡oir’.
y .0,285+0.979x (¡=0.982 Pc0.0001)(• ttxaudas a 70C
durante 30 mio, y = .0.322 + 0.83k (r = 0,968 Pc 0,0001)
<0).
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Figura Lb. Medida de la intensidad de la fluorescencia, en función de varias
concentraciones de AtES, del complejo ANS•prote<nas cárnicas
háo,salino~solubles sin Intar( O ): ¿raudas a 80<0 durante 30 mi»
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Figura 4.81,. AnálisIs de Cop~~ y col. (1916) JeJicado al sistema ANS-pmteínaS
cárnicas hidro.sal¡no-solubles sin tratar, y -1.432 + 132x

a 6,998 P<O,O00I>( O ): traudas ~ aro durante 30mb’,
y •0,182+0,688x (r—0,991 P<0J)00l)( A); tratadas a 9rc
durante 30 ¡,fl, y ti .0,103 + 0,59k (r u 0,992 1’ <0.0001)
(A).
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Figura 4404. Medida de la intensidad de la fluortsCcflCil, en función de varias
cofltefltflciOtiCS de RET. del complejo RE1’-prOtCIfliS cárnicas
hidbo~saIino-SOIUblCS sin tratar ( CI); tratadas a 40’C durante 30 miii
< e >;sratadasasttCdurafitt3omin( o )-
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lEpra 4.lOb. AnAlisis de Cogan y col. (¡916) aplicado al sistema RE1’prateItIfi-5
círuicas hidm.salino-selubIt$ sin tratar. y -1,6V + 7.594x
«=0.994 P<0,C~l>(O );tratadas a 40’C durante 30mb’.
y -1.292 + 6,llIx (r 0,989 P< 0,000!) ( e 1; ¡ratad~~ a
500C durase 30 ruin. y — •O,636 + 6,355i (r 0,982
P’cO,000l>( o).
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concentraciones de REY, del complejo RET-pro¡elnas cM ~r~-o>~41.
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EI¡ura 4.111,. Análisis de Cosan y col. (1976) aplicado al sistema RET.prrnev-

cfr,icas hidro-salina’solubles sin tratar, y = .1687 + t.5-94~
(r—0.994 P<o,OO0l)<O); tinadas a 600C durante » e
y -0.442 + 4,792~ ¶r =0.990 [‘<0,0001)( • \ ¿nuda-s
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Figura 4.12a. Medida de la intensidad de la fluorescencia, en función de varias
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Figura 4.lIb. Análisis de Cogan y col. <1916) aplicado al sistema RET-rottftU$
edruicas hidw.saltno-solubleS sin tratar. y = -1,687 + 7.594z
«=0.994 P<0.O00l>( o): tratadas a 8&C durante 30 mio.
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RESULTADOS Y DISCUSION

la intensidad de la fluorescencia de los complejos ANS-protelna y
RET-protelna al someter las proteínas cárnicas hidro-salino-salubles a
distintos tratamienlos térmicos: entre 400C y 1000C durante 30 minutos,
Al aplicar el análisis de Cogan y col. (1976) a los valores de
fluorescencia obtenidos, se observa que la pendiente de la recta de 4

regresión. resultante de representar gráficamente Poca en función de -~

Raa/(l-«>, disminuye conforme aumenta el tratamiento térmico; o lo
2<

que es lo mismo, el ndniero de sitios de fijación del ANS y del RE’)’ por -~

unidad de proteína cárnica hidro-salino-solubie aumenta a medida que el 7-:
tratamiento térmico es más intenso,

14

Con el marcador ANS, la pendiente de Ja recta de regresión pasa

de 1,32 (±0,03)en las proteínas no tratadas, a 0,47 (±0,03)en las >0
calentadas a 1000C durante 30 minutos; en consecuencia, el número do
sitios de fijación del ANS por unidad de proteína aumenta desde 0,75 a 4- 4-14

2.12 (Tabla ]V.5).

0(4-

Sí se utiliza como marcador el RET, la pendiente de la recta de

regresión pasa de 7,59 (±0,02)cuando las proteínas no han sufrido
ningún tratamiento, a 2,15 (±0,01) cuando han sido calentadas a -

1000C durante 30 minutos; por tanto, el ndínero de sitios de fijación del
RET par unidad de proteína aumenta desde 0,13 a 0,46 <Tabla IV.6),

- 14-
-3

-4Es un hecho demostrado que la mayoría de las proteínas
aumentan su hidrofobicidad de superficie debido a los procesos de

desnaturalización, ya que los restos hidrófobos focalizados en el -

$

ti?
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Tabla IV. 5. Número de iiliú de fijact n del XNS por un
de protei< cArniza htdro--ulmo-v4ubie en run.
dún del tratarlt41ÉntottrltrO aplicado

Tnatantimito
t rmlco

Ntidlente tE

Ny¿ 440*41 1,32 (±0,03> 0.75

WC <ti <~ tfl<±0fl5> 0.81

50-4-U’ - Y) mm 1.061±0,03> 0.94

6Ú’4C - j~0 mv~ 098 (t 0,01) 1,0-2

- *0 m~*¿ 1L31±0,0) 1,213

- mm 0#9 (t 0fl4) 1.45

C- Orto (k59(±0.02> 1,69

- 30mb’ (>47 (±0,03) 2,12

* ti -wu ~- -< mo um media de 3 ensayo» (entre paréntesis ~emues-
ha fa. v<M~st*ns esundar)
N >de¶, mfljacis3ndelANSporwtdaddeproteirn
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Tabla IV. 6. Número de sitios de fijación del RET por unidad
de proteína cárnica hidro-salino-soluble en fun-
ción del tratamiento Lérnilco aplicado

Tratamiento Pendlente* N RET*
térnilco

Ninguno 7,59 (±0.02) 0,13

400C- 3Qmln 6,73 <±0,0!) 0,15

500C-30n’iin 6,35(±O,0l) 0,16

600C - 30 mm 4,79 (±0,08) 0,20

‘700C - 30 mm 3,70 (±0.04) 0,27

80’C -30 mm 2,88(±0,01) 0,34

900C- 30 mm 2,39(±0,03) 0.41

1000C-30niin 2,15(±0,01) 0,46

• Estas datos son una media de 3 ensayos (entre paréntesis se mues-
tran las desviaciones estándar)

** Número de sitios de fijación del RET por unidad de proteína
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interior de Lvk n41Olt ula (lanford, 1973) sc exponen en la superficie

cwndn ¿Ma-41 -se desplte t. Li-Chan y coL (1985) y X~c*ng y Rrekke

<t~%> toI-45141ta40n este hecho en las proteínas cárnicas sometidas a

¿rarawtrnr-ue térmicos de hasta 104-41C~ con temperaturas superiores

atoas szna caida de la hialrnhybic¡d-ad Este de c ‘aso rarece

~ la prt4-cipac~&n dc re-sto; hidrófohn en lo; fenómenos de

aftr~4cIÓ4< n~ ecu-br ‘014d4-4te 1 a la ce ulacín. que comienzan a

percsl*srse a dicha temperatura- En el presente trattsjo no se ha

t~servado QMIC íe4-4drnert4-j, t htdrofobicidad. tanto aroniatica como

aIsfA-*s-ca, »¡~ue aumentando tocín o con tratamientos térmicos más

da- 41~ca ttt aIV 5 y IVó> Sin embargo. dck tenerse en cuenta que

al da. ‘-re rs. la- stwula, coagulado por homogeneización-, con el fin

4-0041441-Z al u ira r ‘pee- a, tatsv s para cl an lisis. es po ibie que se

pa lu~ern La rotura de atgwnas interaccione hidrófobas y. por ello, los

n arz; da ktdrofc sc cl cte tígmabm atamentando con el 1r-ntaniíento
rn4< ‘o-

IVl.6.. Relación entre porcentaje de aumento (te la
hidrofabicidad proteica y tratamiento térmico
ap-lirado

Ea la bit IV.? se muestran los porcentajes de aumento de la

lsisirt4ohciclad aromdrica y al¿fátka que sufren tas proteínas cárnicas

bdau’-saInio--selabl*n conan consecuencia del tratamiento léranico.
Cuando se a$ica rata erauana de 5~C durante 3<) minutos tanto la

- cl aro itt’; con o 1 alifitica aumentan en un 25%

- - - xrasadazngnte Cian trata»nientos térmicos de lOt durante 30 mitl-,

¡20
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Tabla IV, ‘7. Efecto del tratamiento térmico en la hidrofob¡-
cidad de las proteínas cárnicas hidro-salino~
solubles

Tratamiento
térmico

fncremento de
HAR~ (%)

Incremento de
HAL=*(%)

Ninguno -

4000 30 mm 8,00 15,38

50’C ~30mio 25,33 23,07

600C-30 mira 36,00 53,84

70~C -30 mm 60,00 - 107.69

804-0-30 niin 93,33 161,53-

900C-3omin 125,11 215,38

10000 -30 mio 182,66 253,84

* HAR. Hidrot’obicidad aromática
~ ¡sIAL. Hidrofobicidad alufática
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* 4ÁYWtt$gt,

La hadeo-fotnodvad ar ática aumenta í’sn 60% micz-41sras que la aItf~*u;a L~,

a e en m 1 1tfl~- Si .1 tratam*eflto L nuco e-; más jrbrv<n

í<# C, VI niunflo- 1 se aslcannsxt a.4141t4*444-O5 de hasta el 1 S2% e~4’s ~»

h¿ rufo í ad aromática y de! 253% en ¡a alífátí-c,;. Mo/bac

Mantst k t l9W4! ;qiefOfl <j4141C. -41 drteretcia de 144=5 teatro altfa-tc4411

ka rest’*s arutt41A-tlCro, dad—a ~uuestfuCtii4Y41 i01441fl4-4-flO44-5. rtt) 5~npfl 414*

