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RESUMEN

El calamar gigante es un molusco cefalépodo de importancia pesquera en varias
regiones del Pacifico. Este se caracteriza por ser una fuente de proteina de alta
calidad debido a su facil digestion y a la presencia de todos los aminoacidos
esenciales. No obstante, estudios revelan que las proteinas miofibrilares del calamar
gigante poseen propiedades funcionales apropiadas, pero de menor magnitud en
comparacion con otras especies marinas. Por lo anterior, en el presente estudio se
aplico ultrasonido de alta intensidad (20 kHz; 20 y 40% de amplitud; 0, 1, 3y 5 min) a
una solucion de proteina miofibrilar de calamar gigante (Dosidicus gigas) (5% p/v) y
se determind su efecto sobre la capacidad y estabilidad espumante. Ademas,
también se realizaron las determinaciones de pH, electroforesis, viscosidad,
hidrofobicidad de superficie, tamafio de particula y potencial zeta. En relacién con los
resultados, no se observaron cambios significativos en el valor de pH segun
incrementd el tiempo de aplicacidon del ultrasonido. En el perfil electroforético, solo se
observaron cambios en el patron de bandeo en el gel de poliacrilamida nativo. Se
observé un aumento significativo (p<0.05) en la viscosidad y en la hidrofobicidad de
superficie, asi como una disminucion (p<0.05) en el tamafio de particula y en la carga
neta superficial. Lo anterior ayudd a explicar el comportamiento de la proteina
sometida al ultrasonido en relacién con la propiedad funcional espumante, donde se
presentd una tendencia ascendente (p<0.05) tanto en capacidad como en estabilidad
espumante. Por lo tanto, la aplicacién de este tratamiento representa una alternativa
para mejorar la propiedad funcional espumante de proteinas obtenidas del manto de
calamar gigante (Dosidicus gigas), sugiriendo una potencial aplicacion como aditivo

en un sistema alimenticio.
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INTRODUCCION

El calamar gigante (Dosidicus gigas) es la especie de calamar mas abundante y de
mayor tamafio que se encuentra en la zona pelédgica del Pacifico oriental, desde
Chile hasta la costa de Oregén. El atractivo comercial de este recurso reside en su
gran abundancia, bajo costo, bajo contenido de grasa y el color blanco de su carne,
asi como también la ausencia de escamas y espinas, siendo el manto la principal
regibn anatomica que se procesa. Ademas, se caracteriza por presentar un alto
rendimiento después de eviscerar (hasta el 75% del total de sus partes, incluyendo
los tentaculos), siendo una fuente de proteina de alta calidad debido a su féacil
digestién y a la presencia de todos los aminoacidos esenciales. Esta documentado
que proteinas miofibrilares de calamar gigante, donde destacan actina y miosina,
presentan propiedades funcionales apropiadas, tales como emulsificante, gelificante
y espumante; sin embargo, dicha funcionalidad es de menor magnitud en
comparacion con otras especies marinas (Amiri et al., 2018; Higuera-Barraza et al.,
2016; Marquez-Alvarez et al., 2015; Murrieta-Martinez et al., 2016).

En términos de composicion quimica, la funcionalidad de las proteinas dentro de un
sistema alimenticio se debe a su complejidad en la secuencia de aminoacidos Unica,;
por lo que son ingredientes utilizados dentro de una amplia gama de formulaciones.
Desde el punto de vista tecnolégico, las proteinas cumplen con varios propdsitos no
nutricionales, como el de proporcionar o estabilizar la estructura caracteristica en los
alimentos, que incluye dentro de sus propiedades la capacidad para formar o
estabilizar espumas. Las espumas se definen como dispersiones de gas en liquido
(g/) y su estabilidad depende del tipo de proceso que se lleve a cabo para su
formacion, por lo que su mejora es un area altamente estudiada, ya que se
consideran esenciales para el mantenimiento de los atributos organolépticos de los
alimentos (Foegeding y Davis, 2011; Higuera-Barraza et al., 2017; O’Sullivan et al.,
2017).

Se han empleado métodos fisicos y quimicos para la modificacion de proteinas, con

la finalidad de mejorar sus propiedades funcionales. No obstante, las modificaciones



qguimicas pueden resultar perjudiciales para el valor nutricional de los productos,
ademas de causar efectos adversos para la salud. Por otro lado, las modificaciones
fisicas han sido ampliamente utilizadas para la mejoria de las propiedades
funcionales (Singh et al., 2017). Actualmente ha incrementado el interés sobre el
ultrasonido de alta intensidad debido a que su propagacion en el material biologico
induce la compresion y descompresion de burbujas, que modifican las propiedades
fisicoquimicas del material y mejoran la calidad de diversos sistemas (Higuera-
Barraza et al., 2017).

En afios recientes, se ha reportado la aplicacion del ultrasonido para la mejora de la
capacidad y estabilidad espumante en diversas fuentes proteicas como la clara de
huevo (Stefanovi et al., 2017), carne de pollo (Xue et al., 2018), carne de res (Amiri et
al., 2018), trigo (Jambrak et al., 2014), soya (Morales et al., 2015), etc. Se ha
reportado que esta tecnologia induce cambios conformacionales en la estructura
proteica, causando el desplegamiento, como resultado se exponen regiones
hidrofilicas hacia la fase acuosa y regiones hidrofobicas hacia la fase gaseosa (Singh
et al., 2017). Sin embargo, los estudios relacionados con la aplicacion del ultrasonido
y su efecto en la modificacion de proteinas de organismos marinos han sido
escasamente reportados (Higuera-Barraza et al., 2017).

Por lo anterior, la presente investigacion plantea estudiar el efecto de los pulsos
ultrasonicos sobre las propiedades fisicoquimicas de las proteinas miofibrilares del
manto de calamar gigante (Dosidicus gigas) y su capacidad para mejorar la

propiedad funcional espumante.



ANTECEDENTES

Generalidades del Calamar Gigante (Dosidicus gigas)

El calamar gigante (Dosidicus gigas) es un molusco cefalopodo de importancia
pesquera en varias regiones del Pacifico, desde el sur de California en los Estados
Unidos hasta el sur de Chile. La mayoria de la produccion nacional se exporta,
principalmente a los mercados asiaticos y solo el 20% del volumen de captura total
se vende en el mercado nacional. Esta especie resulta una fuente atractiva para la
produccion de concentrados proteicos, debido a su abundancia y a las caracteristicas
intrinsecas de su musculo. Su procesamiento adecuado puede dar como resultado
productos enriguecidos; sin embargo, se tiene un escaso conocimiento sobre sus
caracteristicas fisioloégicas e intrinsecas, por lo que su procesamiento sigue en
desarrollo (Encinas-Arzate et al., 2014; Murrieta-Martinez et al., 2016; Valencia-
Pérez et al., 2008).

Produccion Pesquera del Calamar Gigante (Dosidicus gigas)

En la actualidad, México ocupa el séptimo lugar en produccion de calamar gigante
(Dosidicus gigas) a nivel mundial (FAO, 2016). Cabe mencionar que esta especie
aun se considera abundante en el estado de Sonora, a pesar de que su captura
anual ha disminuido en su volumen desde el afio 2008 (26,216 toneladas al afio); en
la actualidad su captura es menor a 200 toneladas al afio, lo cual se ha atribuido a
patrones de migracion (SAGARPA-CONAPESCA, 2017). La poblacion de calamar
gigante (Dosidicus gigas) en el Océano Pacifico presenta patrones de migracion a
aguas territoriales mexicanas y sale del Golfo de California segun sus requisitos de
alimentacion, lo cual afecta su disponibilidad y accesibilidad. La mayor parte del
calamar se encuentra en movimiento dentro del Golfo de California y su migracion se

dirige hacia América del Sur (Morales-Bojorquez et al., 2001). A nivel mundial, su



volumen de captura ha incrementado en otros paises, siendo Peru el pais con la
mayor captura en todo el mundo con un volumen entre 500-600,000 toneladas
anuales. Chile y China son los otros dos grandes productores de calamar gigante,
teniendo un volumen de captura de 200,000 y 250,000-300,000 toneladas anuales,
respectivamente (Mereghetti, 2017).

