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Ll PROTEINAS CARNICAS
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INTROLUCCION

L2.- PROPIEDADES FUNCIONALES DE LAS PROTEINAS

Las proteinas son un grupo impartante de macromolécuias que
desarrollan una gran variedad de funciones fisiolégicas en el organismo
vivo {lormonas, enzimas, etc.). Sin embargo. como componentes
esenciales de los alimentos, las protefnas realizan una funcidn
primordialments nutritiva y constituyen uno de los preductos
responsables de las caracteristicas deseables de los alimentos. l.os
alimmentos, hasia que se consumen, se someten & diversos procesos que
les ocasionan transformaciones distintas; en este sentido, las propiedades
urganoiépticas o sensoriales tienen mayor relevencia que el valor
nutritivo, ya que un alimento que no fuera aceptado por el consumidor
no sigaificuria nada en ¢l mercado, par muy nutritivo que fuera, La
mayorfa de las propiedades funcionales influyen en las caracteristicas
sensoriales de los alimentos, pero también ejercen un papel decisivo en
el comportamiento fisico de los ingredientes alimenticios durante su
preparacién, wransformacidn y almacenamiento (Cheftel y col., 1989).

Los factores que afectan a la funcionalidad de las proteinas son
muay diversos, log mds importantes son su naturaleza quimica y ¢l grado
de alteracién de la proteina, su método y condiciones de aislamiento, las
modificaciones que sufren durante el procesado y las condiciones del
medio o entorno como pH, temperatura y fuerza idnica (Kinsella,
1982).

Para definir el términe “propiedades funcionales” se han
empleade criterios diferentes. Kingsella (1976} las define como las
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INTRODUCCHN

- Hidratantes: capacidad de retencidn de agua, viscosidad,
gelificacién, solubilidad.

- Estructurales: cohesidn-adhesidn, elasticidad.

- Ligantes: de lipidos, de aromas y sabores.

- Cheas: antioxidanites.

Actualmente, las propiedades funcionales se clasifican atendiendo
a la interaccidn prioritaria responsable de cada una de elias (Cheftel y
cal., 1989):

-~ Propicdades de hidratacién (dependientes de la
tnieraccidn proteina-agua): absorcifn y retencion de
agug, hinchamiento, solubilidad, dispersabilidad.
viscosidad.

- Propiedades  dependientes de la  interaccitn
proteina-proteina; precipitacién, gelificacidn,

- Propiedades superficiales: capacidad emulsionante y

capacidad espumante.

Estos grupos no son absolutamente independientes y muchas
propiedades funcionales presentan varios tipos de interaccién; por
ejemplo. la gelificacidn no sélamente implica interacciones
protefna-prate{na, sino lambién protefna-agua. Asimismo, viscosidad y
solubilidad dependen de lus interacciones protefna-agua y

protefna-proteina.
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1.3.- FUNCIONALIDAD DE LAS PROTEINAS CARNICAS

Las prosginas musculares participan en tres utpos de
wuerACCNes proveind-agel, pratelna-tpido y proteina-proteina (Acton
v Diack, 1984), En la fabricaciin de producios cdrnicos, estas
interaceinnes se reflzian en sus propiedades fancionales de capacidad de
sevmnedn de agna Lstmecaidn grotins-agna ), capacidad emulsionante y
&2 Ligar geasa {interancidn protefoa-lipide) y capachiad gelificante
(uteraceibn prowing prosina) (Schaudt y col | 1981 Whiting, 19R8).
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Existen dos conceptos importantes relacionados con esta
propiedad funcional: capecidad de absorcion de ogua, que se define
como el agua absorbida por polves proteicos a una determinanda
humedad relativa y capacidad de ligar agua, que s¢ refiere al agua
retenida por una proteina después de filtrarla y aplicarle una presidn o

fuerza centrifuga.

La capacidad de retencidn de agua varfa en funcién del tipo de
proteina, de su concentracidn, del pH. temperatura, fuerza idnica y de la
presencia de otros componentes (carbohidratos, lipidos, saies) que
intervienen en las interacciones proteina-agua (Kinsella, 1976; Chou y
Morr, 1979}

La capacidad de retencidn de agua de las protefnas cdmicas y las
propiedades funcionales con ella relacionadas, son los principales
responsables de la texturt y de la jugosidad de la came y productos
cimicos (Kinsella, 1976). En e! caso de los productos cdrnicos picados
tratados por el calor, son de importancia primordial en relacidn con la
capacidad de retencién de agua: el pH, la temperatura, el grado de
picado de la carne, el momento en el que se agrega la sal, la
concentracién salina y Ja presenciz de grasa y de otros componenices.

1.3.2.- CAPACIDAD GELIFICANTE
La gelificaci6n mediante ¢l calor y los cambios que se producen

et las propiedades viscoeldsticas de ia matriz proteica estin

estrechamente relacionados con ta textura de los productos cdrnicos, asi
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Entre los pardmétros mids importantes «que afectan a Ia
gelificacion se encuemran: concemracifn y tipo de proteina. pH.
temperatura, fuerza idnica y composicion del sobvente (Damodaran,
1989},

Con respecto a fas proteinas cdmicas, 1a miosina es la proteina
especialmente implicada en el praceso de geliticacian, Samejima y col
(1981a) concluyeron que {a gefificacidn de Ia miosina por el cator
incluye dos reacciones:

I} agregacidn de Ia porcién globular de su cabeza mediante Ia
formacién de enlaces disulfuro.
2} constitucion de una red por formacidn de interacciones no

covalentes entre las porciones o-helicoidales de sus colas.

Se ha observado que al mezclar en ciertas proporciones ta acting
y 12 miosina se consigue un efecto sinérgico & juzgar por el aumento de
la resistencia del gel (Samejima y col, 1980). Ei efecto es miximo
cuanda la relacién molar actina/miosina es de 1,520, También se da
sinergismo en las mezclas de miosina y actomiosina £ Yasai y col,
1982). En ambos casos, la mejora de la gelificacion se debe 3 Ia
formacién de una cantidad de actomiosina que favorece la agregacidn de
fa miosina y el entrecruzamiento de las porciones de fa cola.

La actina independientemente da lugar a geles com graves
problemas de sindresis. Las toponinas y la tropormitsina wo gelifican en
las condiciones industriales habituales e incluso interfieren con el papel

9
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de la miosina. Las proteinas sarcoplismicas para gelificar requicren
altas conoentraciones dands lagir & geles que s dosintegran hajo Ja
accion de pequetas feerzas Tisicas,

[.3.3.« CAPACIDAD EMULSIONANTE Y CAPACIDAD DE
LIGAR GRASA

La capacidad de bus pretsinas de foromr v extobilizar Jas
ernulsiones o wn propiadad fensional sribbea an moschas prodectos
alimenticios, como ke dovivadis ciedon. e e by rfivems a su
procesy de labeicackdn come on B que conustrne a ke alubuos de
catidad det producis Fiad (Kesstla, V970

L gopecibod do bas pestainag do higar grasd o5 wnd propiedad
il wegoemnts poegas refuena vemmedn det flaver” (vacablo
veghds gmm enghobn el oded sgbor y i propidades mecdnio-
gostativan) v mejera bits cuidadey argaoaktpticas del producto
W merita. YYRE)L Adeends. pesei 4 da copackind de retencidn de agua
sotlrye smmches 40 ba Texmwa y jeposkiad del prodicio (Brown y Toledo,
1758

Llon evmabsabn, 5 w0 ssoterma betesogdeen formado 3l dispersacse

dos Hipasdos w manoblre, & los ger weo constinye la fase continug

depareas: en b gut e estwestra el wiro Lguide ifase dispersa o
dezpomainus) e forms S peyueies gotss Sapersas (Maorrissey y col,
Pl U hmbred v ool VRET) LD aadnuma g imnange gatabie merced 2 un

Agemie evabionaTie @ 3 wia coeandlabn enpuluianants-¢slabilizante
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{Hermanssen, 1986).

La formacién de una emulsiin supone [a ¢reacidn de wea
superficie interfacial importante entre las dos fases liguidas no
miscibles. Todo liquido en contacto con ofro bends a disiminuir &l
miximo su superficie de contacto, por lo que b creacidm de wna
interfuse exige un aparte energéiico considerable gue o3 progmecional 4
la superficie y tensidn entre lag Fages (Cheftgl y col., 1989} v que s¢
sumintistra gracias a la accidn de mezcladoras, homogensizadorss o

ultrayontidos.

La capacidad de ligar grasa de las proteimaz se refiecre a la
aptitlud que poseen ias proreinas de adsorber dicha sussancm. Bl
conocimiento actual del mecamsme de 1o adsormdn de grasa prasenta
ciertas lagunas, si bien Wang v Kinsaila (1976 lo atribsyen a weg
ligazdn fisica. For otra parte, Wolf y Cowan ([975) sugesren dqus fa
adsorcién de pgrasa constituye otro aspecto de by emuleidn, ya gue en Tus
producios cdrnicos picados la adsorcidn o ligazdn de praza weplica
formacion y estabilizacion de una ermulsidn.

La mayoria de log métedos disponibles para determeur tabes
propiedades funcionaies son empiricos y sus resultados depessden da das
condiciones utilizadas, lo que da lugar, en muchas Cases, a interpre-
taciones confusas.

La vapacidad emulsionante se relaciong <o ¢} Componasmienio
de las protefnas en la inferfase. Las protelnas s sitdan en ks interfase
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acuosa e la intecfase (Halling, 1981} Las proteinas fibrilares son
estabilizantes mds efectivos de 1a emulsidn que las glohulures debido a
su conformacion, salvo que las GHtimag por un por fralamisnty peevio

pudicran desplegarse sin pender solubilidad {Cheftel y col., 1989).

1.3.3.1.- Mecanismo de [a adsorcidn de grasa

Log factores que influyen en la interacgidn proteina-lipido son
la conformacién de 1n proteina, las interacciones proteina-prowing y la
ordenacion espacial de la fase lipidica a panir de la interaccion
lpido-lipido ¢Hutton y Campbell. 1981). Las fuerzas implicadas en las
interacciones lpido-protelna son enlaces no covalentes: interaeiones
hidrofsbicas, electrostiticas, enlaces de hidrégeno y fuerzas de Van der
Waaks,

Fl enlace de hidrfigeno liene una importancia secundaria en el
complejo lpido-proteina, si bien influye indirectamente en la
interaccidn hidrofébica (Karel, 1973} ya que en un medio acuoso,
debido a los enfaces de hidrégeno, s interacciones agua-agus son més
fuertes que 1a interaccién entre el agua y los grupos no polares y. por
tanto, aumentan las interacciones hidrof6bicas entre grupos no polares.

La atraccidn electrostdtica se da entre los grupos fosfato de los
fosfolipidos cargados negativamente y los grupos proteicos cargados
positivamente o entre los grupos de los fosfolipidos positivamene
cargados y las cadenas laterales de lus aminodcidos cargadas

BEgAlivAments,
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La wenragredn hideofdbhica jutga probahiemente el papel mdy
npertante en b esuilaacidn de ls wiengdaonts enlre fos Lipidos
{polares v po pobres) ¥ bas proseiras (Rysn, 19773

Las foryzas e Van der Waals senen bpportiedin Curmdn bos
prupns gue eiERCw eutkn prdtiaen (Kal, 1971} o ineervisnen en
Yo anrweridn e o geupes B polsres de Bon nistensis en Bos que la
sveracodn badredihden es amgrobabls per B engasez d¢ agua
{Bpompamsr, 1918

Com oUens zom b MESCMLMNSS Pdg G proting, oo se
promde asribu 4 b smvmcionsy prontind-Lipan und o tase we fuorza
odeenta geiea v ospecitaa (Byan, 19771 S embargo, d acweedy
com Wal (VU790 boy lipides v wmen A las peattites prandipalmente

soihnrdone con grepes dattolos
13.3.2. Centreversia meal craulsion / maal baiter

Bl siproian Cewmdndn cirnsca” (mead timnlaon) se ba whbzado
para desoribic vackes ssted chmices priades (Swift y col., 1961,
Carpenger y Saftle. 1964: Acton y Saffle, 1972} Hansen (E950) ¥ Saffle
{1968 descrben Ta eairsceard bisics de la emulsidn cdmeea comn una
srepcha o0 la cual kow copstinzyemes de bt carme, fivamente dividudos, se
Sispersan do form wusiler 2 e emoksidn de grasa en agua, donde la
Fape duscomtipud s Jz grasa y Ja fase continua el agua que comiene los

arenses proseiies solabibizades. Las proteings musculans sehubles

en agwa y sal emeisionan los gitbutos grasos formamdo una matriz
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prowica en sus supetfiies (Hansen, 1960, Swift y col., 1961} Yades
proteinas desarrollan su funcidnt gatabilizame de la ermmisisn debsto o o
presencia de grupos reachivos  orientados en 12 amefase gradaiagua
¢ Becher, 1965}, Hangen (196401 descritng estas proteingg tras su soagaot
con e globuly grase, corno desnaturalizadas, formandn asi waa

rmembrana relativamente sdlida.

Son varios los trabapos que han seflatado a la miosivg coms la
principal proteina implicads en recubnr el globulo graso (Tsai y <ol
1972; Galluzo y Regensiein, 1978) Sin embargoe, (aska y Regeastem
{1982) sostienen que 1as proteinas insolubles an soluciongs salines &
elevada concentracion juegan en papel importante en bt formacedn Jde
emulsiones. Las propiedades fHsico-quimicas a kg tue debe b smotest s

funcidn como emulgionants son:

13 disponer de una regwin hidrdfoba que 8 orienta hacm el
glébulo graso,

2y contar también con una regedn hudedfila que se oreaty baca
La matriz continua,

1) 1a flexibilidad de la moléeula para desplogarse y adsorberse
en la interfase {Jones, 1984).

La estabilidad de Ja emalsidn se mantiene pracias a la repulsidn
electrostitica entre Jas moldoulas de mivsing con cargd nety nRpAiva
{Kingelia, 1982).

Varios aotores (Lee, [985; Barbut v Mutad, (%88. Foegeding,

15



PN TROTARCCUON

PoRih Hamarn 1988 Regesataur, 985, Smah, 198b) han sugeridy
i bod savupes clonros picaden RO SRmpe POKEN B esuciun e una
emuisein clisica, ewo o3, vrw fase Mhpudn dispersa en otrs. Ducanie el
e brs preteims cubwen bas parthiulag sivkibas o b2 graca v ayudan a
su despersion en la mattiz prowick in gue 32 fumme gna verdaderd
srnmbandes Parn que mviese higar ba evnulsidn do la geasa en wna mezcla
chrnben. Seberia e DBbersda por den ediolas ot tepdo graso y
encomtrar on estadn Hoguide, bn gue Be acure 4 I lemperaturas
mavvesabinenes witizades durante ol puade (Brows v Telads, 1975
Tinbergen y Olbenan, 19191 Bl axmpen miceosedpico & loa prediuctos
chrmoes matdes pot o) Caler pauesea que. baje condaiiongs OpRimas, 1
vy die Yon offutin geasia ropntenen i iegridad A pesar del menso
proado, despuds dol cunl ba mayer parie 4o Ji grasa s dpersd en la
rrcka on Boor e odinies b heies o sglomeredas suapeadidas enla
stz odrmiea {Cord v Vassge, 1973 Beans y Ranken, 19734
Tiabesgen v el 19775 Ea comseventia, Brown y Toledo ( 1975)
peaprmen ol sivmons el balber {paste cdreca) en hugar de meat
sopubyinn temetsion odemica) v Shat (1978) se e gue el tmmino
capacsded dw hgar gras’ es el mds adecuado para deseribir Ia
errabitidnd dul sinterna chenice pads frente a 13 separaciin do ka grasa
duramte el tmimpents Wmnis, A es suupectn. Se ha demoestrado en
chavtin peodustes cheens gage el factor dnerminaate de la estabilidad
Benosm ol wader som Jos oShuline prasas integes y 1o Ja grasa emulsificada
{Tinbergm v Gluwvan, 19791

KT

A gs e gt b sishomas clmicos po poscen todas Jas

propeededes de uwn enaliidn Hgaido-lgeido eliaica, cuando se gxamina
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el producto durante su preparacidn existen muchas caracteristicas gue ko
aproxamin a b emulsion, lo gque permite a muchos avtores utilizar esse
térmuing. Asi, [a grasa se dispersa en una fase heterogénea avuosa y
duramte la Fase de picado y homogeneizacidn de los componenies
continia la subdivisién de la grasa en peguefias particulas. Con el
microscopio elecirdnico se ha observado 1a existentia de una pelicula
proteica interfacinl (imerfacial protein [ikn) que s deposita alredadar
del globulo graso (Borchet y col., 1967; Theno y Schmudi, [978; Jonss
y Mandingo, 1982, Jones, 1984; Gordon y Barbut, 1990, [99h,
1), Hermangsoa (1977} indica que cuando se lida parte da la grasa,
duranta 1y ultima fave de prcadeo, prede ser emulsionada por la proteing
wwsculae. Por tante, en los productos cémiges picades, el papel de ka
emulsidn rviste mayor importancia g medida que las célolas grasas se
rampen v la grasa se funde (Girard y col., 19858), mientray gue las
particulas sdlidas de grass pueden ser estabilizadas por Ligazén fisica en
la matriz proteica {Smith, 1988a; 1988b).

Wolf y Cowan (1975) sugieren que en tos preductos cdmicos
picados la adsorcidn o fijacion de 1a grasa estd implicada en la
formactdn y estabilizacidn de las emulsiones. Por tante, la adsorcitn de
Ia grasa puede ser simplemente otro aspecto de 1a emulsidn, Asimismo,
Hermansson (1986) defiende una teoria intermedia entre ia de
formacidn de una pelicula proteica interfacial propia de una emubiidén y
la de captura ({sica de lag gotas Kpfdicas en ka matriz proteica; para este
investigador la estructura del producte cdmico dependerd del tipo de
grasa y de carne y de las condiciones de procesado. Koolmes y col
(1989} también sostienen que deben tenerve presentes ambas teoriay para
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puphicar el secamans de estabalizac von de Tos setentay cdrmicos picados.

[.}.3. % - Factores que nfluyen en la capacidad emulsionante y
en ol poder ligante de grasa de las proteinas

A.- Solubilidad

La solabitidad e swa propiedad inpusame en ka formacidn de
emulsiongy (Kinssha, 190 Gillet v col, 1977 Regensmin, 1989).
Pearson y ool {1963) btman gee a8l b fracoudn sobeble de la proteina
puede 2t somo anlnaBin ¥ Fraseen vy Kesella (1976) sugieren
e cusmdd won promin se vl b sede Torsma capas afrededor de
s peaas G grews, Gesilisandn sy SsRCENEE L0R ta fase acuosa y
eutabiiiandn 1 emmlaidn freane al rammizitn wrmsco. Algunos autores
comyidauan guon Tan praseimag v telvar speis coptribuyen a lag
i va Gue teaes g deolverse ¥ eRagrar 4 L imerfase para
e was propedades weperticiales vaan efwases (Cheftel y col., 19893
Die acenmde con Badt (9721 ka scwenlad &y superficie de una prodeina es
Caneitm &2 T Geiidad con guz mmgre, v Sespliege y se adsorba en la
artens, Por o wess. 3 seluieluiad en Ja fase avudsa se encuentra
entrordmameneg corelacinada eon fa actividad superficial de las
proteinas (Kemelia, 19791 Sin emborgo, alguass autores han indicado
gue bas solabbdades ahas s s aspian pecesanamente con las
gappoidules emabsionantes mAKERLs {Smith y col., 1973; Aoki y col,
1981} Aszmimmo. i solulnlidad 7o o5 ¢l pardmetro mejor para predecir
ton povpdicnn Bvasls WRRIRES ¥ VIS grepstigaciones suportan a teoria

g gus ha blrefobicidad ey el parimeiro mds iddneo 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 protefna es alta (>50%) la hidrofobicidad superficial es la principal
responsable de la capacidad emulsionante, mientras que a solubilidades
menores 1 cantidad de proteina soluble s el factor mds influyente.

Con respecto a la capacidad de ligar grasa son varios los autores
que han indicado que existe una correlacién negativa con la solubilidad
(Torgensen y Toledo, 1977, Voutsinas y Nakai, 1983). Una dc las
posibles razones del efecto adverso que la solubilidad aita ejerce en la
capacidad de ligar grasa de las proteinas s la conformacién de las
protelnas solubles (principalmente la helicoidal) cuyos sitios de fijacidn
{cadenas laterales hidréfobas) no se encueniran disponibles estérica-
mente para interaccionar con las cadenas hidrocarbonadas del aceite,
Por otra parte, la presencia de grupos pelares en exceso forma una
barrera alrededor de los grupos hidréfobos superficiales de las
protelnas, lo que limita el acceso del aceile a los mismos (Voutsinas y
Nakai, 1983).

B.- Concentracién

La capacidad emulsionante de las proteinas varfa inversamente
con su concentracién (Swift y col., 1961; Tsai y col., 1972). Este
fenémeno se¢ debe posiblemente a que al disminuir la cantidad de
protefna aumenta el grado de desdoblamiento de sus polipéptidos, lo que
durante la emulsién favorece las interacciones hidréfobas de las cadenas
peptidicas con las gotas lipfdicas (Kinsella, 1976; Borderfas y col.,
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£985). Todo ello se traduce en una mayor disponibilidad de las
moléculas para actuar como interfase de la emulsion. No obstante, el
efecto de la concentracién proteica en ¢l poder emulsionante depende
del tipo de proteina. En el caso de las proteinas musculares Tsai y col.
(1972} pbservaron que a concentraciones altas tales proteinas presentan
capacidades de emulsidn semejantes.

Tsutsui y col. (1986) clasificaron a las proieinas en dos grupos
de acuerdo con la influencia que su contentracion ejerce en la capacidad
de Tigar grasa. En el primero, donde se incluyen las proteinas cimicas,
fa capacidad de ligac grasa aumenta linealmente al hacerlo Ja

concenlracidn proteica; en el segundo grupo (B-lactoglobulina,
ovoalbdmina), & un incremento inicial de fa capacidad de ligar grasa al
aumentar la concentracién, Je sigue una disminucidn manifiesta.

C.. pH

El pH del medio también afecta a las capacidades emulsionante y
de ligar grasa de las proteinas. Cerca del pH que corresponde a su punto
ispeléctrico las proteinas presentan una carga neta de cero, por lo que
dismingye su aptitud para la formacidn de emulsiones. Por otra parte,
en este estado las proteinas, ai no estar cargadas, no contribuyen a la
estabilizacidn electrostitica de ks paniculas. Ademds la protelna adopta
ana conformacifn compacta y no tiene fa suficiente elasticidad para
faverecer la emulsion (Borderias y Montero, 1988; Chefiel y col.,
1989). La capucidad de ligar grasa de las protefnas musculares también
es menor 3 pHs cercanos a los del punto isoeléctrico (Li-Chan y col.,
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1985). A pHs alejados de los del punto isocléctrico la molécula estd
cargada cléctricamente por lo que se favorecen las fuerzas de repulsién
electrostdtica, se evita la coalescencia de las gotas y la emulsién se
estabiliza. Esto ocurre con las protefnas miofibrilares, sin embargo, las
propiedades éptimas de Ja gelatina y de las proteinas de Ia clara de
huevo tienen lugar al pH que corresponde a su punto isoeléctrico,
porque a este pH se favorecen las interacciones hidrofébas, lo que las
hace aptas para favorecer la emulsién (Chefiel y col., 1989).

Entre el pH y la concentracién salina hay una relucién critica
(Swift y col., 1961; Swift y Sulzbacher, 1963). Los aniones favorecen el
desdoblamiento de las moléculas, incrementdndose asi el drea efectiva
que constituye la membrana de la interfase (Borderfas y Montero,
1988). Como el efecto del pH depende de las interacciones electros-
\ticas. tales efectos deberfan ser menos pronunciados al aumentar la
fuerza iénica (Halling, 1981).

D.- Fuerza iénica

A las concentraciones salinas que se utilizan en los productos
cdmicos (entre 0,5 y M) se favorece la capacidad emulsionante de las
protefnas ya que pracias al efecto salling in las proteinas 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 mis efectividad que las proteinas {desalado o galting gu(} por lo que
pierden solubilidad y, en consecuencia, disminuye la capacidad
emulsionante (Chefiel y col., 1989).
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La capacidad de ligar grasa €3 mds alta a fuerzas idnicas
intermedias, disminuyendo a concemraciones mayores (Tsutsui y col.,
1986).

E.- Picado

La estabilidad de los productos cdmicos frente al calor depende,
en gran medida, de las condiciones del picado (velocidad, tiempo,
temperatura) (Evans y Ruken, 1973bj.

En los preductos cdmicos cen grasa de cerdo y vacuno se¢
utilizan emperdturas de 16 a 18°C. A temperaturas mayores de 18°Ceel
sistema pierde rapidamente su capacidad de ligar grasa {Acton y col,
1983) y 2 20,5°C comienzan a observarse con cierta frecuencia signos
de inestabitidad (Hermansson, 1486).

