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En todo organismo vivo se desarrollan procesos
de sintesis y degradacién ordenados segfin las necesida-
des del mismo. Las reacciones quimicas que se producen
durante esos procesos son controladas, en su gran mayo-
ria, por enzimas que regulan las velocidades de reac-
cibén de modo de mantener la organizacién del ser vivo.

Esas enzimas est&n compartimentalizadas en siste-
mas, 6rganos, cé&lulas y particulas subcelulares. Ademis
en los organismos superiores es comin la coexistencia
con microorganismos que pueden ser: simbiontes, paré&-
sitos o contaminantes (bacteriosis, virosis); todos
ellos aportan su dotacién de endo y exoenzimas, y estén
acotados en su desarrollo por los mecanismos de control
de que el organismo superior vivo dispone.

Después de la muerte esa organizacién cesa, nho
existe ya control sobre los microorganismos, la compar-
timentalizacién se deteriora o desaparece y se liberan
las enzimas, dando asi inicio a procesos degradativos
indiscriminados.

En nuestro ecosistema la muerte implica tambien
ingresar a la cadena tr6fica. E1 hombre en su caracter
de ceslabén superior de esa cadena ha procurado limitar
los desordenados procesos degradativos post-mortem, a
fin de evitar que el organismo, ahora alimento, se de-
teriore y resulte desagradable o nocivo para su salud.
Los métodos que ha empleado para ello pueden designar-

se en forma genérica como métodos de conservacidn.



Varian en eficacia y sofisticacién, pudiendo mencionar
algunos desde los m8s primitivos a los m8s modernos:

- tratamiento térmico: coccibn, esterilizacién, etc.

- agregado de aditivos: sales, dcidos, azldcares, etc.

- deshidratacién

- frio

- irradiacibn

- otros

Hesseltine y Wang (1) piensan que el hombre cono-
ci6 primero el secado y ahumado de carnes, y que ds
tarde descubri6 la utilidad de la sal en combinacién
con aquellos y con la fermentacién. Ciertamente hay in-
dicios concretos que el agregado de sal a los alimentos
a fin de extender su tiempo de conservacién, se prac-
tica desde la mis remota antigiledad; siendo un ejemplo
la produccién de salsa de soja desde hace mds de 3000
anos (2), mencionada en el libro de Chau Lai escrito
1000 anos A.C.

Desde entonces la salazén se ha empleado extensa-
mente, en particular con los productos de la pesca, ya
gue es bien conocido que éstos si nc son tratados en
forma adecuada, sufren ripido deterioro al punto que en
zonas cdlidas pueden estar afectados antes de llegar a
tierra para su consumo.

La variedad de especies quc sc preserva con sal

es nuy amplia y los productos obtenidos seglin la regidn



S,

muy diversos, ellos se han ido incorporando paulatina-
mente a la dieta, integrdndose como parte de los h&bi-
tos alimentarios en la tradicién de cada pueblo. Ast
por ejemplo en Europa Central es muy comiin el consuro
de marinados de pescado (salado, sazonado y cocido) y
de bacalao salado y seco. En la peninsula escandinava
se agregan otros productos: gaffelbitar, surstroming,
anchovy, rakorret, etc., que se obtienen mezclando sal,
dcido acético, azfcar y o especies, y dejdndolos varias
semanas en contacto o no con la salmuera que se forma.
En todo el sudeste asiftico y especialmente en Japén
son muy populares los productos de pescado, entre ellos
las salsas y pastas como el nuoc-mam o el bagoon, obte-
nidos por fermentacibén, coccifén y o secado del pescado
adicionado con sal, especies, azficares, almidén, etc..
Mas familiares para nosotros son los productos de las
regiones del Mar [lediterréneo, en particular la anchoi?
ta salada que se prepara a partir de Engraulis encrasi-
cholus Linaeus, pez perteneciente a la familia de los
cupleidos. Todos los métodos conocidos para prepararla
son empiricos y se han ido transmitiendo de generacién
en generacién hasta el presente. La siguiente puede con-
siderarse una descripcién global del proceso (3).