Composicion Quimica del Calamar Gigante (Dosidicus gigas)

La composicién quimica del manto es similar a la de los peces magros, aunque ésta
puede variar segun la época de captura y la edad del calamar. Sin embargo, las
proteinas del muasculo difieren a las de los vertebrados marinos, debido a
caracteristicas inherentes de sus proteinas miofibrilares, que son mas solubles en
agua y su disposicion también es diferente. Por otro lado, son menos susceptibles a
la congelacion y mas propensas a la desnaturalizacion térmica (De La Fuente-
Betancourt et al., 2008; Murrieta-Martinez et al., 2016).

Proteinas Musculares del Calamar

El manto del calamar se encuentra conformado por fibras musculares circulares, que
se interrumpen por secciones de fibras orientadas radialmente a intervalos regulares,
gue cumplen con la funcion de contraer el manto y hacer que la cavidad de éste se
extienda segun la fuerza de golpe de las fibras circulares. Los principales
componentes interiores de la fibra muscular son las fibrillas (miofibrillas), que
constituyen el aparato contractil. Estas se encuentran envueltas por el sarcoplasma y
algunos elementos como las mitocondrias, tubulos T y el reticulo sarcoplasmico. Las
principales proteinas del musculo son miosina, actina, paramiosina, tropomiosina y
troponina; éstas son solubles en soluciones salinas concentradas, constituyendo
alrededor del 50-80% de la masa proteica muscular; ademas son las responsables
de transformar la energia quimica en mecanica durante la contraccion y relajacion

del musculo (Badui, 2006; Fennema, 2008; Lehninger, 2009). Las proteinas son el

4



principal componente que constituye el tejido muscular, las cuales influyen en la
textura, segin sean su tipo y su estado funcional. Estas desempefian un papel
importante en la calidad nutricional de los alimentos carnicos y pueden clasificarse
segun su solubilidad como miofibrilares, sarcopldsmicas y estromales (Moral et al.,
2002).

Proteinas miofibrilares

La fraccion miofibrilar es soluble en solucion de alta fuerza ionica (0.5 M) y constituye
el 75-85% de la misma, siendo la miosina su principal componente, seguida de la
actina y paramiosina. Esta Gltima es particularmente comin en los invertebrados
marinos y puede representar hasta el 25% de las proteinas miofibrilares (Moral et al.,
2002; Murrieta-Martinez et al., 2016). La miosina es una proteina rica en lisina y
acido glutamico, que representa el mayor constituyente de las proteinas miofibrilares
y se encuentra conformada por seis subunidades, dentro de las cuales se encuentran
presentes dos cadenas pesadas y cuatro ligeras. Las primeras constituyen la mayor
parte de la estructura y se disponen como hélices a extendidas en su extremo
carboxilo terminal, unas sobre otras con un super enrollamiento levogiro que forma
una fibra del tipo de la a-queratina. Por otro lado, la actina es la segunda proteina
miofibrilar de importancia, la cual se encuentra presente en dos tipos de fracciones:
fibrosa y globular. La segunda consta de aproximadamente 450 aminoacidos con un
peso molecular de 46,000 Da; presenta un 30% de conformacion de a-hélice. La
actina globular se asocia para formar polimeros filamentosos largos en presencia de
magnesio que, junto con la miosina, forman el complejo actomiosina en la

contraccion muscular (Badui, 2006; Fennema, 2008; Lehninger, 2009).

Proteinas sarcoplasmicas

Las proteinas sarcoplasmicas representan del 20 al 40% del total de las proteinas
musculares. Estas proteinas son fundamentalmente globulinas y albuminas que

presentan solubilidad en agua y soluciones salinas diluidas. Se constituyen
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principalmente por enzimas implicadas en el metabolismo celular, como las
catepsinas, creatina quinasa, mioglobina, etc (Badui, 2006; Lopez-Enriquez et al.,
2015).

Proteinas estromales

La fraccidon estromal es insoluble y se compone principalmente de tejido conectivo,
representando aproximadamente el 11% del total de proteina. Su principal
constituyente es el colageno compuesto mayoritariamente por glicina (33%), prolina
(12%), alanina (11%) e hidroxiprolina (10%), siendo deficiente principalmente en
lisina y triptéfano. En términos de composicién quimica, el tropocolageno, su
mondmero, se integra de tres cadenas polipeptidicas de peso molecular de 100,000
Da cada una, que en conjunto forman una triple hélice; las tres proteinas se enlazan
entre si a través de uniones intermoleculares cruzadas que le confieren gran rigidez
a la estructura y baja solubilidad; a su vez, la interaccién de las moléculas de
tropocolageno produce fibras que dan origen al colageno propiamente dicho (Badui,
2006; Murrieta-Martinez et al., 2016).

Propiedades Funcionales de las Proteinas

En su forma méas simple, las propiedades funcionales de las proteinas se definen
como aquellas caracteristicas fisicoquimicas que afectan y modifican el
comportamiento de las proteinas en los sistemas alimenticios durante el
almacenamiento, coccién y consumo. Estas representan interacciones complejas
entre la conformacion, estructura y composicion de las proteinas bajo la influencia de
otros componentes de los alimentos y el medio ambiente. Las proteinas cumplen con
varios propdsitos no nutricionales, como el de proporcionar o estabilizar la estructura
caracteristica en alimentos. Dentro de las principales propiedades funcionales de las
proteinas incluye la capacidad para formar o estabilizar geles, emulsiones y espumas
(Foegeding y Davis, 2011; Mirmoghtadaie et al., 2016).



Solubilidad de las proteinas

La solubilidad de una proteina describe la capacidad para formar soluciones
coloidales. Esta depende del estado fisicoquimico de sus moléculas, que puede
verse alterada por calentamiento, procesamiento, secado y las condiciones de
almacenamiento. La solubilidad de la mayor parte de las proteinas dependera del pH,
fuerza idnica, temperatura y presencia de solventes organicos (Pilosof y Bartholomai,
2000).

Capacidad espumante

La espuma es un sistema de dos fases, el cual se describe como gas en
dispersiones liquidas (celdas de aire separadas por una capa liquida continua
llamada lamela) (g/l) o como gas en dispersiones sélidas (g/s). Las espumas en
alimentos son un sistema complejo, el cual incluye una mezcla de gases, liquidos,
sélidos y tensoactivos. En su forma mas simple, una espuma consiste en una burbuja
de gas dispersa rodeada por una fase continua, dentro de la cual pueden
encontrarse las proteinas. Las proteinas, por su caracter anfipatico, tienen la
capacidad de formar peliculas interfaciales debido a la interaccion con proteinas
adyacentes que se adsorben en interfases fluidas, o que le confiere distintas
propiedades tales como espesor, permeabilidad y viscoelasticidad. Esto desempefia
un papel importante en la formacién y estabilidad de los sistemas dispersos en
alimentos, como son las espumas (Foegeding y Davis, 2011; Morales et al., 2015;
Singh et al., 2017).

Desarrollo de Espumas por Métodos Convencionales

Las proteinas contribuyen en la formacion de espuma debido a su rapida adsorcion

en las interfases aire/agua, reduciendo la tension interfacial y alterando la viscosidad



de la fase continua. Los alimentos que contienen estructuras a base de espuma
deben considerarse en el contexto de tres etapas importantes y parcialmente
distintas: formacion, estabilidad y drenado (Foegeding y Davis, 2011).