F.- Grasa

Plimspton y col. (1972} indican que el tipo de grasa no afecta a la
estabibdad de la emulsidn cuando este componenle se encuenira a baja
coneentracién, sin embargo, a concentraciones altas, las grasas con
puntns &2 fusidn altos producen emulsiones mds estables y son més
ficitmentz lipadas por a proteina que aquélias con puntos de fusién
Bajos, independientemente de ka temperatura que se alcance durante la
emulida (Swift y col., 1968).
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(;.» Temperalura

Cuando las proteinas se desnaturalizan por el calor se hacen
“superficialmente” mds activas {Stainsby. 1986); al despiegarse sus
maldeulas, los restos hidréfobos quedan expuestos en la superficie y 1a
proteina se torna mds anfifilica y capaz de orientarse en la interfase
agua-grasa (Morr,1979). Varios investigadores han demostrado que la
desnaturalizacién limitada, sin acompafamiento de coagulacién,
aumenta la capacidad emulsionante y ¢t poder de ligar grasa de las
protefnas (Kato y col., 1981; Li-Chan y col., 1985). No obstante, el
efecto del calentamiento sobre estas propiedades depende, en gran
medida, de! tipo de proteina (Voutsinas y col., 1983a).

[.4.- RELACION ESTRUCTURA-FUNCIONALIDAD DE LA
PROTEINA

Comao nos ensefia la Bioquimica, en la estructura de una proteina
existens cuatro niveles identificables que se definen como estructura
primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria. La estructura primaria
corresponde a la secuencia aminoacidica; Ia estructura secundaria sc
refiere a las conformaciones locales de los segmentos polipeptidicos

{hélice-a, hoja plegada-B y desorden estadistico o randem coil); la
estructura ferciaria conciemne a la organizacidn tridimensional de la
cadena polipeptidica y la estrectura cualernaria es el resultado de
asociaciones no covalentes de unidades proteicas. Las fuerzas implicadas
en mantener la estructura proteica son los enlaces covalentes (enlaces
peptidicos y enlaces disutfuro) y las interacciones no covalentes
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(interscciones hidrofobicas, interacciones electrostéticas. fuerzas de Van
der Waals y enlaces Jde hidrogeno). Para que una molécula proterca sea
rermodindmicimente estable, debe asumir una configuracién que
conlleve la menor cantidad de energia libre necesaria. Cualquier
altzracion que provoque incluse una pequefia disminucion en la energia
libre, afecta profundamente a2 la estabilidad estructural y consecuen-
temente a lag propiedades funcionales de las proteinas. Para comprender
ins cambios de estructura v funcionalidad es necesario tener en Cuenta la
extabilidad rermodimdmica de las protednas, fa naturaleza de las fuerzas
implicacas y su contribucidn relativa a la estabilidad proteica.

La poncipat fuerza responsable del plegamiento y manteni-
miento de Lt estructura proteica es 1a interaceioén hidrofébica entre log
residwis aminoacdicos no polares (Tanford, 1973). Esta interaccidn
actdz come la fuerza que conduce af plegamiento de la cadena
polipeptidica. Durante este proceso, la molécula orienta sus aminodcidos
de tal manera que ta mayorfa de las cadenas laterales apolares estdn
sirnadas en ¢l interior y los grupos polares estin expuestos hacia el
extgrior,

L4 secuencia aminnacidica no confiere directamente a la proteina
st fupcionatided, sin embargo, en dltimo extremo viene determinada
por dicha sernencia, ya que de ella depende la conformacidn nativa o el
estady do plegamiento de I mobfculs.

B¢ hon desperaliede varios métodes para predecir la estructura
vprnmdaria de Jos polipdptides 3 pantir de la secuencia aminoacidica
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(Anfisen y Scheraga, 1975 Chou y Fasman, 1978). Se basan en el
andlisis estadistico de la probabilidad de que los aminodcidos se

organicen en estructuras helice-ot, hoja plegada-P o random coil
(desorden estadistico) en proteinas cuys estructura cristalogréfica se
conoce. A partir de estos andlisis se han obtenide parémeltros
estadisticos de probabilidad para un aminodcido determinado; utilizando
estos pardmetros es posible predecir si un aminofcido va a constituir
una u otra estructura. De este modo, a partir de su secuencia
aminoacidica, podriamos predecir la estruclara secundaria de una
protefna aunque no se disponga de su estructura cristalogrifica.

Mo obstante, la estructues terciaria es la verdaderamente
inportante ya que la organizacién triidimensional de la proteina le
imparte determinadas propiedades fisico-quimicas y es responsable de
las propiedades funcionales. La formacién de la estructura tridimen-
sional es el efecto neto de varias interacciones airactivas y repulsivas en
el interior de la molécula proteica y de la interaccion de la protefna con
¢! solvente. Sin embargo, la interaccién hidrofébica entre los residuos
aminoacidicos no polares constituye fa principal fuerza responsable del
mantenimiento de fa estructura proteica {Tanford, 1973).

La funcionalidad proteica constituye la expresidn de las
propiedades fisico-quimicas de las proteinas a medida que se modifican
por las condiciones del entorno. Fstas propledades fisico-quirnicas
derivan de su composicién y secuencia aminoacidica, asi como de su
estructura secundaria, terciaria y cuaternaria (Pour-El, 1981). Las
propicdades fisico-quimicas incluyen carga de superficie, contenido de
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grupos sulfidnlo, hidrofobicrded, pese molecular, estabilidad confor.
v vonal v ooompenament seneca-dsecacidn (Kinsella, [982;
Wikding v vol. 1984) Les factores extrinsecod, como el entorno, las
comabe sames de prozesado v I nterscrin con olrod componentes del
afimente sltevan ks propmdades fumcwnales de la proteina. Sin
ervearg. takes aeracionss son sunplomente mamifestaciones de lag
ssprazwees de las propiedades eatructerakes de la molicula comao
somsacuancia O facterss extames,

Tedavia en mmy poco bo gue se sabe sobre las relaciones
famkimeniaiey entee progisdadey extrpetarales de fag proteinas de bog
shanares v s cossponRmsere funcional en low sisternas alimentarios.
El gean vt para s irvestigaderes &2 W cencia de los alimentos es
cornprender, a vivel Peadarmenid, bn bases wmoleeulams que gobiernan
la expreside de bas prapwdodes Feaciepales de hag proteinas alunentarias
(Kinsells, 19744

Avgwpe webs b peopmadadey estmecturales de wna proteinag
dmseommadn scvian somsitietunentz para expresar varias propiedades
fopeionabes, s caracierbsbogs de la moldeula juegan un papel
prempranss on . exgrgsadn de oana propisdad funcional concreta
ilrmradamn, 1999 Mo shuame, par b determinacidn precisa Jde la
fompmomaiidad prostwca o3 profovible wn baluce Gplamo entre varioy
parimend fisico-quimices gue wa valor alto de wn pardmetro
Leamsidirads wdérviduabmanis.
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Los atributos funcionules de las proteinas alimentarias son
manifestaciones de dus imparantes propiedades moleculares: las
hidredindtmicas y las superficinles. Mientras las propiedades funcionales
como viscosidad, gelificacién. etc. son manifestaciones de las propie-
dudex hidrodindmicas, las prapiedades funcionales como furmacton de
espuma, capacidad emulsionante, capacidad de ligar grasa. etc. son
manifestaciones de las propiedades superficiales. Las propiedades
hidrodindmicas dependen en gran medida de la forma y amafio de la
molécula, mientras que las propiedades superficiales estdn mis inflaidas
por la composicién/disiribucidn aminoacidica y la flexibilidad
molecular (Damedaran, 1989).

La mayor dificultad para el estudio de fa funcionalidad de las
proteinas es el que actualmente no se pucde predecir como atectard un
cambio estructural de la moléculz en una determinada propiedad

funcional.

Para poder predecic la funcionalidad de las proteinas en los
gistemas alimentarios serfa imprescindible conocer las propiedades
fisico-quimicas de las moléculas proteicas y las modificaciones que los
factores del entomno y las condiciones de procesamiento ejercen ¢n ellas.
Para ello es necesario utilizar sistemas experimentales modelo en los
que pueda determinarse objetivamente cl camportamiento de las
proteinas. Posteriormente, los andlisis estadisticos de los resultados
obtenidos, realizados sistemdticamente, permitirfun predecir el
comportamiento de tas proteinus bajo diferentes condiciones.
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.5 - DESNATURALIZACION, ESTRUCTURA Y FUNCIO-
NALIDAD FROTEICA

Con ta sxperanzy de predecir o modificar el comportamienta de
8. st Ja menedad de szadiar muchas pruchbas de laboratori

Ly freni bos

dpett edbgeian wul alto coule v oum gran consumo Jde tiempo, varios
satugadone s B meretado relacenar las alieraciones que se producen
et 4 emrltura motegudin (1 conspiyencia e agentes desnaturalizantes),
“op los efechos gue dechas alizracionss conllevan en la funcionalidad
(Nakas, 1983, Vaurunes y ool, 198320 1983b: Nakai y col., 1986;
EaChan v wol, 1987}

EY tratasmpnte Mo constituye vma elapa primordial en la

pesfantuird de caartes produckss cimieos, siendo 12 desnaturalizacion
przewd vl proctse mis wnportiante inducids por el calor en un sistema

cdemige. g v sk pormaimente en moddicaciones estructurales
¥ OEH oemsevsenCE, SR aberstipnes de osus propiedades funcionales
Pantems y vol LWk Ackiy col, 1981}

£1 earardie de e efscten do Ba doanatgratizacién total o parcial en

la Fomcwalulad de las protebues siess gean importancia para sus

agheachoass shamemnsing y et &t grin wiitidad en el conncimiznto de las
conliionty gue ngen & abilided y estabitidad de las protelnas
BERRGERTAS.

w eseurilmackin sdpeere un sipnuficado diferente
wbglin s weesstigadores que to wiibizen. Asi, bidlogos y quimicos
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consideran este fendmeno como "algo que tiene que evitarse™ debido a
que origina una alteracién de las propiedades fisico-quimicas,
particularmente pérdida de Ja solubilidad, considerada como propiedad
critica que gobierna el comportamiento funcional de las proteinas
alimentarias. Sin emburgo, los tecndlogos de los alimentos admiten la
Jesnatvralizacida como una etapa integrante del proceso de preparacion
de algunos alimentos, entre ellos muchos productos cérmicos, ¢ incluso
algunos investigadores han sugerido que una cierta desnaturalizacion
mejora la funcionalidad, sefalando que una solubilidad alta no es cl
dnice criterio que dicta la funcionalidad proteica (Li-Chan y cal., 1984;
1933; Kato y col. 1989; 1990a; 1990b; Parris y col., 1991).

La desnaturalizacidn puede ser reversible o irreversible. La
desnaturalizacion irreversible se debe a las asociaciones entre las
moléculas desnaturalizadas, alteraciones en el replegamiento y
medificaciones de los aminodcidos (Ahern y Klibanor, 1985). En el
caso de las proteinas alimentarias la desnaturalizacidn se considera
generalmente irreversible (Kinsella, 1976).

Los aspectos cinéticos y termodindmicos de la desnaturalizacién
proteica han constituido un drea de investigacién activa; entre las
revisiones mds importantes a este respecto se encuentran las de
Kavzmann (1959), Tanford (1968; 1970), Privalov (1979; 1982) y
Kilara y Sharkasi (1986).

Siempre ha existido una cicrta controversia en torno a la
definicién de desnaturalizacisn, Kauzmann (1959) define la desnatura-
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berac vl comn wi praces (o secpencia de proceses) en el que e altera lu
dspostiin espacial de las cadenas polipeptidicas que constituyen fay
moloudat profeicas, que pasan de la estructura tipica de 13 proteina
mativa a wma dispodsodn mdy desordenada, Esia definicion sugiere que la
deamavernbizaciin v o8 wn process de Mwdo o nada”, sino un procesn
commas on ol que distivag drees de Ja moléculs de proteina cambian a
vebochdades difersms (Paul v Palmer, 1972 La desnaturalizacion es,
o tandn, wn proceso Tcouperative” extremada- mente complejo
{determunados enlaves s8do pusden romperse daspuds de haberse oo
otres ) y pueds consilerarse como un fendmeno con BUMErOsOs pasos
waeresedion (frecoemsnmente efimems) enire el estado nativo y el estado
Eilabomante  dessasuralizade. Estod “microestados” estructurales
sebermideas porresponden a bag diversas lases de destruccion de la
wepforemugida protoiea y, en medo acuese, 4 lay distintas distnbuciones
de bes emeldonias e agug en lay proteinag (Chefet y col., 1989). Tanford
SR 1R paneaatizd la definicidn de Kavzmann (195%9) sefialando
gue my doha enisthe wea aBeracidn de ka estructura primaria, La
dmzratuendizaciin se Famitaria, segin etz investigador, a un proceso
vonihmey e combios estrettorales de lg proteina nativa que imphican a
bos exbnporems wWwndars, vl ¥ cuglemaria; en estos cambios, las
abiwraciomes 08 boy enlisees hidedgene, de bis imteracciones hidrofdbicas
y de kg eodmes indcon ocureen durante 1 transicidn al estado de
Aesnareralizocids {Anglemicr y Monigomery, 1976). En definitiva, el
pancasn 98 desnawralieackds implica sna aberacidn de la estructura
undennda de la protelea y vos medificacidn de su conformacidn (a nivel
de eutreatards sotwnderia, WeeaTia @ Cuaeraana), que no va
seompatade de b mptuta de oy enbaces peptidicos implicados en la
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estructura primaria {Cheftel y col., 1989). Este cambio de conforma-
¢idn proteica puede representarse como una Uansicitn desde wna
estruciora nativa (plegada) a una estructora desnatoralizada (desplegada,
desardenadi)} (Feegeding, 19882). Sin embacgo, un aumento en ¢l nivel
de estructura también debe considerarse como uny forma de
desnaturalizacidn, Algunas protefnas ya estin en su forma natural
desplegadas (monémeros de algunas caseinas) lo que explica su
estabilidad frente a determinados agentes desnatoratizantes como el
calor (Cheftel y col., 1989).

1.5.1.- Pardmetros fisico-quimices utilizados para predecir la
funcionalidad de Ias proleinas

[Dhuada la relacién estructura-funcitn de las proteinas alimemarias,
diversos investigadores (Kato y col. 1981; Voulsinas y col., 1983a;
1983b; Li-Chan y col., 1984, 1985) han urilizado las altcraciones que a2
producen en {as propiedades fisico-quimicas de estas moldeulis a
consecuencia de distintos tratamientos desnaturalizantes (calor, etc) para
proncsticar las variaciones de funcionalidad proteica. La introduceidn
de pardimetros {fsico-quimicos, cormo la hidrofobicidad y grupos -SH, en
las ecuaciones de prediccién de las propicdades funcionales de las
proleinas mejora su precisidn, como ya han demostrado varios autores
en distintas proteinas {Voutsinas y col, 1983b; Hayakawa y Nakai,
1985k Li-Chan y col., 1985; 1987; Wagner y Afion, [990).
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1.8.1.1. Hidrofobizidad

Numaroins spvestigadors han resaltade Ja impontanciy de
comuderdsr L mdrefohwidad | conjpmiamente con olms pardmetros
Fhyien-quimuns, parl exphicat s propadades funcionales de fay
prsteings capacidad emwlnonante y de ligar grasa, vapacidad
ugemantt, capecdad grifiante. erc, La determmmacida de la hidrofo.
o e s comerie atl eR ema enapa unporante del prondstico de la
fymromabbed proteica (Nakae 1983, Havakawa y Nakai, 1983a; 1985h;
Nakal ¥ oot 1986 Li-Chan y col | 1987, Wagner y Aflon, 19900,

Lot priomarss eseuslion copezementes 4 la hidrofobicidad proteica
s refipren 4 b Bufrefabicnded forgd caloulada como la suma de ks
hadsofodis s 42 My cadonss laerales de aminodeides (Tanford,
162, Bagebow, 1997) Sm ambarge, 2siod vitlotes raraments presen-
vl cortacionss sipmficatras con lay propiedades funcionales de las
g, va que determbnaben b bidrofobicidad total y no la de los
arupes Idefoben que doarzan reslments b superficie proteica, que
s e vasdnderameeney wopbioades 2n la Peacionalidad de la proteina.

Erurange ol plaganniensn de 1 protzing Yos residuos no polares
acwgan ol aevior de la wrise para manimizar el contacto con el agua,
mepmiras o emsidues polawes woepan la swperficie proteica ¢
s favevabiomess con e agua (Anfisen y Scheraga, 1975).
K ahmtas, of excesn de residuos no pelares aparece en b superficie

ma dr Cpaeches Bidrofébdcns” (Schalze y Schirmer,

4

LT, Wﬁﬁﬂ AN, Esta bidrafedicided de superficie o efectiva
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psene un importanie papel en muchas propiedades funcionales (Kella y
cul.. 1986) ya que los grupos hidrdfobos que se encuentran en la
superficie de la molécula intervienen en fendmenos de tensidn
serfacial que explican muchas propiedades funcionales d2 las proteinas
(Keshavarz y Nakat, 1979). La hidrofobicidad de superficie 0 efectiva
constituye una medida cuantitativa de los grupos hidedfobos que se {ijan

al material Lpidico.

Kato y Nakai (1980) demosiraron la existencia, en diversas
proteinas alimentarias, de correlaciones altamente sigmificativas entre
capacidad emulsionante, tensién interfacial & hidrofebicidad de
superficie. Sus resultados indican que cuanto mis hidrdfoba es una
proteing, menor es su tensidn interfacial y mayor su actividad emul-
somante; 3 decir, fas proteinas mis hidréfobas orientan mas fleilmeris
sus grupos no polares hacia la fase grasa interaccionando mds ripi-
damente con ellp. Nakai y col., {1980) también encontraron buenas
correlaciones entre hidrofobicidad y capacidad emulsionante de diversas
proteinas vegetales, destacando la importancia de su hidrofobicidad al
wiilizsrlas como emulsionantes. Voutsinas y Nakai (1983) sugirieron
cue ka hidrofobicidad juega un papel importante en la capacidad de ligar
grasa y constataron una gran correlacidn enire ambos pardmetros en
epuchas proteinas alimentarias; de acuerdo con Wakl (1979) los Hpidos
se ligan a las protelnas principalmente mediante interacciones hidrofé-
bicas. Varios investigadores utilizan la hidrofobicidad como variable
para predecir fa capacidad espumante de diversas prowinas de los
alimentos (Horiuchi y col., 1978: Townsend y Nakai, 1983).
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Hayakawa v Nakar (19832) sugieren una subclasificacidn de
tdrofobicidad de vuperficse o efectiva en alifdtica y aromitica, segin I
poptrbucitn a4 la misma & los resideoy alifdticos o aromiticos,
resgetcvaente . Eston antores defiendsn la exigtencia de distintos sitiog
d2 fippoba a lp prowing segun la diferente estractura alifdtica o
arcrndtica e Jos hyamdos wtilizados para determinar La hidrofobicidad.

Cantralmenss [s dewnateraluracidn de las proteinas no es deseabls
dibace 2 due vonbleve wan adterecion de las propiedades fisico-quimicay,
partizutarmaess ued duevieagidn de Ba solebilidad v, en consecuencia,
dm W peogsedades forcpnates. Sin embargo, la desnaturalizacion
pavcusd, shemper que eo v acempatie dr coagulacidn, mejora cierras
propiedades foncwnates de las proteinas, espacialmente las de
siggrticl. Se ba ebservado gut 2 medids que la desnaturalizacidn
gragree. prareimeniy daeneatd k bideofobicidad efectiva, Esto se debe
a T emsuduan hidvdfuben irsmersas en ol intetior de ka molécula proteica
CPanford. 19733 que come rowdiado del desplegamiento van apare-
cae) grodmrimente en B seperfivie moloeular: I prateina a2 hace mdy
mdififica y w erienta cen eayer fackiidad en la interfase agua-grasa
e, VT A sumn respecio son varios log autores que han estudiado
f verkile gee s produse en b Bidrofobicidad efectiva coma
emmiwenea tel coluwmaminmte, asf come w coerelacifn con ciertas
prsprdtaden fansionades. Por cjompdo, Shimada y Maisushita (1980b;
VAT sefalan que ol mecanisms de la termeceagulacin proteica
gy, en pren wedhda, & b leteraciones hedrotthicas.

Ra g ond. (V) sugivlovon g b propiodades emmlsionantss
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v 1a formacion de espuma de la ovoalbumina y lisozima mejoraban con
la desnaluralizacion por calor, observindose una correlacion alta con el
awmento de Ia hidrofobicidad superficial o efecliva, asi como con la
disrunncion de la tension superficial. Dichos mvestigadores sefalan que
ral incremento se aprecta siempre gue no haya eoagulacion ni caida
sigmificativis de Ja solubilidad durante el tratamiento érmice.

Vonrsirtas y col. (1983a) experimentando con proteinas desnatu-
ralizaatas por el calor, estudiaron las relaciones de 1a hidrofobicidad de
superticie con la capacidad de ligar prasa, con el poder emulsionante y
e Ta capacida! de estabilizar la emulsidn, observando wna correlacidn
alta. En este caso, al considerar conjuntamente hidrofobicidad y

soubulidad aurmentaban los indices de correlacion.

Estos mismos investigadores (Voutsinas y col., 1983b) estable-
cieron correlaciones significativas entre las propiedades gelificantes de
las proteinas v la hidrofobicidad determinada cuando las proteinas se
encuentran desplegadas asi como con el contenido de grupos sulfhidrilo.
Las proteinas se despliegan al tratarlag por el calor y muesiran en la
superficie los residuos hidrofébicos localizados en el intecior de la
molécula (Kato y Nakai, 1980; Kato y col., 1981). Por tanto, es
razonable que Ia hidrofobicidad determinada en la molécula desplegada
muesire mejores correlaciones que la hidrofobicidad de superficie de la
proteina nativa,

Bonomi y col. (1988) evaluaron la desnawralizacidn por calor
d2 las proteinas def suero de la lache determinando su hidrofobicidad de
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spprrfhem ¥ contluyeron g dicho parsmeatro £9 realmente significatve
sarn caloular fas modifcacionss conformacionales de las proteinas

Motens soratudan & ITalamiosie Wimmra,

LoChan y el (1984 1985, 19E7) timbién han estudiade jas
ety da dewsaterpdizecidn-gstructura-fungidn de las proteinas

ik A%
L343 Grupes suifhidrile (-S5H)

Las graped welfbidnde (-SH) y puentes disulfuro (S5} son
wBpEITAMIER par raRERY Iy estrcturd de las proteinas nativas (Saxena
v Werhaatir, 19005, mfluyends significativimente en las propiedades
fumeomates e tax promrisas oo Lo adimestos, asi como en la calidad
et de Bad evsmay, adernds desirrellan wn wnponiante papel en la
Sermmmide de euptveturs eedutbvaments rigidss como los geles (Shimada
¥ Chaoft, 1980 Tawbidn ewdy anphizades en b contraccidn muscolat
vy pantucipan e dos fendmenes do desmaturalizacidn de las protefnas
vheniens ¥ on los meoranismen & agregacida de la miosina (Buttkus,
V. Lk commlbion oo bos propes -SH y puentes 35 de das proteloss
ke infioven monka en ol sabar y b texinra de los productes
chemimns tHamm v Hofmana, 1965) Por ot lado, Cantoni y Cattanzo
LR wlmeeiron gyt B prosencis de grandes cantidades de grupos -SH
Yol almemis prevesia B fommagidn de N-aitrosaminas en el
enkdagn, debido 4 qae Ta roaesidn entee witrites ¥ grupos -SH en las

et Jel pht ded pege pherne s 0D veces mis ripida que la
P Hi GEIR BATIS v avaRE.
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Doi y col. (1989) han estudiado la relacidn entre grupos -SH y
algunas propiedades funcionales, como la formacién de espuma de la-
ovoalbumina, principal componente proteico del hueve. La ovoalbi-
mina es una fosfoglicoproteina con una cadena peptidica; cada molécula
contiene un puente 83 y cuatre grupos -SH situados en las regiones
hidrofobicas. Debido a la simplicidad de su estructura es una proteina
muy adecuada para estudiar las relaciones entre grupos -SH y
funcionalidad. Las scluciones de ovoalbiimina forman espumas estables,
para la que se necesita un cierto cambio confoermacional en la molécula,
de 1al modo que algunos grupos -SH se vuelven reactivos y forman
puentes SS intermoleculares, aungue ambién intervienen interacciones
no covalentes como las hidrofébicas, Burante la formacidn de espuma
fas moléculas se desnatralizan e interaccionan entre sf estabilizando i
espuma (Kitabatake y col., 1982; Kitabatake y Doi, 1987).