"Se utilizan anchoitas de tamano correspondiente
a 35-40 piezas por Kg con el mayor contenido graso po-

sible (ésto depende de la época de captura). Una vez en
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la fabrica se las mezcla enteras con sal y se las colo-
ca en grandes bateas de concreto, donde permanecen 2-3
dias, a esta operacibn se la llama presalado. Luego se
las descabeza manualmente, de modo que al mismo tiempo
se retiran parte de las visceras. Se las acomoda en re-
cipientes sobre un lecho de sal de aproximadamente 5mm,
paralelas entre si; al completar la primera capa se es-
polvorea con sal y se agrega otra capa de pescados ubi-
cados en &ngulo recto con la anterior, y asi sucesiva-
mente hasta llenarlo, colocando una Gltima capa de sal
Yy sobre ella una tapa de madera que se carga con pesas,
generalmente bloques de concreto, estimdndose necesarios
5 a 6 Xg por cada 10 XKg de anchoita. Los recipientes
pueden ser latas para 20 Kg o barriles de madera para
50, 100, 6 200 Kg.

Dos o tres dias mas tarde el pescado ha disminuf-
do en volumen considerablemente, entonces se saca la ca-
pa superior de sal rellenando los recipientes con pes-
cado y sal, agregando por filtimo la tapa de madera y
los bloques.

Los fluidos expulsados del pescado y la salmuera
que rebalsan, (las tapas son solo una cubierta, no her-
mética) se recogen y utilizan para regar las latas du-
rante el proceso, facilitando la eliminacién ae la san-
grc y la grasa removidas de los tejidos por accién con-

junta de la sal y la prensa. Se considera que la reco-
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leccibn y reciclaje de estos liquidos de lavado tiene
mucha influencia en la calidad del producto final. Si
esta salmuera es insuficiente se usa salmuera fresca
saturada (25%). El tratamiento continfia a temperatura
ambiente por 6 a 7 meses o0 mids, hasta que la aparien-
cia, olor y sabor del pescado coincidan con las carac-
teristicas propias del producto final".

En estas condiciones la anchoita puede comercia-
lizarse entera, directamente en sal, o fileteada y enva-
sada con aceite sin esterilizar.

Estos procesos en los que las caracteristicas or-
ganolépticas del material crudo varian debido a la sali-
da de agua desde los tejidos, la penetracifn de sal en
ellos y el transcurso del tiempo, se denominan madura-
cibén. Son una de las muchas formas de curado a las que
se puede someter una carne, entendiendose por curado (4)
a las distintas combinaciones de deshidrataciédn con ahu-
nmado o adobado.

Los factores que gobiernan la evolucién correcta
de la maduracién son muchos, y conforman un complejo
mosaico de parlmetros interrelacionados. Entre otros po-
demos citar: propiedades de la.materia prima, caracte-
risticas de la sal, condiciones fisicas del proceso:
prensa, temperatura, etc..

Seglin varios autores ademds del grado de frescura

del pescado, su contenido graso es muy importante (5)(6)



(7) (8), ya sea desde el punto de vista de la textura,
sabor y aroma (9), como fisicoquimico: a mayor contenido
graso menor velocidad de penetracién de sal (4) (8). Los
productos madurados solo se fabrican con pescado graso,
Yy aunque la oxidacibn lipidica es un serio problema econé-
mico e higiénico sanitario, se lo restringe eficazmente
manteniendo en anaerobiosis el interior de las latas.

Hay muchas otras propiedades del pescado que sin
duda modifican el proceso de maduracibén, por ejemplo:
para las anchoitas saladas al estilo italiano a partir
de pescado capturado en primavera, el proceso se com-
pleta en cuatro meses, mientras que con pescado de oto-
no se necesitan diez meses (10). El arenque salado tipo
matje solo se puede fabricar durante una corta tempora--
anual que coincide con el periodo de madurez sexual del
pez (l11). Hasta ahora los conocimientos sobre las carac-
teristicas adecuadas de la materia prima, sus relaciones
y consecuencias son insuficientes (9).

Para la preservacién del pescado que se comercia-
liza se emplea sal de roca proveniente de minas, o sal
solar obtenida del mar. Tabla I (12). Tabla II (13).