La formacion de espumas con proteinas implica un proceso de desnaturalizacion
parcial, ya que debe presentarse un desplegamiento de la estructura proteica para
que, de esta manera, los aminoacidos hidrofébicos queden orientados hacia el
interior de la burbuja y los hidrofébicos hacia el exterior, en contacto con la fase
acuosa. Por otro lado, una desnaturalizacion excesiva producida por un proceso de
calentamiento drastico reduce su capacidad de espumado debido a que promueve la
formacion de agregados, que se ve reflejado en el colapso y drenado del sistema.
Sin embargo, en el caso de algunos tipos de proteinas se ha observado que un
calentamiento gradual hasta alcanzar temperaturas elevadas puede estabilizar la
espuma debido a que ésta coagula en forma de pelicula, estableciendo una lamela
mas resistente, casi solida. La incorporaciéon de aire en la fase acuosa puede
realizarse de dos maneras: por dispersion o por condensacion. En el primer caso, el
aire se inyecta directamente sobre la fase liquida mediante boquillas o por un batido
vigoroso del medio liquido. En el segundo caso se utiliza aire presurizado que se
disuelve en la fase liquida a espumar, que, al liberarse la presion, la expansion del

aire forma la espuma (Badui, 2006).

Ultrasonido

El ultrasonido es una tecnologia relativamente nueva que resulta de interés para la
industria alimenticia, ya que puede mejorar las propiedades quimicas, fisicas y
funcionales de diversos alimentos. Esto se debe a la presencia de fendmenos fisicos
y quimicos ocasionados por la cavitacion. Algunas fuerzas fisicas involucradas en la
cavitacion son la agitacion mecanica, fuerzas de corte, ondas de choque, puntos de
calentamiento, entre otros. Dentro del ambiente térmico generado dentro de las
burbujas de cavitacion conduce a la generacién de una variedad de reacciones

quimicas, incluyendo la formacion de radicales altamente reactivos. El ultrasonido se



define como una onda acustica que genera regiones de alta y baja presion causando
variacion en la presion acustica la cual es directamente proporcional a la cantidad de
energia aplicada al sistema. Este puede clasificarse en dos categorias: ultrasonido
de alta y baja intensidad (Ashokkumar, 2015; Chemat et al., 2011; Higuera-Barraza
et al., 2016).

Clasificacion del Ultrasonido de Alta y Baja Intensidad

El ultrasonido es una tecnologia que se basa en ondas acuUsticas que tienen una
frecuencia superior al umbral de deteccién del oido humano (>20 kHz), el cual puede
clasificarse seglin sea su intensidad: 1) baja intensidad (1 W/cm?) con frecuencia de
5-10 MHz, utilizada para la uso diagnostico en medicina, y 2) alta intensidad (10-
1000 W/cm?) con frecuencia de 20-100 kHz, cuyo empleo tiene la finalidad de
modificar las propiedades fisicoquimicas de los alimentos (Malik et al., 2017).

Fundamento del Ultrasonido

Los efectos del ultrasonido sobre las estructuras alimenticias se relacionan con la
cavitacion, calentamiento, agitacion dinamica, esfuerzo cortante y turbulencia. El
efecto de cavitacion consiste en la rapida formacién y colapso de burbujas de gas
gue ocasiona un aumento de la temperatura en el sitio del colapso debido a cambios
de presion localizados que ocurren en periodos de tiempo corto (en microsegundos).
Las ondas acusticas se generan a partir de la conversion de energia eléctrica en
energia mecanica por medio de un transductor, el cual oscila en respuesta a la
energia eléctrica y por una punta (parte del sonotrodo) que produce vibraciones

mecanicas (Morales et al., 2015; O’Sullivan et al., 2017).



Cambios Conformacionales de las Proteinas por Efecto del

Ultrasonido

El ultrasonido es una tecnologia no destructiva que se aplica para la modificacion
estructural de las proteinas mediante ondas sonoras, que se utilizan para la mejora
de la calidad y las propiedades fisicoquimicas. Se ha demostrado que el ultrasonido
tiene un efecto positivo en la propiedad espumante, viéndose incrementada su
estabilidad debido a que su aplicacién induce la dispersion de las particulas de
proteina con mayor uniformidad. Ademas causa su desplegamiento y expone sus
grupos hidrofébicos e hidrofilicos que son esenciales para la adsorcion de proteinas
en la interfase en un sistema coloidal (Mirmoghtadaie et al., 2016). En este sentido,
se encuentra documentado que el ultrasonido tiene un efecto sobre la estructura
espacial de la proteina a nivel secundario, induciendo el despliegue de la region a
helicoidal y, consecuentemente, la formacién de laminas [, giros B y contenidos
desordenados. También puede presentarse otro tipo de comportamiento, como un
incremento de las conformaciones a helicoidales y un descenso en las
conformaciones de laminas B y contenido desordenado. El tipo de comportamiento
depende de las caracteristicas inherentes de cada fuente proteica que no solamente
depende de su secuencia de aminoacidos, sino también del tipo de interacciones que
se encuentren presentes en cada region de la proteina que, al interrumpirse por
efecto del ultrasonido, las estructuras en su forma nativa sufririan un rearreglo
espacial (Hu et al.,, 2013; Li, Kang, Zhao, Xu, & Zhou, 2014). No obstante, el
ultrasonido también puede generar la formacion de radicales libres y superdxidos
debido al rompimiento de la molécula de agua, lo cual puede conducir a la formacién
de agregados proteicos en un medio acuoso. La formacion de peréxido por efecto de
la cavitacion puede conducir a la oxidacion de los grupos sulfhidrilos libres a acido
sulfinico resultando indeseable. Por lo anterior, es importante el conocimiento del
funcionamiento de esta tecnologia para la correcta seleccion y estandarizacion de los
parametros que generaran una espuma con la calidad aceptable de sus atributos

sensoriales en un producto alimenticio (Mirmoghtadaie et al., 2016).
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HIPOTESIS

La aplicacion de pulsos ultrasonicos de alta intensidad mejora la capacidad
espumante de las proteinas miofibrilares del manto de calamar gigante (Dosidicus

gigas).
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto de los pulsos ultrasénicos sobre la propiedad espumante de las

proteinas miofibrilares del manto de calamar gigante (Dosidicus gigas).
Objetivos Especificos
1. Evaluar el efecto de la aplicacién de pulsos ultrasonicos sobre los cambios

fisicoquimicos de las proteinas.

2. Determinar el efecto de los pulsos ultrasénicos sobre la propiedad espumante
de las proteinas miofibrilares del manto de calamar gigante.

12



MATERIALES Y METODOS

Obtencién de Materia Prima

Se utilizé manto de calamar gigante (Dosidicus gigas) obtenido de un comercio local
en Hermosillo, Sonora. Posterior a su compra, se llevd directamente al Laboratorio
de Analisis Generales del Departamento de Investigacion y Posgrado en Alimentos
de la Universidad de Sonora. Los mantos se mantuvieron en condiciones de

congelacion a -20 °C hasta su posterior utilizacion.

Obtencion de Concentrado Proteico (CP)

Las muestras de calamar se descongelaron a 4-5 °C durante 24 h, para
posteriormente proceder a la obtencion de un concentrado proteico (CP) segun la
metodologia descrita por Higuera-Barraza et al. (2017). Para ello, se homogeneiz6 el
manto con agua destilada en relacién 1:3 (manto: agua destilada) y se centrifug6 a
10,375 g durante 30 min a 4 °C en una centrifuga refrigerada (Sorvall Biofugue
Stratos, Thermo Scientific, Darmstadt, Hesse, Alemania). Se descartd el
sobrenadante y el precipitado resultante se consider6 como CP y se almacené en

refrigeracion a 2 °C hasta su uso.