4-0414544 a tt Ir41ttr,r de La rrusl&ula-. Lo cc~naecstenc4a, al deapkgane ¡a;

múke-<ílnspor efecto t, la & t~tt~i’ Ita- c¡M. frs; restos alíf-áncoi< de cas

so al >r aflora 1 n a la superficie en mayor propaw k it 4~’,41~ tOS

art u s. lo q . expía - rl- el mayor íncremcntí> La 1 a

íf -aenre a~nconIa n la.

la re={4rC4*flt45C4Óitl ~eáticadel pt4.c-erwale de aurne*4t4a’ de tas

í a4 bí ¼d4.41 aro ~t ti -a y alsf tica de la; proteína- i. rn~;,

- al no-solo - - 4*4-5 tattsc -‘sas del trntarrúea»to tMnico apI c Sa 4

ca rn»ltaak3 larva ¡404* reCta (ti~ 414 y 415). La oc - 14-tI a

recta en el caso de l laideasfohicídsld aroanáti a fue y ‘4- - 119442

en el de la hídrofo dad alifática y .183.2414- 4.3l3~,

les coeficiente; & correlací u <rl obtenido; fueron ka

adj sentomerate elevados <0,970 y 0,986 respectívarneate)

i fi aovar (1’ (k005) corno para afirmar que existe ea e reclva
reheasan entre el incremente de la hidrofobicidad de las prote -

ctmacas ludro-salana-’00l*ab-k; y la temperatura del tratasnietato rtrswce

afs
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-, <0.005)
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Figura 4.14. Porcentaje de incremento de la hidrofobicidad

aromática (HAR) de las proteínas cárnicas
hidro-salino-soluhíes, en ftmncidn de la temperatura
de tratamiento térmico aplicada.
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FIgura 4.15. Porcentaje de incremento de la hidrofobicidad
alifática (IIAL> de las proteínas cárnicas
hidrosalino.~soluble5, en función de la temperatura

del tratamiento térmico aplicado.

y ¡‘- - 1 S3flV 4 4,31 3~ r 4-4- <<9% tI’ ‘

$0 6<1 0
‘I’emperattit’a (4-C)
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lV.3.. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE GRUPOS
SULFIIIDRILO (-SU) DE LAS PROTEíNAS CARNI~
CAS IIIDRO.SALINO.SOLUULES

La cantidad de grupos -SU de las proteínas cárnicas
htdro.s5liIIO.0lUblC5 se determiné mediante el ácido
55~d~¿iobis.2-nítrOhCnZéiCO (DTNB). también conocido como

rttactkvo de FIlman”, según la técnica descrita en el apanado 1112.6 de

Material y Métodos.

la detección de los grupos -81-1 con el reactivo de Eliman tiene

la veiltaja de ser una técnica sencilla, rápida y directa y con ella se

obtienen valores comparables a los de otros métodos analítico;

<Fernánde¿.-DIei y col.. 1964>.

Sedlak y Lindsay (1968) y posteriormente Kalab (1970).
indicaron que uno de los problemas de la determinación de grupos

sulíhidrilo mediante esta técnica radicaba en que no todos los grupos
•Sl-I presentes reaccionasen con el agente responsable de la coloración
DTNI3) debido, probablemente, a que podrían encontrarse

enmascarados por la estructura terciaria de la proteína. Por ello. se
adicioné urea al tampón de pH 8,0 utilizado en las experiencias ya que.
a determinada concentración, theta las estructuras terciaria y
secundaria de las proteínas, aumentando la accesibilidad de los grupos
sulíbidrilo originariamente ocultos en la nxol¿cula proteica (ICdlla y

Kirs*clIa, ¡988),
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Ea primer lugar y tras la adición de DTNH a las pro-tema.;

cárnicas hidro-salino-solubles. se determiné cl tiempo necesario para

que la reacción coloriméírica se desarrollara en su totalidad. ya que cl

maxi¿no de ¿ibsorbancia (A51,) que indica una unión completa entre los

grupo; -Sil y DINE varia considerablemente de unas proteína; a otra;.

[‘ara ello, la absorbancia (A,,=>se leyó a iIttervalo% de un miyuto,

observándose un desarrollo toral del color trarí;currt<kss 3 minoro-;
permaneciendo estable al menos durante 2. hora; <figura 4.16>, Fn

consecuencia, todas las lecturas se efectuaron a los LO musttuss de

haber afiasdido el reactiso de Eliman a las muestra.; proteicas.

La cantidad dc grupos stílfhidrilo de la; proteínas cárnica;

hidro~salinosolubles fue de 61,42 <±0,41)pMfg de proteína.

IV.3.1.. Variación dcl contenida dc grupos sulfhidrilo 4-SIL)
de Isis prole¡nas cárnicas hidro•salino’solubles según

el trutarrdento térmico aplicado

La variación del contenido de grupos -Sil de Las proteínas
cárnicas hidro-’-salíno.solubles por efecto del tratamiento térmico se

recoge en la labIa IV’8. Cuando se aplican temperaturas de 4Q0(7

durante 30 minutos apenas se observa variación en los grupos -SH
(1.131%), pero con tratamientos térmicos de 50

4C y 600C. durante 30

minutos. ya se aprecia una disminución deI 4.12 y del 6,36%.

respectivamente. Si se aplican l0’4-C durante 30 minuto; el contenido de
grupos -Sil pasade 61,42 (±0,4])a 48,88 (±0.70)pM/g proteína; es
decir, se reduce en un 20,41%.Este descenso es mucho más acusado
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FIgura 4.16. Evolución de la absorbancia a 412 nra con el
tiempo (minutos> tras La adición a la muestra del

reactivo DTNB.
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Tabla IV. $. Electo del tratarmento 1 r~ruco en el cor¡¡ o do
dc pupo; ;¿flfiúdrilo (‘SÍU de It prrsaeb’o
árn~ca;hi¿lro--;a lino-- soluble

TratamIento uiNl -SlIIg prot % Iflsnúnuclún
rmko

Ns j~uno ;I.42 (±0.41> -

4tY4-
4-C - 39 rnui #0$0 (±O.5~) 1,01

Yfl - 30mb’ 58~ 9(40,32) 4,12

- 3O~n~o 57.51 (±0,19) 616

7(~C - 311< «<os 48 ~8 (±0,7(0 20,41

S4Y’C - 30 mro 41,33<±0,63) 32.7

•xrc. 30 atas 30,05 (±0.57) sim

It%YC - júmts ¡986(±0.51) 67,66

* 1241 4-. da va -‘ o mu ¡wadra de 7 t nusnaciones <entre paréntesis se
4-1441 -*41r411414141d541 saneo ;ent dar)
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(5 [.01%)cuando el tratamiento térmico es de 90~t2 durante 30 minutos
y, si se aplican temperaturas dc 1000C durante 30 minutos, la

disminución es del 61,66%: el contenido de grupos -Sil de las proteínas

cárnicas hidro-salino-501ub1C5 pasa de 61,42 (±0,41)a 19,86 (±0,51)
~xM/gde proteína. En definitiva, a medida que aumenta el tratamiento
térmico disminuye el contenido de grupos -Sil de las proteínas cárnicas

hidro.snhino.SolublCs, disminución que es mucho más acusada cundo se
aplican temperaturas de 700C o superiores durante 30 minutos.

La representación gráfica del porcentaje de disminución del
contenido de grupos sulfhidrilo de las proteínas cárnicas
hidro.salino-sOlublCS en ft¡nción del tratamiento térmico aplicado dio
corno resultado una linea recta (figura 4.17). La ecuación de dicha recta
fue y = -53.859 + l,144x cotí un coeficiente de correlacién (r) de

0.965 <1’ c 0.005>. lo suficientemente elevado corno para poder afirmar
que existe una estrecha relación entre la disminución del contenido de

grupos - Sil de las proteínas cárnicas hidro.salino-solubleS y la
magnitud del tratamiento ténnico aplicado.

Estos resultados están en consonancia con los obten¡dos par
numerosos investigadores que, estudiando la variación de grupos -Sil en

función del tratamiento térmico en proteínas de soja (Yamagishi y cal..

¡984), del suero lácteo <Li-Chan, 1983), del pescada (Opstvedt y col..

1984), del huevo (Beveridge y Amifleld, 1919). etc.: constataron una
disminución acusada de Los grupos sulíhidrilo conforme se

incrementaba el tratatuiento térmico. En particular. Li-Chan y col.
(1985) que trabajaron con proteínas cárnicas hidro-salinO-SOlublCS, no
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Figura 411. Porcentaje de disminución del contenido dc:

stalfbidrilo de las proteinas cárnicas hidrc

nilasbkt en función del tratamiento ténnico apI

ZO 450 60 1<0 1(X) IZO
Temperatura (‘(2)

- 53>159 + 114¾ y 0.965 <Pc OXlOSj
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apreciaron variación del contenido de grupos -81-1 al aplicar temperatu-
ras de 450C o inferiores, pero con temperaturas mayores de 700C obtu-
vieron un descenso similar al que hemos obtenido en el presente trabajo.