L.a formacién de puentes SS en las proteinas ocurre por
oxidacién de los grupos -SH o por reacciones de intercambio SH-SS. Asi
ge demostré durante ¢l calentamiento de las protefnas de soja {Wolf,
1970; Yamagishi y col., 1984; Utsumi y Kinsella, 1985a; 1985b; Mori y
col,, 1986; Shimada y Cheftel, 1988), del suero Mcteo (Li-Chan, 1983},
del huevo (Beveridge y Amtfield, 1979; Shimada y Matsushita, t980a),
del pescado (Itoh y col., 1979a; 1979b; 1980a; 1980k; QOpstvedt y col.,
1984; Jiang y col., 1986; Synowiecki y Sikorski, 1988} y de la carmne
(Hamm y Hofmann, 1965; Synowiecki y Shahidi, 1991). Sin embargo,
la mayorfa de estos estudios se llevaron a cabo con soluciones muy
diluidas de proteina, siendo escaso el conocimiento que se posee acerca
de los cambios de los grupos -SH y puenies SS cuando el calentamiento

37



ENTROEUE N

s afeeria 4 conventragionss que dan lugar a I pelificacion de la

[ERER rikd

Pl eontemida de grupos -SH en los geles de protelna se ha
deterenadn en lag proteings comcentradas del suero de la leche
(Bavandge v col. 1984) v en la ovoalbdmina {Hayakawa y Nakai,
Va4 Fatas autores Ban observado una correlacion entre el
wersementa ga Ja Nirmeza d2l gel y la disminucidn de los grupos -SH
coamn pesaitado del tramiento ¥emico, Tales resublados sugieren gue
fon pupntey $9 o forman dueante Ba gelificacion por oxidacitn de log
grwpes -SH v por inducdn de las reacciones de intercambio SH-5S,
wflgyendo macho i By extructura reticular del pel y en su tuera
opchmisn, Vouttmas y col. (1983b) encontraren en vanas proleinas
whodulees gue b foerza det gol estaba sigmificativamente correlacionada
e 2] contenidn buem! de grepos -3H y con Ia hidrofobicidad. Por ¢l
comsrano, Hegg (1982) sugiore que no hay correlacidn entre el
commido da grupos -SH y la capacidad de gelificacién de la
conafivizmea, d¢ 1 albémina de! suero y de la B-lactoglobulina. Esta
somradiccidn posiblemente refleja diferencias en la reactividad de Jos
grugos -SH y en los papeles respectivos de los enlaces de hidrogeno,
wmprnes electrondticas, enlacas 83 ¢ interacciones hidrofobicas en
fa gelifcacsin de diferentes proteinas (Shimada y Matsushita, 19800},

Shisnada v Cheftel (1988) tambidn estudiaron los cambios de los
grapn -SH 42 B proteina de s durante el calentamiznto. Estos auto-
red m emcontraron e pebacidn vignificativa entre fa fiomeza del gel v
ol tatal d2 prupes -SH y concluyeron que 1a firmeza del gel constuuido
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por esta proteina depende menas de 1a formacién de enlaces 85, por
onidacion de los grupos -SH, que de ofras reacciones {interacciones
midrofdbicas, enlaces de hidrégeno, etc.). Estas reacciones pueden
aumentarse ak hacerlo las temperaturas (hasta 120°C) posiblemente por
an mayor desplegamiento de 1a proteina. A temperaturas mis alas
(1C) lenan lugar otras reacciones como rolura de pucnies 55 con

bberacion de H,$, posible disociacidn en subunidades y rotora de éstas

en compuestos de bajo pesa molecular.

Recizntemente, Margoshes (1990) ha pueste de manifiesto una
gran correlacion entre los niveles de grupos -SH de las proteinas de la
clara de huevo y la fuerza det gel producide per calentamicnio.
Tamhién Xiong y Kinsella {1990) sefalaron la importancia de los
grupos -SH en la gelificacion de la proteina sérica inducida por urea.

En ¢l caso de las promefnas cimicas, Li-Chan y col. (1985)
constatan 1 disminucidn de los grepes -SH conforme aumenta la
mynperalura y sugieren gue para unid correcta funcionalidad se necesit
un baliance éptimo entre hidrofobicidad y grupos -SH.

£.5.1.3.- Antlgenicidad

Kilara y Sharkasi (1986) consideran a la antigenicidad como una
propiedad quimica de la molécula proteica. En [a bibliografia consul-
tada, no hemos encontrado autores que introduzcan la antigenicidad
ceme vanable para predecir la funcionalidad de las proteinas. Sin
embargo, y dada la gran sensibilidad de las técnicas inmunaldgicas,
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parece evidente que la variacion de la antigenicidad, a consecuencia del
tratamiento térmico, podrfa ser un parimetro importante a considerar
en la prediccién de la variacién de diversas propiedades funcionales de
las proteinas.

Los estudios llevados a cabo con protefnas consideradas como
moléculas antigénicas han dividido a los determinantes antigénicos,
epitapes o sitios de fijacidn del anticuerpo, es decir, a los fragmentos de
la molécula proteica reconocibles por el anticuerpo especifico al que se
ligan, en dos categorias 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 peplidica y el determinante antigénico discontinuo o
conformacional que estd constituido por residuos adyacentes en el
espacio, con respecto 4 la estructura molecular, pero distantes respecto
de su posicién secuencial (Benjamin y col., 1984; Berzofsky, 1985).

Estos determinantes antigénicos se identifican, entre ofros
métodos, por los efectos que la modificacién quimica de residuos
especificos ejerce en la actividad antigénica de la protefna, por el
aislamiento de fragmentos peptidicos con actividades antigénicas a partir
de 1as moléculas proteicas degradudas qufmica o enziméticamente y por
sintesis directa de péptidos inmunolégicamente activos.

Diversos cstudios de la estruetura antigénica de la protefna han
demostrado que los anticuerpos producidos frente a las proteinas nativas

se acoplan principalmente a los delerminantes antigenicos conforma-
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clonales o discontinuns, mientras que ls secuenciales o continuas son de
rrrenar relevancia (Otani y Honoso, 1987). Los epitopes coninups ligan
asimismo el anticuerpo ¢on mayor afinidad si preseman una
conformacién determinada (Berzofsky y Schechrer, 1981 Hirayama y
col., 1985). Ln este sentido, todos los detenninantes antigénicos serian
conformacionales, ya que la conformacidn tridimensional del lugar &
coinbinacién del anticuerpo, define la conformacidn antigénica mis
complementaria de si mismo (Berzofsky y Schechtar, 1981, Benjamin v
col., 1984). Consecuenterente, entre las proteinas desnaturalizadas v los
anticuerpos frenie a extas mismas protelnas en su estructura nativa, sdio
se vbservan pequedas reacciones cruzadas (Otani y Honoso, 1987). Las
cadenas peptidicas desplegadas deriminan la formacitn de anticusipos
especilicos Irente a las mismas que. en la mayorda de los casos, no
PFOvVOCan reacciones Cruzadias con la proteing nativa,

La pérdida de antigenicidad que sufren las proteinas con el
ratamtiento érmico se asocia a los cambios estructurales de la molécula
proteica y, en consecuencia. a la desnaturalizacién, Por tanto, las
wenicas inmunoldgicas basadas en la reaccidn antigena-anticuerpo
suponen un instrumento muy sensible para detectar cambios estructu-
rales de antfgenos somietidos a distintos agentes desnaturalizantes.

La reaccidn amigeno-anticuerpo se ha ulifizado con éxito en
estudios de desnaturalizacidn por el calor de diversas proteinas. En este
sentido, una técnica inmuncenzimdtica (ELISA indirecta) ze utilizd para
detectar la artigenicidad residual Je lax proteinas Heteas sometidas a
tratamientos térmicos graduales (Kilshaw y col., 1982; HeppeH y col.,
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1984, Heppel. 1985). Baer y col. (1976) eswdiaron [a desnaturalizacidn

tarmica de la a-lactalbimina utilizando el método de fijacida dge

complemento y Kiminogawa y col. (1989) evaluaron la desnatura-

lizacién por calor de ta fi-lactoglobulina utilizando anticuerpos
monoclonales. Loy col. (1989) determinaren mediante electroforesis iy
intensidad del tratamiento térmico experimentado por la leche.

También s¢ han desarrollado diversas pruebas inmunolégicas
para esudiar el efecto del calor en las protelnas de soja y. en
consecuencia, sy desnaturalizacidn y péedida de antigenicidad asociada a
los cambios conformacionales que implican la destruccidn de su
estructura; por ejemplo, Catsimpoolas y col. (1971) utilizaron con este
fin la inmynodifusion radial, la fijacidén del complemento y la
inmunoelectroforesis; Twabuchi y Shibasaki (1981) la inmunadifusidn
radial: Hitchcock y col. (1981), Griffiths y col. (1984) y Mifek y
Glawischaig (1989) mediante la tenica ELISA detectaron la presencia
da proteinas de soja en productos cdmicos tratados por calor.

Varios ivestigadores han demostrado que la ovoatbdmina,
adicionada come coadyuvanie de fabricacidn a ciertos productns
alimenlicios tratados por ¢l calor, pueds detectarse (Janssen y col.,
1987} y cuantificarse (Breton y col., 1988) mediante técnicas
inmunoldgicas. Asimismo, Varshney y Paraf (1990) trabajando con
setas enlatadss a las que se hablan afiadido pequeilas cantidades de
uvealbiming, desareollaron un test inmunogquimico para determinar el
intervalo de tratamiento térmico que el producto habla recibido.
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Varshngy y vol. t1991) evaluaron las diferencias entre los epitopes de
las ovealbuminas nativa y desnaturalizada por cator, mediante
anticuerpos monoclonales: para determinar la temperatara de

calentamiento de e4ta proteina utilizaron la técnica dek ELISA,

(.2 técnica del ELISA también se ha wilizado en estudios de
desnaturalizacion térmica de protefnas cdmicas {Manz, [985). Sawayay
col. (1990 la emplearon para detectar la presencia de bajas concen-
traciones de came de cerdo en las de vaca u oveja calentadas a las
mismas lemperairas que las que se wtilizan en [a industria para tratar
érmicamente los productos cdmicoy procesados. Mifek y Glawisching
(1990) rambién la utilizaron para establecer las especies de donde
procede la cume en los productos cAmicos tratados por el calor. Heery
Guarlich (1988) estudiaron 1a desnaturalizacién por el calor de la carne
de pvejs mediante una 1écnica de precipitacion en geles de agarosa.
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ORIETIVOE

Las pregiedadaes fancionales de lay proteinas muscultares
b -walino-salables vondiawonan L calidad de ciertas productos
carmaens, B} tralamiento Hmico conglituye una etapa pramordial dal
prese B abrcacitn de takes produgtes y ademas el valor edaswna fa
smmmararalizanpin da Jus proteinas, 1o que se traduce en alteraciomes de
s propiodaebs enrucierales y. en conteiume ia, funciopatza. Tods el
eramona ddicultades en la formulacidn y fallos en fa calidad del

gerbaito final

i v pudseraa predecir las vadaciones Jz 1 funcionalidad ds tas
prowe s muscuiires hudro-salino-solubles cuando 32 melen a
pratamiento Wemico, se pedria realizar la formulacion del producio 2
i de ang forma mds exacta, con lo gee e reducsrian consideta-
hipmmente el mimero y coste de los ensayos nevesanoy para determinar
decha fonmutaciin Ademds, se podria prevenir la aparicidn de ciertos

Sefeceos mdeseables en el productn final.

Dada la relacion estructura-funcidn de las proteinas,

PRI

1.- Estudiar las variaciones que s¢ producen. a consecwensia del
trasasmiento Krmico aplicado, en diversas propedades fisico-quinncas y
tuncionales de Jas protinas cdmicas hidro-satino-solubles, en concreto
en la hidrofobicidad aromdtica y alifitica, en el contenido de grupos
suldhidnils, en Ja antigznicidad ¥ en la capacidad de hgar grasa.

2.- Comprobar Ja posible relacién entre el tratamisnio thrmico
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sptmnde 3 b waraneie de la propiedsd fioco-quiraica o funcional

septuiEr i

Yo bataddecnr bog ponblrs medelos de opredicoidn de la
wneinsrdm o7 e copaowdad Jdr hyar grast de las proteinas cdmicas

bl sadane seduiden, 32 acarrds cop el bnatarento  térmico aplicado;
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MATERIALES ¥ METOIS

1L MATERIAL GENERAL
. 1.1- MATERIAL GENERAL DE LABORATORIO

Todas lay disoluciones aouosas se prepararon con agua destilada
y desiomizita. La destdagiin del agua se realizd enun aparato Afor™ ¥
1 deiorzacicn s Hevd a cabo conectands |a salida delagua destilada
un desevmarahaator "Seta” mad, RBX)

Las pessdas ordinaras se efectyaron en balanzas moneplato
“Samter® med. §-1000 v hs de precisidn en balanzas analingas
"Sanori” ol T4 ¥ "Microwa” mod. 6620,

Law ajustes v detsremmaceonas J2 pH se Levaron a cabo con
phismses "Beckean” mod. Expandomatic 55.2 y “Crison” med. Liigit
361

La trasmaciin de tas rouestras do came se realizd mediante el
up e wpa picadora "Onegn”. Las hemogeneizackones ¢ hicieron con
un ripaeader d enchillm “Servall” mod, Omnimiver 17.016 o con un
bemmpeerizader "Rinematica” mod.  Polytron,

Faez las cemsifugaeones 98 utilizd wna supercentrifuga “Sorvali®
muot ROC-58 dowds de rofrigemcide v equipsda con rotores S5-34 y

B oL e dn oweases de apauston. WRCEves. 2W.. Be wgeid qui la suetord b
g von proferoraia & etony maral el voevuds.
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GSA.

Los tratamientos 1érmicos se realizaron en bafios de agua o de
glicerol provistos de fermostatos “Brann” mod. Thermomix 1441 o
vgelecta” mad, Tectron y un i€rmometro digital "Crison” mod. 620/3,
asi como un bafo termostatado "Selecti” mod, Unitronic Orbital

5-320-0R con agitacién,

Las determinaciones espectrofolométricas se llevaron a cabo en
un espectrofotdmetro "Kontran™ mod. Uvikon 820, registrindose los
resultados en una impresora térmica mod. Uvikon L.5-48 y ¢en un

registrador mod. Uvikon 21.

Las medidas de fluorescencia se realizaron en un
espectrofluorimetro “Hitachi” mod. F-2000, provisto de impresora.

En los ensayos inmunoenzimdticos (ELISA), se emplearon placas
de ELISA marca "Costar” mod, 3590 de 96 pocilios. La agitacién de las
mismnas se realizé en un agitador marca “Wallac" mod. 1296-001 y su
lectura en un lecior de placas de ELISA "Titertek Multiskan” mod.
Plus. Las incubaciones necesarias para el desarrolla de dichos ensayos se
efsctuaron en una estufa "Heracus” mod, KB-500, termostatada a 37°C.

Las muestras se conservaron en arcones de congelacién

“Kelvinator" mod. AC-550 y ACK-35, as{ como en frigorificos
"Kelvinator” AKR-20.
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Las papetas v erompetas automadticas empleadas fugron de iy
mrearcs Cisbson” maeadelos B-SCOG. P-1000, P-XG v P20,

L matenal de videio atdizade en todas s expenencias fue de

cabsdud “Pyred” o simdar,

Come mastval general de hboratono se utiizaron adesnds,

agvhabierns, mechsres de pas, desecadenss dg vidrio, ermomeiros, et

HILEY.- MATERFAL BIOLOGICO
TEL2 L Origen de las muestras

Low gxtrpeton clmicos @ prapararon a partir de CInco muestras
diferemns d2 caree franca de vacono adguaridas en una carniceria fogal a
Ba fege de ws porwdo de 12 mosen,

13022 Obleacidn de les lumvngsucres

Lo eemammomnenss 3g chiuvizron por inoculacidn de Los extractos
smsigdmives (proteieay chmbens hidro-salino-solebles) en conejos machoy
dir paza MNugva defamda, denasdos por el animmalario del Departamento de
Cagla  Expecimental &) Haozpiad Mitisar Conteal "Gomez Ulla” de
Npeaad.
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I11.1.3.- REACTIVOS

Los preductos quimicos utilizados en las experiencias que se
describen en este trabajo fueron de calidad “reactivo” y suminisirados
por las siguientes firmas ; "Sigma", "Merck”, "Fluka", "Panreac” y

"Probus”.

Para las técnicas inmunolégicas se emplearon producios
surninistrados por "Sigma”, "Difco” y "Pharmacia”.

lIL.2.- METODOS
II.2.1.- PREPARACION DE LOS EXTRACTOS CARNICOS

La came utilizada para nuestros ensayos procedia de la babilla,
integrada por los misculos de Ia regién femoral anterior: Ms. rectus
Jemoris, Ms. vastus medialis y Ms. vastus tateralis.

Una vez adquirida la carne en ua comercio local, se trasladd
ripidamente al laboratorio en condiciones de refrigeracidn y se
procedié a disecar los misculos procurando eliminar al méximo los
tendones, aponeurosis y grasa,

La extraccidn de las proteinas musculares se realizé siguiendo el
procedimienta previamente descrito por van Eerd (1971} y modificado

por Li-Chan y col. (1984),
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Esqueraa de ka teenica wiilizada para ka preparacion
de bes extractss cdrnicos

Mgzstea dn e
Pizado

b3 g i caves proml

Adicidn de 139 ml de tampén pH 7,0
M HPOL TIHD 001 M,
Nl d 0.5 M, MaCly Tmb)

Honmgeneizacitn 1320 g, 307

[ iy e

Apitacida T h 4°C

Centrifisgacién 10.600 g, 15, 4°C

Prevapizad Bedornnmdants

Filtracién
“Whatman nt 1"

Entondtng cdraees
dpemtning elemioas badro-salino-sokobles)
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La carne se picd finamente en unz picadora provista de placa
cuyos orificios tienen un didgmetro aproximado de 0.5 cm. A
continuacién |5 g de came picada se homogeneizaron 30 segundos con
un triturador de cuchillas a 1320 g en 150 ml de un tampén de pH 7.0
constituido por Na,HPO,.12 H,0 0,0t M, NaC10,6 M y MgCl, | mM.

El homogeneizado se mantuvo en agitacién censtante una hora a
4°C, centrifugdndose a continuacién a 10.000 g durante 15 minutos a
una temperatura de 4°C,

Se desech6 el sedimento y ¢l sobrenadante se filtrd con papel de
filtro “Whatman of1", Los filtrados de lus muestras contenfan las
proteinas musculares hidro-salino-solubles que utilizamos
posteriormente en nucstros experimentos. Dichos filtrados se
mantuvieron en refrigeracion hasta que se realizaron los ensayos

durante un periodo de tiempo no superior a 48 horas.

El contenido proteico de los extractos cdmicos se determind con
la técnica de Folin-Ciocaltieau, de acuerde con Lowry y cal. (1951).
Como técnica alternativa para algunas muestras s¢ utilizé el método del
biuret comeo lo describen Gomall y col. (1949).
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H1.2.3.- DETERMINACION DE LA PROTEINA

111.2.2.1.. Técniea de Folin-Clocalteau, segin Lowry v
cal. (1981}

Fuundamento

Fara W ceaetficacidn de protelnas Lowry y col. (195))
whiisaen ef reactive de Folin-Ciocalteay, empleado generalmente para

detootay grupos fendhaos,

Eava sienica s2 basa en el desarrollo de color al poner en
cammatta ba proveinns con los reactivos que se detallan mds adelante. La
apuricsin dy color s debe a b formacidn de azul de wolframio y azul
e maodddess oo cenecwencia de wna combinacion de reacciones:

1- Fersmpcdn de oen complejo entre los enlaces peptidicos
e bay prowmings v el cobre en mmdio alealing (reaccién tpo biurer).

1.- Raduzcida por Ia tirosing y el triptéfano de los 4cidos
foalomalichmicn v fosfomolibdico, principales constituyentes del
senerive dn FolinClovaliea,

Bl wolor desarcoltadn e4 cusmificable por espectrofolomelria,

wendn weestane extrapolsr 1os resuMados a wna grifica patrdn
eliftwendy perviumenis (vadse figeea 311
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Figura 3.1, Gréfica patrén para la determinacién de proteina
mediante la técnica de Lowry y col. {1951).
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comprendida dentro del rangn de sensibilidad dal mdtodo, es dedir,

antre 18 y SU0 ug de pratzina por ml

A 1 ml Je muestra se le afadieron 5 ml de Ia solucim ) se
rpzelk tndn hien dejando reposar fa mezela 10 rnuios coma reRininy A
prmperatara ambiente. A continuacidn se le afagizron 0.3 mi de la
solpcion [ agitando iumediatamente; se dejd reaccionar a -7
durarse 30 minutos, al térming de los cuales se midid ef incremenio de
1; absorbancia a 750 rm con referencia a un banco de agua destilada
tratado igual que la muestra.

Bensadoun y Weinstein (19768) demostraron que algunas
productos intzrfecian con la determtinaiion de proteina por la donwa i
Lowry: cuando fales sustancias se encontraban presentes s rECKITI A

et métodos,
111.2.2.2.- Métode del biuret
Fundamento

El biuret da lugar a un complejo de color prpura al PRACCIHIAL
con unt solucion de sulfato de cobre en medio alcalino, Las proteinas
reaccionan de modo semejante, Los ones cobre forraan un comphe de
coordinacién con cuatro cuerpos -NH nucledfiles del biaret, que en el
case de lag protefnas provienen de los enlaces pepiidices de los

aminodCidos.
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Figura 3.2, Girdfica patrdn para ba deiermisacidn di pretain
por el métods del biuret.
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111.2.4.- TECNICAS INMUNQGLOGICAS

111.2.4.1.- Extractos antigénicos

La obtencién de los exiractos antigénicos PCHSS (proteinas
cimicas hidro-salino-solubles) se realiz6 de acuerdo con el procedi-
miente descrito en el apartado 111.2.1.

111.2.4.2.. Obtencion de los inmunosueros

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

cucrpos.
A.- Pauta de inmunizacién

Como animales de experimentacién se emplearon conejos
rmachos de 2,5-3 kg de peso, de raza Nueva Zelanda.

Previo depilado y desinfeccién con alcohol de la zona a inocular,
los extractos antigénicos se inyectaron por via subcutdnea a ambos lados
de 1a espina dorsal, comenzande por la zona més proxima a la regién

cervical.

Se utilizaron dosis de 5 ml de extracto antigénico (0.5 mg
proteina/ml). En algunas inoculaciones se inyectd el extracto antigé-
nico junto con 0,5 ml de Adyuvante Completo de Freund (Difco).
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Las inocuiaciones se sucedieron a lo largn de 60 diag, 2
intervalos e 5 y se observd un periodo de descanso de H) dias a pantir
de I inyeccion corespondiente al dla 30 (vedse tabla i1},

B.- Sangrias parciales

Antes e la primera inceulacitn e realizd una sangria inicial
(Sy) para comprobar Ia ausencia de reactividad de los animales frente a
Iy avtiger wtilizados, Asimismo, a los 15 y 30 dias del proceso de
inmunizacifn se realizaren sendas sangrias parciales (5, v 3,) con el fin

4z venificar ka efectividad de dicho proceso,

En bas sangriag parciales la sangre se obluvo de la vena marginal
de b3 oreja. Para etlo, s introducia al animal en una caja que permitisra
s iomevitizacidn, degandn bbre dnicamente fa cabeza. La zona de
W eedan comespondients 3 la vena marginal se fricciond con algoddn
empapade en Nilol, con ¢l fin de producir una vasodilatacidn gue
frvemeciers o sangrla, A continuacion se efectuaba una puncidn con una
2guia hipoddmien, o biam, se seccionaba el vaso cuidadosamente con un
pisenssi, pacogifndoss por geteo de 3 a 10 mi de sangre.

.- Sangria final

El animal s2 colocaba en deciibito supina sobre la mesa d2
eperaciongs, wmevilizdndolo por las cuatro extremidades, y se
ansamsiaba por via istramuseular con Ketolar (clorhidrato de
Ketmnimn ) adminisrindole una dogis de 10 mgfkg de peso.
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Tabla 1. 1. Pauta de inmunizacidn y sangrias de los conejos inecu-
lados subcutineumente con el extracio antigénico PCHSS
(proteinas cdimicas hidro-salino-solubles)

Dias Extracto Adyuvanle Sangrin
antigénico  completo de Freund

i 5ml 0.5 ml. S
5 5 ml 0.5 ml
10 5 mi 0,5 ml.
15 5ml 0.5 ml. 5
20 5 mi -
25 5 mi -
30 5ml 0.5 ml. S,
40 5 mi -
43 5 mi .
50 5 ml -
55 5l 0.5 ml.
60 - - Sg

8o = Sangtfa iniciad
5y = Sangria parcial dfa 15
53 = Sangria parciaf dia 30
Sg = Sangrfa final
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Despuds de depilar y desinfectar perfectamente la zona inferios
del cuello, con ¢l material quirirgico apropiado se practicaban lag
ICIONSY Cutdneas siguientes:

#.- lomginwdinal, a lo largo d2 la linca media ventral.
b.- transwersal, a nived de la segunda vérebra cervical.
¢.- trangversal, a nivel de la sexta vénebra cervical.

A contimaacidn, se fueron disecando los misculos de 1a cara
wbetkr del cuglly wisibles en este drea: Ms. cleidomastoidens (par-
e dek Mo, cleidocephelicus y €ste o su vez del Ms. brachiocephalicus ),
M. srermomiastoidens  (pacte del My, sternocephalicus), Ms. sterns-
hyveidens y My sernothyroidens.