Cuantificacion de Proteinas

Se determiné el contenido de proteina en el CP mediante el método descrito por la
AOAC (2005).
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Aplicacion de Ultrasonido al Concentrado Proteico

Se desarrollaron soluciones de 100 mL de proteina a una concentracion de 5 mg/mL.
Una vez preparadas las soluciones, se les aplico ultrasonido pulsado en 4 tiempos
diferentes (0, 1, 3y 5 min; 20 y 40% de amplitud). Para su aplicacion, se hizo uso de
un ultrasonicador SFX 550 (Branson Digital Sonifier, Danbury, Connecticut, USA)

provisto de un piezoeléctrico con punta de 12.7 mm de didmetro, de acero inoxidable.

Fase 1. Cambios Fisicoquimicos de las Proteinas del Concentrado Proteico

Potencial de Hidrégeno (pH)

La medicion del potencial de hidrogeno (pH) se realizé con el objetivo de determinar
la concentracion de iones de hidrégeno presente en las muestras y de la que
presentarian por efecto de la aplicacién del ultrasonido. La medicion del pH se realiz6
segun la metodologia descrita por Woyewoda (1986). Se utiliz6 un Seven Easy pH
meter (Mettler Toledo, UK). Previo a su utilizacion, el equipo se calibré con los
buffers estandar de pH conocido (4, 7 y 10). Los valores obtenidos se reportaron

como el promedio y la desviacién estandar de tres repeticiones.

Electroforesis en gel de poliacrilamida

Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE) y reductor
(SDS-PAGE reductor). La electroforesis en gel de poliacrilamida se realizd con la
finalidad de determinar si existe un cambio en el perfil de peso molecular de las
proteinas presentes en el concentrado proteico (CP) por efecto del tratamiento
aplicado. Para su realizacién se siguioé la metodologia descrita por Laemmli (1970),
donde cada muestra se mezclo con un buffer muestra, en una relacion 1:1, se
homogeneizaron y cargaron 11.25 pg de proteina por cada tratamiento, utilizando
una unidad para electroforesis Mini PROTEAN ®3 Cell Multi-casting (Bio-Rad
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Laboratories, Hércules, CA). Se utilizO una mezcla de proteinas estandar de alto
rango (Sigma Aldrich®), compuesta por las siguientes proteinas: cadena pesada de
miosina (200 kDa), B-galactosidasa (116 kDa), fosforilasa B (97 kDa), albumina de
suero bovino (66 kDa), glutamato deshidrogenasa (55 kDa), ovoalbumina (45 kDa),
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (36 kDa), anhidrasa carbdnica (29 kDa),
tripsinégeno (24 kDa), inhibidor de tripsina (20 kDa), lactoalbumina (14.2 kDa) y
aprotinina (6.5 kDa). La corrida electroforética se llevd a cabo a temperatura
ambiente a un voltaje de 100 volts. Finalmente, las bandas se tifieron con azul
coomassie al 0.05% y se destifieron en una solucion de metanol al 40% y acido
acético al 7%. Se realiz6 un densitograma de las muestras a partir de los geles SDS-
PAGE y SDS-PAGE reductor en funcion de la cantidad relativa de cada carril

derivado de la densidad 6ptica, y se uso el programa Quantity One (version 4.6.9).

Electroforesis en gel de poliacrilamida nativo (PAGE). Para la realizacion de la
electroforesis en condiciones nativas, se sigui6 de manera similar el protocolo
descrito en la seccion anterior, donde cada muestra se mezclé con buffer muestra,
sin la adicion de SDS ni 2-mercaptoetanol, en relacién 1:1. Las muestras se
homogenizaron sin ser sometidas a un tratamiento térmico, y cargaron 11.25 ug de
proteina por cada tratamiento, utilizando una unidad para electroforesis Mini
PROTEAN ®3 Cell Multi-casting (Bio-Rad Laboratories, Hércules, CA). Se utiliz6 una
mezcla de proteinas estandar nativa (Sigma Aldrich®) compuesta por las siguientes
proteinas: ureasa (hexamero, 545 kDa; trimero, 272 kDa), albumina de suero bovino
(dimero, 132 kDa; monoémero, 66 kDa), albumina de clara de huevo (45 kDa). La
corrida electroforética se llevo a cabo a temperatura ambiente a un voltaje de 80 volts.
Finalmente, las bandas se tifieron con azul coomassie al 0.05% y se destifieron en
una solucion de metanol al 40% y acido acético al 7%. Se realiz6 un densitograma de
las muestras a partir de los geles PAGE en funcién de la cantidad relativa de cada
carril derivado de la densidad Optica, y se usoO el programa Quantity One (version
4.6.9).
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Hidrofobicidad de superficie (So0)

La hidrofobicidad de superficie de la proteina permite conocer el grado de exposicion
y desplegamiento de los residuos apolares que se relaciona con cambios
conformacionales. Para su determinacion se prepar6 una soluciéon madre de proteina
(5 mg/mL) y a partir de ésta se prepararon soluciones en concentraciones de 0, 0.1,
0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 mg/mL. Se tomaron 3 mL de cada una de las soluciones y se les
adicion6 80 pL de 1-anilino-8-naftalenosulfonato (ANS) dejando reposar en ausencia
de luz por 15 min. Posteriormente se midio la intensidad de fluorescencia utilizando
un espectrofotometro de fluorescencia (Agilent Technologies; Cary Eclipse; California,
USA) a una longitud de onda de excitacién/emision de 370/490, respectivamente. El
indice de hidrofobicidad de superficie (So) resulté de la pendiente del grafico de
intensidad de fluorescencia vs concentracion de proteina (%, p/v) (Alizadeh-Pasdar y
Li-Chan, 2000).

Viscosidad de las soluciones proteicas

La determinacion de la viscosidad permite conocer el estado de dispersion de la
proteina que se relaciona con cambios en la solubilidad. La medicion permitié
identificar si el tratamiento del ultrasonido pulsado afecté la viscosidad de la proteina,
asi como la posible formacién de agregados y su efecto en la funcionalidad de la
proteina. Se sigui6 la metodologia propuesta por Morris (1981) donde se hizo uso de
un Redémetro Anton Parr MCR 102, partiendo de una concentracién preestablecida
de proteina (5 mg/mL) a 25 °C. Se utilizé un volumen de 19 mL a los que se le aplico
una tasa de corte de 0.1-450 S™.

Didmetro hidrodindmico (tamafio de particula)

La medicion del diametro permite observar los cambios en el tamafo de particula por
efecto del tratamiento de ultrasonido pulsado, asi como la uniformidad del tamafio de

las particulas. Para esto, se siguié la metodologia propuesta por Gordon y Pilosof
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(2010) donde se hizo uso de un dispersor dinamico de luz laser Mastersizer 2000
(Zetasizer Nano-ZS, Malvern Instruments, Worcestershire, UK) para determinar el
tamafio de particula por espectrometria de correlacién fotonica y dispersion de luz
con un rango de deteccién de 0.02 a 2000 pum. La muestra de proteina (5 mg/mL) se
diluy6 en relacion 1:100 (proteina: agua destilada). Posteriormente, se colocé en una
cubeta desechable 101-QS y se realizaron tres mediciones por muestra a 633 nm (se
tomaron 10 lecturas de cada muestra) a una temperatura constante de 25 °C. De los
datos obtenidos, se generaron gréaficos expresados en la intensidad del haz de luz

(%) vs el radio del tamafio de particula (nm) que se detectd por espectrometria.