La disminución del contenido de grupos -Sil de las proteínas

cárnicas hidro.salino-501ub1C5 podría explicarse por su participación en
los mecanismos de desnaturalización y agregación proteicas. En este
sentido, Samejima y col. (198 La) postulan que durante el IrMa-
miento térmico de la miosina se produce la agregación de las regiones

de la cabeza, lo que se asocia a la oxidación de ciertos grupos
sulíhidrilo; así, el calentamiento a 700C origina una disminicién de los

grupos -Sil de 9,3 a 7,9 moles/lO5 g de proteína. Paralelamente, se
producirían también reacciones de intercambio sulfhidrilo-disIlírurO

(Sil-SS) (ltoh y col.. 1979a~ 1979b; l9&Oa; 1980b; Samejima y col.,
1981a).

En las proteínas cárnicas y a temperaturas más altas (2> 800C),
la reacción responsable del descenso de los grupos sulíhidrilo podría ser

la formación de H
2S (Hanim, 1966), fenómeno que también ocurre en

otras proteínas alimentarias sometidas a tratamientos térmicos drásticos
(Shimada y Cheflel, 1988).

IV.4.- DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE LIGAR

GRASA DE LAS PROTEINAS CARNICAS lIIDRO•
SALINO-SOLUBLES

La capacidad de ligar grasa (CLO) es una de las propiedades
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Y 4-41V tA4t 4141 » 5-4VU?<241Y{24~

5-Y-> 4-ka 4441-1-pv Yt2tnuiM 41? 14141 pr4?te i-41J41 cáro ka; tu-dro -sal roo -

4{4-t4-litY4-e-Y ~ p<a-Ñbie-4sie4ue =414441 la prc’pi-oda-d rn~B so-Fere-;alre-níe en ¡a

5-a-oil >k: it-o itt ~4-:4~-i2~Y4Ci4->-i474140C1:YS rcaóí-va tratad-os por el ¡--olor iSn~oo

1 ‘t5-t%t

l<i «>44--Ya bkiiiiJA dii=t<*<adio de ttt4l4-Y4 ¡itt 4 oto e’t - CO4-O~Y4-e=4t45por

di5-tt<14-4-5? 41 4 -4rrn~aí Y4-’i-as42444-441 441 prOl - lvi- . r~n>s&í de

<400 42<4-1 ~-<YY’t4t’’4440Vt41 en el agoa etueente o atl riada, It 41-tl;SarnY441

42’I4-i2’40*-4-;-24Y del i’4~44-¶&4 n414141444441r y ti4ae¡ún de -élnla a pos- 41 Y gra. - Ido -

<4--o u pCI ~? 421 «-tinOS nrittct:&htes 444<$blie-41 crí aptía y sol, en p nc -s

<ko—íei=4¡-:CIYY4-a-45414-tn Wods. 1 Fr coríntcuevwi-a,estos pr vos o~

=444-e-rrvp4-l-4-<’ iost,~=rifa 4- 4<1441 tina ensukión verdadera: para que se

a - la praisa d - -r ti rada de las células adapet a-

eowoi<v-tYe 1414- l:asr31) hqiiiik Sin embargo., tos esmdios nucr-ci cúpox<

en
1rrrlujtu4-r4-44; cá,-vsícos picada; tratados pat el cal-av

4±eotroesir4-sa41que. cvi <4-4-4 itt-o 4-1441 Ópím - -. rnuch - tI tas células adiposas
so -ana -, <t¿Wri yRaken, l975;Tínbcrens col.

4 u> - p>. ‘4< y oid -e la fono ci rl de twa estructura
4--Y ve a - - rs ) y el agra y la gra-a quedan atrapadas fi;oa

¡a tel pr - Así, 1 prolclna; recubrirfan tas
o o it 41 . 5r45s45 dabernrlan ea su diepersída a través de la fase

‘2 ~.OYYOt.so. ‘sra’ao ana cinas - - verdadera (Lee, [985: Regen4vtoa.

- - -t La u - de las cdta adiprnis es la responsable de la

- - prados-ros frente al calor, ya que la presenda en la
va - 41 eec , st grasahlneiareducen(Ooryvisser.

ti
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Por ¡o unto, a la hora de intentar comprender las eelactont~

pnsvieina~Iip~dc en los productos cárnicos picadas tratados por el cal’ e,

le ru’tío Se la capacidad de ligar grasa de ta-s proteína; cámscas pnV-
aultar sMs adecuado que el estudio de la capacidad ern-4llstonaflt

[a capacidad de ligar grasa de la; proteínas c sm
a- lrnv-solubJe.s ;e determiné mediante la t&níca de Vootsnoas y

>4 k (1983). modificada por [Chan y col. <1985), de acuerda con la

cuna patión de la figura 3.3 (Material y ?Mtodo’s>.

La cantidad de aceite ligado par gramo cte proteoa41
fue de 3,54 It (1,14) ml. Esta baja capacidad de ligar grasa podría

herse a la carsto«nacíón de las proteínas cirnicat Íatdro- o! 1 ~r.q

no permita a los grupos hidrófobos encontrar;e dísponíbí o para
tiaraccionar con las cadenas bidrocarbonadas del acetre (Morr. t~79>
Otra ratón que expLicarla la baja capacidad de litar grasa, podría
radicar en la limitación dcl acceso del aceite a ka grupos hidrófobos de
vates pro¿elnas, debido a la presencia de un número excesivo de gmpoa

pobres que formarían una barrera protectora alrededor de 1 rs grupos
hidrófobos de stiperfkie de la proteína (Vauvainas y Nakai. [9>131

IV.4.t.- Variación de Ii capacidad de ligar grasa de las
proteína cárnicas hldro-sa¡lno~solubIes sqÉh el
tratamiento Ua-mlco aplicada

La variación de [a capacidad de ligar grna de 12v pre - 5

r*micas bidro~-s.aiin&.so1ubles por efecto del tntan~exsw téna a sae
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1414A<:t 5- ~txY4 Y r}r.41<.-~t+.$-¡rjy~

cn la 415-141 IV Si toando e aplican temr<ersítura$ ík’41>
4-

titararíto ~ti«<144- 4? obseixa un iBCWIfleTttO apreciable de 1—a ca íd 1 -

tsqar sn-sa í7 .. aso erobarpo. con tratamientos ttrm,co;

C<4-CC 414<141441 dioii 4-i44l~? 420 V5-C41 ttiamittlIe - Mí, con tenípe-rarnras de 6WC

dísran<c YO 45144< sC se <it Á-í ~í: amen-te 1 U < ~014> ¡nl de me te por

grittrír< de pror-e--a. lo <3014 ;upat<re un descenso del 49.Si(¶ de la

caproÁdaI de t<pax ~r=ura.Ss se apI can rr-ee miento- c’ 70 4-C amo
ron.el aceite ¡sana-lo pauro tIc 3.34 (tO,14> a 1.54 <tO.05> mt pnr <~ni>

de prsn-ir%n. <A 4141:5-4. rlitrnlrYuye crí u-o 60,92’41i>

- , 41 - - 4-55-4544- 1 - a asia- acto (M.13%> cuando el t-ra¡amses-íw

44-¿<trbiZQ 14-41 .k ‘-bit diíta*4í14 3<) naln. llegando al 79.06% «<ando se

aplican te sípernssraa de 1(1(314-U: el ncc-ate It - o pa a ‘ 3.54 (-±411.14>

a (174 41±0~2I> «>42’s~ ~ant’s de protdna

La y cxci4n gr4tica del porcenra~e de diam-ixíucíón de La
1 asas de [a- proteínas cárnicas hidra alino--uelnb!es

rl 41’ -. 41541 t a 1441 41) m meen apícado dio como re-soltado una

lauta recta! (lígura 4 1 1 repte atada por La ecuación: y~ .52.674 •

1.3< lx -ayo -efacs ne de orrela ata (r) fue de 0,914 <E’ < OSX)St

e o aflanvar ex e una estrecha <elación entre el porceraa>t

- --sana La c- idad de ligar grasa de las proteínas cirnicas

<a y Las magnitud del sraumieníos¿nníco aplicado-

Es un hecho destamarado que la <knsnaís
4-rahz ¡Ña por el caler de

41 -‘ <-45-ita. 0 5-41 <144- 1 4- II rSa< o - ca u í 4 ctA 41 41 0 5-041414144-ti’ tIc dszwrnainn-

d’a-ir - ‘ tras oana½l5-elca-ocesecreto-de la capttcidaddst
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tabla IV. 9. Efecto del tratamiento térmico en la capacidad
de ligar grasa <CLG> de las proteína cAriocas
hidrosalino-solubla

Traurnlenlo ml aceiteig prat % DIsminución
t~rmict,

>4w urw) 3,54 (±0.14> -.

44rC 30 mm 4.15 (±0.21) ~l7,35

sú’c 34) miii 2,85 (±0.07) 19,54<

611< . 3Ornin 137 (±0.14> 49,84<

104-C - 30 non l.S4 (±0.05) 56,46

1<0%. - 30mm h38 (±0.01) W92

-, .30 mm 1,27 UE0X~) 64.13

1000(2 30 miii 0.74 (±0,21) 79.06

* Estos dna; son una media dc 7 determlnaciosts <entre parúnases se
indican las desviaciones esstndar)
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Figura 4,18 Porcent4e de di-sminnción de la capacidad de ligar
giMa de [-a;proteínas cárnicas hidro.salino.solublts
en función del tratamiento I¿rmico aplicado.
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ligar grasa de las proteínas cániicas hidro-snIino~solubles. un
rratarrtiento térmico suave produce un aumento debido, probable-

nnertte, a la exposición en la suped;c;e de la molécula proteica de
numerosos sitios hidrófobos a consecuencia del desplegamiento. laque
permite a la proteína orientarse en la insertase aceite-agua (Mor,,
1979>- Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con los

2-
señalados por Li-Chan y col. (1985>. Estos investigadores observaron
un ligero aumento de la capacidad de ligar grasa de las proteínas
cárnicas hidru—salino-solubles al someterlas a un calentatniento suave y
un descenso de un 10-15% con tratamientos ténnicos de 50C durante
30 mm: si los tratamientos cran más drásticos (750(2, 30 mi»>. la

disminución llegaba lnasla el 65%.