Por el bacds lawral del My sternohyoidens se profundizé, hasta
Mogar al paquete visculo-nervioso sitnado 4 uno y otro lado de la
e {A. caronis comunis | V. uguloris y Tronco vago-simpathicus).
A continmackin se disecd la A. caretis comunit 'y con una pinza “tipo
masquitd” se fpdel Novages gue continda unide al tronco vascular, De
eate rmado, al efzctuar la seccidn de la anteria podemos dirigir el flujo
sanguingo 4 un who o recipionie donde se recoge la sangre,

Cuando disminuye el flujo de sangre, se recomienda aplicar un
masaje cardisce con ef fin de conseguir el mayor voldmen de sangre

De cady animal se recogioron de 120 a 150 ml de sangre cuando
ba sangria final se readizaba segin las sormas sefaladas.
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D.- Obtencién y conservacidn del suere

La sangre ohenida se vertia en un tubo de centrifuga lentamerie
¢a fin da evitar en lo posible la hemélisis) y se centrifugaba a 2000 g
duzama 10 mimutos. Los hematies se depositaban en el fondo del tabo, a
14 ves gue se formaba el comespondiente codgulo que quedaba en parie
adherido a las paredes del wbo, de donde se desprendia con una espdiula
o agup. Fl sobrenadante se centrifugaba de nuevo a 2000 g durnae B S
eniniog. Dle esta forma se facilitaba la retraccidn del codgulo v el susro

s separaba perfecraments.

Obtenido ¢l suero, con und jeringa o pipets se disteibuian en
viakes alicuntas de 5 mi, a ks que se afiadian come agents consarvador
ana o do3. gotas de una solucidn de azida de sodie al 0,014, Los viabes,
parfectamente cerradas, se conservaron en congzlacitn a -20PC hasta el
momeno da su utilizacidn,

{I1.2.4.3.. Comprobacién del proceso de inmunizacién

Para comprobar ¢l proceso de inmunizacidn de los coneas y ka
correspondencia inmunoldgica cnire l0s inmunosieros obenidos y o
extractos antigénicos de imterés se ha empleado la wienica de
intounodifusién doble descrita por Quchierbony (1949).

Es una iécnica (dcil de realizar y bisicamente consisiz en la
difusion del antigeno y del anticuerpo por s medio semisdlide, gel de
agarosa, cuyo didmetro de poro es suficientements gramds para pamaitic
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et b wAange guer dufueds Ba IRIRIECCINRE, ma Tlveca wi qubmicomens
von ot sgeme gebimade Ceondo ol amtigsnn v el amtutrpa s
paswioeran, forman agregadis gue exceden del dulimetrn el pore, o
spre empude que defaia ¢l coemplejer autigene-antouerpd. 81 exue
aoreesgmndencia game pbos 52 Bommard ewa Haea dn precipetaposdia uya
ppreshn dependerd fol eefiziema de dilwdin de los amdigenss y
e weEpes, & bl PRIPELLVIY Camcemracwnes ¥ el Leinpo de

s 2O,
A~ Prepursciin del gel de agaresa

1 gul oe peopereba oom agavnsa (Omentt ol 1% en woa sebecrin
e aheewr wdien ) DB v een wa DA% de azeda e actaaba come
spemen gommerewdor. Lo selecale saling Ja agavosa 5o calentaba bt
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i s 8 v,

R.» Preparacién &2 Iss placas de immunedifusidn

%o wtilimenn portachintss de videio de 7.5 1 3 oo Previaments
1w dranngmastan bevidndelos woos W minssns en wea mencla crbmica
S 800 g e cemase pesisicn, XM wmd de MR30), concestrado y
T2 omd de ageea destitadal. Yien vez fefos Ios povtelresed
memeie ofmdiea v oo lavaben oon abuedaste ages destilada S
R e e R i
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depositaban 6.3 mi de solucidn de agarasa calienes, procurands que I
gelifizacion se efevtuara sobre una superficie perfectamente nivelada,

Una vez solidificada 12 agarosa se realizaron excavacwones 2n h
miseea con Ja ayoada de moldes mewdlicos de seecidn circwlar La
digpesicion y tamafio de dichas excavaciones fue Mt siguisuse: wna
central, de 12 mm de didmetro y 6 periféricas, dispusstas en forma de
roaets de 6 mm de didmetio y distantes del pocils central 7 mm. Esta
disposicidn se dibujaba en un papel milimetrado con el fia de poder
disponer en gucesivos ensayos de un modelo paredn Jde slénticas
medidas. A continuacién y con fa ayuda de una agula +e retiraron
curdadosamente 1os discos de agarosa soboinzes, Segustarnants se ailadia
wnd gots de solugidn de agarosa fundida ea el fondo de b pecillas
resubtantes para evitar que las distintas sohcones difundieran entee by
capa del gel ¥ 1a superficie de ha Himina de vidio.

..~ LLenado de Jas excavaciones ¢ incubacidn de las
placas

Uns vez preparadas las placas de inmunodifesidn, con la ayuds
d2 una micropipeta antomidtica ¢n ¢l pocilio central se depositaron
130 ul del inmunosuero y en log pocillos peniféricos 50 i de fos
extracios antigénicos. A continuacitn se colocaron cutdadosumentz en
los portaplacas de inmunodifusion y se introdujeron en lag cajas de
mcubacidn que contenian 10 mi Je solucidn de anda da sodio 2l 1%
para inhibir el crecimiznto bacteriand y conseguir MmaaRner (ier

grada de humedad que evitaba la evaporacidn del contenido de los
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paciths. Las cajas cerradas se incubaron a 37°C durante 24 horas.
D.» Lavado y secado de los geles

Finalizada la incubacién, se lavaron los portaobjetos
sumergidndolos en una solucidn salina (NaCl) al 0.85% durante 48 ho-
ras a Geenperaturs ambiente, cada B horas se cambiaba la solucién salina
Livadora. Despuds se secd cuidadosamente su superficie con una tira de
papel de filtro "Whatman 1" procurando eliminar las burbujas de aire
formadas enire el gel y el papel. Cuando el gel se seca, el papel se
tesprends con facilidad de la superficie del portaohjetos,

Al evaporarse el agua del gel, quedaba adherida a la placa d¢
vidno waa fina pelicela de agarosa con tas lineas de precipitacién
figadas. En estas condiciones, los portaobjetos se sometian a tincién.

E.. Tincién

Taves bugar sumergiends los portaobjetos durante 2 horas en una
selacidn de la signiente composicitn: 90 mi de metanol, 10 ml de fcido
sdike glactal y ua 1 g de negro amida 10B (Merck),

Posteciormente se lavaron durante 30 minutos con una solucidn

de Schdo avdtico al 3%, elimindndose este dltimo con Javados repetidos
dz agua desiitady. Les portaohiztos ve secaron 2 37°C en estufa,
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11[.2.4.4.- Técnica inmunecenzimitica {ELISA indirecto)

in la téenica del ELISA indirecto, los antigenos se inmovilizan
e und superficie inerte mediante adsorcidn pasiva. Al ser reconocidos
poe Jos anticuerpos especificos forman un complejo detectable por un
segundo antcuepe marcado ¢on un enzima (conjugado} que reconoce
como antigenos a los anticuerpos anteriores. Al adadir un sustrato
adecuadoe al enzima se produce un compuesto cuantificable colorimé-

triCamente.
A.- Extractos antigépicos

En la seccidn {10240 se describen fos exiractos antigénicos

utilizados.

B.- Anticuerpos

Se utilizaron anticuerpos especificos anti-protefnas hidro-salino-
solubles de came de vaca (anti-PCHSS) obtenidos por inmunizacién en
congjos {ver seccibén 111.2.4.2.)

C.- Conjugado

El conjugade estaba constitufdo por proteina A marcada con
peroxidasa de rdbano (Nordic).

Un gramo de conjugado se resuspendié en 1 mi de agua destilada
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eatdril. Se prepararcn alicusdas de 20 pl que se mantevizron a - 20°C
hasta el momenzo de s w30,

.. Tampemes y reactivos

pH = 9.6
Na (0, 159 g
NaHCO, 19y
Agua destilada 1000 pat

Urebe mramtenarse en refrigeraciin a 4°C durantz un pericdo de
TR 0 SBpRTIOr A dO8 Semanas.

pH = 7.4
Nal’l Bg
KH.PO, 02g
MNa HEC, B2 HO 29
K(l 02
Twean M 0.5 ml
Agua destilada 1000 ml

Dehe conservarse en refrigeracidn a 4°C.

¢f Tamotn fcide cirice-foafarn pH =39
Acido citricy mopobideats (C,HO, . H0) oM
B HPQ, 02 M
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Debe manienerse en refrigeracidn a 4°C.

d¥ Qustrate

Solucidn al 0.13% de ABTS (acino 2, 2 dietil

benniazolina del dcido sulfdnico) 400 ul
Tampén feido citrico-fosfato 10ml
Agua axigenada (30%) 2 pl
¢) Solucién d izad
Gelatina al 1% en tampdn PBS pH = 7.4 (tampdn PBST sin
adicién de Tween)

E.. Metodologia

Los pocillos de una placa de ELISA (Costar} se sensibilizaron

con 100 pl det extracto antigénico PCHSS (52,2 g protefna/mi} dilui-
do en tampdn carbonato-bicarbonato de pH 9.6 (dituciones 171, %
144, 1/8....1/ 32.768). La placa se incubd durante | ha 37°C. Finalizada
1a incubacidn, log pocillos se lavaron 5 veces con tampén PBST (0,1%)
de pH 7.4 para eliminar el extracto antigénico sin adsotber; seguida-

mente se secaron 4l aire,

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

hubiere adsorbido ek antigeno, & cada uno de ¢lios se afladicron 200 ul
Je una solucién de gelatina al 1% en tampdn PBS de pH 7.4 La placa se
incubd 2 37°C durante 1 h y los pocillos se lavaron de nuevo 5 veces
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con ampdn PBST {0,1%) para eliminar ¢l exceso de gelatina, secdndose

pﬂsmriamﬁcmc.

A continuacion se depositaron en cada pocillo 100 pl de los
anticuerpos especificos anti-PCHSS diluidos en tampéin PRST de pH 7.4;
la placa se incubd durante ! h a temperatura ambiente y en agitacidn
constante. Los anticuerpos no fijados al antigeno se eliminaron con
sn nugvo proceso de lavade con tampdn PBST {0,1%), secindose la

placa al aire.

Una vez seca la placa se afadieron 100 pi del conjugadeo diluido
en tampdn PBS de pH 7.4 a cada pocillo y se mantuvo la placa en
agitacion constante 4 temperalurs ambiente durante 1 h. EI conjugado
que no e fiyd al complejo antigeno-anticuerpo se eliming mediante 5
lavados consecutivos con Tween 20 al 1%, secdndose la placa al aire.

Para visualizar la reaccidn, se afiadieron a cada pocitlo 150 ul
dal susteato enzimdtico y la placa se mantuvo 30 minutos a temperatura
ambiente en agitacién constante. El color verde resultante de la
degradacion del sustrato por el enzima, s¢ cuantificé midiendo la
absorbancia de cada pocitlo a 405 nm en un lector espectrofatomdétrico
de placas de ELISA,

F.- Construccién de la grafica patrén

Para la construccidn de la grifica patrde se amalizaron 1
extractos antigénicos distintos. La absorbancia a 405 nn s representd
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en fupcidn del logartmo decimal de la concentracidn de extracto
antigénico y se obtuvo la ecuacion de la recta correspondiente 3 1a parte
tingal de la curva {vedse apartada 1V.5.2.C de Resuttados y Discusidn).

.- Determinacién del antigeno original detectable

Después de someter el extracto antigénico a distintos
tratamientos emicos, se eligieron concentraciones cuyos valores de
absorbancia a 405 nm estuvieron comprendidos, aproximadamente, en
la parte Lineal de la curva pateén. La cantidad de antigeno original
detectable en las muestras se deferming por referencia a la grifica
pawdn y a la ecuzeidn de la recta correspondiente a ta parte kingal de la

curva.

La eanndad de exirscto antigénico que reaccionaba con su
correspondiente inmunosuero, después de someterlo a los distintos
teatamientos, se expresé como “porcentaje de antigeno original detec-
table” (%2 AGD)y se obtuvo a parlir de la siguiente formula:

% AGD = AJA,x 100

donde,
A« concentracion de antigeno residual reaccionante después
de! tratamiento térmica aplicado.
Ay = concentracidn de antigeno original reaccionante sin

sorneterio a ningidn tratmiento térmico.
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[11.2.5.- DETERMINACION DE LA HIDROFOBICIDAD
PROTEICA

Paca la determinacidn de la hidrofobicidad proteica se han
wtilizade dos marcadores fluorescentes de las regiones hidréfobas de las
proteings: i, 8-Anilino- | -Naftaleno Sulfénico {ANS} y Retinol (RET).

{1L2.5.1.- Condiciones de trabajo
A.- Compaonentes del ensayo
A.L- Reactivos
a.~ $olucion de retinol

Ft retinol empleado fue all-trans-retinol (Sigma). La solucidn
madre se realizd diluyendo 1 g de retinol en 40 ml de etnol. A
continuacion se distribuyd en viales a razén de | ml y se conservé a
HPC hasta el momento de su uso. A partir de 1 ml de solucidn madre
s preparaba diariamente una solucién 104 M de retinol en etanol. A su
vez, a dicha solucién se le afiadfan distintag cantidades de etanol hasta
obtensr un rango de concentraciones entre 0,01 pg/mly 30 pg/ml
de retinol.

Fn los experimentos con retinol, tanto en el etanol como en
el tampén de pH 7,0 utilizado para la extraccién de las proteinas
cdmicas, se hacia barbotear nitrégeno para eliminar el oxigeao y evitar
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de estz modo la oxidacidn del retinol. También por este motivo el
retivol 52 comervd en todo momento al abrigo de la tuz.

b - Solucitn de ANI

Bl reactive empleado fue [a sal de amonio del 4cido
& Anilino- L-Naftaleno Sulfénico (Sigma). A partir de una disolucién
10-'M de ANS en tampon de pH 7.0 {ver apartado HL.2.1} se prepa-
raron diarsumente soluciones cuyas concentraciones estaban compren-
Hides pwre T gl y 1D pgiml

A.l.- Extractos cérnicos

t.os extractss cimicos obtenidos en tampén de pH 7,0 (ver
aparads ITE2.1) se disolvieron en este mismo tampdn hasta conseguir
comentraciéres de aprovimadamente 14,5 pg/ml de proteina. Esia
cimganitacitn de proweing permanecid constante en todas las pruebas.

B~ Condiciones de la prueba

Al desasrotiar una 1icnica de fluorescencia es necesario realizar
un cuntred rigurase del pH y de ]a temperatura ya que variaciones
pdnimas de eatos pardmetres pueden motivar un aumento o disminucién
de b Phatrescencia &8 las mesestras gue da Jugar a falsos resultados. Para
ot b posiple vanacion debida a dichos factores fa hidrofobicidad
protzica se determund siempre a valores constantes de pH y temperatura
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ds 1a muestra. concretamente a pH de 7.0 y la eemperatura de 2°C.

Como blanco se utilizaron diluciones dg ANS en tampda de pH
7,0 v de retinol en etanol. Las longitudes de onda de excitacidn y
cmisién utilizadas fueron 370 y 480 nm para ¢1 ANS y 330 y 470 am
para ¢l retinok.

111.2.5.2.- Metodologia

Para cada sistema ligando-proteinas cdrnicas (originales y
tratadas por cator) la intensidad de la fluorescencia se rmdid: 1) freme a
digtintas concentraciones de ANS y 2) frente a distintas CONCEMIaciones
de retinol,

En tubos de ensayo se¢ depositaron por duplicado aticuotas de
500 pl de los extractos cdrnicos cont una concentracidn de proteing
constante (14,5 ug/mb). A cada wbo se le adicionaron distintas concen-
traciones de ligando (ver apartado {11.2.53.1.A.1) hasta ubtener un
volumen final d¢ 3 ml.

El sistema proteina-ligando s¢ mezcld y se dejéd reposar de 6-10
minatos antes de registrar Ia intensidad de la fluorescencia; en andlisis
preliminares se comprobd que pasado este tiempo y basta 20 minutos
después la intensidad de la fluorescencia det complejo ligando-proteina
permanecia estable.
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111.2.5.3.» Determinacion de las concentraciones reales

El uso de dilpciones altas de 1os reactivos pucde originar Ciertog
errovey midmmos due repercuten en un resultado final falso, por o que
wen vez medida 12 intensidad da la fluorescencia deben determinarse
especirofotomdtricaments las concentraciones reales de bas dilucionss ¢
ANS y de retimel utilizadas en cada prugba.

Las concentraciones reales de los ligandos se deteominaron de
acwerds  con b niguientes  coeficientes de  absorcidn  molar
6000 MY omta 325 nem para el retinol en etanol (Futterman v Heller,
1972) y 450 M em? a 330 am para el ANS diluido en tampon
d2 pH 70 (Weber vy Young, [964)

HL.2.5.4.« Determinuacién del nimero de sitios de fijacién
del Yigando por unidad de proteina

Bl andlizis de tou resnitados obienidos se realizd de acuerdo con
el proveder de Cogan y col. (1976).

A partir de Ia ecuacidn de 1a ley de accidn de masas:

nP « R

erm——"

Ky = (1]

PR

% b derivado etm ecuaciin con b cual trabajamos en puestros ensayos
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para la evaluaci6n de las constantes de disociaciéin aparentes, P, Ry PR
son las concentraciones de protefna tibre, ligando libre y ligando unido
a la protelna, respectivamente; i es el mimero de sitios donde el ligando
puede unirse a la proteina, dichos sitios poseen la misma afinidad de
fijacidn y K, es Ia constante de discciacidn aparente de un sitio

independiente.

Si definimos & como la fraccién de sitios de fijacién libres de
una moléeula de protefna, Py como la concentracidn total de [a protefna
y expresamos el ligando libre R en funcién de la concentracidn total de

ligando Ry y del ligando unido a la proteina PR, oblenemos que:

La ccuacidn de la ley de accion de masas { 1 ] puede
transformarse en la siguiente:

[+

K, = [Ry - nPy(1-0)] (2]

I o
que se reordena de forma conveniente, de tal modo que :

Rya
Pnfx = - Kd/n + l/n - [3]
.o
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Representando grificemente Pya frente a Rpa/(l - a) se
abtiene una recta dz2 pendiente 1/n y cuya ordenada en ¢l onigen es
K,/n. A partir dz ha ecuacién de dicha recta se caleularon ny K.

La geuacién | 3 ] es de gran utihdad en estudios en log que no
pueds valorarse direclamente la concentracién de ligando libre; se
expresa preferiblemente en funcidn del ligando total del sistema.

Fl valor o puede obtenerse en cada uno de los puntos de la
eueva v representa la intensidad de la fluorescencia frente a la concen-

pracidn de Liganda. para ello se hace uso de 1 relacidn:

IF « IF

mix

o =

““mix

donde 1F representa Ly intensidad de la flyorescencia para ua deter-
mimad Ry y IF,,, €3 |2 mnensidad de la flnorescencia cuando todas las

mpdécalas de prowing se encuentran saturadas por el ligando,
[11.2.6.- DETERMINACION DE GRUPOS SULFHIDRILO
Ef contenido de grupos -SH de los extractos cérmicas se

determind de acwerdn con la enica descrita por Beverkdge y colb.
(1974}, Lgeramente modificada por Li-Chan (1983).
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111.2.6.1.- Tampones y reactivos

a) Tampédn de pH 8,0 constimido por;

- Tris (hidroximetil}-aminometanc 0,086 M
- Acido etilendiamino-tetracético (EDTA) 0,004 M
- Glicina cristalizada 009 M

8M

- Urea
b) Reactivo de Ellman

Se prepara diluyendo 4 mg de 4cido 5,5 -ditiobis-2-nitro-
benzdico en | ml de agud destilada,

115.2.6.2.- Procedimiente

A S ml del extracto cémico (2 mg protelna/ml) se anadieron
5 m} de tampbn de pH 8.0. A continuacién, 2 una alicucta de 3 ml de
esta solucidn se le adicionaron 0,03 ml del reactivo de Eilman agitando

inmediatamente.

Una vez efectuada la mezcla se determing la absorbancia a
412 nm, transcurridos 0,1,2,3,4 y 5 minutos; como bianco se empled [a
solucién del extracto cdmico sin reactive de Ellmans. El desarrollo de
celor se completaba totalmente en 3 minutos, permaneciendo estable
durante 2 horas.

El contenido de grupos -SH se calculé utilizando la siguiente

81



MATERIALES Y METQDOS

ecuacién:

73,53 Aaz D
pM -SH/g de proteina =

C

donde A4tz es la absorbancia a 412 nm, C la ‘concentracién de la
muestra {mg de proteina/ml) y D el factor de dilucidn si lo hubiere, La
constante 73,53 proviene de [06/1,36 x 104, siendo 1,36 x 104 el
coeficiente de absorcidn molar del reactivo de Ellman (Ellman, 1959) y

106 el factor utilizado para la conversién de M/mg en uM/g,

111.2.7.- DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE LI
GAR GRASA

L.a capacidad de ligar grasa de las prote{nas hidro-salino-solubles
de la came se deferming utilizando la técnica de Li-Chan y col. (1983).
Dicha técnica supone una modificacin del método turbidimétrico
desarrollado por Voutsinas y Nakai (1983) en los siguientes puntos
fundamentales:

I.- Utilizacién de extractos cdrmicos en lugar de proteina liofiliza-
da que muestra una funcionalidad inferior,

2.- Agitacidn para mezclar la protefna con el aceite, en lugar de
sonicacién, ya que la dltima produce un aumento de la
viscosidad de las emulsiones,

3.- Incorporacién de una centrifugacién adicional a 17300 g para
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una mayor recuperacién de la proweina y eliminacién del aceite
no ligado.

111.2.7.1.- Reactivos

a.- Acido metafosférico 02N

b.- Medio de digestién:

H,80, 130 ml
Apua destilada 120 ml
Urea 7 ml

.- Acgite de maiz

Tedos elios deben conservarse en refrigeracidn a 4°C.
I11.2.7.2.. Construccién de la recta patrén

La recta patedn (vedse figura 3.3) se confecciond del siguiente
mando: se distribuyeron en tubos de ensayo alicuotas de 1 ml de los
exlractes cdmicos en tampdn de pH 7.0 afiadidndose a continuacién

cantidades de aceite de maiz comprendidas entre 0 y 120 pl.

Los tubos se agitaron con ayuda de un vortex adiciondndoles
0,3 ml de agua destilada para facilitar 1a mezcia.,

A continuacidn se afiadieron 20 ml de medio de digestién y s
sometieron 4 homogeneizacion 30 segundos a una velocidad de 133 g
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Tras la homogeneizacin, la mezcla se dejé reposar 30 minutos a
remperatura ambiente. Finalmente, se midi6 la absorbancia a 600 nm
con referencia a un blanco constituido por el medio de digestidn.

[11.2.7.3.» Metodologia

A 1 ml de extracto cdmico (0,417 mg proteina/mb) se
afadicron 2 ml de aceite de mafz, agitdndose la mezcla durante 10

sagundos.

A continuacién se mantuvo la mezcla a temperatura ambiente
durante 30 minutos, centrifugfindose posteriormente a 3020 g durante
20 mitutos. Eliminando el sobrenadante (S;) constituido dnicamente por
aceite libre, las paredes del lubo se limpiaron con papel de celulosa para

retirar el aceite adherido.

Despuds se afiadieron al precipitado (P)) 2 mi de icido
metafosforico 0.2 N y la mezcla se centrifugé a 5090 g durante
13 minutos,

El sobrenadante (S,) obtenido en esta segunda centrifugacion se
trasvaséd cuidadosamente con pipeta a un tubo de ensayo. Al precipitado
(P,) s le adicionaron 3 ml de agua destilada centrifugdndose de nueva a
5090 g y a 5°C durante 15 minutos. Después de esta centrifugacidn se

obtuvo un sobrenadante (S;) que unido al sobrenadante anterior (5,) se

centrifugd de nuevo a 17300 g y a 5°C durante 20 minutos.
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Esquema de la téenica utilizada para determinacion de
ta capacidad de ligar grasa de las proteinas chrnicas

| 1t de extricia cAmico (0,417 myg peovinly+ 2 ml de aceie de maiz

Agitacion 187
Mantener 30 min, TY amblente
Centrifugacion Y020 g, 20 min, T* ambiente

Sobrenadante (3,) Precipitada (P))

Adiciin 2 ml cido metafoslicion B2 N
Contritugacidn 5690 g, 15 mia, T anmb

- Sobrenadante {S;) " precipitado (Py)

Adicitn ) ml H,0 destibada
Centrifugacion 5090 g, 157, 5°C

Sobrenadants () Precipitado (F,)

Centrifugacitn 17350 g, 20 min, 5°C

Sehrenadante (5,) Procipiado (P ) wmmmmmmssn

Adicién 0.3 ml H D destitada. Mexelar
Adbeidn 17 nd media de digestin, Mz
Homogensiear 30 ¢, 307, 1 amb
Mantemer 30° a T' amb

Leera Ay

Capacidad de Jigar grasa (ml acevte/g proseina)
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El precipitado resultante (Py) s¢ wnié sf precipitado £,
afladifndose 03 mi Je agua destilada para facilitar la mezcla.
Posteginrmente se adicionaron 2 il de medio de digestidn v se agitd. El
cortenido del wbo de ensayo se transfirid al homogeneizador y se
afiaicron 13 ml de medio de digestidn. Esta mezcla se homogeneizd
& 300 g durante 30 segundos @ wemperatura ambiente.