Potencial Zeta

La determinacion de este parametro se realiz6 con la finalidad de conocer la carga y
el estado de dispersiébn de las proteinas, que se relaciona con los cambios
fisicoquimicos del sistema coloidal. Se siguié la metodologia propuesta por Arzeni
(2015) utilizando un equipo Mastersizer 2000 (Zetasizer Nano-ZS, Malvern
Instruments, Worcetershire) con angulo fijo de 17 °. Las soluciones de proteina
pulsadas se diluyeron en relacion 1:100 y, posteriormente, se colocaron en una celda
especial con electrodos (DTS 106C, Malvern Instruments, Worcestershire, UK).

Finalmente, se obtuvo la media de tres mediciones.

Fase 2. Cambios en la Propiedad Espumante de la Proteina por Efecto del

Ultrasonido

Preparacion de la espuma

A partir de las soluciones proteicas [5 mg/mL] previamente tratadas con ultrasonido
de pulsos (a 0, 1, 3 y 5 min), fue que se prepararon las espumas mediante la

metodologia propuesta por Lépez-Enriquez (2015). Una vez formados los diferentes
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sistemas coloidales, se determiné la capacidad espumante de la proteina a través de

diferentes metodologias que se describen a continuacion.

Capacidad espumante (CE) y estabilidad espumante (EE)

Se tomaron 20 mL de solucidon de proteina y se homogeneizaron en una probeta
graduada a 5,000 rpm por 1 min, utilizando un homogeneizador de tejidos (OMNI
GLH850; Kennesaw, United States) con un tamafo de punta de 20 mm x 195 mm,
gue se introdujo a 1 cm de profundidad. Inmediatamente se calcul6 el volumen de la
espuma generada a los 30 s después de su elaboracién. El incremento de volumen
se expres6é como porcentaje de capacidad espumante (CE) y se calculé con la

siguiente ecuacion:

CE (%) = Volumen de espuma después de 30 s (mL) « 100
o Volumen liquido inicial (mL)

La estabilidad espumante (EE) se midié cada hora durante 6 horas y se calcul6 como
porcentaje de espuma restante después de 1 h a 25 °C, utilizando la siguiente

ecuacion:

EE (%) = Volumen de espuma (mL) restante después de 1 h « 100
o Volumen de espuma después de 30 s (mL)

Disefio Experimental y Analisis Estadistico

Los datos se analizaron a través de un arreglo multifactorial, donde los factores
principales fueron: amplitud y tiempo de aplicacion de ultrasonido. El primero con dos
niveles (20 y 40% de amplitud) y el segundo con cuatro niveles (0, 1, 3y 5 min).

Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias, con comparaciones

multiples de Tukey usando un nivel de significancia del 5%. Se llevaron a cabo tres
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repeticiones del experimento y cada determinacion se realiz6 por triplicado. Los

datos se analizaron usando el programa SPSS version 22.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Potencial de Hidrégeno (pH)

Los valores de la medicion de pH se muestran en la Figura 1. Para todos los
tratamientos no se observaron cambios en el valor de pH de las soluciones proteicas
(p>0.05). Se sugiere que las condiciones de los tratamientos aplicados no fueron lo
suficientemente drasticas como para inducir un desequilibrio en la formacion de iones
hidrogenos libres (H)* o la ionizacidn del sistema agua-proteina. Esto coincide con lo
reportado por Higuera-Barraza et al. (2017), que aplicaron ultrasonido (20 kHz; 20 y
40%; 30, 60, 90 s) en solucién de proteina de calamar gigante (Dosidicus gigas) (5
mg/mL) y no se observaron cambios en este parametro, debido a que las
condiciones de ultrasonido aplicadas no promovieron la ionizacion de los grupos
ionizables de las proteinas o la hidrélisis de éstas. Lo anterior difiere con lo reportado
por Amiri et al. (2018), que aplicaron ultrasonido (20 kHz; 100 y 300 W; 10, 20 y 30
min) a una solucion de proteina miofibrilar de tejido muscular de res (Longissimus
dorsi) (3% p/v), donde el pH incrementé a medida que aumentd el tiempo de
aplicacion de ultrasonido. Lo anterior se le atribuye al fendmeno de cavitacion, donde
se genera un incremento local de la presion y temperatura en el sitio de colapso de
las burbujas de cavitacion, que induce el desplegamiento de la proteina y la
formacion de radicales libres, mismos que interaccionan con los aminoacidos acidos
de la cadena lateral de las proteinas, ocasionando una predominancia de los

aminoacidos basicos.
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Figura 1. Efecto del ultrasonido sobre los cambios de pH en proteina de calamar gigante (Dosidicus
gigas). Los datos son la media + la desviacion estdndar de tres repeticiones.
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Electroforesis en Gel de Poliacrilamida

Los efectos de la aplicacion de ultrasonido sobre el perfil electroforético de las
soluciones de proteina de calamar gigante (Dosidicus gigas) en condiciones
desnaturalizantes y reductoras, se muestran en la Figura 2 y 4, respectivamente. Se
observan las principales bandas descritas para esta especie, que son la cadena
pesada de miosina (CPM) (~200 kDa), meromiosina pesada (MMP) (~130 kDa),
paramiosina (PM) (~97 kDa), meromiosina ligera (MML) (~70 kDa), actina (ACT) (~45
kDa) y tropomiosina (TM) (~38-41 kDa) (Lv et al., 2017; Tolano-Villaverde et al.,
2017). La aplicacion de ultrasonido sobre la proteina no mostr6 cambios en el patron
de bandas para ambos geles, lo que sugiere que las condiciones establecidas de
tiempo y amplitud del ultrasonido no fueron lo suficientemente drasticas para generar
la formacion de puentes disulfuro o la ruptura de enlaces peptidicos, ni la formacion
de agregados mediante la formacion de enlaces covalentes distintos a los S-S. Esto
puede corroborarse con sus respectivos densitogramas (Figura 3 y 5). Lo anterior
coincide con lo previamente reportado por Singh et al. (2017), quienes evaluaron el
efecto del ultrasonido (20 kHz; 70%; 30 min) en una solucién proteica a partir de
ovario de calamar (Loligo formosana) en geles de electroforesis en condiciones
desnaturalizantes y reductoras, donde no se mostraron cambios en el patron de
bandeo. En otro estudio, Higuera-Barraza et al. (2017) aplicaron ultrasonido (20 kHz;
20 y 40%; 30, 60 y 90 s) a una solucion proteica de calamar gigante (Dosidicus
gigas) y evaluaron su efecto en geles de electroforesis en condiciones
desnaturalizantes, donde el patron de bandeo no mostré cambios respecto al control.
Cabe sefialar que, el no encontrar cambios en el patrén de bandeo es lo esperado,
ya que esto indica que el tratamiento no es drastico y no promueve la hidrélisis
proteica ni la formacion de agregados.

Respecto al gel en condiciones nativas (Figura 6), se observan las principales
bandas reportadas para esta especie, que son miosina (MIO) (~500 kDa),
paramiosina (PM) (~220 kDa) y actina (ACT) (~43-50 kDa) (Tolano-Villaverde et al.,

2017). La aplicacion de ultrasonido sobre la proteina mostré cambios en el patron de
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bandeo, con la aparicién de bandas debajo de la banda de miosina (MIO), segun fue
incrementando tanto el tiempo como amplitud de ultrasonido. Esto sugiere que las
condiciones establecidas de tiempo y amplitud promovieron el rompimiento de
interacciones electrostaticas o de Van der Waals que conforman los agregados
proteicos, apareciendo dos bandas nuevas debajo de la banda descrita para miosina,
qgue podrian sugerirse como la cadena ligera de miosina y meromiosina; lo cual se
corrobora en el densitograma con la aparicion de nuevos picos debajo del pico
descrito para miosina (Figura 7).
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Figura 2. Efecto del ultrasonido en el perfil electroforético de proteina de calamar gigante (Dosidicus gigas)
en condiciones desnaturalizantes. Carril M, Marcador; C, Control; 20-1, 20%-1 min; 20-3, 20%-3 min; 20-5,