¡ V.t1. - Relación entre propiedades ffsico•quimlcas (hidra.

fobleldad, contenido de grupos sulthidrllo> y pro-
piedad funcIonal (capacidad de litar grasa) de las
proteínas cárnicas hidro.sallno-solubles

La funcionalidad es la expresión de las propiedades
Ilsico-qufmicas de las proteínas a medida que se modifican por las

condiciones del medio. Las propiedades físico-qutmicas incluyen, entre
otras, hidrofobicidad y contenido de grupos sulfhidrilo, Algunos
factores exírinsecos, como el calor, influyen en la funcionalidad de las

proteínas al alterar sus propiedades moleculares (Wiiding y col., 1984>.

En la actualidad, la mayor dificultad para estudiar la
funcionalidad de las proteínas radica en predecir cómo puede afectar a
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r~ ‘píc&’i Ñirtcía.sw 1 qas - de ea e tunar un cambio estructural de la
naí-45-’cí

441 [rs el caao . la - proteínas al¡meníasrías y. en concreto, en las
p-nirtntlÁ a.0U<a.~2541 debe puntualizase que el tratamiento térmico, que

<24<4 etapa primordial en la fabricación de los productos
pwadíos, da lu~ar a diversa; aheraciones estructurales (y en

,s-4-t4SccttiYlVLiO fan-rscrut14~sl de la. pn4einas cárnica;.

En la primera parre de esta investigación se ha podido

;,12t-442<-(Yt41i q-oe el rrat n-srenlí térmico rníXJifica la hidrofob¡cidad y el

~l4014-4as4kde g~rupans ulÉhidítlo de las proteínas cárnicas hidrosalino-

an2-ht4c-i, xl
1i4~4ri?r4141mr la tíidíofobwidad aromática y alifática y disminuir

141 l5-&Y144?<54d5-, de grupo; ultludrílo. conforme aumenta la temperatura

att i 1444454454-4ti45¡O !~rmiaO ~<l’~~sdo. Se trata ahora de estudiar si existe

oigutu 4141441<i4-0< cnt-re la anac n de la hidrofobicidad y del contenido

de gríapt’-s -Sil y la van Wn de la capacidad de ligar grasa de las
pr-’ tt. a e. ic hizo aflno-solubles tratadas térmicamente.

L.vi s:uetk vii s de correlación (r> hallados se muestran en la
- IV [5< (a destacar, que el coeficiente de correlación

va-. Ir st 0.836> y. a la vez más significativo (E’ <0,02), se
- - a eíane 1 varract de la capacidad de ligar grasa y la de la

ladro<csbs dad atíf ti .-a Por tanto, y dada la relación existente, St

<4’ --141 svewna 11 s de regresión bivvriada y ,nuhivariada con
14! rin de ~ 2 <var qn parámetros podrian utilizarse para predecir la

nraar-són de Ix ca- ac dad de ligar grasa de las proteínas cárnica.;

i~siIri2 L4-.--4-”l2l,14Y4-4-lct sía o -fi a tratamiento t<!nnico.
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RESULTADOS Y r,isctjstow

Relación cutre la capacidad de ligar grasa (CLO)
e bidrofobicidad aromática CHAR), alifática (¡-iAL)
y contenido de grupos sulibidrilo (-SH) de las pro-
teínas cárnicas hidro-salino-solubles según el tra-
tamiento térmico aplicado

Variable A VarIable II r

CLO lIAR 0.817’ 3,17!

Cli) 1-IAL 0,536” 3A07

CLO —Sl! 9,785’ 2.839

* PcO,05
Pc 0.02

~coeficiente cte correlación
estadfstico de Student

139
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1 a; r44101415-4dQs del anólisis de rei~rey¡í1n bivarioda se

del-altas 04< la xbia IVIl. Los coeficiente; de determinación otnt~

fl44-~i% &4s iód~~i >124< ;atptie itas son ;ígntficatívos (Pc 41,1)5 y Pc 0.025>;

sin eíííbar<ín la van bílídad no espre. ~dapor la regresión es bastante
<Ir. Sp 5 04< el caso s1141 predictor -Sil 46%). El coeficiente de

deatrnsnítcíon <044<41 aI4o <tU 0.699), junto cori el error estándar ints

<‘-a <4- itt 51 4 5 nío-ja Sl> i 59735< se obtuvo cml la varuaUt
31ti-daoíataculad aáfIcíca- No obstante, y en este caso, la variabilidad no

airñ’os,-da al p014454250l- 1 4 ys n e; alt t 341i%)- Por tanto, ninguno de
kas ísrflvasevro us<liv y podda emplearse, por si sólo, en la predicción

de fa vatia<-soo< 414 [a c pací [adde Ii ir grasa de las proteína; cárnicas
hídoo-;aMo41an- ;íalstitÁe-s se un el trata-ini sito ténnico aplicado.

Los- resol-tas o- 1 ase lisis de regresión muIñ-ariada se

desailan esa la tabla IV 12 Fil mejor coeficiente de determinación

de [~vaáaci n 0 la c- pacidad de ligar grasa (R2m 0.liáj se
r:íbrssso csaassdo se emplearan lo,; predictores variación de la

11<44 ~-u 1 ahf-nca’ y variación del contenido de grupos -Sil”. En
fue <.. os p - te-; supuestos. 1-os coeficientes de derenninación múltiple

>~- vado (~X
4<~) dss¡ninsayen en relación al obtenido con la variable

a -~ IIAL <1t
2

41 - 0,639) (Tabla IV. II>. En el tercer supuesto. en el que

es no ox-nc -í doctor II XL y -Sil, el coeficiente de determinación
sen’ eta de 0k39 a ~ sin embargo, Io-s valores t de

sar se A • re se n parciales no son significativos.
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Si se aplica el análisis de regleilón mU/tiple ST¿PWISE
(vta-St pág. 88 de Material y Métodos), el proceso se detiene en la

primera etapa; es decir, como mejor modelo de predicción dc la
variación de la capacidad de ligar grasa de las proteinas cárnicas
hídro-salino solubles. se mantiene cl que utiliza una única variable, la

“variación de la hidrofobicidad alifática”.

Varios investigadores (Voutsinas y col.. 1983W Townsend y

Nakai. 1983) han constatado- la importancia de incluir la hidrofút-Ácídad
y el contenido dc grupos -Sil cutre los parilrrecros predicrores dc esta

propiedad funcional de fas protefnas cárnicas hidro--safino-sotubtes. En
este sentido. Li-Chan y col. (1985) incluyen corno predwtores óptimos
de la capacidad de ligar grasa. la interacción hidrofobicislad
arcímática-alifática y la bidrofobicidad alifática. En su modelo, 1-a

variable tidrofobicidad aromática también fue de escasa utilidad rwa

pronosticar esta propiedad funcional.

IV.5.. PREPICCION DEL EFECTO DEL TRATAMIENTO

TERNIICO EN ALGUNAS PROPIEDADES flSICO~
QUIMICAS Y NJNCtONALES DE LAS PROTEINAS

CARNICAS HIDRO-SALLNO-SOLUBLES EN f’UN-

ClON DE LA VARIACEON DE LA ANTIGENICIDAD

Los estudios de relación esínjcturvfurción de las prctelna~s
alimentarias se han llevado a cabo, principalmenle. con el fin de
predecir Li ñsnc¡onalidad basándose en de¡crminacioncs simples y

reproducibles de algunas prupiedades básicas de las proteínas-. Dentro de
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a—~~Sv Nifara y %harkasi ( 19S61 incluyen la ant¡1zenít-klad

<1>45-414-’ ~><< r~< Pi4-tdi4<¡ pi hin sc:a de La resALu la ¡4-rote u;a ~í~ - <-~ rnha-rs~o
11<44-215- h> ‘isí 1141$> hñsia la recia e r< el po síh le pruuíY14t í~- o de

Suc<42 - <ííYid de Las ~rrosLein-a~.