El homogeneizado resoitante se dejd reposar 30 minutos a
wemperatera ambicnte y finalmente se midid su absorbancia a 600 nm
fremte al medio de digestion.

L.a rapacidad de ligar grasa (ml ageite/g de proteing) se
determing por referencia a 1a grifica patrda.

JILY.- ANALISIS ESTADISTICO

Loz ensayos de correlacidn, regresifn bivariada y regresidn
multivariada se realizaron con la ayuda del programa Statview (Abacus
Contepts. Inc.} ejecutados en un ordenador Apple Macinzosh Plus.

En los andlisis de regresién multivariada se utilizaron dos
métodos secuenciales: Regresidn mibltiple Forward (progresiva, ascen-
dente, aditiva o directa) y Regrestdn miiltiple Stepwise (iterativa, piso
a paso o mixta), Dichos métodos constituyen buenos procedimientos
para seleccionar las variables predictoras mds apropiadas que fonmania
parce del modelo de regresidn final, es decir, las que dermuestren mayor
relacidn con el eriterio sin proporcionar informacidn redundante. Estog
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dos métodos se diferencian fundamentalmente respecto de Iy
reversibilidad do ias decisiones que se toman sobre 1 inclusién de

predictores.

El procedimiento FORWARD comienza calculando ta correla.
cidn simple entre cada uno de los predictores y el criterio. Se selecciona
el predictor con mayor correlacién ("x;"), se efectua la regresion de 7y
wobre "1, y se calenla eb coeficiente de determinacién milupte (R0 A
contimacion, con dos predictores se obtienen todas las regresionss
poatbbes en lag que se incluya la variable seleccionada, se caleulan I
valores RY, corraspondientes y se selecciona el mayor. Postenormente,
se malizan todas las ponibles regresiones con tres predictores en las que
se dvcluyan lax Jos variabies seleccionadas en el paso anterior. Et
procediminme Sigus hasla que se agetan las variables a introducin o
eundto la adicide de usa varable no supone un incremento sigmificativo
et B2, Bl vator F {estadisticn de Fisher) es el que nos indica s¢ hay un
asarentn significative entre dos pasps sucesivos (51 el incremento de R2,
oy significstive ¢l valor F obuenido es superior al valor F tabular).

BY peocedimisate STEPWISE es en esencia uma regresidn
Ferwgrd, pero s diferencia d dsta en que b decisidn de incluir wn
predictnr Be o3 ieversibie. Como en la seleccidn Forward, comienza
seleccionando la vaziable "x" que presenta una mayor corsclacidn
simmpie een el criterio ("y7), eiieniendo Ja regresidn de "y” sobre "x;" ¥
retemiamdn oxta variahle predictora, w el valor F concliye que 1a
peuavién de regresidn simplz es significativa. Posteriormente s
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incluyen de forma progresiva ¥ una a una, las variables predictoray
remanentes con mayoer corrélacidn con el criterio, contrastando en cada
paso si el valor F es significativamente mds alto que el valor F tabular,
La diferencia con la regresidn Farward es que. cuando sz ha
introducido la segunda variable, se analiza [a primzra como si fasse i
wlrima variable introducida, para su pogible eliminacién del modelo. En
otras palabras, se inspecciona la contribucidn de "x," si se hubiera

¥

introducido "x," en primer lugar y se retiene i su valor F es estadls-

ticamente significativo {(superior al iabular) o se elimina si no o ¢3
inferior & F tabular). E| proceso conlinda de forma similar, analizamio
en cada paso todas las variables que forman pane del modala parcial
correspondiente. Si se introduce, por gjempla, un tercer predictor "Xy
y se obliene 1a ecuacin de regresion que incluya lay tres variabies
predictoras, debemos decidir si “x,” deberfa incluirse en 1a regrasidn y
si "x,"y "x;" deben permanecer en el sistema. En caso de elimumar,
por ejemplo, el predictor "x", volveria a obtenerse una ecuacitn con
tos predictores remancntes "x;” y "x;" y deberian analizarse los valores

F agociados con estas dos variables para su posible rechazo.

Las secuencias de los precedimientos Forward y Stepwise 3¢
resumen en los esquemas de las piginas 90 y 91, respectivamentz.
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REGRESION MULTIPLE FORWARD (Progresiva,
ascendente, aditiva o directa)

Ciélculo de los coeficientes
de correlacién simple r {y, x)

Seleceidn X) {varlable de
mayor correlacién con y)

Regresién de y sobre x; y
cilculo de R%,

Introduccién de los
~+————— restantes predictores

(uno a uno)
Célculo del mayor RZy,
con las nuevas variables
introducidas
Célenlo de F y significacién
F no significativo F significativo—

Rechazar el dltimo predictor
intreducido y mantener la
ecuaclén anterior
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REGRESION MULTIPLE STEPWISE (lterativa, paso a paso
o mixta)

Obtencién de los coeficientes
de correlacién simpie r (y, X

Introduccidén de los
restantes predictores—
(uno a uno)

e g

Seleccidn x; {variable de
mayor corvelacién con y)

Calcular Ia regresién y ¢l
valor de Ry

Comprobacién de significacién
con ¢} estadistico F

F no signlﬂc40 F significatlve

Rechazar 1a altima Calcular los valores F

variable introducida asociados a los prediclores
introducidos en etapas
anleriores

Fin del proceso

F no significativo I significativo

Eliminar del modelo
esa variable
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[V.1.- EXTRACCION DE LLAS PROTEINAS HIDRO-
SALINO-SOLUBLES DE LA CARNE

Como ya se ha mencionado en la introduccién (seccién 1.1) las
proteinas musculares se clasifican atendiendo a su solubilidad en
eniofibrilares, sarcopldsmicas y del estroma. En este trabajo se han
utilizado proteinas miofibrilares y sarcopldsmicas; las primeras se
extraen del misculo mediante soluciones salinas de elevada fuerza
idnica, en cambio, las protefnss sarcopldsmicas son solubles en agua o
en soluciones salinas diluidas. La extracci6n de dichas proteinas, que se
denominaron “protelnas hidro-salino-solubles de la carne”, se realizd
siguiendo ¢l procedimiento de Li-Chan y col. (1984) que supone una
modificacion del mélodo de Van Eerd (1971) ¥ cuyo protocolo se
Jescribe en la seccién H1L.2.1 (Material y Métodos), Algunas de sus

principales caracteristicas pueden observarse en la Tabla IV.1.

La elaboracién de productos cdrnicos depende de la formacién
de una matriz proteica en el seno del producte. Las proteinas
ruiofibrilares, miosina en el misculo en estado de pre-rigor y
actorniosina en el misculo en estado de post-rigor, se consideran los
contribueyentes fundamentales a la funcionalidad de los productos
cdrnicos (Acton y col.,1983; Smith, 1988a). Otras proteinas
miofibrilares pueden contribuir, en cierto modo, a la funcién de la
actina y la miosina aungue no parecen ser las principales responsables
de la funcionalidad de los productos cémices (Acton y col., 1983;
Asghar y col.,, 1985; King y MacFarlane, 1987). De diversas
investigaciones se desprende que la miosina es la protefna muscular
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Tabla TV, ). Poncipales caracieristcas de 1y prowinas mesculares
budro-silima solubles (proteivay sarcoplismcay y

wrliboilaresy

Prapicdad Proteinas Proteinas
sarcoplismicas® misfibeilargs**
Pean resbeguiay Bapo (K6 {0 At {8000 TR 3
| sdtaiy ) WEWY €TH)
Sasbububadod Botustien e agua Irnsefy®len en agua
@ iy Sexlerbdes en sotuevomsy
sibans Wikaidag SRR CEREETaY
T My b Mgy alia
Yoot g4 Prey Mncha
RS,
Lgierat Fusrie
Ninggana, furmmn A, Errsan wia
codaates PR, PR

Frawsa hithogefos Aosen w ool (L9

® Copsubades rebsuedd 2 M2 prosiesy  sarpopiiamicar emzimas  selubies
syreopiiei as v usoomdnales (I-93E ), nusghabing (4.5 ¥, bessoghebiaa
(3 5-1.6% ), piwcepmes v Bavapronines {13 L6%)

** Cumidades eebarivas e tas prowies weetibrbaes: winsma (300 55%), mune
19 ML woprosnsing (467, reponingd (4-6%). protesma M (3-5%5, prossiaa C
LR EEY o oaenemed (2258, Boactaing (19
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responsable de las propiedades ligantes de los productos cémicos {Siegel
y Schmidi, 1979a; 1979b).

La extraccién de miosina del muisculo requiere una solucidn
talina de clevada fuerza idnica y de pH ligeramente alcalino. Se purifica
mediante ciclos de precipitaciones repetidas por dilucién en agua,
seguidas de centrifugacién y redisoluci6n cn soluciones salinas muy
concentradas, Si el periodo de extraccidn es corlo se obtiene una
miosina brta que se denomina miosina A; si es mids prolongado se
congigue una preparacién de aclomiosina bruta Namada miosina B
(ffultn, [976). Sin embargo, para cumplir con los objetivos de este
estudio, ta simplicidad y rdpidez se consideraron factores pricritarios
porque. de este modo, seria fuctible una aplicacidn potencial de nuestro
trabajo en la industria cdmicd, tanto a nivel de control de calidad como
para la reduccidn del coste en lIa formulacién del producio. Por ello, el
procese de purificacidn se omitid y los extractos cdrnicos obtenidos
contenfan proteinas musculares tanto miofibrilares como

sarcopldsmicas.

Otro aspecto a considerar del tema que nos ocupa s €l uso de
sales de sodio en lugar de sales de potasio como componentes del
tampon wiilizado para la extraccidn de las proieinas musculares. Aunque
lag sales de potasio han sido las mds empleadag en {a obtencién de
miosina (Siegel y Schmidt, 1979a; 1979b), las de sodio se utilizan mds
frecuentemente en la manufactura de productos camicos. La presencia
de sal aumenti la fuerza idnica del medio y permite {a solubitizacién y
extraccion de las proteinas miofibrilares. En este sentido, Trautman
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(1968 sedala 1 reconded de guz, on la reaworiy &2 lon producis
Chrmeon, wha paste de las prowines rauscalares micfibridarey fupry
seddnhtada con Chnern de sodso snpey del tratasmento Weas y Hofo
(19%6) conaidera a la sal (CiNa) en clemento eieaml para

alabupne i e proshactos clmigos,

1V.2.- HIDROFOBICIDAD DE LAS PROTEINAS
CARNICAS  HIDROSALINO-SOLUBLES

La Badvofodncided en una propisdad fisee-guimica de s
prosmmas i B pecibedo w piznodn especial oa los dbikenia afos ya
que eumredey vestigalores han destacada el importiae papel gue
peagan has maaencosent s balrofbbuas on lag propiedades fontinnades de
b prosimas abmestaross (Vosteas y ol 19838, 19830 Le-Chan y
ool 19RE. Nakas y ewd., 1986}

La ceastilmacdn do la hidrofobivulad protsion pusds ey un
pitass e ial pard nma deveriminac ibn exsce de Y fopwipmadidad de b
privuigs, wodpe f eenatin dr ese paekmeto mo sesula B, En
2ate woetidn, w2 Bun cnuavade diferemss sndtodps emten ellos.
pesiblonmante bon muks empheadey pod w samplicidad v rapider e ke
wdvades Tmotwndtrcss, sobre odo los que wiilizan marcadared
Vusmmentes ot 52 Kian en oy sitios bidrifobos de las promeins
(g v Nalo, 197, Horisehd y ool., L978)

&



RESULTADQS ¥ DISCUSION

1v.2.1.- Hidrofobicidad aromitica y alifdtica

La estructura nativa de las proteinas depende del solvente donde
se encuentren. Snyder (1978) sugirié que la diferente polaridad entre
los radicales alifiticos y aromdticos es esencial para clasificar los
solventes y asi, los aromdticos se clasificaron en un grupo distinto de los
aliffticos. Hofsiee y Otillio ([978) observaron que algunas protefnas
eran ligadas preferentemente por adsorbentes alifditicos y otras por
adsorbentes aromifticos. Mozhaev y Martinek (1984) sefalaron que los
residuos aromdticos, a diferencia de los aliffticos, no estaban siempre
situados en el interior de la molécula proteica debido a su estructura

volumingsa.

Hayakawa y Nakai (1983a) basindose e¢n los estudios
anterioremente citados, sugieren que la hideofobicidad de superficie o
efectiva de las proteinas puede ser subclasificada en hidrofobicidad
alifstica y aromitica, aportadas por los residuos alifdticos y arométicos,
respectivamente, Estos autores defienden la hipdtesis de que los sitios de
fijacién a la proteina de los compuestos fluorescentes utilizados para
determinar la hidrofobicidad proteica, son distintos, dependiendo de que
dichos compuestos posean estructura aromética o alifdtica y advierten de
fa importancia de determinar por separado ambas hidrofobicidades
considerando la contribucién de cada una de ellas a Ja funcionalidad de

Jas protelnas,

En este trabajo se ha empleado como marcador de los restos
aromdticos el dcido B-aniline--naftaleno sulfénico (ANS) igual que
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hwweron s wemhigadorss dlnmamente citades. Sin embargs, para la
derermancedn e B bidrofobwidad abfdtea, se ha vblizsds gl
pragay-etd (RETY en lugar 2l tradeciomal dcudo cis-parindege, va
que para munsmer Sy actrvidil] no precisa de R adiidn de wa anii
cosdeste., BEn b g 40 pueds apreciarse la estructuna quimica de
dumbus comprentat Bl RET prayesta una cadena alifatica hidrcarbona.
o v gatruobera memtras o ANS entd compuasto por snilos aroendiscos.

IV.2.).- Valoracidn de la hidrefebicidad

Pz acserde con Rate v Nakay (1980), en vanas mvestighciones
Ban whibradn coms deoe de helrotobicwdad, dnicamente, b pendiens
2l orecta obteweds ol repvescnsar prificamerve bi stensidad de ly
Proarrspancid Fromee & b concentiacion &g proteing (Hayakaws v Nakai,
Ps e 1985 Hagus v Wisnsella, 1987, Boromd v ool | 19238, Mangino v
wal, 198 Ciros avtores evaluaren la bidrofobicidad por el milmern
dn astiox de Fyacidm a fa prowima del ligande fleorescents (OF'Naill y
Kimwelia. 1988, Lahigant v cob. 1991), En ente trabajo, pura vakorar I
badentobicsdad, 0 wvestgd la pendiante de dicha e, sl como el
mepmre o sred de fusoeds 2 fa proteing dal comapuesto Paorescenie

bz (9 e ¥ Naped

1¥.2.%.- Determinacién de la hidrofobicidad aromatica
(Ndmare de wities de fijacidn del ANS por wnidad de
preteinal

La adicidn g ANS a bas prowinas cdmicas hidro-salinn-
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CHy CHg CH,

NPT T

OH

CHy

CH, A

NH SO,NH,

Figura 4.1. Estructura quimica del all-trans-retinol (RET) (A) y de
Ja sal de amonio del 4cido 8-aniline-1-naftaleno suifénico
(ANS) (B).
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solubles se acompaﬁz{ 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, solucién que se
utilizd como blanco de referencia. En consecuencia, todos los valores se

corrigieron respecto de dicho blanco (IF,,; = IF s peaterma = IFans)

{Tabla IV.2).

£l mimero de sitios de fijacién del ANS (N ANg) Por unidad de

proteina se obtuvo mediante el andlisis de Cogan y col. (1976) {ver
apartado [11.2,5.4, de Material y Métodos), Representando grificamente

Poo en funcién de Roo/1-o se obtiene una linea recta de pendiente 1/n,
siendo n igual al ndimero de sitios de fijacién del marcador por unidad
de proteina. En la labla IV.3 se recogen los pardmetros utilizados en la
aplicacién del andlisis de Cogan y col. {1976) a los valores de intensidad
de Ia fluorescencin cbtenidos para el complejo ANS-protefna.

La ecuacitn de la recta de regresidn resultante fue y = -1,432 +
1,32x, con un coeficiente de correlacién de r = 0,998 (P < 0,0001)
(fig.4.3). A partir de la pendiente de dicha recta se obtuve la
hidrofobicidad aromdtica o niimero de sitios de fijacién del ANS por
unidad de protefna cdrnica hidro-salino-soluble, que fue de 0,75

(Nang = lipendiente).

100



RESULTADOS Y DISCUSION
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Figura 4.2, Medida de la intensidad de la fluorescencia, en
funcién de varias concentraciones de ANS, del
complejo ANS-proteinas cdmicas hidro-salino-solubles
( W )y del ANS en agua destilada (blanco) { © ).
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Tabla IV. 2. Valores de la intensidad de fluorescencia del
ANS (JFANS)y del complejo ANS-proeing
(IFANS-proteina) para diversas concentrasio.
ped de ANS

ANS (ug/mh)  IFANS.proteina  [FANS 1Freal®

129 71,79 1,32 1647

1,34 146,49 1,90 144,59

.43 183.45 333 180,11

B 4 N 526 2103
L1.54 23512 .12 213
4,13 236,93 8,98 24801
16,73 212013 10023 262.M
29 82,95 11,43 271,49
20,59 285,65 13.03 21259
287 291,78 13,78 a0
23k /1.0 15,23 271351
2445 296,04 16,94 LN L]
PLNE 29942 18,32 2BO.R9
3158 .53 19,63 2919
B0 Y2037 .47 29989
3559 32380 2250 30,29

*[Ereat = IFANS-protedma - [FANS
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Tabla IV, 3. Pardmetros utilizados en la aplicacién del andlisis de
Cogan y col. (1976}a los valores de intensidad de la
fluorescencia obtenidos para el complejo ANS-
protelnas cémicas hidro-salina-solubles

ANS (pg/md) IF Poo Roo /1 ~q
1,286 76,5 10,801 3,781
3.859 144,6 7,541 4,184
6.433 180,1 5829 4,329
9,996 2104 4,379 4,318

15,581 2214 3.552 3,764
14,153 248,1 2,567 3,043
16,726 262,1 1,885 2,509
19,301 21,3 1435 2,123
20,586 272,6 1,378 2,162
181 278,1 1,116 1,837
23.159 2715 1,058 1,907
24,446 219.4 0,986 1,879
25,733 280,9 0,159 0,341
10,381 2919 0,067 0,168
36,026 2999 0 0

38.601 JoL.3 0 0

IF = Intensidad de la fluorescencia

Po = Concentracién de proteina (14,5 pg/ml)

Ro = Concentracion de ANS {ver celumna 1)

o = [Fmdx - IF / [IFmix

IFmdx = Intensidad de la fluorescencia méxima {a saturacién)
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Figara 4.3 Anflwis de Cegan y col. (1976) apleado al sistonsa
AR pronziens chmdns bidte-saline-solabler.
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IV.2.3.- Determinacién de la hidrofobicidad alifatica
(Nitmero de sitios de fijacién del RET por unidad de
proteina)

La adicién de retinol (RET) a las protefnas cdrnicas
hidro-salino-solubles se acompafia de un aumento de la intensidad de
fluorescencia (IF) (figura 4.4). La curva inferior de la figura 4.4
corresponde a la intensidad de la fluorescencia del RET en etanol
absoluto; esta solucidn se utilizé como blanco de referencia. En
consecuencia, tados las valares se corrigieron respecto de dicho blanco

UFyca = IFReT protena - Frer) (Tabla IV 4),

El mimero de sitios de fijacién del RET por unidad de proteina
(Nget) se obtuvo del mismo modo sefialado en el apartado anterior, a

propdsita de la oblencién del mimero de sitios de fijacién del ANS por
unijdad de proteina.

La ecuacidn de la recta de regresi6n resultante fue y = -1,687 +
7.594x, con un coeficiente de correlacién de r = 0,994 (P < 0,0001)

(figura 4.5). De la pendiente de dicha recta se obtuvo 1a hidrofobicidad
alifitica o mimero de sitios de fijacién del RET por unidad de protefna

hidro-salino-soluble que fue de 0,13 (Nygy = [/pendiente).
IV.2.5.- Tratamiento térmico e hidrofobicidad proteica

Las figuras 4.6 a 4.13 muestran la variacién que se produce en
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Figura 4.4. Medida de intensidad de la fluorescencia, €a
funcién de varias concentraciones de RET. del
complejo RET-protefnas cirnicas hidro-salino-sohshies
{ @ 1y del RET en agua destilada (blanco) ( © )3
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Tabia IV. 4. Valores de (a intensidad de fluorescencia del
RET(IFRET) y del complejo RET-proteina
(IFRET-protelna} para diversas concentracio-
nes de RET

RET (ug/mol) [FRET-proteina  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
0,789 (14,25 4,55 109,69
[,§84 128,77 6,27 122,51
1,579 160,05 10,43 49,59
1,974 184,88 12,58 172,29
1961 223,15 16,35 206,81
1948 234,66 20,36 214,29
4,935 245,28 24,68 210,61
5923 236,35 26,35 230,01
6,909 268,19 30,59 31,59
1.897 21,1 32.61 1909
8,884 27946 40,36 239,09
9871 281,35 4225 139,09

*IFreaf = IFRET-proteina - IFRET

Q7
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Figura £.5. Andbiais de Cogan y col. (1976) aplicado al sistema
RET-prowios chmicas hidm-salino-solubles.
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Intensidad Fluerescencin
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Figura 4.6a. Medida de la intensidad de 1a fluorescencia, en funcidn de varias
concentraciones de ANS. del complejo ANS-protefnas cdrnicas
hidro-saling-solubles sin tratar ( O ); tratadas a 40°C durante 30 min
( ® 3 tratadas a 50°C durame 0 min ( © ).

sr
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Figura 4.6b. Andlisis de Cogan y col. (1976} aplicade al sistema ANS-protefnas
¢drnicas  hidro-salino-solubles sin tratar, = -§.432+ 1.32x
(r=0998 P <0Q0001)( 0 ); tratadas a 40°C duorante 30 min,
y = 10+ 1228x (r=0989 P<00001)( @ ) watadas a 50°C
;!urame 30 min, y « 0311 + LO62x {r = 0987 P <0,0001)
c)
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Intensidad Fluorescencia

G " i A L e L 4 ']
] 0 40 60 80

ANS (pg/ml)
Flgura 4.7a. Medida de la intensidad de la fluorescencia, en funcién de varias
concentraciones de ANS, del complejo ANS-proteinas cdmicas

hidro-salino-solubles sin watar { 0 ); watadas a 60°C duranue 30 min
{ & ) ratadas 2 70°C durante W min ( & ).
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Figura 4.7h. Andlisis dc Cogan y col. (1976) aplicado al sistema ANS-proteinas
chrnicas hidro-salino-solubles sin tratar, y = -1432 1.32x
fr=099% P <0.0001)( 0 ) tratadas a 60°C durante 30 min,

y = 0,285 + 0.979x {r=0982 P <00001) ( # ) tratadas a 70°C

durante 30 min, y = -0322 + 0.831x (= 0,968 P < 0.0001)

(C)
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Figura 4.8a, Medida de la iniensidad de la fluorescencia, en funcidn de varias
concentraciones de ANS, del complejo ANS-protefnas cdrnicas
hidro-salino-solubles sin tratar ( [ ) ratadas a 80°C duranie 30 min

tratadas 2 90°C durante 3 min{ a ).
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Figura 4.8b. Andlisis de Cogan y col. (1976) aplicado al sistema ANS-protefnas
cdmicas hidro-saling-solubles sin tratar, w 1432 ¢ 132
{r=0998 P<000011¢Q);tratadas & 30°C durznte 30 rmon:
y = -0,182 + 0,688x (r=0991 P <{,0001)( & ); tratadas 3 °C
durante 30 min, y = -0,103 +0,592x (r = 0,992 P < 0,0001}

{a)

111



Iniensidad Fluerescencia

RESULTADCRE ¥ 000U ga0my

m -
W) F S
W00 ¢ |
1)
o
n 1 ] A L J
) 20 4} ) #0

ANS (pgfml

Figura 4.92. Medida e Ly ingensidad de la (eorescencia, en funcuin de vurias

conceniraciones de ANS. del complejo ANS prateinas irewss
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Figura #.9b. Andlizis de Cogan y col. (1974) aplicade a) siszma ANS protsivas
¢

iraizas hidro-saling-solublies sin tramr, y =

143+ 132

{ran 0553 P<OOME)( O ) watadas 4 16050 dusanie 30 moin,
y = §,315+ 0475 (¢ 059 PNt B )
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Irtensidad Fluerescencia
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RET (ug/ml)

Figuea 4,10,  Medida de la intensidad de la Ouorescencia, en funcidn de varias
concentraciones de RET, del complejo RET- rotefnas cinicas
hidro-salino-solubles sin tratar ¢ €1 ); waladas a YO durante 3 min

{ @ ), tratadas a S0°C durante ) min ( O ).