20%-5 min; 40-1, 40%-1 min; 40-3, 40%-3 min; 40-5, 40%-5 min.
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Figura 3. Densitograma de proteina de calamar gigante (Dosidicus gigas) en
condiciones desnaturalizantes. Control, C; 20%-1 min, 20-1; 20%-3 min, 20-3;
20%-5 min, 20-5; 40%-1 min, 40-1; 40%-3 min, 40-3; 40%-5 min, 40-5.
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Figura 4. Efecto del ultrasonido en el perfil electroforético de proteina de calamar gigante (Dosidicus gigas)
en condiciones reductoras. Carril M, Marcador; C, Control; 20-1, 20%-1 min; 20-3, 20%-3 min; 20-5, 20%-5
min; 40-1, 40%-1 min; 40-3, 40%-3 min; 40-5, 40%-5 min.
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Figura 5. Densitograma de proteina de calamar gigante (Dosidicus gigas) en

condiciones reductoras. Control, C; 20%-1 min, 20-1; 20%-3 min, 20-3; 20%-5
min, 20-5; 40%-1 min, 40-1; 40%-3 min, 40-3; 40%-5 min, 40-5.
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Figura 7. Densitograma de proteina de calamar gigante (Dosidicus gigas) en
condiciones nativas. Control, C; 20%-1 min, 20-1; 20%-3 min, 20-3; 20%-5 min,
20-5; 40%-1 min, 40-1; 40%-3 min, 40-3; 40%-5 min, 40-5.
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Hidrofobicidad de superficie (So)

La hidrofobicidad de superficie (So) de una solucion proteica nos indica la exposicion
de grupos hidrofébicos en la superficie de la molécula, que se encuentra en contacto
con el ambiente polar acuoso. Debido a la estructura molecular de las proteinas, la
hidrofobicidad de superficie tiene gran influencia en la estabilidad, conformacion y
propiedad funcional; por lo que una variacion en este parametro sugiere cambios
conformacionales o un desplegamiento proteico (Chandrapala et al, 2011; Hu et al.,
2013). En las Figuras 8 y 9 se puede observar que hay un aumento en la
hidrofobicidad en todos los tratamientos, segun incrementd tanto el tiempo como la
amplitud aplicados, lo que indica que el ultrasonido tuvo un efecto (p<0.05) sobre la
estructura tridimensional de la proteina. La muestra control (sin pulsos) mostré una
pendiente de 98.188 (r’= 0.9938), mientras que la muestra tratada con 20% y 3 min
mostr6 el valor mas alto 115.97 (r>= 0.9999), que corresponde a un incremento del
18.11% en hidrofobicidad. Sin embargo, la muestra 20-3 no mostré una diferencia
significativa (p>0.05) con los tratamientos 20-5, 40-1, 40-3 y 40-5. Lo anterior se le
atribuye al efecto de cavitacion que indujo un desplegamiento proteico y logré una
mayor exposicion de los residuos hidrofébicos que se encuentran en el interior de las
estructuras helicoidales de la cola de la miosina en todos los tratamientos. Esto
coincide con lo previamente reportado por Higuera-Barraza et al. (2017), quienes
aplicaron ultrasonido (20 kHz; 20 y 40%; 30, 60 y 90 s) a una solucion proteica de
calamar gigante (Dosidicus gigas) y observaron un incremento en la hidrofobicidad
de superficie. En otro estudio, Hu et al. (2013) aplicaron ultrasonido (20 kHz; 200,
400 y 600 W; 15 y 30 min) a una solucion de proteina de soya, donde se observé un
incremento al aumentar tanto el tiempo como la energia aplicada. Por otro lado,
Chandrapala et al. (2011) aplicaron ultrasonido (20 kHz; 1, 5, 10, 20, 30 y 60 min;
50%; 31 W) a una solucion de proteina de lactosuero, donde la hidrofobicidad de
superficie incrementé hasta los 5 min de sonicacion, posiblemente por la

desnaturalizacion parcial de la proteina, inducida por el ultrasonido. Sin embargo, la
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hidrofobicidad disminuyd en tiempos mayores a 5 min, debido al incremento de

interacciones proteina-proteina, que es un signo de agregacion.
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Figura 8. Efecto del ultrasonido al 20% sobre la hidrofobicidad de superficie
(So) de las proteinas de calamar gigante (Dosidicus gigas). Control, C; 20%-1
min, 20-1; 20%-3 min, 20-3; 20%-5 min, 20-5.
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Figura 9. Efecto del ultrasonido al 40% sobre la hidrofobicidad de superficie
(So) de las proteinas de calamar gigante (Dosidicus gigas). Control, C; 40%-1
min, 40-1; 40%-3 min, 40-3; 40%-5 min, 40-5.
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Viscosidad de las soluciones proteicas

En la Figura 10 se muestra el efecto del ultrasonido sobre el comportamiento viscoso,
donde se observo un comportamiento lineal (o0 Newtoniano) en el tratamiento control
mientras que en el resto de los tratamientos uno pseudoplastico (o adelgazamiento
por cizalla). La disminucion de la viscosidad segun el incremento de la tasa de corte
se ocasiona por la ruptura de los enlaces quimicos al aumentar y superar el
movimiento browniano, las cadenas proteicas se alinean paralelas a la direccion del
flujo causando menor resistencia a fluir, trayendo consigo una menor viscosidad. Un
incremento en el esfuerzo de corte puede estar relacionado con el desplegamiento
de la proteina, que permite una mayor exposicion de residuos tanto hidrofébicos
como hidrofilicos, que podrian mejorar las interacciones proteina-agua (Figura 11).
Esto se ve reflejado en un cambio en las caracteristicas reolégicas de las muestras.
A partir de la grafica del comportamiento de la viscosidad en funcion del tiempo a una
velocidad de corte constante, fue posible ver una buena estabilidad,
independientemente del tratamiento (Figura 12) y esto podria explicar la excelente
EE de las proteinas de calamar gigante. Segun los resultados, el aumento o la
disminucién de la viscosidad, asi como su estabilidad a lo largo del tiempo,
dependeran de las caracteristicas inherentes del sistema de proteinas y de las
condiciones de ultrasonido aplicadas.

Esto coincide con lo previamente reportado por Tan et al. (2015), quienes evaluaron
el efecto del ultrasonido (20 kHz; 5, 15 y 25 min; 20, 40 y 60%) sobre una solucion
proteica de lactosuero (10, 15 y 20% p/v), encontrando una tendencia ascendente
segun el incremento del tiempo, amplitud y concentracion de las muestras. Los
autores le atribuyen este comportamiento al efecto cavitatorio que pudo haber
interrumpido las interacciones electrostaticas de las proteinas, desplegandolas y
volviéndolas menos compactas, trayendo como consecuencia un incremento en su
volumen, que generd un aumento en la viscosidad. En un estudio relacionado con
proteina muscular, Amiri et al. (2018) aplicaron ultrasonido (20 kHz; 100 y 300 W; 10,
20 y 30 min) a una solucion de proteina miofibrilar de tejido muscular de res
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(Longissimus dorsi) (3% p/v), observando una disminucién de la viscosidad debido al
incremento del tiempo y energia del ultrasonido. Este comportamiento se relaciona
con las fuerzas fisicas producidas durante la cavitacion, que generan el rompimiento
de interacciones entre los filamentos de la proteina miofibrilar, y por consiguiente un
reordenamiento de las moléculas a lo largo del campo de flujo, exhibiendo una menor
resistencia a fluir. De manera similar, Wang et al. (2017) aplicaron ultrasonido (20
kHz; 240 W; 0, 3, 6, 9, 12 y 15 min) a una solucién de proteina miofibrilar de musculo
de pollo (0.5% p/v), encontrando una disminucién del esfuerzo de corte en la curva
de flujo segun fue incrementando el tiempo de aplicacion del ultrasonido, que se
atribuye a la interrupciéon de las interacciones hidrofébicas internas de las muestras,
previniendo la agregacion de las proteinas por efecto de una mayor fuerza de corte y

un movimiento molecular rapido producidos durante la cavitacion.
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Figura 10. Efecto del ultrasonido sobre la curva de viscosidad de las proteinas de calamar
gigante (Dosidicus gigas). Control, C; 20%-1 min, 20-1; 20%-3 min, 20-3; 20%-5 min, 20-5;
40%-1 min, 40-1; 40%-3 min, 40-3; 40%-5 min, 40-5.
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Figura 11. Efecto del ultrasonido sobre la curva de flujo de las proteinas de calamar gigante
(Dosidicus gigas). Control, C; 20%-1 min, 20-1; 20%-3 min, 20-3; 20%-5 min, 20-5; 40%-1 min,
40-1; 40%-3 min, 40-3; 40%-5 min, 40-5.