1 a’ tui., a> íúeíiñcil4~ívas-eshan sil ti iadn en dii ueue esrinlío;

ítt ...h ~í>4-<..i4i<5-»I<U-l.,iin de la; l>4<~~~ <ver aparrado U 5. ¡ - A de

[4405-dr. 44-5-444 ~4<cpu—e ceivítrS41yit4< mn~wka muy verísíbles para detectar

Lx; ~41 44- ii/4<1414 oc ti e;tn>ct441 ra ~rot14 5 Oca; sonadas por ,Iiver;o-c

gentes i <4ruiot.itkswia - -

Vnr fa tanto. -~ pretende esrudrar -si la var¡ación de la

xn-í 4514~4440 idad ddu4a al tratan; coto rdrrnicu pedíLi u i Israrse come
de tu; pred-oc~<n dc Usa púsibles nv,díf¡-cacione; de alp.uroxs

fleco-cpílimcas o tsrsuc instales dc a; prote mas ca-micas

t<uógcí-s,uLín-o -vafa$~ec La récruica inmunoenxrsn tíca del ELISA

u41442i41451-40. ¡2014 <40 s4’-4w<iie/ p414C040-4<. rq roductíbílid d. b’ jo coste por

e4<4ta-yo y 1uea-du$dad a íwrruatsnc - , ha sida> el método analitíco que

o-urs uro fa -ta swn’ o La variación dc la antígenicídad de las
prroa4-uns cánuocaa hodra> -salíno-.ssñnN s en función del rraramsento
<‘érc~uice >4du,vafa.
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RESULTADOS Y níscuslON .4-

jV5.1,-. Análisis por Inmunodifusién en geles de agarosa,

de los inniunosueros obtenidos al inocular en conejos
los extractos antigénicos PCI-ISS (proteínas cárnIcas

hldro-salino-solubleS)

La técnica de inmunodifusión en geles de agarosa ha sido la
utilizada para detectar reacciones antígeno-anticuerpo antes, durante y

concluido el proceso de inmunización de los conejos. Esta técnica se

describe en la sección 111.2.4.3. de Material y Métodos.

Antes de inmunizar a los conejos frente a los extractos
antigénicos, se les extrajo una muestra de sangre (sangría inicial) y los

sueros corrcspondientes se analizaron frente a los antígenos cárnicos sin
que se detectara ninguna reacción antígeno-anticuerpo. En consecuencia,
todos los animales se consideraron aptos para el proceso de

innittnización

A lo largo del proceso de inmunización se realizaron dos
sangrías parciales para comprobar si los animales producían anticuerpos
frente a las proteínas musculares hidro.salino-solubles que se estaban

inoculando.

En la sangría parcial S1, efectuada a los 15 días de la

primera inoculación, ya se detectaron reacciones de precipitación
antígeno-anticuerpo en el suero de! conejo n

0 1 (Tabla lV.13).

‘45



4<EStt1A141<) Y E>45Li5-S0O>~

raMa IV. 13. AnMt -is pos inmunodifustún en gel de agaro-sa de los
íriflhiafltl&4iC ros antí .1>CI SSS obtenidos en conejos. frenre

los e~irdCWi stniie~fl1CO% PCIISS

Sans~ría Conejo n’ 1 Conejo n’ A Conejo n 3 Conejo a’ 4

SAI

Sí +

-t -,

55: ~ -rs-

+

4-’ ~a5-o-:4rua 4-4515- 514<5
St-st Sa 54-OrLa parcial lía LS
574-4-i S,sru~r&-í parcul illa
5 4-4- S.aeí~yo-a ñn<a[

~ii Au-scncia de tu- -íd - de precipitación
l”resen -r de o-a anda de precipitación

ni [nY e- a d as 1w las de precIp41tacIóti
(+4<4>.st POeM4 -o- dc ide o bandas de precipitación
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En los sticroz procedentes de la sauigria parcial S,. realliada a los

31> <lía.; tic la primera inoculación, aparecieron reacciones de

precipitación frente al extracto antigénico en lo; correspondientes a los

conejos n~ 2 y nt 3. Paralelatnente, en el suero del conelo nt 1 las
reacc¡oues dc precipitación fueron ni4s intensas pudiendo observa-rse la

a-parición de do; bandas.

En la ~.angriafinal efectuada a los 60 dfas de la primera

inoculación, todos los sueros obtenidos presentaron reacciones de

precipitación (tente al extracto ansigénico inoculado. Sin em-barga. con
el suero procedente del conejo nU 4 sólo se evidenció una Nnda de

precipitación en el gel de agarosa, por tanto se deseché, al considerarlo

cori un nivel de anticuerpos insuficiente frente al extracto antigénico.

IV.5.l., CondicIones de aplIcación de la t¿cnlca ininuno-
enzimática del ELISA Indirecto

A - - Delerminaeión de las eóncentraciones óptimas de
conjujado y antIcuerpos a utIlizar en las pruebas

Siguiendo el protocolo experimental descrito en la sección
111.2.4.4.11. (Materiales y Métodos>, se procedió inicialmen-te a
determinar las concentraciones óptimas de anticuerpos anti-proteínas

hidro-salino-solubles de carne de vaca (aníi-PCIISS) y de conjupdo que
intervienen en este ensayo.

La cóncetnración idónea de conjugado se detenníné a una

‘47
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d4uucÁín libÉ c4” dr’!<Cropos uní -.P(.H SS dc 1/20 y a un rango de

Ci:t11:cnYta<4-125-tI leí e ~tracto aro-ti éuucn entre 52, tlt) y 5 .59 ng de

pruntimu 121444-e mIt 1 aNa l’t 14% La dilución del conjugado /5<») e; Mt
•puc po-srs-si uÓ o-usa r’segco-r jite rervc usesón de la; di,tnuu Cor<ceittracl?m14 5

de es4saCtu.4 445-iy,~i5i44<.u í ¡ ISSC y Li que tu, lugar a menor reItCc uÁ-u

44<15-1< (5-li 14-1-14 4- <«+irulies

A coro4vswia-u: <‘ti - o- termi <vi la dilución dpi irna de ant¡cuerpos a

o-vro-a o-II toas suYo ¡¡a <-lic ccmj upado dc 1 l~< si) y uit ras o-sun rauco de

<ol-kcasocxao-44114441-; del tYxulwto aniigcYruco 52 0< 5 - SM> ng dc proíe¡na

polo n—-l) la chliuc<uón opitnua de anticuerpos especíñeos antí-PCI-ISS fue

ha de 1720 tTints IV 15<

II.-. (.úntr-uí-le

¡2 u adoa a nsay ; se í rúdu¡eron o; controles sí mentes:

Control A. scu rp ta, conjugado y sustrato. sin antígeno.

Cecarusí II: - ntapuuo, conjugado y sustrato, sin anticuerpos

(csna-roI C: a-ah un, anticuerpos y sustrato. situ cotijupdo-ni

Control U: a5v141 no. truerpos y conjugado. sin Su!trMtS

a > nos uíka A-. sin antígeno, Vos valores- de la densidad
4~ka a 4~5 n~ oscilaren catre 0.398 y 0,253. lo que indica la

u ter- o ‘o-vsa peqoseña adsorción pa;¡va, en ningún modo

sc ~55 <“4 alas a, su has 411441Cu4-Srp5-541 a ¡cas pocillos dc la Flau de

raer 414< - -

148



RESULTADOS
y

DIsctJStoN

flC
O

’fl
‘e

C
O

N
O

,tn
@

o-,r--.O
tflO

O
0

C
M

~
O

0
0

0
0

0
0

0
0

0

0
r-~

V
rfl

r—
0

0
~

O
N

N
C

M
t4

r~
tr~

¡-S
4

~
flS

d
d

o
o

0
0

d
c
fd

d‘e
—

O
1

.Ú
tn

4
c
4

4
c
4

4
4

4
0

0
0

0
o

d
S

d
c
S

~‘ten’o’O
V

e
-V

4
1

C
M

~
<

~
O

e
n

,-,,flC
O

N
d

%
V

t4
0

0
0

0
4

~
0

0
0

0
0

0
0

0
0

o’
v
’e

@
—

rn
—

0
’t

O
,

<‘l
C

I
<‘1

C
l

<
1

C
l

C
l

CM
,-.C

>
0

0
0

0
0

0

4
d

d
V

ifl~
1

d
c
5

d
d

S
o

o
0

0
0

<-U
d

u~
CM

e
n

’

a
o

c
I—

O

c
j’q

flo
~

‘O
CO

Ú
CM

r,
1’-.

C
C

e
-c

o
o’

oIteaItIte-a‘oCaIt

8oOo

n
co

2
0

’

It
“o

E~
.~;~

iii-4-5.0<1
E-

~
,f

E
~X

t
It

It’-,
e

l

1
4

9



4<1us4
ATa

txy;
‘i

fu’
<-5

Sucias

~
flut

O
4

-Ú
.~

’!~
n

u
’e

rs
-..

1

rL
4

4
‘C

iÚ1
r~

-
-

~f
ur4

C
-~

5%
74

—
<-4

0
1

<
1

-~
5~’

li-S
M

4
<40

tI
1

0
4

ti
-‘ti

ca
—

“
9

Y
~

.flrfl
-..-.-...

C
o

fl
q

l
C

l
.1

¿
o

lO
s
O

l

:i
-

<-4,4
«4

‘ó
‘<4

-~
<4

<‘-1
—

150

—
I

zsi

-4
n

i,
1)

st>
--4-

tIlo

4
u

--~

-u
li’

-~

--‘-a
40

,1

~2~
1>

‘1
u’

-
a4-4-.’