Wwr
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Figura 4.10b, Andlisis de Cogan y col. (1976) aplicado al sistema RET-proteinas
cirnicas hidro-salino-solubles  sin tratar, ¥ = 1,687 + 7,5%4x
r =059 P <0,0001)( 0 ) watadas 2 40°C durante 30 min,
y = 1292+ 6731 (r=0989 P< 000013 @ ) ratadas 2
e duranie M min, y = D636 F638x (= 0,982
P<00001)( O ).
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Figura 4112, Medida de la inrensidad de la Muorexcencia, en funcidn oo varius
concentraciones de RET, de) complejn RET-proteinas chmbmugy
hidro-saline-solubles sin watar ¢ 0 % tratadas a 60°C dutante 3 sewiom
{ & % watadas 2 70°C duraniz M min( O ).

Row/(l ~a)

Figura 4.11b. Andlisis de Cogan y col. (1976) aplicado al sistema RET-prosetaas
cdmicas hidro-salino-solubles sin ratar, y = -1,687 + T_TfRix
(r=0994 P<00001) ( 0 tratadas a 80°C duranwe M» zmaim,
y o= 0,42 + 4709 (r =099 P <0000 & ) tratzdas a
10°C duramte W min, y = 0,55 + 3701x  (r = £ 978
P <0000 (O )
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Figura 4.120. Medida de Ja intensidad de la fluorescencia, en funcidn de varias
concentraciones de RET, del complejo RET-protefnas cdrnicas
hidro-salino-selubles sin watar ¢ 03 ); tratadas a 80°C durante 30 min
( A ) ratadasa 90°C durante 0 min ( & )

0 H 1 ] 4 5 &
Roa/(l — o)

Figura 4.12b. Andlisis de Cogan y col. {1976} aplicado al sistema RET-protefnas
cdmicas hidro-salino-solubles sin watar, y = -1,687 + 7.394x

{r=0994 P<00001)( D ) watadas 2 durante 30 min.

= 004 +2,886x (= 0977 P <00001) ( A ) tratzdas 2

¢ durante 0 min, y = 019 +239x (= 0.989

P<00001)( & )
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Figara 4130, Andliniy de Cogaa y ool (1976) aphicada at siseewa RET-poossinag
pigmizas Bideo-salbe-sobpldes wmowatar, v o= - 1LBHT & 7 304k
br =890 P« Q000D {0 % waadas a 100°C duraste W) enda,
y o= B3 e 105 095 PO m
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la intensidad de la fluorescencia de los complejos ANS-protefna y
RET-protefna al someter las protelnas cdmicas hidro-salino-solubles a
distintos tratamientos térmicos: entre 40°C y 100°C durante 30 minutos,
Al aplicar el andlisis de Cogan y col. (1976) a los valeres de
flugrescencis obtenidos, se observa que la pendiente de la recta de

regresion, resultante de representar grificamente Poc en funcidn de

Roo/(1-a), disminuye conforme aumenta el tratamiento térmico; o lo
que es lo mismo, el mimero de sitios de fijacidn del ANS y del RET por
unidad de proteina cdmica hidro-salino-seluble aumenta a medida que el

tratamiento térmico es mds intenso.

Con el marcador ANS, la pendiente de la recta de regresién pasa
de 1,32 (£0.03) en las proteinas no tratadas, a 0,47 (20,03) en las
calentadas a 100°C durante 30 minutos; en consecuencia, el niimero de
sitios de fijacidn del ANS por unidad de proteina aumenta desde 0,75 a
2,12 (Tabla 1V.5).

Si se utiliza come marcador el RET, la pendiente de la recta de
regresién pasa de 7,59 (40,02} cuando las protefnas no han sufrido
ningdn tratamiento, a 2,15 (20,01) cuando han sido calentadas a
100°C durante 30 minutos; per tante, ¢l ndmero de sitios de fijacién del
RET por unidad de protefna aumenta desde 0,13 a 0,46 (Tabla IV.6),

Es un hecho demostrado que la mayorfa de las protelnas
aumentan su hidrofobicidad de superficie debido a los procesos de
desnaturalizacién, ya que los restos hidréfobos localizados en el

17
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Tabla IV. 5. Mdimero de suios de fijacion del ANS por unidad
de proteina clmica hidro-saling-soluble en fun.
cidn del iratamienty térmico aplicado

Tratamiento Pendiente* N oys*
Hrmice
Nif gD LI (x 000 0.73
HPC - M0 1.23{£008) 081
PO M) e 1,896 (£ 0.03) 0,54
PO - ) r 098 (000 L2
HPC - 5 min 083 (007 1,20
WPC - Mimm 0489 (004 1.45%
W . 30 min .59 (£ 0.0 1,69
LEC - 30 min 047 (2 003) 242

% Fatan dutes som ung raedia de 3 ensayos (entre pardntesis se muss-
vran ks desviaciones estdndag)
o+ Mgmer 02 sithos de Fiacidn dol ANS por unidad de proteina
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Tabla IV. 6. Nimero de sitios de fijacién del RET por unidad
de protefna cdrnica hidro-salino-soluble en fun-
cidn del tratamiento térmico aplicado

Tratamiento Pendiente* Nger **
térmico
Ninguno 7.59 (£ 0,02) 0,13
40°C - 30 min 6,73 (£ 0,01} 0,15
50°C - 30 min 6,35 (= 0,01) 0,16
60°C - 30 min 4,79 (£ 0,08) 4,20
70°C - 30 min 3,70 (£0,04) 0,27
80°C - 30 min 2,88 (£ 0,01) 0,34
90°C - 30 min 2,39 (£ 0,03) 0.41
100°C - 30 min 2,15 (£0,01) 046

* Estos datos son una media de 3 ensayos (entre paréntesis se mues-
tran las desviaciones estdndar)
** Nilmero de sitios de fijacién del RET por unidad de proteina
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imterior Je s meléculas (Tanford, 1973) s¢ exponen en 12 superficie
cuandtn éstas se dasplisgan. Li-Chan y col. (198%) y Xieng v Brekke
(PF0) constmtaren este Becho en las proteinas cdrnicas sometidas a
tratamientos Wrmicos d2 hasta TO°C, con temperaturas superiores
observaten umd calda de la hideofobicidad. Este descenso parece
debmrse a la paricipeoiin de restos hadedfobos en log fendimenos de
agregacibn maotecuinr conducertes 2 14 coagulacidn, que camienzan a
pereatarse 8 dicha temperatars. En el presente trabajo no se ha
ohiervade pste Feadmenn, la hudrofobicidad, tanto aromdtica como
ahfiduea, sigwe swmentando inchiso con tratamientos érmicos mis
drastions (tablag IV.3 y 1V.8). Sin embargh, debe tlencrse en cuenta que
4l dosgregars: las pathoulas coagaladas por homogeneizacidn, coo el fin
de womar alicnotas representativas para el andlisis, es posible que se
prosher ba rera da algenas imeracciores hidréfobas y, por ello, los
valores de hidrefobicidad continuaban aumentando con ek tratamiento

YT,

IV.2.6.- Relacién entre porcentaje de aumente de la
hidrofehicidad proteica y Ltratamiento térmico
aplicado

Ea ha Tabla IV.7 s¢ musstran los porcentajes de aumento de la
hideofobicidad aromdtica y alifitica que sufren las protelnas cdmicas
hidre-saking-soliblss como consecuencia del tratamiento térmico.
Cuando ve apiica una temperatura de S0°C durante 30 minutos tanto la
hadeofohicidad sremitica como In alifitica awmentan en un 25%
apronmadamene.  Con tratambsmos tépmicos de 70°C durante 30 min,

12¢
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Tabla IV. 7. Efecto del tratamiento térmico en la hidrofobi-
cidad de las protemas cdmicas hidro-salino-
solubles

Tratamiento Ineremento de Incremento de |
térmico HAR* (%) HAL** (%)
Ninguno - -

40°C - 30 min 8,00 15,38

50°C - 30 min 2533 23,07

60°C - 30 min 36,00 5 3,84

70°C - 30 min 60,00 . 107,69

80°C - 30 min 93,33 161,53

90°C - 30 min 125,11 215,38

100°C - 30 min 182,66 253,84

*  HAR. Hidrofobicidad aromdtica
** HAL. Hidrofabicidad alifdtica

121



BEALL VADGE ¥ DBl niom

14 hisseofobicdad sromitica poments wa SF% rietras Gue B alifikea by
hace en mis dzl LOG%R. 51 el trtamuento o 25 mds deistcs
(L0, M) muutos) s aloanian aumontos de hasta el 182% en
bidesfobicidad aromdtica y det 253% en 1o abifdhea. Maoshaev v
Martsnek (1954 sugieren que. 2 diferenci de Tos restos alifise,
tou emstes  aroeelicos, dada g estructura volumanosd, 0 SWEnpe? e
sitiban en el wizrior 2 B ropléoula. En congecusncia, sl deaplegarys las
mationtas por efecto &4 la desmataralizacidn, s restos alifinom de ey
wmserier aftorarlan 3 la superficie en mayor proporiwa dgue log
arosticos, o que explicaria el miyor incrementa de b hidrofobicwhal
alifdzica en redacion con ba armticn.

La representaciin grifica def porcentie de pumanrtg o2
hideofobicidades aromatica v alifitica do las proteinas ol
bidpo-saling-solubles on funceon deb Lratamigito téomico aphicadn dsd
corse resshtado una hinea recta (fig. 4.14 y 4.15) La ecvacidn de ditka
recta en ¢l caso de la hidrofobicidad arombtica fue y = - 119442 »
2T89x y en et de i hideofolncidad alifiiea y « - 183.247 + 4 313k,

Loy coeficienses de correlacidn (r) obtenidos feeron hos
cuficisntementy slovados (0970 y 0986 respectivamente’ y
slgmificativey (P < 0.005) como par afirmar que exide uma estrgcha
mbaciin entre ol incremento de la hidrofobicidad de bas proselaas
clpmicas bidro-salino-sobsbles y la temperatara del Iratamiento Hrmion
apticada.
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e ¥= - 19442 + 2789 r =097 (P < 0,005)

g 3

Incremento de HAR (%)
=)

ob RV AEFUSENE TR R U SR |

20 40 60 8¢ 100 120
Temperatura (°C)

Figura 4.14. Porcentaje de incremento de [a hidrofebicidad
aromitica (HAR) de las protefnas cdrnicas
hidro-salino-solubles, en funcidn de la temperatura
de tratamiento térmico aplicado.
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Flgura 4,15 Pomcentaje de incremento de la hidrofobicidad

alifitica (HAL) de las proteinas carnicas
hidro-salino-solubles, en funcidn de 1a temperatura
del tratamiento rmice aplicado.
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1V.3.. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE GRUPOS
SULFHIDRILO (-SH) DE LAS PROTEINAS CARNI-
C'AS HIDRO-SALINO-SOLUBLES

La cantidad de grupes -SH de las proteinas cdrnicas
hidro-salino-solubles  se determind mediante el dcido
& &°_Jitiobis- 2-nitrobenzéico (DTNB), ambién vonoackdo como
“reactivo de Ellman”, segin la técnica descrita en el apartado H1.2.6 de
Material y Métodos.

La deteccion de los grupos -SH con el reactivo de Ellman tiene
la venlaji de ser una técnica sencilla, répida y directa y con clia se
obtienen valores comparables a los de otros métodos analiticos
{Fernindez-Diez y col., 1964).

Sedlak y Lindsay (1968) y posteriormente Kalab (1970).
indicaron que uno de los problemas de la determinacién de grupos
sulfhidrilo mediante esta técnica radicaba en que no todos los grupos
-SH presenies reaccionasen con ¢l agente responsable de la coloracidn
(DTNB) debido, probablemente, a que podrian encontrarse
entrascarados por la estructura lesciaria de Ia proteina. Por ello, se
adiciond urea al tampén de pH 8,0 wtilizado en las experiencias ya que,
a determinada concentracién, aliera lag estructuras terciaria y
secundaria de las protelnas, aumentando 1a accesibilidad de los grupos
sulfhidrilo originariamente ocultos en la molécula proteica (Kella y
Kinsella, 1988).
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En primer lugar y tras la adicidn de DTNB a las proeinas
cirnicas hidro-salino-solubles, se determind el uetnpo necesarin para
que 12 reaccidn colovimélrica se desarrollara en su totalidad, ya que ol
miximo de absorbancia (A, que indica una unidn completa ente Loy
grupos -SHy DYNB varia considerablemente de unas proteinas a otras.
Para ello, la absorbancia (Agys) se keyd a intervalos de un minuto,
observdndose un desarrollo wial deb color transcarridos 1 minytos y
permaneciendo estable af menos durante 2 horas tfigurs 4.16). Fn
consecuencia, todas las lecturas se efectuaron a fos 10 minutos de
hitber atudido el reactivo de Ellman a lag muestras proteicas.

La cantidad Jde grapos sulfhidrilo de las proteinas cirmicas
hidro-salino-solubles fue de 61,42 (£0.41) uM/g de proteina,

1V.3. 1.« Variacién del contenido de grupes sulfhidrilo ¢-SH)
de las proleinas cirnicas hidro-salino-solubles segin
el tratamiento térmico aplieado

La variacidn del contenido de grupos -SH de las proteinas
cimicas hidre-salino-solubles por efecto del tratamiento térmico se
recoge en Ya 1abla 1V.8. Cuando se aplican temperaturay de 4(°C
durante 30 minutos apenas se observa variacidn en los grupos ~SH
(L0E9), pero con tatamicntos wérmicos de 50°C y 60°C, durante 30
minutes, ya se aprecia una disminucién dei 4,12 y del 6,36%.
respectivamente, Si se aplican 70°C duranie 30 minutos el contenida de
grupos -SH pasa de 61,42 (£0.41) a 48,88 (+0.70) pM/g proteina; es
decir, se reduce en un 2041%. Este descenso es mucho s acusado
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Figura 4.16. Evolucidn de la absorbancia a 412 nm con el
tiempo (minutos) tras la adicién a la muestra del
reactivo DTNB.
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Tabla [V.8.  Efecto del tratamento térmsco en el contenido
de grupos sulfhidrlo (SHY de [as proseinas
cdrmicas hideo-salino-solubley

Tratamiesto M -SH/g prot 5 Mismbaucion

Léemicn
Mgt 6142 (045

A - Hiemn 0,80 (+0.51) Lol

- 30 min SRH9 10,30 4,12

L A 5731 (20,19 f.36

PO - A0 mua A8 BE (44,70 04

BEC - 30 41.33(H63) nhn

HYC - Woein 3003 (057 51

T 3 poin 19.56 (+0.5D 67,66

% Fares dazos sen eea media de 7 determingciones (entre paréntoss 4
idican fas desvingiones estindar)
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(51.07%) cuando €] tratamiento térmico es de 90°C durante 30 minutos
y, si se aplican temperaturas de 100°C durante 30 minutos, la
disminucién es del 67,66%: ¢l contenido de grupos -SH de las proteinas
carmnicas hidro-salino-solubles pasa de 61,42 (£0,41) a 19,86 (£0,51)
HM/g de proteina. En definitiva, a medida que aumenta ¢l rratamiento
wrmico disminuye el contenido de grupos -SH de las proleinas cdmicas
hidro-salino-solubles, disminucion gue es mucho mds acusada cuando se
aplican temperaturas de 70°C o superiores durante 30 minutos.

La representaci6n grifica del porcentaje de disminucién del
contenido de grupos sulfhidrile de las protelnas cdrnicas
hidro-salino-solubles en funcién del tratamiento térmico aplicado dio
como resultado una linea recta (figura 4.17). La ecuacién de dicha recta
fue y = -53,859 + 1,144x con un coeficiente de correlacion (r) de
0,965 (P < 0,005), lo suficientemente elevado como para poder afimmar
que existe una estrecha relacién entre la disminucién del contenido de
grupos - SH de las proteinas cdmicas hidro-salina-solubles y la
magnitud del tratamiento ténmico aplicado.

Estos resultados estdn en consonancia con los obtenidos por
numerosos investigadores que, estudiande la variacién de grupos -SH en
funcién del tratamiento (érmico en protefnas de soja (Yamagishi y col,,
1984), del suero ldcteo (Li-Chan, 1983), del pescado (Opstvedt y col.,
1984), del hueve (Beveridge y Amtfield, 1979), etc.; consiataron una
disminucién acusada de los grupos sulfhidrilo conforme se
incrementaba el tratamiento térmico. En particular, Li-Chan y col.
(1985) que trabajaron con proteinas cdrnicas hidro-saling-selubles, no
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you - $3850 + L1k 1= 0965 (P < 0005

)

Mr

Beduccianm SH (%)

wmr
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g
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Figura 4.17. Porcentaiz de disminucién del contenida de
sulfbidrito de las proteinas cdmicas hidra
solshles, en funcién del tratamiento 1mico apl
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apreciaton variacién del contenido de grupos -SH al aplicar temperatu-
ras de 45°C o inferiores, pero con lemperauras mayores de 70°C obtu-
vieron un descenso similar al que hemos abtenido en ¢l presente trabajo.

La disminucién del contenida de grupos -SH de las proteinas
cdrnicas hidro-salino-solubles podria explicarse por su participacién en
los mecanismos de desnaturalizacidn y agregacién proteicas. En este
sentido, Samejima y col. (198la) postulan que durante el trata-
miento térmico de la miosina se produce 1a agregacién de las regiones
de la cabeza, lo que se asocia a la oxidacién de ciertos grupos
sulfhidrilo; asl, e} calentamiento a 70°C origina una disminicién de los
grupos -SH de 93 2 7.9 moles/103 g de prote(na. Paralelamente, se
producirian también reacciones de intercambio sulfhidrilo-disulfuro
(SH-SS) (ltoh y col., 1979a; 1979; 1980a; 1980b; Samejima y col.,
1981a).

En las protelnas cdmicas y a temperaturas mds altas (> 80°C),
1 reaccién responsable del descenso de los grupos sulfhidrilo podria ser
la formacién de H,S (Hamm, 1966), fenémena que también ocurre en
otras prolefnas alimentarias sometidas a {ratamientos témmicos drésticos
{Shimada y Cheftel, 1988).

1V.4.- DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE LIGAR
GRASA DE LAS PROTEINAS CARNICAS HIDRO-

SALINO-SOLUBLES

La capacidad de ligar grasa (CLG) es una de Tas propiedades
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o mvds waportantes de las proteinas cdmicas hodro-salms.

P b

wibabiey v prohablemente sea la proghedad mis sobresaliene eq i

Taburis g sy b prodesoos vhrrioos pecadon tratados por el calor (Smah,

Lo eras b e vomchos de 2sbtm produnton estd compueata por
diferemies sodeman isiunuda de profeings yosales, suspensidn &
compgongrary teabines en o] agua enitentz o afladila, gel e sustansus
preees i del wpde masodar v Hacdn de odlalag adiposas v prasa biwe
en o) gt de pretnias wresonlares solables en agua y sal. en pang en
Sorms Je aubedn (Wi, 1985 En constenencia, estos productos no
weptapre posten W forma de uma emulsidn verdadera: para que se

oa, ba graza debe ser Dberada de las cdlulas adipoans v

wene en estudd Hguidn. Sin embargo, 108 estwdhos microsipices

R RER

slpcrendoy ea productes olrmcos peados ratdos por el galer
Aoyt gpe. en condicwoss Optinnes. muchas de lug oflulas adipoas
mamtheran s wtegrided (Bvams y Roaken, 1973a; Tinbergen v col
YT OB gaber aphaande imduee la formacidn de una estructuna
whdnansnend (gebdivacaing v <] dga y ba grasa guedan atrapadag fasa
& dprimaerrente on b red peoteicd. Ash, lag proteinas recubririan los
partiowlen e grasa v oodabosarkan en su dispersidn a travéds de la fase
enetimnst, o formar una emulpidn verdaders (Lee, 1985 Regenstain,
P La wagribald de laa cébobis adiposas es la responsable de la
auitalivnd de dibrs proedurtes frewte al calor, ya que fa presencia en la
szt de contiinde cravinmaey de grasa libre la reducen (Oor y Visser,

Py
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Por o tanto, a 1a bora de imentar comprender as relacionss
peetapina-lipida en los productos cdmicos picades tratadas por ¢l cabor,
a1 eatstdio de {a capacedad de Tigar grasa de [as proteinas cdmicas podria
eeswttar mds adecuade gue el estudio de la capacrdad emvuliionante.

La capacidad de ligar grasa de las proteinas chemicas
kadeo-salmo-solubles se determind mediamie La téenea de Voutsimas y
Nakat (1983}, modificada por Li-Chan y col. {1985), de acuerdo con I
curva patedn de la figura 33 (Matetial y Métodos),

La cantided de aceite ligado por gramo de proteim
fez de 3,34 (£ 0.14) m). Esta baja capacidad de Ligar grasa podria
debwrse a la conformacidn de lay protenas cdmicis hidro-solubles, que
no permute 8 los grupos hidréfobos encontrarse disponibizs para
mteraccionar con las cadenas hidrocarbonadas del acene (Morr, 1979)
Chea razdn que explicaria 1a baja capacidad de ligar grasa, podria
radicar en Ja limitacién del acceso del aceitz a log grupos hidrdfobos de
tales proteinas, debido a 1a pregencia de un pidmero excesive d gropos
polares que formarfan una barrera protectera alrededior de los gragos
hidrofobos de superficie <z 13 proteing (Voursings y Makai, 19833,

I¥.4.1.- Yarlacién de la capacidad de lgar grasa de las
proteinas cArpicas hidre-sajine-solubles segén el

tratamiento térmice aplicada

La varigcidn de fa capacidad de ligar grasa e ks proteines
edmicas hidro-saline-solubles por efecto del tratemisnte Mrmico sz
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revoge an fa uble (V9 Oiamde se aphican remparataras de 07
durante 3 min W oblerva un incremento apreciable de fa capacklad de
lgar grasa (17,33%5, an embargo, con  tralamientas  térmices
crecmrggs i progresivamentz. Asi, con wemperaturas dg 6FC
durari W omin s hgan sawamsnte D7 (20.14) ml de aceite por
grama 2 peoreing. Jo que sypone wn descenso del S988% g2

capaciiad de hgat grwsa. Suse aphoan tiuamicntos de 7OPC darame 4

i, gl aowie ligado pasa de 354 (63 14Ya 134 ¢20.0%5) m! por graran

de premeing. o3 deck. dimimye en wn 927

Este desconse o3 mids aousado (64,13%) coando el teataminy
threce €5 g2 WPC durange 30 min, Hegandn al 79.06% cnands 32
aptacan temperaturay d8 LOPC o et ligado pass de 354 G019
alia (£ 022D md per grameo dg prosing

La reprosentackdn grifica del porcentaie do disminucidn ds
capucidad g2 hgar grasa de bag proteinas cAmicas hidro-salino-sohbdes
a0 fowckdn del tratpemanto emigo aplicads die como reseliado uma
lsma reota (Tegurn 418} reproseniada por W eceacidn:  ya 32674 +
L3W1Ix cuvo ceefivipme de correlagidn (1) fue de 0,914 (P < 0.003)
oatm peewnate afinmar gue existe uea estrecha relacidn entre el porcentads
e demmdousiin de 1o oopachdad de ligar geasa de bas proteings clmeoss
hisdro-salimo-solubley y I magnind del tatamientoréririco aplicado.

Ex wn becho demoatzadn gus la desnatuentizacidn por el calor de
kas pretelna puede traducivie on en desconss o aemontd de delorming

das propiedadss faecwnales. Bn el caso concmto de la capacidad de
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Tabla IV. 9. Efectodel tratamiento ténnico en la capacidad
de ftgar grasa (CLG) de las protelnas cdmicas
hidro-gatina-solubles

Tralamientn nil aceite/ g prot % Disminncién

trmico
Ninguno 3,54 (10,14) -

A0°C - 30 mdn 4,130,201 -17.33

SPC - 30 min 2.85 (£0,07) 19,58

GFC - 30 min 1,77 (20,14} 49,88

T0°C - 30 min 1.34 (2008 L6,46

ROPC - M) min 1,38 (2000 60,92

HC - 30 min 1,37 ($0,06) 64,13

100°C -+ 3 min 0,74 (10.21) .06

* Estos datos son una media de 7 determinacionss (entre pardntests se
indican 1as desviaciones estindar)
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Figara 4.I8. Porcentsje de disminucién de la capacidad de ligar
grasa de fag proteinas cfmicas hidro-salino-solubles
en funcidn del tratamiento térmico aplicado.
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tigar grasa de las protefas cdenicas hidro-saline-solubles, un
tratamiento rmico swave produce un aumente debido, probable-
mente, & la exposicién en la superficie de la molécula proweica de
nemergsos sitios hidréfobos a consecuencia del desplegamiento, lo que
permite 2 la proteina orientarse en la interfase aceite-agua {Morr,
1979). Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan gon los
sefalados por Li-Chan y col. (1985). Estos investigadores observaron
un ligero aumento de la capacidad de ligar grasa de las proteinas
camicas hidre-salino-solubles al someterias a un calentamiento svave y
un descenso de un 10-15% con tratamientos 16rmicos de 50°C durante
30 min; 5 los tratamienlos eran mis dristicos (75°C, 30 min), la
disminucion legaba hasta el 65%.