Ronsivalli (4) y Tressler (14) opinan que la com-
posicién de la sal es uno de los principales determinan-
tes de su velocidad de penetracién en la carne. Este
iltimo investigador basandose cn experiencias que reali-

z6 con gddidos concluy6 que las impurezas mas significa-



TABLA I: COMPOSICION APROXIMADA DE LA SAL DE ROCA

POR ANALISIS ESPECTROGRAFICO (Instituto Nacional de Tec-

nologia Industrial)

Componente Muestra N°1 Muestra N°2
(g/1009) (g/1009g)

Aluminio 0,005 (*) 0,005 (*)

Calcio 0,1 0,5

Cobre 0,001 0,0005

Hierro 0,03 0,005

Magnesio 0,03 0,03

Plata 0,001 0,0005

Silicio 0,03 0,007

(*) Presencia dudosa por posibles interferencias




TABLA II: VALORES ANALITICOS PROMEDIO DE LA SAL

SOLAR (Fisheries Research Board of Canada. Bulletin N°112)

Regibn: América Regifn: Mar Me-
Componente
del Norte diterraneo
(%) (%)
Agua 2,94 2,21
Cloruro de
sodio 96,5 98,0
Cloruro de 0,82 0,09
calcio
Sulfato de 1,45 0,68
calcio
Clorurg de 0,82 0,26
magnesio
Sulfato de 0,27 0,30
magnesio
Insoluble 0,10 0,38
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tivas de la sal, los iones Ca++ Y Mg++ disminuyen la ve-
locidad de penetracibén y afectan el color y la consisten-
cia del pescado, dandole tambien sabor amargo. El cobrec,
un impurificante menor, tambien es indeseado, ya quc ca-
taliza la decoloracibébn del producto. Si bien algunos in-
dustriales atribuyen ventajas particulares a la presen-
cia de clertos iones (el calcio, por cjemplo, hace la
carne mids blanca y mas consistente, lo que es positivo
para algunos productos y negativo para otros), la sal pu-
ra es mas controlable y de calidad superior ya gue no
presenta riesgo de efectos extranos.

Para el salado tambien se atribuye importancia a
la granulometria de la sal, y aunque investigadores co-
mo Bowry, que trabaj6é en salado de arenque (15) la han
negado, otros (8) justifican esa afirmacidén empirica;
segin ellos una sal muy fina se disuelve ré&pido y da ve-
locidad inicial de penetracifén alta, coagulando y deshi-
dratando excesivamente las capas periféricas del pesca-
do, convirtiéndolas en una barrera que retarda la pene-
tracibn, resultando la velocidad final menor que la con-
veniente. En contravartida si se usa sal gruesa, de diso-
lucién lenta, la penetracibén sera perjudicialmente pobre,
permitiendo la proliferacién bacteriana.

Otra de las propiedades de la sal que se deben con-
siderar es su calidad bacteriolfgica; se ha encontraco

(16) que la sal de mar contiene en el orden de 105 micro-
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organismos por gramo, Yy que la sal mineral estd mucho
menos contaminada en 1o que se refiere a bacterias,
mientras que ambas tienen el mismo nivel de hongos , en
el orden de 104 por gramo. En los primeros cstadiosdel
salado esta microflora se suma a la original del pesca
do (bacterias marinas del tipo psicréfilo y mesb6filo:
florobacter, achromobacter, pseudomonas) y a la que tuvo
acceso a €l durante el manipuleo; pero a diferencia de
ellas que mueren o0 son inhibidas por la alta concentra-
ci6én de sal, puede sobrevivir durante la maduracién, ya
que son haléfilas obligadas o facultativas. Investigacio
nes realizadas en pescado salado por Tropa (l7) y Erich-
sen (18) comprobaron la existencia de algunas especics
microbianas como mic;ococos Y pediococos que no son pa-
t6genas, pero pueden disminuir la calidad del producto.
Una de las alteraciones mds conocidas es la coloracién
roja en el pescado, producida por bacterias hal&6filas a-
sociadas solo a la sal solar y no a la sal de roca(l9)
(20).

Durante la maduraci6n la diferencia de presién
osmStica entre los tejidos y el medio a causa de la alta
concentracién de sal en éste, no es el Gnico factor des-
hidratante, pues la aplicacién de prensa complementa sig
nificativamente ese efecto produciendo tambien remocidn
de grasa, sangre y aire, contribuyendo a mantener baja la

actividad acuosa del pescado y en anacrobiosis el sistecma.
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A veces la magnitud de la prensa se varia durante el pro
ceso aumentédndola o disminuyéndola, éero no rhay reglas
precisas para ello (3) (21).