4-4->
ni,

u,
-~

Y/

<
44-~-4

4
-’

5-’
5-.tt

-~
‘4”

~
:~

Í#5-~—~
‘¡44

--si4<.4<4

~
4<

1

1

4-0
<‘4ai



StiTAI5-í05-i -t nt-sÉU2uAi-in

Gua ocio en lías controles ~ee ¡iii inaron lo-a auutki,e rp u; (aves vot

Hl. la abo-o-rbancia var¡ó entre 0.39<) y 0,241. por lo que la fl¡acu&s

A~4niti¡4ado al andgeno se consideró pracrícarnente de pee ab-le.

li.n los controles en Isis que no se adiciorvó cl conju~-acio ci el

sustrato <controles C y U) respect¡v~mente) Los valore-; de la den ida 1
óptica estuvIeron comupreríd idos entre 0.16-4 y 0,106 y entre 00-W y

004?, respectivamente. Es decir, apenas se aprecieS desarrollo de color
indicativo de la reacción

En consecuencia. el planteamiento de la experiencIa era

pm-e unsihíemente correcto al reo-uIt-sr negativos todos los controles,

£7 -- Variación de la concentración de antígeno
original deleclable según el tratamiento t4rrnlcu

aplicado

En la tabla IVIó se muestran los valores de la absorbaí+2-I a

40$ nm obtenidos al enfrentar siete extractos antíg~ntct-- original a

<proteínas cárnicas hidro.saiinc-WltIblCS sin tratar por el calor) coas el
imnunosuero anti-.proteinas cárnicas hidro-salifloasOltJbk-5 <antt—PCIISS)

Con ellos se construyó la gráfica patrón (figura 4.19> y se obtuvo la
ecuación de la recta correspondiente a la parle tinai de dkNa

gráfica. que fue ym -7jfl4 + 2,131x (e ~0,998) <Pc O.O<X)l)-

En relación con la ilráficut p arón, U ligaras 4 Y) a -4 2)
muestran la variación de los valores de la abvsorbancia ebteauckil al
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Tabla l~. 16. Valores de ubsorbuticia a -.11.15 mii cíe di~>

01kCnt va iones de ant í ge 14<) (prote in a; di ti

h¡clm-salitío-moluble:) PCIiSSS frente al itunurlo-

[ng concentraciún

ant ige n :

1)4). 405 rtrn’<

2334 (±0.025)4,71
-4.41 2,680 (±0.018)
451 2,695(±0.012)
3.81 2,700 (±11.013)
3.55 2.619 <±0.024)
32t 1,630 (±0.017)
2.9t 0.874 (±0.023)
2tÁ) 0,626 (±0.019)
2.30 0A52 5±0fl15)
20<> 0.395<±0.015)
1.70 0,368 (±0.011)
140 0,341 (±0,009)
1.10 0,312 (±0.012)
0.80 0.292 (±0,010)
0,49 0.263 (±0,013)

0.19 0.250 (±0,009)

* Me lía arismética de

‘-en e-vas

7 lecturas con su desvtación estándar ¡
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FIgura 4.19. Gráfica patrón obtenida al er¡freruar las proteínas
cárnicas hidrn-salino-súlubles (l’CHSS) al inmune-
suero atíti-PCl-LSS.
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Fi~ura 426a. X,íuih,í=.<nado-ante a iccaica in-moanolúsrico del ¡LISA i vsíso. de
los earrac-n’a cárnkc,s PCHSS i prot-etuías cÁrnicas hdro abro
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enfrentar el mismo inmunosuero a proteínas cárnicas hmdro-o-alurur--

so-lo-aMes sometidas a distintos tratamiento; térmLcos. 1.2 o-Iesrutura -

línctón de a; proteina; por el calor se refleja en cl progres-uúo

de;planmieflto de la curva a medida que aumenta el rraíusrnienro

térmico: entre 40 y 10091? durante 30 nl nutrí;: dicho de otra Ñurr-na.

cuanto mayor es el tralittfliento térmico a1>lic¿itki. tanto uti~~yor e; lui

cí.>iacentración de antigeno necesaria para obtener ¡mí valor de ahso-r~

l~u1CI4 simiLar al alcanzado con el antígeno original smi, tratar-

En la tabla lvi? se recogen los porcentajes de disminución del

antige-no ini gín-al detectable a consecuencia del tratamiento térmico.,

(7*41-ando se aplica ursa cemperarura de 404-’C durante 30 minuto; se
observa una caída de! 13,67% era la detección del antígeno orígmal Con

ay intento, térmicos de SFC durante 30 minutos. eSlo reaccionan cora

su corre-.spondíenle inmuíuosuero 121014 rw de los 1621,81 ng de la~

prote ma c4rnícus orí flalis. es decír, en tomo aL 25% - Si se aplicar;

70<C durante 30 mínulos. la disminución del antígeno oríjna.l

detectable llega aproximadametate al 50% y si el tratamiento ténníco ez

m4.s dr fi o (1< rC.3<) mm>, sc alcanza una caída del 71”. En este
última> ca t únicamente reaccionan con el inmunosuero anaí.PCHSS

468.99 ng de los 1621.81 ng originales dc la-s proteínas cámica-s

liidro-salmo- olta le.;.

Nmnerorsoa investigadores postulan la existencia de antígenos

temnaoeuable a> el te>ido muscular, su poder de reacción no se alterarM
2< ;‘ ar o-! 5 truat sí sí nt~ ‘mm o’ apIlitado <Nl ilgmom y col . 1964;

liaydeui. 1981. Kang’eíbe y col., 1985; 1986; Man. ¡985; Kangetbt y
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(Jarburna, 19V: Sherikar y col.. 1 988a; Bbilegaonkar y col.. V$0> Sin

embargo. de acuerdo con llerger y col - SI 988) creemos que esro~
anti-getltfl no presentan estabilidad absoluta frente al calor, ya q-uae

o-u—insto mayor es el Ir
1 tamnrcnti, téniímco taríto menor es la intensidad de

la í-eaccWín antígenc>-anticuerpo ker tabla ¡VI]>.

La dinmninutií5n del antígeno original detectable detiida a 1-a
aplicación de calor, es decir, la menor actividad ininunológica a
suri secuentia de la desnaiuralíiacióti. implica la destrucción de la

e;-íro-<cnara cuaternaria de la proteína debido a su subdivisión en
subto-andade*. Sí-a eras rgo. se produce simultáneamente una alteractóui

de las estructuras secundaria y terciaria. Ambos cambios confor-.

macional-e-s destruyen lo-; determinantes antigénicos de la proteína

<Ca¡srmpoulas y ccl.. 1971>, sí bien es difícil señalar que tipo de

epltuspe—s <secuenciales y/o conformacionales> se destruyen. Era

cneluta;iión, y de zcsaerda con Herger y col. <1938>, puede decirse que la
da del oví eno nrí-gimtal detectable es un fenómeno dependiente de La

a wra y de la dumacion del Iratainíento mémsico aplicado.

S-i se representa gráficamente el porcentaje de disminución o
ci a del antígeno orí ¡<sal detectable en ft~ncién del tratamiento térmico

apI1 - (Fig 4 24). se obtiene una linea recta cuya ecuación

es y -22378 + O,968x ir 0,993> y que posee un coeficiente de
cumxet rnaay s~gaúficativo (PC 0,0061), lo que continua la hipótesis

pi esto

Diado la radiación lineal existente entre el antígeno originul

tao
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d-etectalilt y el tvdtamlaieillú térmico aplicado, la técnica inmune-

n-m.nwváista ElISA pu-<c1.ria rener utla aplicación potencial importante en
el ao-neíot de calidad de ti:,; productos cárnicos tratados por el calor ya
qtie, pu-idvía uíitiaarsc piura señalar el tralarnienlo térmico ~ue hubieran

vio- -Yodo dichos prcudu-cto-;.

lx- ~53.-.Predicción del erecto del tratamiento térmico en la
hidrofobicidad y en el contenido de grupos
sulrhidiilo de las proteínas cárnicas hidra-salino.
solubles, en función de la variación de la antí-

genicidad

(orno se ha merí-cionado anteriormente, la hidrofobicidad y el

conte-indo de gni-pos su!fhidrílo de las proteínas son, probablemente,

ko-u paí-áznerros eso-Jis o-irílíudos para predecir las propiedades funcionales

de ias pm-oveYoaa alimentarias. La hidrofobicidad se ha relacionado con

1;; - - c Id s emulsionante (Veulsinas y col.. 1983a), espumante

<Ío-*-su ml Nakaí, 1983), geliñcante (Kato y col.. 1981), y de

oc, de - t,a <Wcuod y col., 1984) y el contenido de grupos
-- tío con La; capacidades emulsionante (Li-.Chan y col.. 1985) y

h 1 <Voetsánas y col.. 1983b) de las proteínas alimentarias.

También se ha señalado que el tratamiento térmico aplicado a las
p tsaa cJkrnwas bídro--salino-solubles modifica su hidrofobicidad,

o ay ática c mo alifática, y su contenido de grupos sulfloidrilo.
mí , la ~oacerítracióndel antígeno origiííal capaz de

ve con su mrnunosuem correspondiente anti-PCIISS, detectable
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roedointe lii técníca inmunoenzirnátíca del ELISA a - jite ‘tú. var(a

igualmente en función de ducho tratamiento Se tr va p r trae de

cornp-wbar si existe alguna relación erare los lí tinto-a par uwt-no>u

considerados; es decir, entre la vartacrón d 5 antíg no <2 4- ile-al

detectable por una parte y las variaciones de la ha ini o- 2-¿ y de ¡o-e
gnípoe-SII de las proteínas cárnuc-- - hidro- -Mino soltt tratada. por

cl calor por otra,

En los tres supuestos conside vado - <Tal la IV 153> lo-ii

coefícíenset de correlación <rl hallado, fo <o- 1 su su s~o- o-

elevados tO.94t, 0.970 y 0,931fl y s¡gnuflcasivíos (1’ 0,01 y 1< 01 ‘>t>

como para poder alirnsar que las variad .cs de 5 Yo ro-fi - a

<arornáía a y alífátíca> y del contenido de gn<po-u; 51< la usual o->

cárnicas hijo-> -satUras solubles. debid al travauno--nst ro-vn e a Ii .‘ u.

están estrechamente relacaonetda; con la varuac&a del ~srl¡gemoeoa’rg 4-

detectable consecuencia de dicho tmatomaeríto.