37



0.040

0.035 1

0.030 -
.. m C
% 0.025 = 201
& s 20-3
o
5 0.020 " 205
;o
(73] [ ] -
Q -
S 0.015 . 405
5 -
0.010 4,
0.005 -
e |
0.000 : : : : : :
0 100 200 300
Tiempo (s)

Figura 12. Efecto del ultrasonido sobre la viscosidad de las proteinas de calamar gigante
(Dosidicus gigas). Control, C; 20%-1 min, 20-1; 20%-3 min, 20-3; 20%-5 min, 20-5; 40%-1 min,
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Diametro hidrodinamico (tamafio de particula)

En la Figura 13 se muestra el efecto del ultrasonido sobre la distribucion del tamafio
de particula de las proteinas, donde se observé que hay una reduccion del tamafio
para todos los tratamientos segun increment6 tanto el tiempo como la amplitud del
ultrasonido aplicados, mostrandose un mayor efecto en los tratamientos al 40%. Esto
podria deberse a la cantidad de energia aplicada al sistema, al fendbmeno de
cavitacion y a la turbulencia generada por éste, que conlleva al rompimiento de
aglomerados a particulas mas pequefias, que podrian repercutir en cambios en la
viscosidad.

En este sentido, Amiri et al. (2018) aplicaron ultrasonido (20 kHz; 100 y 300 W; 10,
20 y 30 min) a una solucién de proteina miofibrilar de tejido muscular de res
(Longissimus dorsi) (3% p/v), y observaron un mayor efecto en la distribucion de
tamafio de particula en los tratamientos con 300 W, con un decremento considerable
en el tamafio de las particulas de proteina segun fue mayor el tiempo de aplicacion
de ultrasonido. En otro estudio realizado por Xiong et al. (2016) aplicaron ultrasonido
(20 kHz; 0, 60 y 90%; 20 y 40 min) a una solucién de ovalbumina (5% p/v), y
observaron un incremento en el tamafio de particula y en el indice de polidispersion
para todas las muestras, que se atribuye a las fuerzas turbulentas que pudieran
incrementar la velocidad de colision y agregacion, formando agregados inestables
por medio de interacciones hidrofébicas. Malik et al. (2017) aplicaron ultrasonido (20
kHz; 5, 10, 20 y 30 min; 25%; 500 W) a una solucion de aislado proteico de harina de
girasol (10% p/v), y observaron un decremento en el tamafio de particula para todos
los tratamientos, a excepcion del tratamiento con 30 min de aplicacion, donde se
observd un incremento de éste. Los autores sugieren que este comportamiento se
podria atribuir a una aplicacion prolongada de ultrasonido (mayor a 20 min), lo cual
promueve la agregacion de las particulas. Las distintas respuestas entre los tamafos
de particula se deben en gran medida a las caracteristicas inherentes de cada tipo

de proteina de estudio, que fue sometida al ultrasonido.
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Figura 13. Efecto del ultrasonido sobre el tamafio de particula de las proteinas de calamar

gigante (Dosidicus gigas). Control, C; 20%-1 min, 20-1; 20%-3 min, 20-3; 20%-5 min, 20-5;
40%-1 min, 40-1; 40%-3 min, 40-3; 40%-5 min, 40-5.
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Potencial Zeta

El potencial zeta, o potencial electrocinético, nos brinda informacién sobre el
potencial de una particula coloidal en movimiento dentro del plano de deslizamiento,
bajo un campo eléctrico. El potencial zeta refleja la diferencia de potencial entre la
doble carga eléctrica de las particulas electroforéticamente moviles y la capa del
dispersante alrededor de ellas en el plano de deslizamiento (Bhattacharjee, 2016). La
mayoria de las proteinas poseen residuos hidrofébicos no polares como los grupos
aromaticos y alquilos, grupos iénicos como -NHs* y -COOr, asi como también grupos
polares hidrofilicos como -OH y -NH2, cuyo balance puede influenciar en la carga
superficial final (Martinez-Velasco et al., 2018).

En la Tabla 1 se muestra el efecto del ultrasonido sobre el potencial zeta de las
soluciones proteicas. Las muestras presentaron carga neta negativa debido a una
predominancia de aminoacidos acidos como aspartico y glutamico, donde la muestra
control mostré un potencial zeta de -25.67 + 0.84 mV y el resto de los tratamientos
con ultrasonido mostraron valores de -23.03 + 1.19 a -16.10 + 0.62 mV (p<0.05).
Estos valores se encuentran dentro del umbral de fina dispersion (-16 a -30 mV),
segun la escala Riddick (1968), que nos da informacion sobre la tendencia de las
particulas de proteina hacia la aglomeracion (estabilidad quimica) o de permanecer
en suspension (estabilidad fisica). Una disminucién en la carga superficial se puede
atribuir a la exposiciéon de residuos apolares hidrofébicos mediante el desplegamiento
de la estructura secundaria de la proteina sometida al ultrasonido, con tendencia a
un establecimiento y favorecimiento de interacciones proteina-proteina, que esto
tiene congruencia con la determinacion de hidrofobicidad de superficie y viscosidad.
Xiong et al. (2016) aplicaron ultrasonido (20 kHz; 0, 60 y 90%; 20 y 40 min) a una
solucion de ovalbumina (5% p/v), observando un decremento en la carga neta
superficial, debido a un desplegamiento parcial de la proteina y al incremento de la
hidrofobicidad de superficie, trayendo consigo la disminucion de la barrera
electrostatica. De manera similar, en otro estudio realizado por Xiong et al. (2018)

aplicaron ultrasonido (20 kHz; 0, 30, 60 y 90%; 30 min) a una solucion de aislado
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proteico de chicharo (5% p/v), donde el ultrasonido tuvo un efecto en la disminucion
de la carga superficial de las proteinas y en la barrera electrostatica, contribuyendo
en consecuencia con la propiedad espumante. Por otro lado, Jiang et al. (2014)
aplicaron ultrasonido (20 kHz; 0, 150, 300 y 450 W; 12 y 24 min) a una solucion de
aislado proteico de frijol negro (10% p/v), donde se observo un incremento en el
potencial zeta a 150 y 300 W, y una disminucién al aplicar 450 W. Los autores
atribuyen este comportamiento a que la ultrasonicacion a baja y mediana potencia
podrian incrementar la carga superficial negativa de las proteinas mediante el
reforzamiento de las repulsiones electrostaticas entre las particulas, disrumpiendo los
agregados proteicos e inhibiendo la agregacion adicional, que conlleva a una mejora
en la estabilidad de las dispersiones proteicas. En el caso de las muestras donde
disminuy6 el potencial zeta, se le atribuye a la formacion de agregados cuando las

muestras fueron sometidas a la ultrasonicacion de alta potencia.
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Tabla 1. Efecto del ultrasonido sobre el potencial zeta de las proteinas de calamar gigante (Dosidicus
gigas).