En lo que concierne a la influencia de la tempera
tura en la maduracidn existen opiniones divergentes.Las
temperaturas empleadas habitualmente oscilan entre 0°C vy
37°C. En general se acepta que a mayor temperatura, mayor
velocidad de penetracibén de sal, pero también mayor posi
bilidad de desarrollo microbiano (4), por ello los escan
dinavos prefieren trabajar entre 0°C y 4°C (5) (6).Charles
Lepierre y Mercier Marques (22) indican la conveniencia
de realizar el proceso a temperatura ambiente cuando ésta
varia entre 15°C y 30°C, pues los productos obtenidos a
temperatura constante de 37°C y 50°C eran de calidad infe
rior o inaceptables. Mis recientemente(8) (10) experiencias
de maduracifén a temperatura controlada muestran que entre
18°C y 20°C el proceso es lento pero asegura la obtencién
de buenos resultados.

La informacibén precedente proviene de estudios rea
lizados sobre diversas especies saladas con métodos dis-
tintos, es de caracter fragmentario y a veces contraditoria,
Yy no permite elaborar afin una explicacién completa del pro
ceso de maduracibén. Este desconocimiento, agregado a la
aparicién y constante perfeccionamiento de las técnicasde
preservacién térmica (c&nning) y por frio, hicieron quecl

salado que, en el siglo pasado v principios de éste, tanto

-
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contribuyé al desarrollo de la industria pesquera, per-
diera importancia. Asi particularmente en los paises de
sarrollados, qued6 relegado, llegidndoselo a utilizar solo
para aumentar la aceptaciéndel sabor del pescado (23) o
como aderezo de otros alimentos.

En la segunda mitad de este siglo la explosién de
mogrifica y luego la crisis energética agudizaron la ne-
cesidad de un uso mis efectivo de los recursos proteicos,
en particular de aquellos relativamente menos explotados:
los del mar. Se produce entonces una reactualizacibn del
interés en los viejos métodos de preservacién por salado
debido a su simplicidad y bajo consumo de energfia. Estos
métodos se presentan como los mas adecuados en pafses con
pocos recursos para desarrollar una buena cadena de frio
o importantes plantas procesadoras.

Pero el salado continfia siendo hoy un proceso tan
artesanal como en sus comienzos y ¢s necesario mejorar la
tecnologia para llegar a una utilizacién mis eficiente Y
econSmica del recurso natural.

Los productos salados y madurados se consideran
alimentos de humedad intermedia cuya actividad acuosa esta
entre 0,6 y 0,85. En ellos la sal por disminucién de la
actividad acuosa y efecto osmético ha producido una selec
cibn de microorganismos, impidiendo el crecimiento de al-
gunos y favoreciendo el de otros. A estos productos se los

clasifica como semiconservas, ya que no han sido sometidos
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()
a tratamiento térmico alguno, y su cstabilidad como matce
ria comestible depende de un delicado balance de factores
[ ]
que se apoya principalmente en el control de las reaccio-
nes enzimdticas del sistema:
° PH

Temperatura
Concentracidn de sal

Presibn, Tiempo, etc.

. l l
Actividad acuosa
. \\\\\\\~

ENZIMAS ENDOGENAS O MICROBIANAS

: !

SUSTRATO ENDOGENO

: v

ESTABILIDAD DE LOS

ALIMENTOS SEMICONSERVADOS

[ ]
Nurerosos trabajos y muchas controversias se han
* desarrollado y desarrollan sobre el origen de esas enzi-
mas y el rol que cumplen respecto de la estabilidad v
° los caracteres organolépticos del producto. A pesar de
ello hay una considerable falta de datos sobre la bioqui-
o
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mica de los procesos que se desarrollan, encontrindose
en la literatura informes a veces contradictorios.

Dado que estos son alimentos dec alto contenido
proteico es particularmente importante determinar las
modificaciones de las proteinas debidas al proceso de
conservacibn. Siendo las proteinas miofibrilares el 40%
de las proteinas totales y el 65% de las proteinas del
tejido muscular del pescado (24); un dato de intecrés
para la comprensibén de los cambios post- mortem en cl
tejido muscular es el conocimiento dc la estructura in-
terna y de la composicién de la fibra muscular estriada.
En la Tabla III se ve la composicibn de la fibra en car-
nes rojas, seglin Hamm (25).