A continuación, y dada la relación exrsv 1 ~. se en
U

ponhilídad sic predecir la variación de la.; hídvof <az,í ‘y a

alifática> y del contenido de grupos •S1-I de la>í ítníuaa a> ‘a-

hidro-ulino solubles tratadas por cl calor. sea de Y tia o-o-lea

del antígeno origina! detectable. Les re;udtadsn de - ea *

regresión bivarioda efectuados se nltaElrM <<a la TaNa IV -

El coeficiente de determina idas más a - - e ve -en 4-

vanuohle varuacicn dc la hídwteko-cídad ala Soca tIIAL> <Mt ~3¿4 -

P<0XXJ5> e índica que el 94,1% sIc la vaníi

183



Rt35ULTAt)O5 y níscuslON

Relación entre la variación del antígeno original
deteclable (AG> y las hidrofobicidades aromática
(lIAR), ílifática (1-IAL) y contenido ~lc grupos
su!fluidrilo (-SH) de las proteínas cárnicas hidro-
salino-solubles segdn el tratamiento tértnico apli-
cado

Variable A Variable ¡3 r

AG HAR 0,941* 6,232

AG 1-IAL 0,970** 8,953

AG —SIl 0,938* 6,018

* P-.cO,01
** 1’ <0,001

= coeficiente de correlación
= estadístico de Stadent

164
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p-uueo-35ee t¡~lucar’íe en función del ¡nrcentaje de reducción del antigerw

<<víoa mal detectable. E-o este sentido. es necesario puntualizar la

vtSriC <a o-le la; in terucc iones h íd rofóhicas en la untón-

-uK444
514-e-i-40 aiatacuutrp) <LisÉn. 19W; Berzofskv, 1 9X5) lo qíle explicaría en

pi vn? 5.; relación uun íón antígeno -an¡icue vp.u e hidrofobicidad. No

•*t-s: ante. en lo; tres supuesto; considerados, tos coefioeníes de
<lete yrrsunas: tun Fiat lado-y; son ton siderableinente e le’-ados y tlíarnenw

;íer-<ítkaiavo; IP < tfO05>~ en consecuencia, la determinación del

p-<i-uruu¡e & reducción del antí elio <vIgio- 1 o-letectahle medíante

Pa técnica eiuTlu.TlOtWllIOitI a del ELISA indirecto, podría empleare

co-unu-sus induce cte Yana sc ide las Iaidrnfobicidades aromática y alifaitica y

del <o-e<ua{eniuio de rupo sulihidrilo de las preteinas cárnica.s

51 ~dúu>- u-al mo-- solublea cuando se sorne ten a distintos tratamientos

=vn,

IV, 5.4.- Predkcién del erecto del tratamiento t¿rmlco en la

capacidad dc ligar grasa de las proteltias cárnicas
hidra-;allnoeaolubles

Ya e tu-a menciona-do que la capacidad de ligar grasa <(10> es

aun 1- ropaed E ancuonales más importantes de las proteínas

4 -- al vn tul í s y. quia-As, tana de las más relacionadas cori

1 et4Runsu-,to la e -smctura y estabilidad características de lo-o

í<u a diez cos picados tratados por el calor. Sin embargo. el calor
r - ru-stuucuv sri- ro-u- lía- cúóea proteica con alteración de determinadas
‘u >.pu í7.sculuú’u >4<. u -a - uf - -e ha coí-np-robo-ido que con tnitaflti 441t0

v,trvuaunoas sIc -tO>’C deraese 30 inmotos se produce un aumento dcl [7%

lES



<ul IAAtW4 t44-u5-<tsu.<uuoui

de la capau-. dad de lugar gratia de l.a41 proteínas o-;avr4u’taa ,&n—sado--ui,ux-

u-o-bUles. pero <sun truotamierito; a temperatura; rnA; altai; tal 4-al>uis; ‘ded
decrece (ver vecci-i$n IVA. Ib, L.a variacken de la caiuacit 1 - liga
grasa <cuino consecuencia <u! tratamiento térsnico poco- it> tu

falto-; drarííáti.cos del p-m-odu-cvo cárnico finat í:íaue podrkt<t gu-ats.ar-se e-n

54-ra-vm <asedio-la si se pud¡era evitar dicha v¿riaceón,

Fa el apanado antenor (IV 5 1> se huía ,nxfu-z- U - valca-e u ‘1
cori tea> o-sn ‘vial derecrsble por la t casco ívu-mnrtceens,m-;ke- u 1 - ‘uN

indirecto pava liredecir la variao vi que sufren algunas pau - sir -
II <sm-químicas de La, proteína íirnsca; Fijo-Inc -saIaruce--au. ~ -‘ o- >; o

con. citttncia del traraaoi rito té ra-ii - Se trata ahora de <o- p - a se

triaed n u picar los rni.srno vuvku-reta en la preducci<Sn o-te la su- u1** 4-41

ui~a propiedad funcional: U cap-aciduísl de Ligar grau-a-

En el anáIasi4l ile re qrivíñn Ns-arbusto se u-tduzó ccuuTh vututuvUIc

1 pendí aire el ‘porcení- $ 4’ reducción de o-qs -.z- 1 - 1454 54 .auct -

<(tfl) y corno ~ ríable ira&per<daeen el ‘paute rna re ;< 1

antiger-lo original detectable’ <AG). La - - ida

Cf~G -21.145 + l.463A0. El codicien de y vu - es

SR2 >< 0179> era altamente significativo (1’ -, 4) X)lR> e su - ka sguue ial
53/,9% de la varuaciótí de la capacidad de li ~gea de ta~u p a

hídro-salino--.soluables como consecnncaa del trata te í tá -te
aplicado podría explicane en funciéii del pwcenssaje tIc re - 4<414

antígeno orísínal deíecíahle mediase la -ru-Ha te -

tÁ.ZSA índírecvo.

le’

‘a, =1~~~

u-
4-4-u’ 4
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Sin embargo, ls:í ~íuese j4lcteiVle conseguir es una ec-uaci/en de

reare ;i-t-n. cori luía inejore-5-u cualidades predictivas. de la variación de la
- a i d de lugar 4- nasa de la; proteínas cárnica; hidvo -salino-solubte;,

u-e-gúui el tratuínuaen-to t~íníico aplicado. En este sentido. se h-a con- lado

deuWCi-u>fmflutfltC (Tabla IV .12> que La van ac¡¿o de la la idrofobicadad

>slmYátnca y del cnn-tenido de grupos -Sil de las proteinas cárnicas

Fisdrú--salsúo--4uolu.bleM soívee-tid.u5; a Iratulmitnlts) térmico, podrían servir o-te

raredidore; de la variación de la capacidad de liga.r grasa. Por tanto, e
4ra-ta ahora de amuproba-r si l.a inclusión en 1 ecuación de las variable;

vnencinesada tnerra ha capacidad predictiva del modelo

U esnud-co se re-alizó mediante do-; métodos secuenciaSes de

*ele-ccnjri de predíct-o-uves: a> Regresiíln niáluipIe FORWARf) y E>

Mea-cg <*u-5-441 ncudtqu<4i STFPWISE.

1 e - <u u-aún su- bluple PORWAlt)) se o-ksarrolló en dos et pus

1.- bit 1- ea sc (eadaó una variable única (variación de 1-a

-5 o-tu .a a. 1 - i vn>’ twa. o de la alífárica o del contenido en grupo-u

-11> ea-ra r gresión simple que predice la variación de la
c a 5 nr grau-a en función del porcentaje de reducción del

- <u u-u-e ox- <rial tectable. Ea este punto, es necesario recordar que

e eón ncicu-nada ((10 -21.145 + l,463AG> se obtuvsue-

dan sigu-alerstefl <re e ida bivariuu&zt-.

= 0.879 (1’ <0.0018)

R%<. 0,855

SD= 12,522
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Los resultados de la primera etapa del anáLisis de reqrevsSn

mokipfr /-ORWARD se detallan en la Tabla IV 20. En lo tres nupav. re.

considerados, el valor del coeficiente de deterrttanu-cí u múltiple <R=~<u

turneilta. respecto del simple <R2 —ni 0.879); sin ernhuírgo. e -te efe ‘ve no

es siempre significativo.

En el QflWSUIWIA§19-. se observa que:

a-- LI valor t del coelícíenle de regrc;íárv parcial corre pon

diente al predictor hidrofobicidad aromática (¡LARI no es significan o
Fi.- El valor del estadístico E (1,763. indica qu La variabí liAR

vio aporta utí incremento sigiliftcativo al coeficiente d derenrní-vucí <un

múltiple ( Ej j tabular ~ <>~j~

En el zflilRd,wpE.ix~Q5-

a.- Fi valor t del coeficiente de regresión parcausí de la variable

--Sil tampoco es signilicativo.

U.- El valor F <6.35) indica que, en este caso, La contríNación dcl

predictor -Sil al coeficiente de desenvunacióuu rraciltr-ple se -rnpceco es

s~gri¡flcaÚva.

De lo dicho se deduce que ninguno de tos das modelos seria
adecuado para la predicción de la variación de La capacidad de lagat
grasa de las proteínas cárnicas hidro-s:ilinn-s-olcible. segón el

tratamiento térmico aplicado.
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i;n el WffctIsAiueflQ. sm embargo, se ob-sern que:

a.- El valor t dcl coeficiente de regresión parcial correu-«pon--

diente al predictor hidrofobicida~l alifática (1-IAL) es significativo

b.~ El valor E (12,57) indica que la adición de la variable [IAL
al modelo, aporía un aumento significativo al ceeftciente de

determinación múltiple.