1V.4.2.- Relacién entre propledades Fsico-quimlicas (hldro-
fobicldad, contenido de grupoes sulfhidrile} y pro-
pledad funclonal (capacidad de ligar grasa) de las
protelnas cdrnlcas hidre.salino-selubles

La funcionalidad es la expresién de las propiedades
fisico-quimicas de las proteinas a medida que se modifican por las
condiciones del medio. Las propiedades fisico-qulmicas incluyen, entre
olras, hidrofobicidad y contenido de grupos sulfhidrile. Algunos
factores extrinsecos, como ¢l calor, influyen en la funcionalidad de las
protefnas al alterar sus propiedades moleculares (Wilding y col., 1984).

Cn lu acrualided, la mayor dificultad para cstudiar Ia
funcionalidad de las protefnas radica en predecir como puede afectar a
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L propedadt furcional Gue se desea estudiar un cambio estructural de fa
profeings Limicas debe puntualizase que el tratamiento téimico, qus
comstituye wna eapa primordial en a fabricacidn de los productos
carmiend peados, da lugar o diversag alteraciones estructurales (y en

comeeserd furdonales) de las proteinas edmicas.

En iz primera parte de esta investigacidn se ha podido
commprohar qua ¢l tratmeznto rmico maodifica 1a hidrofobicidad y el
commenida dg grupos sulfindrilo de lag proteinas cémicas hidro-salino.
sodabies, af parmenay la hideofohecidad aromdtica y alifitica y disminuir
et comppnuda de grupos sulihidrito, conforme aumenta la temperatura
e prmarmenta Wemico aplicado. Se trata ahora de estudiar si existe
#guna relaion ente Ja vanacidn da la hidrofebicidad y del contenido
d gespos SH vyl vanacidn de ka capacidad de ligar grasa de i3
preteinas cdeioay Ridro-sakino-solublos tratadas Wemicamente.

Fos coeficemszs de correbacin {r) hallados se muestran en la
Tabla IV 10 Cabe desacar, que el coeficiente  de  correlacidn
wds elevade (0= 0.536) y, a ba vez mds significativo (P < 0,02}, se
edten entre kr vaniacidn de la capacidad de ligar grasa y la de la
hadrofoliided alifitrra. Por lamto, v dada la relacion existente, se
sscmnsnn diverses andlishy de regresidn bivariada y multivariada con
&l B e entinner qud parfmetros pedran utilizarse para predecir la
whriagidn de W capatidad de ligar grasa de las proteinas cdrnicas

:

b solubles, scengtideg 4 tratimients K nnico.
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Tabla IV. 10. Relacién entre la capacidad de figar grasa (CL.G)
¢ hidrofobicidad aromdtica (HAR), alitdtica (HAL)
y contenido de grupos sulfhidrila (-SH) de fas pro-
telnas cdrnicas hidro-salino-solubles segin el tra-
tamiento Iérmico aplicado

Varinble A Variable B r t
CLG HAR 0.817* 3171
CLG HAL 0,836+ 3,407
CLG ~-SH 0,785* 2,839

* P<0,05
¥ P02

r = coeficiente de correlacidn
= esladistice de Student
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Los resoladon del andlisis de regresion Bivariada se
getatbazn sn la rabla IV.11. Los coeficientas de determunacion obie-
o on todes ks supugsrea son sipmiicanvos (P <005 v P < 0.025),
st ermbarga, la varsbilidad no expresada por 1a regresidn es bastante
abua tp gl en el giso el predictor -SH - 46%). Bl coeficiente de
determengrsim reds alto (RY = 0.699), junto con el error estdndar mis
P de la estimada (50 = 19733 <e obtuvo oo la variable
ridrotobrcrdad albincg”. No obstante, y en este caso, la vanabilidad mo
areebmida Al peodictor Taradnén es alta = 36%). Por tanto, ninguno de
Los wardsmtros ubhzzdos podeia emplzarse, por si séto, en la prediccidn
dz ba vanmokin & la capacidad de ligar grasa de las proteinas cdmicag
o sabimn sokebles segin el tratamiento rmico aplicado.

Los  resuitados  del andlisis de regresion multivarioda se
dztallan en b omabla IV 12 Fl mejor ¢oeficiente de determinacidn
eitigls de fa variacidn de ba capacidad de ligar grasa (R, = 0.776) se
abtuve cusede s emplearon fos  predictores “variacidn de la
abrodobiraiad akifisca” vy "variacitn del contenido de grupos -SH”. En
s dee priveeces supwestos, 1os coelicientes de determinacion miltiple
ajustados (R, dwminuyen en relacidn al obtenido con la variable
gpimn HAL (R, = 0.639) (Tabla [V.{1). En el tercer supuesta, en el que
W whiban come grpdinores HAL y -SH, el coeficiente de determinacidn
apusiade w ipcrersenta do 0,639 3 0,664; sin embargo, los valores t de
lwa oomficionies e pepresidn parciakes no son significativoes.
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Tabia IV.11.

Andlisis de regresién bivariada para la prediccibn de la variacién segiin €l
tratamiento térmico aplicado de la capacidad de ligar grasa (CLG) de las protei-
nas cdmicas hidro-salino-solubles

Variable Varizble Coeficiente R? R 2 SD
dependiente independiente  de regresién “
CLG Constante 11,926 0,668* 0,601 20,726
(n=7) HAR 0,432
CGL Constante 10,203 0,699* 0,639 19,735
o=7) HAL 0,28
CGL Constante 18,269 0,617+ 0,541 22,253
(n=7) -5H 1,008

HAR = % incremento de 1a hidrofobicidad aromética
HAL = % incremento de la hidrofobicidad alifatica

-3H = % disminucién del contenido de grupos sulfhidrilo
R? = coeficiente de determinacion

R?% = coeficiente de determinacitn ajustado

*P < 0,025

**P <005

SD = error estindar de la estimada

NOISIDSIA A SOTYLTINSAY
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Andlinis Je regreside muelivansds pars ln predwosda & In vEIACIGH egRn

Tabkla IV, 1L
el tranwsiento Meweito aglmade o B ocapadsdad O Bear gres ICLGH de Lo
protahm cdrcss habe-uding solebiss
Variable Variakde Coeligionty H R, Coefirients F
gependionte independisnte  de regresion asr maliade
CLG Coaspue HEREK {3,54%
K2y, = 0,664 HAR Fehts: 1045 €207 £,4%73
P i Hal 3,317 4648 {1912 {1418
SD=220%
CLG Constanse 1.2 {1,586
Rzm w1724 HAR 1,544 1,234 242 1,543
Peiito -3H -2 714 HERE 494 i1 (LA
5Dr=21,128%
CLG Congtane 3,254 0,664
R2,= 0,776 HAL 6515 1, 2681 2,843
P<fLiC -5H -2 408 -L178 -1,874 1.382

5D =150522

HAR, HAL, -8H y 3D (ver Tabla IV.11;

R, = coeficients de determinacitn maltiple

R2, = cosficiente de determinacidn mudltiple apatado
t = estadistico de Student

Fa estadistico de Frsher

=

7 para wdos fos SUpUesio

NS LIRKE A SOV LIS Y
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5 e aplica el andlisis de regresidn mditiple STEPWISE
fvéase pag. 88 de Material y Métodos). ef proceso se detiens en la
pnmera etapa, es decir, como mejor modelo de prediccidn de la
variagidn de la capacidad de ligar grasa de las proteinas cdmicas
hidea-saling solubles. se mantiene el que wtiliza unpa dnica variable, la
“variacidn de 1a hidrofobicidad alifitica”,

Varios investigadores (Voutsinas y col.. 1983b; Townsend y
Nakai, 1983) han constatade la impontancia de inclair L hidrofobicidad
y el contenido de grupos -SH entre los patdmetros predictores de esta
propiedad funcional Je fas protefnas cdrmcas hidro-sating-solubles. En
este sentido. Li-Chan y col. (1985) incluyen comn predictores dptimos
de la capucidad de ligar grasa, la interaccidn hidrofobicidad
aromdtica-atifirica y a hidrofobicidad alifdtica. En su modeln, i
variable “hidrofobicidad aromdtica” también fue de escasa utitidad para
pronosticar esta propiedad funcional.

v 5. PREDICCION DEL EFECTO DEL TRATAMIENTO
TERMICO EN ALGUNAS PROPIEDADES FISICO-
QUIMICAS Y FUNCIONALES DE LAS PROTEINAS
CARNICAS HIDRO-SALINO-SQOLUBLES EN FUN-
CION DE LA VARIACION DE LA ANTIGENICIDAD

Los estudios de relacidn estructura-funcidn de las proteinas
alimentarias se han llevade a cabo, principabneniz, con el fin de
predecir la funcionalidad basindose en delerminaciores simples y
reproducibles de algunas propiedades bifsicas de las protefmas. Dentro &
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pitan propedades, Kl y Sharkasi (1986 meluven 3 antigeneidad
corrn o propedad guimica da la madsula profeica que, sun embargo,
m e b uniaade hasta la fecha en el poubie prondatao de 1y

funs sonatulad e Tas profeinas,

Lo donmas ool Sgiean s¢ Ban utthizada en distingos estudsos
e Jwamstarabizacion e las profeinas ver apartado LS 1.3 de
trpestisor i) v g2 comiayen métodos muy sensibles para deweenr
lys aheracwnes g 14 eatrmlad proferga svaswonadas por diversos

agiredes desratarbiranies,

Por lo vanto, se pretende estudiar W la varacion de la
anizgenicabpd debada ol traamienka wrmicy podeia utilizarse come
gy de la peedivesin de das posibles madificaciones de algunas
grogiedades s guimicas y funcionales de s proteinas cirmicas

e aalna-sobuiles. La teomea nmunoenzundtiva del ELISA

sirerie, por s seralies, preciyitn, reproductibitidad, bajo coste por
wenre v porindtidad de astamatraciin, ha sido el métado analitico que
B ermplead para sstimar la variacion gz la antigenicidad de las
promus cheninas hidro-sahno-solubles en funcidn del tratamiento

tfprmine wphapde.
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1V.5.1.- Analisis por inmunodifusién en geles de agarosa,
de los inmunosueros obtenidos al inocular en conejos
los extractos antigénicos PCHSS (proteinas céirnicas

hidro-salino-solubles)

La técnica de inmunodifusién en geles de agarosa ha sido la
wilizada para detectar reacciones antigeno-anticuerpo antes, durante y
concluido el proceso de inmunizacién de los conejos. Esta técnica se
describe en la seccién 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 (sangria inicial) y los
sueros carrespondientes se analizaron frente 4 los antigenos cdmicos sin
que se detectara ninguna reaccidn antfgeno-anticuerpo. En consecuencia,
todos los animales s¢ consideraron aptos para el proceso de

inmunizacién,

A lo largo del proceso de inmunizacién, se realizaron dos
sangrias parciales para comprobar si los animales producfan anticuerpos
frente a las proteinas musculares hidro-salino-solubles que se estaban

inoculando.

En la sangria parcial S, cfectvada a los 15 dias de la

primera inoculacién, ya se detectaron reacciones de precipitacién
anligeno-anticuerpo en el suero del conejo n? 1 ('I‘:tbia V.13).
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Tabia 1V, 13, Anitiss por mrawnodifusion en gel de agarosa de tos
sweanosuetos ant-PCHSS obtenidas en Consjos, frentg
a koa extractos attigémcos PCHSS

Sanpria  Congjo n' 1 Unnejo n' Y Conejon*} Conejont4

fﬁk‘, . . -
by + . - .
g kLS + *
sF bEt es b +

S s Sareis we il

%1 = Sameria parcial dia 13
rria paecial dia M)
3§ = Sangrin ol

(e Asstecia de bandas de precipitaciin

(#l= Presoncia de uaa banda de precipitacion

Lee}n Prewenci & dos bandas de precipitacitn
(ras)m Brosameia do mds de dos bandas de precipitacidn
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Yin log sueros procedentes de 1y sangria parcial 5, realizada a los
) diasy de la primera inoculacién, aparecieron reacciones de
precipitacion frente al extracto aotigénico en lus correspondientes a Jos
conejos n? 2y n® ), Paralelamente, en el suero del conejo n¥ 1 lag
reaceiones e precipitacion fueron mds intensas pudiendo obiervarse la

aparicion de dos bandas,

En la sangria final efectuada a los 60 dias de la primera
inaculacidn, todos los sueros obtenidos presenfaron reacciones de
precipitacion frente al extracto anligénico inoculado. Sin embargo, con
el suere procedente del conejo n* 4 sélo se evidencid una banda de
precipitacion en el gel de agarosa, por tanto s¢ desechd, al considerario
von un nivel de anticuerpos insuficiente frente al extracto antigénico.

[V.,5.2.- Condiclones de aplicacién de In técenica inmuno-
enzimética del ELISA indirecto

A.- Determinacion de las concentraciones éplimas de
conjugado y anticuerpos a wtiizar en lag pruebas

Siguiendo el protocolo experimental descrito en la seccidn
[I1.2.4.4.E. (Materiales y Métodos), se procedid inicialmente a
determinar kas concentraciones dptimas de anticuerpos anti-protefnas
hidro-salino-solubles de came de vaca (anti-PCHSS) y de conjugado que
intervienzn en este ensayo.

l.a concentracién idénea de conjugado se determing 3 una
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dbeidn fiya e aeticwerpos am-PCHSS de 1720 y a un rango de
cimcentracones del estracio antigénin entre )20 v 159 ng e
prespiee por el (Fabla IV 1) La diduadn del comugado £25000 e5 La
o permaid usa epor diferenoacdn de Las distitgas concentraciones

de rxvmcto getgdrwo PHESC y Lo gue dio lugar a menor reaccifin

wespeifion en A conlroles.

A comtinuacids, s dewerming L dilucion dptima de anticuerpos a
wig bt fia de cenjugado Je 1M vy oal musme rango de
cosmeniracwngs del extracto antigéruco (52.000 - 1.59 ny de proteina
por me. Lo dilucsda dpuimsa de anticuerpos especificos anti-PCHSS fus
ba e LA (Tadda [V 15

B.- Centroles

En pdon bos emsayes m2 imteeduizron los controles siguientps:

Conmrol A: antpcasepia, conjugado y sustrato, sin antigens,
Comtrol B antigendg, conjugado y sustrato, sin anticuerpos.
Consrgl ( antigeno, anticwerpos ¥ sustrato. sin conjugado.
Control B antigeno. anticuerpos y conjugado, sin susiriio,

En ton comrelzs A, sin antigeno, Jos valores de la densidad
dptiea o 483 pen oscilapon entre 0398 y 0,253, lo que indica ia
existencit o woa pegueBa adsorcidn pasiva, en ningin meodo

swemadiva, du los esticesrpes a los pocillos de Ja placa éo
P

148



6¥1

‘Tabla IV. 14. Determinacién de la concentracién idénea de conjugado a utilizar en tas pruebas, a

una dilucidn fija de anticuerpos especificos anti-PCHSS de 1720 (las cifras que se in-
dican debajo de cada dilucidn son valores de absorbancia a 405 nm)

Extracto Dilucion del conjugado
antigénico

{ng/ml) 1/560 171000 1/2500 1/5600 1/7500 1/10000

52.200,00 2,651 2,636 2,615 2,682 2,405 2,274

26.100,60 2,666 2,575 2,614 2,636 2,073 2,079

13.050,00 2n3 2,641 2,663 2,663 1,842 1,897

6.525,00 2,703 2,609 2,676 2,653 2,341 1,704

3.262,50 2,595 2,574 2,556 2,505 1,735 1,505

1.631,25 2,573 2,576 2,576 2,105 1,283 1,248

815,62 0,865 2,469 2,044 1,181 0,671 0,845

407,81 0,946 2,294 0.517 0,667 0,501 0,606

203,90 0,865 1,313 0,751 0458 0,486 0,398

101,95 0.868 0,771 0,581 0.392 0,437 0,292

30,97 0,693 0,739 0,429 0,289 0,301 0,279
2548 0,685 0,634 0,395 0,278 0,261 0,263

12,74 0,581 0499 0.342 0,264 0.227 0,23t

6,37 0,606 0,521 0,321 0,246 0,222 0,282

3,13 0,495 0,462 0,286 0,241 0,228 0,354

1,59 0,516 0,552 0,303 0,236 0,224 0,307

KOISADSIA A SOQVLINSTY
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Tabla V. 15

Determnnects g2 la conrenwacsdn wioes
enze-PUHISS a ctifizer ow las preebas, a
de /3000 s oofras gue we ndican debage
e absorbuncs a 495 e

SO SV,
eache 2

u eapreiiids
de comuigado
o RO VAHHTR

Extracio
antigénico
inpinl

s diluir

1128

Diluciones de boy anticverpes especificns axtl. PUHSS
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S0
26. 100,04
13.650,00
6.525,00
326250
§.631,28
£i5.62
407 81
203,50
10195
50,97
25,48
1274
837

318

1,59

2934
2932
2,855
2,864
286635
2.567
1,508
§,001
pg2!
0618
0,544
(IR CE
§,523
£.3355
4834
$.621
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Cuando en Loy contrales se eliminaron los anticugrpos (control
Fh. ta absorhancia vario emre 0,390 y 0,241, por Lo que Ba fijacidn del

conjugado al antigeno se considerd pracricamente despreciable

En los controles en dos que no se adiciond el conjugado o el
sustrato (coutroles C y D respectivamente} los valores de la dengrdad
éptica estuvieron comprendidos entre 0.164 y 0,106 y entre 0145 v
0.047, respectivamente. ES decir, apenas se aprecid desarrofie de color

wadicativa de la reaccion.

En consecuencia. el planteamiento de la experiencia era

presumiblemente correcto al resaltar negitives tados Loy controles,

(*.- Variacidn de la concentracién de antligena
original detectable segin el tratamienio térinice

aplicado

En la tabla 1V.16 se muestran jos valores de la absorbancia a
405 nm obtenidos al enfrentar siete extractos antigdnicos orijginales
{proteinas cimicas hidro-salino-solubles sin Iratar por ek calos} con el
inmunosuero anti-protelnas cdmicas hidro-saling-solubles ¢ anti-PCHSS).
Con ellos se construyd la gréfica patrdn (figura 4.19) y 52 obtuwvo ha
ccuacion de la recta comrespondiente a fa purte bneal de dicha
gedfica, que fue y=-7094 +273x (= 0.99%) (P« 000015

o relacian con la grifica patedn, las figuras 430 a 4 B
muestran la variacidn de los valores de I ahaorbancia obwmides
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Tabfa [V, 16, Valores de absorbancia a 4035 nm de divs

concentraciones de aotigene {proteinas cdr

Ridro-saling sefubles) (PCHSS) fremte al inmuoney

anti-PCHSS

Log concentracion

antigeno

Dy 403 nme

4,71
4,41
411
151
155
3
2591
2,60
23
260
1,70
1,40
1.1}
.50
6449
19

273 (20,0253
2680 (0018
2695 (£ 00173
2,700 (£ 0,013
261910024
1630 (£ 0,017
0874 (£ 0023
0,626 (£ 0,019
0452 (£ 0015)
0.395 (£ 0,015}
0363 (£ 0,011
0,341 (£ 0,0099
0.312 (£ 0.012)
0,292 (£ 0,010}
0,263 (£ 0,013)
0,250 (% 0,009

* Madia arsmdtica de 7 lecuras con su desviacién estindar

pardmess
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L)
T

Absorbancia (405 nm)

1 A, 1, e L » |

0 . k 4
0 1 2 3 4 §

Log concentracién antigeno

Figura 4.19. Gréfica patrdn obtenida al enfrentar lag protelnas
cdmicas hidro-salino-solubles (PCHSS) al inmuno-
suero anti-PCHSS.
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Figura 4.28a. Andbys, madhante it ienica inmunoldgica dal ELISA indirecta. de
o4 extractos cdrnios PCHSS (prorelnas cdrnicas bidro-zaling-
ahabbed) sin praar § €1 ) y raeadas & S0°C duranee Womin (8 )
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Log concenlracién antigeno

Figura & 180 Anibng mediants 2 ifonics iamemeldgica del FLISA indisevto, d&e
bos extacigs chrmices POHSS (proteinas careicds hideo-saling-
wrbnbles) sin watar ( 01 )y tratadas & S0°C dutante Moman (@ )
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Figura 4.20a. Apdbisis, medianie Ia ronick immunoldgica del ELISA, indirotts, de
los extractos cdrnicos PCHSS (promwinas cdmicas hidro-sabne-
soiubles’ sin tratar { €1 )y trotacas 4 SPC dursew 33 main C A}
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Figura 4.21b. Andlisis. mediante Ja \éemica inmuasibgica del ELESA imftzeens, de
los extractos cirmicos PCHSS {protenas chrmias bahro-sating-
solables) sin tratar { O )y wratadas 2 HPC duranss 3 rvin ( @ )
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RESULTADCHR Y DTSN
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Log concentracidn antigeno

Figura 4.33a. Asdises, modiane fa Mook imeanoldzica del ELISA tdirecra, de

Abserbaneis (485 nm)

Ehpmoea 4135 And

bos axtmoms cdmicos PUMSS {protsinas cdrnicas kdirg-satiag-
widsinbes) vha teasar { 13 ) v tratadas a BO°C durante Mhmun 83

;p
e
4 b
‘th
Hevengrredpio i
@ i " 1 i )
H H 3 4 5

Log cencentracién antigeno

soctiots 1 Wemicn btamoldeic s ded ELISA maieotn, de
o guirmned wirmees PUHSS tprateinas clemos bidre-salse.
sesbalibizns oin e § 13 ) ¥ wasdas 4 90°C durame Woea € & )
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Figurn 421,  Andlisis, mediante fa tonica inmunolégica del ELIS A indirectn. de
fos extraclos cdenicos PCHSS (proteinas cdrnicas hides saling-
solubles) sin tratar { 03 ) y trataday a 10PC dorante 30 min ( O )
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enfrentar ¢l mismo inmunoguero a proteinas chmcas tidro-salmo-
solubles sumetidas a distintos tratamienios érmicos. L3 desnatura -
lizacién de las proreinas por el calor se reflefa en el progresivo
desplazamiento e la curva o medida que aumenta el tratamiento
térmico: entre ) y H00°C durante 30 minutos; dicho de otra forma.
cuanto mayor es el tratamiento térmico aplicado, tanto mayor es la
concenitacion de antigeno necesarid para ubiener un valor Jde abser-

bancia simikar ab alcanzada con el antigeng origual su teatar.

En fa tabla [V.17 se recogen los porcentajes de dismingcitn del
antigeno eriginal detectable 3 consecuencia del raamiento témico.
Cusndo se aplica una temperatura de 40°C durante 30 minutos s
ohserva una caida del 13.67% en la deteccion del antigeno original. Con
trasammientos térmicos de 30°C durante ) minutos, solo reaccionan con
su correspondiente inmunosuero 210,04 ng de Tos 1621 8L ng de las
proteinas chrmicas otiginales. es decir. en tomo al 23%. 51 se aplicar
2PC durante 30 mimutes, 1a disminucién del antigeno original
detectable Mega aproximadamente at 50% y si el lratamiento mico es
mas dedstico (100PC-30 min), se alcanza una caida Jdel 71%. En este
ltime casp, umicamente reaccionan con el inmunosuero anti-PCHES
46899 ng de los 162181 ng originales de las proieinas cdmicas
hidiro-salino-solubles.

Nemerosos investigadores postulan la existencia de antipenos
vermmoesiables en ¢l tejido muscular, su poder de reaccion no se altzracia
a4 pesar del atamientn tomics aplicado (Milgrom y col, 1964
Hayden, 1981, Kang'ethe y col . 1985; 1986; Manz, 1985; Kangethe ¥
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TablaIV.17.  Variacién de la cantidad de amtigeno coriginal derectable {proteinas
camicas hidro-salino-solubles), al aplicarle distintos imatamientos

651

térmicos

Tratamiento Antigeno original %% Antigeno % Disminacion del
térmico detectable original antigeno original
aplicado {(ng /52,2 11z prot) detectable detectable
Ninguno 1621 81 100 O

40°C - 30 min 1400,09 856,32 13,67

50°C - 30 min 121004 74,61 25,38

60°C - 30 min 104491 64,42 35,57

70°C - 30 min 825,85 50,92 49407

80°C - 30 min 728,56 43,94 55,05

90°C - 30 min 566,98 34,95 65,04

100°C - 30 min 468,99 2891 71.08

NOHSOSHT & SOAVLTASEY
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Gathuma, 1987; Sherikar y col, 19884 Bhilegaonkar y col. 1990). Sm
embarga, de acuerdo con Berger y col, {198R) creemos que estos
antigenas np presentan estabilidad absoluta frente al calor, ya que
cuanta snayer es e ratamignto ténmico tanto menor ex la intensidad de

Lt reacertn amigeno-anticuepo (ver tabla 1V.17),

La disminucion det amigeno original detectable dehida a ba
apheacidn de calor, ¢3 decir, fa menor actividad inmunoldgica a
comsecuencia dg la desnaturalizacion, implica la destruccitn de la
estruchard caalernania de la proteina debido a su subdivisidn en
submtidades, Sin embargo, se produce simultdneamente una alteracuin
de las estructuras secundaria y terciarin. Ambos cambios confor-
macionabes destruyen log determinantes antigénicos de la proteina
(Cawsismgpontay ¥ col, 1971, 8 bien es difical sefialar que tipo de
epltopes (secuentiales y/o conformacionales) se destruyen. En
covrchusiin, v de aguerds con Berger ¥ col, (198R), puede decirse que 3a
caida del antigeno originad detectable es un fendmeno dependiente de Fa

emmperatyna y d2 14 duracion del tratamiento tmmico aplicado.

i 52 represema grificamente el porcentaje de disminucidn o
caishr Aol antigena original detectable en funcidn del tratamiento dmmice
aplicade (Fig. 4.24), se obiiene una linea recta cuya ecuacidn
65 ¥y = -XLTT% + 0.968x (c = 0,993) y que posee un coeficiente de
correbacifin muy significative (P < 0,0001), lo que confirma la hipdtesis
prepuesta.