Investigaciones realizadas en Noruega sobre aren-
que y sardina en maduracidén (7) (26), en Filipinas so-
bre fermentacibébn de arenque (27) y en nuestro pais con
anchoita salada (28) mostraron que existe descomposicidn
de las proteinas que se evidencia por un marcado aumento
de los productos de degradacibén: péptidos, bases volati-
les, aminodcidos, aminas, etc.. Algunos autores (7) (8)
(29) consideran que esas modificaciones ocurren princi-
palmente por via enzimdtica. Como punto de referencia
para este tema podrfan tomarse los estudios realizados
sobre deyradacibn enzimatica de proteinas durante cl de-
terioro de pescado y tambien su mecanismo de "turn- over"

in vivo.
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TABLA IIT: PROTEINAS MIOFIBRILARES DE MUSCULO ES-

QUELETICO (Hamm, R.; Fleischwirtschaft)

Peso % dec la Fecha de

Nombre identificacidn
Molecular |miofibrilla en misculo
Miosina 470.000 50 - 55 1941
Actina 46.000 21 - 23 1941
Tropomiosina 70.000 6 1946
Troponina 70.500 6 1965
Actinina 180.000 1 1965
Protefna C 140.000 2 -3 1971
Proteina M 88.000 3 1968
Desmina 55.000 0,4 1978
Conectina ———- 5 1976
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Las proteasas 4cidas fueron las finicas conocidas
en pescado antes de 1960. En 1965 Siebert (30) purificé
una catepsina de mlsculo de bacalao a la que consideré6
causal de los primeros estadios del deterioro del mscu-
lo de pescado, y que al igual que las catepsinas D de
otros tejidos animales se encuentra en los lisosomas (31)
Estas enzimas promoverian el creoimiento bacteriano pro-
veyendo nutrientes escenciales tales como productos de
degradacibén tisular de bajo peso molecular (32). Algu-
nas exopeptidasas como las catepsinas A, B2, C, etc.
degradan parcialmente las moléculas de proteina, pero
una digestién répida y extensiva ocurre solo si actGan
endopeptidasas. Reddi (33) en lenguado de invierno y
Doke (34) en Tilapia mosambica, informaron hidr&lisis
de la fraccién sarcoplasmitica de las protefinas muscu-
lares por la fraccién lisosomal en condiciones Sptimas
de pH acido. Posteriormente Schwartz y Bird (35) demos-
traron gque las catepsinas B y C (endopeptidasas lisoso-
males) purificadas de misculo esquelético de rata, de-
gradaban las cadenas las cadenas pesadas de miosina. O-
kitani (36) purific6 de mlGsculo esquelético de conejo
otra cndopeptidasa &cida: la catepsina L que degrada
cadenas pesadas de miosina, a actinina, actina, tropo-
ninas T e I. Sin embargo el pH de msculo de pescado no
disminuye mucho despues de la muerte, solo llega apro-

ximadamente a 6,3 - 6,6 , lo que dificulta relacionar
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la accibn de las proteasas dcidas lisosomales con la

autblisis como tradicionalmente se hizo, en parte por
desconocimiento de otras enzimas y tambicn porque en

las carnes de animales domésticos cl pll post- mortem

es menor que 6,0.

La discusib6n sobre las enzimas involucradas en la
degradacifn proteica intracelular de miisculo u otros
tejidos se ha desarrollado durante anos. Aunque el li-
sosoma indudablemente estd involucrado en el catabolis-
mo proteico, nunca fue posible visualizar miofibrillas
dentro de la vacuola lisosomal. Ultimamente por medio
de agentes lisosomotrdpicos, que alteran el pill intrali-
sosomal y, o inhiben algunas de sus proteasas, se ha
confirmado la existencia de otras etapas en la ruta del
catabolismo de las proteinas intracelulares (37), va
que por ejemplo la ruptura de miosina no se afecta por
la aplicacidén de uno de esos agentes: la clorogquina;
por lo tanto parece que, como minimo, el paso inicial
en la degradacién de miosina en mfisculo ocurre fuera
del lisosoma (38).