Por otra parte, el incremento del coefíc,eííre de decerminación
ajustado pasa de 0,855 (regresión bivaríacta CLÁJ/AU. pi. 165) a 0.9%

<tabla IV20 y expresa lue la variable adícroriada (HAL.) viene oria

cos-rrlación c«.nsiderabje con el criterio (CH?».

En consecuencia, el modelo de predicción de La variación de La

capacidad de ligar grasa de las, proteínas cárnicas hidro--.saltrio--so-híbles

se$n el tratamiento ténnico aplicado (<‘LO), en tunca Sn de la variación

del antígeno original detectable tAO) y de la variación de L<u hidrofo--
bicidad alifática (1-IAL.) seria:

CLO -54395 + 3.358W) - 0,435 IIAL

Dicho modelo indicaría que el 95,6% (Rt, ~ 0956) de la

variación de la capacidad de ligar grasa con el tratamiento t*rmico. se
explica por la combinación de los do - predictore’: vat-wación de!

atlgetío original detectable y varí,sciún de La h¡dru6 bu-co >od al ar ca.
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REStJL1’AMS Y UISCUStON

II.. En la segunda etapa del estudio. se añadió otro predictor
más al modelo, con el fin de comprobar sise producía una mejora en el

nivel de predicción. Los resultados obtenidos se detallan en la Tabla

IV21.

Al añadir como predictor. la variación de la hidrofobicidad
~ (IJAR> se observa un aumento del coeficiente de

devemí,nación múltiple tR2m): pasa de 0,971 (tabla IV.20) a 0.982 (tabla

IV=iySin embargo, este aumento es totalmente artificial ya que el
valor del coeficiente de regresión parcial correspondiente a esta

variable no es significativo y. además, el valor 1? tampoco lo es

<kebte;iidu, 183 < Ftabular 6.61>.

Sí se añade como predictor. la yMI~ión del contenido de. nw~z

- ‘j[¡ sc ve que, además de no ser significativos niel valor E (0.11>. niel

sal-ir t dcl coeficiente de regresión parcial correspondiente a dicha

variable, el coeficiente de determinación nuiltiple (R2
0), apetias SC

rnsud-í1-ica fi 0971 40.9721 y el coeficiente de determinación múltiple

<uN4<udú (1< <a) disminuye de 0.956 (tabla IV20) a 0.944 (tabla IV.21).

Por urato, la adición de los predictores FIAR o ~SI1al modelo

raYwsoesío no se consideró conveniente, dado que tio mejoraba su
- pat ,o[aul peedictiva. En consecuencia se mantuvo como mejor ecuación
ns-ii tora de la varauscio-in de la capacidad de ligar grasa de las pro’tefnas

a-vn as hhdnú-*4alíno so uNes, según el tratamiento térmico aplicado, la
1-e predíctores AG y HAL (pág.171).
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RESULTADOS Y DISCUSION

El an4l¡s¡s de regresidn múltiple STEPWISE se llevó a cabo
cori el tía <le e’w¡íar la posible multicolineandad entre los predicrores; es
1 nr. pemure eliminar las variables que tengan elevadas correlaciones
~ otro predictores que va forman parle de un modelo parcial de

rC.4re.5tÓ!1. ¡

[3135resultados de las etapas finales del desarrollo de dicha
reere:oon se ¡nuestra» en la tabla IV.fl. Se observa que cuando se
orr.rxlr4cc corno predictor la variable [IAL, se eliminan del modelo final
la~ ‘ariables [lAR y -5ff. alcanztndose la misma ecuación predictora

se obtuvo con eí método FORWARD. Sin embargo, cuando no se
ocluye [IAI. como predictor, también se consigue una ecuación

con capacidad predícuíva alta <R2n, 0,994). En otras palabras,

cxisrí.rtt t:olir¡earidad entre las variables [IAL y lIAR por una parte, y

carro [IAL y -Sil por otra. En definitiva, los dos modelos que presentan

~~ior capacidad predictora de la variación según el tratamiento térmico
ap½Éada,de ¡a capacidad de ligar grasa de las proteínas cárnicas
hvrtro-saliao solubles serían:

CHI ‘z -54395 + 3.358AG - O,4351{At.

Qn -53~l 2 + 2,41A0 + 0.9SHAR 3,214511

IVA.. CONSIDERACIONES FINALES

En h actualidad, ¡a rnayorfa de los estudios que se realizan sobre
jo: 1 crón c ~t¡ actuu -función de las prolefn4s alimentarias, sc

- a la pwible predicción de su funcionalidad basándose en
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ha rl, de tos de algunas de sus propiedades físico-químicas (Li-Cba.¡

col - l9S7~ Sin embargo. debido a la gran variedad de los métodos d:

-ci ~nde predícrores hoy existentes. los resultados de los distinto
sss nos la O iparables; sin embargo, es normal que los diferente

p oc d¡n giro> de ~eieccíónlleguen a modelos definitivos integrado

po dr ¡un, s variables predictoras. Así, para predecir la capacidad d:

1>-- r gr de la. pnneínas cárnicas, Li-Chan y col, (1985)utilizaror

corno sarosbies predktoras las hidrofobicidades aromática y alitgtica

Más la de, etíos mismos investigadores ([.i-Chan y col.. 1981

eínp4eazon la solubilidad, la hidmfobcmdad alifática y el contenido de
u o -Sil, Vouurs y col (1983a) incluyen la solubilidad y 1,

sidrotcb -u d Ved rs ellos, obtienen modelos de elevado pode¡

peori>ct¡vn aunqcíe les variables empleadas sean distintas.

E-~ ~r se trabajo se ha introducido un nuevo predíctor
qn oru ¡n íd recrable. It bi¿ndose comprobado que el valor de

~; nr - des rrnir>aci4n mútiple aumenta sensiblemente, lo que Ir

rs un par neíro de predicción de primer ordew

liii mwrns. tos valot-es funcionales pronosticados a partir de Ial
1 kt -qu icas tt&tcas. son preferibles a la dctenninacítsr¡

i’ opio s ftsricionales. dado que las técnicas que miden l&~;
o de 1>4 - son de ¡Ms fkil normalización y reproductibilidad

- - [u metodologia para determinar la flincionalídad coz’

frn~rrorn -rá II ea de contradicciones por las diferencias de las

c -* otees o - 1 rs apa ato con que se realizan, lo que cIa lugar ~
- sra fuertes desviaciones, Una ventajaadicional que tiene el
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empleo de los valores funcionales pronsnt¡cados es que se puede utilizar

un juego único con los datos de las propiedades fi Lco-qufrr»cau Muca~
pura predecir tas diversas propiedades funcionales. En coÉ~ecuencaa. se

pueden emplear bancos de datos de las propícdades básicas para

con4eguír otra búsqueda más versátil de tos rígred¡errres a lec sados de

un& ¡nacía, de acuerdo cori ka funckrralídad deseada.

1??



V,.CONCLUS[ONES



cONCLtJSIONES

1.- Cuando se someten a tratamiento térmico las proteínas

cárnicas hidro.salino.soIublCS, se modifican algunas de sus propiedades
fÑico-q¡íímiCaS y funcionales de interés en la elaboración de productos
canxiCoS tratados por el calor.

2.- Al tratar dichas proteínas a temperaturas comprendidas entre
400: y íO(VC. durante 30 minutos, aumentan las bidrofohicidades

aromática y alifática, mientras disminuyen su contenido de grupos -S[I y
‘tu ;sntigenicidad.

3.- La capacidad de ligar grasa de las proteínas cárnicas

hidío-salinO~SolttbleS aumenta al calentarlas a 400C durante 30 minutos.
Superadas estas temperaturas disminuye tal capacidad.

4,- En las condiciones de los experimentos realizados, la técnica
del ELISA indirecto de las proteínas cárnicas bidro.salino~solublCS sirve
de indicacién de la intensidad del tratamiento térmico recibido por los

productos cárnicos.

5.- Existe una correlación alta y significativa entre la variación
de la capacidad de ligar grasa y las variaciones de la hidrofobicidad. del
contenido de grupos -Sil y de la antigenicidad de las proteínas cárnicas

hidro•sali.no-solubles sometidas a tratamiento térmico.

6.- Todas las variaciones mencionadas sirven de posibles
predictores en los modelos de regresión bivariada y multivariada

(Forw-ard y S¡epwise) empleados en el pronóstico de la variación de la
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capacidad <V ligar grasa de tas psoWínas cárnicas hídrosa[ino.solubles.

e ún cl trataimento tdriní O aplicado.

7.- las ecuaciones que mejor pronostican la variación de la

capacidad de ligar grasa (CLG ) de las proteinas cárnicas hidra -salino—
solubles según el ¡ra¡ miento térmico aplicado son:

CI.G ~.2I,t43 + 1,463A6

-54,795 s- fl5SAG . O,4JSIIAL
-~ 0.921 P COjXXYY)

C1Á.~ ~53,8l2 2,4146 + O,98flAR - 3,214S11

%Rm 0,994 1> < (XIXX>fl1

46 ‘ porcentaje de disminución del antígeno original detec-.
¡able

1541. rs porcenz~ de incremento de la hidrofobieldad atitática-
lIAR porcentajede incrementode la hidrofobicktadaromá-

t ca-

Sil rs poteeritajede disminución del contenido de gz-ups sul-

Uiidrnh -
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