Dafa b reelacidn lineal existentz entre el antigeno original
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Figura 4.34. Porcestaje do dismingeidn deld amsigess ongimal
detectable (proteings edemivas hideo-salme-sohiddenl,
en fyncion del tzataemionto tomico aplunls.
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detectable y el tratamiento térmico aplicado, la téenica inmuno-
snzundtica ELISA podria tener una aplicacion potencial importante en
#1 comtred dz catidad de las productos cdmicos tratados por el calor ya
s, podria utitizarse para sefialar el tratamiento térmico que hubieran

ercibedo dichos productos,

FV.% ). Prediccion del efecto del tratamiento térmico en ia
hidrofobicidad y en el contenide de grupos
sulfhidrilo Jde las proteinas cdrnicas hidro-saline-
solubles, en funcién de la variaciéom de ia anti.

genicidad

Comno se ha mencionado anteriormente, la hidrofobicidad y el
comanidn de grupos solfhidolo de las proteinas son, probablemente,
bey parrdenateos mds yrlizados para predecir Jas propiedades funcionales
o Tas profeisay alumentarias. La hidrofobicidad se ha relacionado con
s capacdadex emulsionante (Voulsinas y col., 1983a), espumante
{Towpsesnd y Nakar, 1983), gelificante (Kato y col., 1981), y de
e wdn de agua (Wood v col., 1984) y el contenido de grupos
walfbidrily con las capacidades emulsionante {Li-Chan y col., 1983} y
geidrants (Voutsinas y col. 1983b) de las protelnas alimentarias.

Tambidn se ha seftalado que el tratamiento rmico aplicado a las
geoteings chmicas hidro-salino-solubles modifica su hidrofobicidad,
ety arpmdtica como alifitica, y su contenido de grupos sulfhidrilo.
For vira parie, lw concentravién del antigeno origingl capaz de
resieiRer Com su enunoseero correspondiente anti-PCHSS, delectable
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rmediante Ta técrucd inmanoenzimitica del ELISA indiresto, varia
igualmente en funcidn de dicho tratamiento. Se trpsa por tasee de
comprobar sioexiste alpuna relacibn emre log dishatns pardemeteos
considerados, es decir, entre [a varacidn dei astipens poginal
detectable por una parte y las vanacionss dg 12 hulrofobscidad v de s
grupos -SH de las proteinas cAmicas hidro-salino selnbley rratadas por

gl calor por otra,

Eo tos tres supuestos considerados {Tabla IV 18) tes
coeficientes  de correlacién (¢} halladoy tuwron bo swficenemente
elevados (0941, 0,970 y 0.918) y significativim (P « 601 y P« 0801},
como para poder afirmar que las varacioras Jde lag hidrofolesidmbes
(aromatica y alifdticay y del comenido de grupos -SH de bis prowing
cdrnicas hideo-salino solubles, debido at teatamento dordos aphicada,
estdn estrechaments relacionadas con ka vanasiin del antigeny origisal
detectable consecuencir de diche tratamiznee.

A continuacion, y dada la relacidn existenin, s wwesgd i
posibilidad de predecir ln variacidn de las hdmfobicidules (aromdtica y
alifitica) v del contenide de grupos -SH de lay pmtalonn elenicas
hidro-saline solubles tratadas por el calor, ou fencidn de i vanagids
del antigena original detectable. Los resuliaden de log  aodlism 4
regresion bivarigda clectuados se muestran enla Tabla IV 19,

Ei cosficients de determinacidn mdy ats e obtwve com
vatable “vaniacicn de & hidrofobicidad ahfhtga (HALY (R = 541
P < 0005) e indica que el 94,1% de fa vanabulidad de eare pardmens
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TablaIV. 18. Relacién entre fa variacién del antfgeno oviginal
detectable (AG)y las hidrofobicidades aromftica
(HAR), alifstica (HAL) y contenido de grupos
sulfhidrilo (-SH)} de las protefnas cdmicas hidro-
salino-solubles segin el tratamiento 1érmico apli-

cado
Variable A Yariable B r t
AG HAR 0,941* 7 6,232
AG HAL 0,970%* 8,953
AG -SH 0,038% 6,078
* P<0,01
*% P < 0,001

r = coeficiente de correlacién
t = estad(stico de Student

1684
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Tabla IV.19. Andlisis de regresién bivariada para la prediccién de la variacidn, segin el
tratamiento térmico aplicado, de 1a hidrofobicidad y del contenido de grupos -SH

de las profeinas cdmicas hidro-salino-solubles, en funcidn del antigeno original
deiectable

Variable Variable Coeficiente R?2 RZ, SD
dependiente independiente  de regresién

HAR Constante 49,208 0,886* 0,863 22,972
(n=T) AG 2,979

HAL Constante -77.397 0941* 0,93 25,087
(n=7) AG 4,359

~SH Constante -25,164 0,881% 0,857 9,679
n=7) AG 1,142

HAR, HAL, -SH y SD (ver Tabla IV.11)
AG = % disminuci6n de! antigeno original detectable
*P < 0,005

? = coeficiente de determinacién

" RZi = coeficiente de determinacién ajustado

NOISNJSIT A SOQYLINSd
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posde explcarse en funcuin del porcentaje de reduccidn del antigena
angmal detectzble. En este senttdo. es necesario puntualizar la
rmportansia de las intgracciones  hiudwofobicas en la union
anngeoo-anncuerpo (Bisen, 1979 Berzafsky, 1985) lo que explicaria en
parte ta relacidn wnidn antigeno-anticuerpn e hidrofobicrdad. Mo
obmtante, en los tres supuestos considerados. los coeficientes de
determimacion hallados son considerablemente elevados vy allaments
sigmaficativod (P« 0.00%) en consecuencia, la determinacion dal
porcentag de reduccidn del antigeno orgnal detectable medusnne
ta tomca menunoenzimmdtica deb ELISA indirecto, podria emplearse
come iadwe de varscidn de las hidrofobicidades aromiuca y alifitica v
del conteniga de grupes sulfhidnlo de las proteinas cdrnicas
mwdeg el solubdes cuando se someten a disuntos [ratamientos

bl rrres o

IV . 8.4, Prediccion del efecto del tratamiento térmico em ba
capacidad de ligar grasa de las proteinas cirnicas
hidre-salino-solubles

Ya 58 ba mencionado que la capacidad de ligar grasa (CLG} ey
wivd 42 i propredades foncionales mids importantes de las proteimas
whesicas bidpo-salimo-solubles y, quizds, una de las mis relacionadas con
ot mamendmiento de 12 estmactura y estabifidad caracterdsticas de los
prefimpton clmacoy pieades tratades por el calor. Sin embargo, el calor
puedi wdue desraturatizacion proteica con alteracidn de determinastay

gy

ensdaikes funcionabes. asi, w Ba comprobado yue con tratanyientos

ndermeses dn 470 duramte 30 minutos se produce un aumento del 17%
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de 1a capasadad de bhgar grasa de las proteinas chmecas Beden-saline.
solubles, PEFO Con ALMIENNOS o temperaturas mds atiay wal Copasuled
dpcrece (ver seccidn 1Y 4.1 La varscidn de la caproidad de hgar
2EAEA COMa conseduencia del ratamisnto Moo puasde condiuciy a
faltos dramiticos del producte ciemico fimal gue podelm pabarse s

gran medicda sise pudizes evitar dicha vanacion,

En el apartada anterior (IV.5.3) se han atibaade ke valoess del
antigento originad detectable por by tfomica wrmynoenzamdis el BLISA
mdirecto para predecic 13 varacidn gue sufren algeoss propedadis
Timco-guimicas de las proteings cdmicas hidro-sabine-sodubdes come
congecuencia del tratamienio Wrmico, Se trara ahora &8 corpgrrobmr w e
pusden emplear los mismos valores en la prediccidn de b varsoeba do

una propiedad funcional 1a capacidad de Hgar grasa.

Ent el andlisis de regresion Bivarisds 32 ubibed comme viralle
dependiente o] "porcentaje de reduccibn de capacidal de Hger gresa’
(CLGY y comao vanable independionie el “paveerzaje de reduccida dal
antigense original detectable™ (AGH. L& evwacidn  obsgnsin fun
CLG = 2L 45 + 1.463AG. El cosficienie de detormsinansda obtomdo
{RE = 0.879) era aliamente significative (P« 08018) & indics gue ol
B7.99% de In variacidn de la capacidad de Vigar prase 42 bas protelns
hidro-salino-solubles como consecuencia del tratamisaes tomice
aplicado podria explicarse en fancidn del porcentale & raduecidn def
antigenp original detectable mediante 1 thenics tnmmmpeanszmdtica
ELISA mdirecto.
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S embargo, [0 que <@ pretemde conseguir €5 una ecudcion de
regreasin, con las mejores Cualidades predictivas, de la variaciin de Ly
vapaeaded de ligar grasa de las proteinas cdmicas hidro salino-selubles,
wegin el tratanvento wimico aplicado. En esre sentido, se ha constatado
amreripemente (Tabla 1V, 12 que [a varacion Jde W hidrefohcdad
alitirica y del comtenido de grupos -SH de las proteinas cdrnicas
dro-salmo-solubles sométiday @ irutamiento térmico, podrian servir de
peediceores de la variagidn de la capacidad de ligar grasa. Por tanto, se
trta akwera do comsprobar sila mclusidn en la ecuacion de las variables
merciomadaa mejorn 1 capacidad predictiva del modelo,

Bl estudin se realizd mediante dos métodos secuenciales da
setecon de prediceores: 4y Begresidn mditiple FORWARD y b
Regrengn maltiple STEPWISE.

L regresion mulupfe FORWARLD se desarrolld en dos etapas:

L. En 11 promera 2 afadid una variable dnica (variacion de la
hedendebwewdad aromitica, o Jde 1a alifitica o del contenido en gropos
-54) a la ecvaridn de cegresin simple que predice la variacién de la
capackdad de hear grasa en funcidn del porcentaje de reduccidn del
antigeno ergmal detaciable. En ese punto, es necesario recordar que
pard b ecuasidn seacionada (CLG = -21,145 + LA63IAG) se obtuvie.
mon g daten sigubanes (regresidn bivarida):

B2 = 0879 (P <0,0018)
By = 0835
3D=12,522
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L.os resultados de la primera etapa ot andlisis de regresidn
puiltipte FORWARLD se datallan en Tn Tabla IV ) En los tres supuestos
constderados, ¢l valor def coeficiente de determunacidn miluple <RIy}
surnemta. respecto def simple (R? « 0.879); sin embarge, este efecto no

es siempre significativo.

En el primer supuesio. se observa que:

a.- ES valor t del coeliciente de regresidn parcial corrgspon.
diente al predictor hidrofobicidad aromatica (HAR) nwo ey significative

b.- El valor del estadistico F (1,761, indica gque la vatiable HAR
1 Aportd un incremiento significative al coeficiente de determisacubn

multiple { F g tabular o g5 = 6.61).

tn el segundo supuesio:

a.~ El valor t del coeficiente de regresidn parcial de 1a vanable
-§H tampoco es significativo.

b.~ El valor F (6.35) indica que. en este caso, Ia contribucidn del
predictor -SH af coeficiente de determinacidn muiitiple tampoce €8
significativa.

De lo dicho se deduce que ninguno de los dos medslas seria
adecuado para la prediccion de la variacidn de la capatidad de ligar
grasa de lag proteinas cdrnicay hidro-caling-solubles, segia el

tratamiento témico aplicade.

189



0Lt

Tatda 1V, 28, Anglsiy de regressd hiphe PORWARD (19 etapa} pars I predecasda &2 1a vanastidn,
sagan o isstatnieiao WERRY aphicade, O v capecadad de higwr grasa (UR0IG fas pro-
telnas chemicss Rio-saline-solubles

Yariable Variable Coeficlonte 1 R, Cocliciente ¥
dependiente  independiente  de Tegresiss pormalizade
CLG Constanss -38.9%7 3,874
={1316 AG 232 541554 1,474 108
P01 HAR 0,352 -1,3% 435871 1,76
= 110658
CLG Constasis 4 547 3,83
Ry =1,953 AG 2.62 5 38 167H 2849
P 005 ~-5H -1,012 -2521 13, 7R% 6,38
RE R B ivd
CLG Consiante -54,794 0,956
R = 0571 AG 3,388 b AT 2,181 3716
P <3008 HAL -35.43% -1 Bap%* 1,252 12,87
5D = 6878

HAR, HAL, -SH y SD {ver Tabla IV 1) =7 para wados jos sepueon
AL = % disminucién del antigene oniginal detecable
R, R, y ldver Tabla k¥ .i2;

P g G085 P o 50 F e pstacdistiog de Fisher

MERLIIAH] A OOV LTS
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En el lercer supuesto, sin embargo, se observa que:

a.- El valor t del coeficiente de regresidn parcial corregpon-
diente al predictor hidrofobicidad alifstica (HAL)} es significativo
(P« 065,

b.- El valor F (12,57) indica que la adicidn de la variable HAL
al modelo, aporta un aumento sigaificative al coeficiente de
detetminacion mailtiple,

Por otra parte, ¢l incrementy del coeficiente de determinagion
ajustado pasa de 0,835 (regresion bvaciads CLGZAG, pdg. 1651 a 0.956
{tabls 1V. 20} y expresa que 2 variable adicionada (HAL) ticne una

correlacidn considersble con el criterio (CLG).

En consecuencia, el mudelo de prediccidn de la vanacidn de Ly
capacidad de ligar grasa de las protefnas cdmicas hidro-salino-sobubles
segin el atamiento téanico aplicado (CLG), en funcudn de b variacida
del antigeno original detectable (AG) y de la variacidn de kn hidrofe-
bicidad alifdica (HAL) seria:

CLG = 54795 + 3 358 AG - (1435 HAL

Diche modelo indicaria que el 95,6% (R, = (.956) de la
vatiacién de ta capacidad de ligar grasa con el tratamiento Hrmico, se
explica por la combinacidn de fos dos predictores: variacidn dal
atligeno origingl Jetectable y vatiscion de la hidrotobecidad alsfitca
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I~ En 1a segunda etapa del cstudio, se afadid otro predictor
mids al modelo, con el fin de comprobar i se producia una mejora en el
nivel de prediccidn. Los resultados obtenidos se detailan en la Tabla

Iv.21

Al aftadir como predictor. la varige
aromanica ¢tHAR}Y se  observa un aumento del coeficiente de
determunacion nuiltiple (R%:): pasa de 0,971 (tabla IV.20) 1 0.982 (tabla
IV.11). Sin embargo, este aumento es totalmente artificial ya que ¢l
valor t del coeficiente Je regresién parcial correspondiente a  esta
variable no es significativo y, ademds, el valor F tampoco lo es

Fabenido * L33 < Frypylar = 6,61

51 s aftade como predictor, Ja variacién del contenido. de grupos

-2k se ve que, ademds de oo ser significativos ni el valor F (0,11, ni el
valor tdel coeficiente de regresion parcial correspondiente a dicha
varigble. el coeficiente de determinacidn miiltiple (R2,), apenas se
modafica {de 0971 4 0.972) y el coeficiente de dererminacién meiltiple
apwataddo (R%0) disminuye de 0,956 (tabla 1V.20) 5 0.944 (tubla IV _21).

Por tasto, la adicidn de los predictores HAR o -SH al modelo
propeesto no se considerd conveniente, dado que no mejoraba su
capacidad predictiva. En consecuencia se mantuvo como mejor ecuacién
prosdictora de I vanacion de la capacidad de ligar grasa de las proteinas
carmicas hidto-sahieo solubles, segun el tratamiento térmico aplicado, la
e meluia oy predictores AG y HAL (pag.171).
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Tabta IV.21. Andlisis de regresion meitiple FORWARD (2 etapa) para la prediccion de la vanacion,
segin el tratamiento irmico aplicado, de {a capacidad de ligar grass (CLG) de 1as pro-

tefnas cdrnicas hidro-salino-solubles

Variable Variable Coeficiente t

R2,. Coeficiente F
dependiente  independiente de regresion *  normalizado
CLG Constante -57.626 0.964
RIn=0982 AG 3.516 65,8337 2,252 46,68
P <001 HAL -6,659 3,220+ 1,867 10,88
SD = 6,258 HAR 0,295 1,353 0,557 1,83
CLG Constanle -55.802 0,944
Rm= 0972 AG 3,513 4,566 2,25 20.85
P < 0,025 HAL -0,563 1,411 1,62 199
8D =779 -8H 0,356 0344 0.277 0,11

HAR, HAL, -5H y 5D (ver Tabla IV.11)

AG = % disminucién del antigeno original detectable
R2,, =coeficiente de determinacidn mdltiple

R2,,,= coeficiente de determinacion miliple ajustado
t = estadistico de Student F= estadfstico de Fisher
*P < 0,05 P01 *3p 2002
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RESULTADOS Y DISCUSION

EL andlisis de regresidn muiftiple STEPWISE se llevé a cabo
con el 1in de evitar la posible multicolinearidad entre los predictores; es
decir, permite eliminar las variables que tengan clevadas correlaciones
con atras predictores que yi forman parte de un modelo parcial de

regrestin.

List resultados de las ctapas finales del desarrollo de dicha
regresiin se muestran en la abla 1V.22. Se observa que cuando se
wneenduce comao predictor la variable HAL, se eliminan del modelo final
las variables HAR y -SH, alcanzdndose la misma ecuacién predictora
yue s obtuva con el métode FORWARD. Sin embargo, cuando no se
snctuve HAL como predicior, también  se  consigue  una ecuacidn
con capacidad predictiva alta (R3y = 0,994). En otras palabras,
existiriy volingaridad entre las variables HAL y HAR por una parte, y
entre HAL y -SH por otra. En definitiva, los dos modelos que presentan
renjot capacidad predictora de la variacidn segin el tratamiento 1érmico
aphinds, de 10 capacidad de ligar grasa de las proteinas cdrnicas

hudro-galicg sohubles serian:

CLG = -54,795 + 3.338AG - 0,435HAL
CLG=-51852 + 241AG + 098HAR - 3,2148H

Iv.4.. CONSIDERACIONES FINALES
En la sctualidad, la mayorfa de los estudios que se realizan sobre
d relecion estructura-funcion de las proteinas alimemtarias, ¢

epcamnioan 4 i posible prediecion de su funcionalidad basdndose en
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TablaIV.22, Anflisis de regresion miltiple STEPWISE parz ia prediccion de la variacion, segin el
¢l tramamienio nmico aplicado, de la capacidad de ligar grasa (CLG) de las proweinas

cdmicas hidro-salino-solubles
Variable Variable Predictores  Coeficiente  Fparcinles Probabilidad  Cocficienie
dependiente independiente finales de regresién F normalizado
CLG Constante Constante -54,795
Rifm=0971 AG AG 3358 37,168 0,003 2,151
: R, =0.956 HAL HAL -0,435 12,575 0,023 -1,252
SD=6,878 HAR
P < 0,0009
CLG Constante Constante -54,795
AG AG 3358 37,168 0,003 2,151
HAL HAL -0435 12,575 0,023 -1.252
-SH
CLG Consanie Constanie 54,795
: AG AG 3358 37,168 0,003 2,151
HAL HAL =0,435 12,575 0,023 -1,252
HAR
-SH
. CLG Constante Constane -53,812
R%,= 0,994 AG AG 241 136224 0,0M 1,544
Riq,= 0,988 HAR HAR 0,98 20,621 0,02 1,853
SD=3,581 ~3H ~SH 3,214 39,401 0,008 -2,505
P <0,0008 )

Misma leyenda tablas anteriores
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RESULTADOS Y DISCURIOH

basgrias de datos de alpunas de sus propiedades fisico-quimicas (Li-Cha
v ¢od, 1987y Sin embargo, debulo a la gran variedad de los métodos ot
slacdidn de predictores hoy existentes, los resultados de log distinto:
avdhsis no son comparables; sin embargo, es nomal que los diferenme
prescedimaentos de seleccron Heguen a modelos definitivos integrado:
por destingas variables predicloras. Asi, para predecir la capacidad &
ligar grasa de fas proseinas cdmicas, Li-Chan y col. (1985) utilizaror
ceann varables predictoras las hidrofobicidades aromdtica y alifftica
Mds tarde, estos mismos investigadores (Li-Chan y col., 1987
ermplearcn L solubilidad, ka hidrofobicidad alifdtica y el contenido ¢
grapws -SH, Voutsmas y col (1983a) incluyen la solubilidad y &
hydrefobicudad  Todos ellos, obtienen modelos de elevado podes
preshective aungue las variables empleadas sean distintas,

En 2l prasevse trabajo se ha introducido un nuevo predictor
aigees erigaesl detectable, habiéndose comprobado que el valor de
comfiompe de determinacidn matiple asmentz sensiblemente, lo que I
copvesrta en o parfenetro dg predicewdn de primer orden.

Ea resuonan, dos valores funcionales pronosticados a partir de las
propmdides fiskoo-quimicss biisicas, son preferibles a la determinacidn
de bas progssdades funcionales, dado que las téenicas que miden las
prapedadey bdsicas son de mds Tfeil normalizacidn y reproductibilidad
Puradiieamentz, b2 metodelogia para determinar la funcionalidad con
frevwantia estd Hema de contradicciones por lag diferencias de kas
cbEEnE O S8 Wg aparalos con que se realizan, o gue da Jugar 4
s con fusrizs desviaciones, Una ventaja adicional que tienc el
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empleo de los valores funcionales pronoaticados ¢ que se puade wtilizar
un juego unico con los datos de 1as propiedades Hisico-quimicas bdsicas
para predecir fas diversas propiedades funcionales. En consecusnca, s
pueden emplear bancos de datos de las propiedades bdsicas para
comseguic i busqueds mds versdtil de los ingredientes adecuadis da
wiid ruezcld, de acuerdo con by funcicnalidad deseads.
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CONCLUSIONES

{.- Cuando se someten a tratamiento térmico las proteinas
cirmicas hidro-salino-solubles, se modifican algunas de sus propiedades
fisico-quimicas y funcionales de interés en la etaboracién de productos

cimmicos tratados por el calor.

2.- Al tratar dichas proteinas a temperaturas comprendidas entre
40°C y 100°C, durante 30 minutos, aumentan las hidrofobicidades
aroendtica y alifitica, mientcas disminuyen su contenido de grupos -SH ¥y

su antigenicidad.

3.~ La capacidad de ligar grasa de las proteinas cdrnicas
hidro-salino-solubles aurnenta al calentarlas a 40°C durante 30 minutos.
Superadas estas temperaturas disminuye tal capacidad.

4.- En las condiciones de los experimentos realizades, la técnica
de] ELISA indirecto de las protefnas cimicas hidro-salina-solubles sitve
de indicacion de la intensidad del tratamiento térmico recibido por los

productos cdricos.

5.- Existe una correlacion alta y significativa entre la variacin
de 1a capacidad de ligar grasa y las variaciones de la hidrofebicidad, del
contenida de grupos -SH y de la antigenicidad de las proteinas cdrnicas
hidro-salino-sclubles sometidas a tratamiento térmico.

6.- Todas las variaciones mencionadas sirven de “posibles
predictores” en los modelos de regresion bivariada y multivariada
{Forward y Stepwise) cmpleados en el prondstico de la variacidén de 1a
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capacidad de ligar grasa de las proteinas cdmicas hidro-salinn-solubles.
segin el tratamiento mmico aplicado.

7.- Las ecuaciones que mejor pronostican la variacion de la
capagidad de ligar grasa (CLG) de Bas proteinas cdmicas hidro saling-
sahbles sezin el trasamiento trmico aplicado son:

CLG = 21,145 + LA6IAG
(R* = 0879 P<0,0018)

CEG = -54,795 r 3338AG - B 435HAL
(R, =081 P < 000E

CLG = 83812+ 2ALAG + 0.98HAR - 32145H
(Rin = 0994 P <0008}

Aonede,

AG = porcentaje de disminucidn del antigeno original detec-
tabie.

HAL = porcentaje de incremento de 1a hidrofobicidad alifitica.

HAR = porcentaje de incremento de fa hidrofobicidad aroma-
tica.

SH= poscentaie de disminucion del contenido de grupos sul-
thidrilo.
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