Tambien el conocimiento de otras enzimas en cl te-
jido muscular ha contribuido a evidenciar que .no es po-
sible limitar el estudio de la proteflisis muscular in-
tracelular a la regién a4cida. Hasta el presente el pre-
sente las proteasas aisladas de miisculo activas a pH

bdsico incluyen: una proteasa alcalina informada por
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Noguchi y Kandatsu (39); una proteasa alcalina apa-
rentemente unida a miofibrillas informada por Ma?er y
colaboradores (40), y una serin proteasa activa a pH
suavemente alcalino encontrada por Katunuma (41) y es-
tudiada por Yasogawa (42). Posteriormente Woodbury (43)
y colaboradores presentaron evidencias de que esas en-
zimas se originan en mastocitos antes que en células
musculares. Makinodan e Ikeda (44) encontraron y carac-
terizaron una proteasa alcalina en misculo de carpa,
cuyo pH 6ptimo es 8,0 y temperatura 6ptima 60°C a 65°C,
no exhibiendo actividad alguna por debajo de 55°C. Tam-
bien Tzong-Shin Lin y Lanier (45) purificaron parcial-
mente una proteasa alcalina en misculo esquelético de
Atlantic croaker, que degrada actomiosina de pescado
in vitro entre 50°C y 60°C.

Otra proteasa de misculo esquelético de conejo,
con un pH 6ptimo 7,5 , fue caracterizada primero por
Krebs (46) (47) y despues purificada a homogeneidad por
Dayton (48) (49) en mGsculo de pollo; se la conoce co-
mo proteasa neutra activada por calcio: CANP (Ca acti-
vated neutral protease), y tambien como factor sarco-
plasmatico calcio activado: CASF (Ca activated sarco-
plasmic factor), o factor calcio activado: CAF (Ca acti-
vated factor), o calpafina. Existen dos tipos de CANP:
mCANP y uCANP, que requieren para activarse cantidades

milimolares y micromolares de calcio respectivamente;
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ambas formas se han encontrado en varios tejidos de
distintas especies, se sabe que in vivo el tipo molecu-
lar mas abundante es la mCANP. Dado que la concentra-
cién intracelular de calcio en msculo es del orden
micromolar, la forma activa es la uCANP (50). El1 cono-
cimiento del mecanismo de activacién de la forma mCANP
in vivo es importante para comprender la relacidén de la
estructura de esta proteasa y su rol fisil6gico. Actual-
mente estd en discusibén la idea que la mCANP es precur-
sora de la uCANP y que la conversifn puede ocurrir por
autblisis controlada de la primera (51). La CANP cs la
primera proteasa muscular que tiene efecto demostrable
sobre las miofibrillas, in vitro, al pH fisiol6gico (52);
degrada la linea 2 de las miofibrillas, hidroliza tropo-
miosina, troponinas T e I, y la proteina C. El1 producto
principal de degradacién de la proteina C por CANP es

un polipé€ido de 30.000 Dt que aparece tambien durante
el almacenamiento post-mortem de las carnes. Esta pro-
teasa no afecta a la miosina, actina, o actinina vy tro-
ponina C (53). En 1983 Tanada y colaboradores (54) pu-
rificaron la CANP de mGsculo de carpa de peso molecular
80.000, pH 6ptimo 7,0 y propiedades generales coinciden-
tes con las CANP de pollo, cerdo, conejo y vaca. Segiln
los segfin los autores seria una proteasa semejante a la
mCANP, y continfan desarrollando estudios sobre la pre-

sencia de la forma uCANP en misculo de carpa.
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Es posible que las proteasas mencionadas inter-
vengan junto a otras en alguna forma concertada, no co-
nocida todavia, diagramando un sistema o sistemas de-
gradativos en el turn- over protecico in vivo y c¢n el
deterioro post-mortem del misculo csquclético.

Desde el punto de vista de la conservacién de a-
limentos la factibilidad de que durante la maduracidn

de Engraulis anchoita salada ocurran recacciones de es-

te tipo y su secuencia no se conoce.