Muestra Potencial zeta (mV)

C -25.672+£0.84
20-1 -23.03"+1.19
20-3 -18.33°+ 0.32
20-5 -18.27¢+ 0.75
40-1 -19.43°+0.70
40-3 -16.109 + 0.62
40-5 -19.87¢+0.83

Control, C; 20%-1 min, 20-1; 20%-3 min, 20-3; 20%-5 min, 20-5; 40%-1 min, 40-1; 40%-3 min, 40-3;
40%-5 min, 40-5. aMedias con diferente literal indican diferencias significativas (p<0.05). Los
valores son promedio de tres réplicas + DE.
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Preparacion de la Espuma

Capacidad Espumante (CE)

El efecto de la aplicacion de ultrasonido sobre la capacidad espumante (CE) se
muestra en la Figura 13. Como puede apreciarse, la CE se vio afectada por la
cantidad de energia que se aplicé durante la ultrasonicacion, observandose un
aumento respecto al control. Se presenté mayor CE en los tratamientos al 40% de
amplitud, siendo 1 min de aplicacion el necesario para lograrlo (p<0.05); mientras
que al utilizar 20% de amplitud, se requirieron 3 min para lograr el mayor efecto
(p<0.05). ElI aumento en la CE puede atribuirse al posible desplegamiento proteico
causado por la aplicacion del ultrasonido, lo cual conlleva a una mayor exposicion de
regiones hidrofébicas hacia la superficie, incrementando las interacciones aire-agua.
Estos resultados concuerdan con los de hidrofobicidad de superficie y con la
electroforesis nativa.

De manera similar, Singh et al. (2017) evaluaron el efecto del ultrasonido (20 kHz; 30,
40, 50, 60y 70%; 10, 15, 20, 25 y 30 min) sobre la propiedad espumante de proteina
de ovario de calamar (Loligo formosana) a una concentracion del 4 % (p/v). Estos
investigadores reportaron un incremento en esta propiedad por efecto del ultrasonido,
siendo el mayor tiempo de aplicacion de ultrasonido donde se obtuvo mayor
capacidad espumante. Los autores atribuyeron lo anterior a la desnaturalizacion
parcial de la proteina, afectando su solubilidad e induciendo la formacion de
agregados a un tiempo mayor de batido, lo que ocasion6 que el sistema de fases
colapsara.

Con esto, se sugiere que la aplicacion de los pulsos ultrasonicos favorecié la

capacidad espumante de las proteinas del manto de calamar gigante (Dosidicus
gigas).
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Figura 14. Efecto del ultrasonido sobre la capacidad espumante (CE) de las proteinas
de calamar gigante (Dosidicus gigas). Los datos son la media * la desviacién estandar
de tres repeticiones.
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Estabilidad Espumante (EE)

En relacion con la estabilidad espumante (EE), en las Figuras 14 y 15 se muestra el
efecto del ultrasonido sobre esta propiedad a 20 y 40% de amplitud, respectivamente.
Se observa que las espumas desarrolladas para todos los tratamientos tienden a
permanecer estables, aun después de 6 h de su preparacion, incluso la espuma
desarrollada a partir de la muestra control. El tratamiento que logré la mayor EE fue
el 40-5 (p>0.05) respecto al control. Lo anterior se puede deber a que el
desplegamiento de la proteina, inducido por el ultrasonido, no sélo expone regiones
hidrofébicas, sino también hidrofilicas. Este cambio conformacional permite una
mayor adsorcion de las proteinas en la interfaz aire-agua debido a una mayor
exposicion de grupos con carga (-NHs*, -COO") que incrementan y favorecen las

interacciones electrostaticas, lo cual permite la formacion y estabilidad de la espuma.

El estudio de esta propiedad en fuentes proteicas de origen marino se encuentra
escasamente reportado, teniendo mas informacion en proteinas de animales
terrestres. En este sentido, Stefanovi¢ et al. (2017) observaron un comportamiento
similar al evaluar la EE de una solucién proteica de clara de huevo tratada con
ultrasonido (20 kHz; 40%; 2, 5, 10, 15 y 20 min). Estos investigadores encontraron un
incremento en la propiedad funcional espumante tanto en CE como en EE, siendo el
tratamiento a los 15 min el méas favorable. Cabe mencionar que los autores realizaron
esta determinacion hasta los 30 min, difiriendo del presente estudio, que se midio el
volumen de espuma remanente de los tratamientos cada hora durante 6 h. Lo
anterior resulta favorable para la presente investigacion debido a que nos brinda mas

informacion sobre la estabilidad de los distintos sistemas proteicos.

Es importante resaltar que la EE del tratamiento control es practicamente estable
(p>0.05) después de 6 h, mientras que, al utilizar 20% de amplitud, 20-1 y 20-3
presentan una disminucion significativa (p<0.05), y sélo 20-5 fue estable después de
6 h (p>0.05). Un resultado similar se aprecia al utilizar 40% de amplitud, donde 40-1
disminuye significativamente a partir de las 4 h (p<0.05), mientas que 40-3 y 40-5

tienen buena EE después de 6 h (p>0.05), pero no mejor que el control en el caso del
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tratamiento 40-3. Lo anterior podria relacionarse con el volumen de espuma
generado y con el tamafo de burbuja, donde se encontré que, los tratamientos con
menor CE mostraron la mayor EE. Estos datos presentan congruencia, pues

regularmente conforme mas pequefa es la burbuja, mayor suele ser su estabilidad.
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Figura 15. Efecto del ultrasonido al 20% sobre la estabilidad espumante (EE) de las proteinas de
calamar gigante (Dosidicus gigas). Los datos son la media = la desviacién estdndar de tres
repeticiones. Control, C; 20%-1 min, 20-1; 20%-3 min, 20-3; 20%-5 min, 20-5.
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Figura 16. Efecto del ultrasonido al 40% sobre la estabilidad espumante (EE) de las proteinas de

calamar gigante (Dosidicus gigas). Los datos son la media + la desviacién estandar de tres
repeticiones. Control, C; 40%-1 min, 40-1; 40%-3 min, 40-3; 40%-5 min, 40-5.
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CONCLUSIONES

La aplicacion de ultrasonido a 20 kHz con 20 y 40% de amplitud muestra un efecto
positivo sobre la propiedad espumante de la proteina de calamar gigante (Dosidicus
gigas) en solucién. Esto se debe al efecto de cavitacion que induce un cambio en la
estructura tridimensional de la proteina y la disminucion del tamafio de particula,
viéndose incrementada la exposicion de grupos hidrofébicos e hidrofilicos hacia la
superficie, y disminuida la carga neta superficial, siendo los tratamientos al 40% de
amplitud donde se observa mayor efecto. Lo anterior repercute en las caracteristicas
reolégicas de la proteina, viéndose incrementada la viscosidad, que conlleva a un
favorecimiento e incremento en la formacion de espuma, aun cuando la estabilidad
espumante no es mejor que en la muestra control si se logra un aumento significativo
en la capacidad espumante. Por lo anterior, la aplicacion de este tratamiento
representa una alternativa para mejorar la funcionalidad de las proteinas obtenidas
del manto de calamar gigante (Dosidicus gigas) para la formacion de espuma.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda la incorporacion de las muestras proteicas tratadas con ultrasonido a

un modelo alimenticio y su posterior caracterizacion y andlisis sensorial.
Se recomienda realizar determinaciones complementarias para obtener mas

informacion sobre los cambios estructurales de la proteina en solucion por efecto del

ultrasonido, como dicroismo circular, FT-IR y calorimetria diferencial de barrido.
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