Si ademéds de lo expuesto se toma en considera-
cibén que:

1)- La actividad de las enzimas depende de la es-
pecie y de las condiciones fisiolbgicas del (alimenta-
cién, grado de desarrollo, época de captura) (55) (56),

2)- El pescado en maduracién es un producto de
humedad y la disminucién de actividéd de agua se asocia
al control de las actividades enzimaticas en forma di-
simil, por ejemplo: para valores de actividad de agua
entre 0,6 y 0,85 la oxidacién lipidica es mayor gque en-
tre 0,3 y 0,5 (57); mientras que la polifenol oxidasa
estd fuertemente inhibida (58),

es evidente que falta sustentacibén para extra-
polar la diversa informacién disponible a la resolucibn
de los problemas ligados con la produccién de semicon-
servas, y que la explicacidén completa del fendmeno de
maduracién de anchoita salada requiere un estudio pre-

vio de la especie y el proceso particular de conserva-
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cién.

El objetivo de este trabajo es conocer el compor-
tamiento de la proteflisis enzimdtica durante la madu-
racién. Este conocimiento podria contribuir a la futura
optimizacién del proceso, ya que a traves de la imple-
mentacién de controles cientificamente estandarizados
y del acortamiento de los tiempos de produccibén se lo-
grarfa aumentar la eficiencia y disminuir los costos,
minimizando los riesgos de perjudicar la calidad, la
estabilidad y los caracteres organolépticos del produc-
to artesanal.

En funcifén de ese interés se desarroll6 el si-
guiente conjunto de experiencias:

a - determinacién de la existencia de enzimas pro-
teoliticas activas en el pescado en maduracifn.

b - observacién de posibles cambios en esas acti-
vidades durante la maduracidn.

c - estudio del efecto del pH y la concentracién
del cloruro de sodio sobre esas actividades.

d - posible degradacibén enzimdtica de la fraccibén
miofibrilar por accién de la fraccibén sarcoplasméitica.

e - observacién de la evolucién de la degradacibn

de las proteinas musculares con el tiempo de maduracién.
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MATERTALES
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PESCADO

Se utilizé6 anchoita, Engraulis anchoita, captu-

rada en la plataforma continental argentina entre 37,4°
latitud sur y 28,8° latitud sur durante las campanas

de pesca primaveral, meses de septiembre a diciembre.
Los ensayos de laboratorio se efectuaron inmediatamen-
te después del arribo a tierra, esto es 6 a 8 horas
posteriores a la captura; o después de no mas de 24 ho-

ras en hielo.

ANCHOITA SALADA

Las experiencias se¢ realizaron sobre muestras tof
madas en distintos cstadios de maduracién, de latas dc
10 kg de anchoita salada, preparada:

1- a escala industrial en saladeros de la =zona,
(campanas 1977 - 1978 y 1978 - 1979)

2- en planta piloto reproduciendo el proceso in-
dustrial: la materia prima fue pescado de un peso pro-
medio de 35 a 40 piezas por kg. Luego de un presalado
de 24 horas en salmuera saturada, se lo descabez6 y e-
viscer6 parcialmente en forma manual, y se lo dispuso
en latas de 10 kg, en capas alternadas con sal de roca
de grano entrefino. Durante los primeros 30 dias de ma-
duracién se aplic6 una prensa de 200 g/cm2, disminuyén-

dola después a 150 g/cmz. El proceso sce desarrolld a

temperatura ambiente, determinando su finalizacidn per-
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sonal especializado en la evaluacién de los caracteres

organolépticos del producto.

REACTIVOS

El cloruro de sodio y la caseina tipo Hammarsten
se obtuvieron de lerck, la hemoglobina de Merck o Difco.
El benzoil arginin etil é&ster (BAEE), ¢l bcnzoil tiro-
sin etil éster (BTEE) y la seroalbfimina bovina fueron
adquiridos a Sigma. La acrilamida se obtuvo de Merck y
Fluka vy la bisacrilamida de Eastman Kodak y Sigma. To-

dos los demé@s reactivos fueron de grado analitico.
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METODOS
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M1 . TOMA DE MUESTRAS

Durante las campanas 1977-1978, 1978-1979, 1979-
1980, 1980-1981 y 1982-1983 se tomaron muestras de an-
choita a medida que se desarrollaba la maduracifn, re--
levando los sucesivos estadios del proceso, a interva-
los regulares desde que se inicia (tiempo cero, toman-
do pescado en las condiciones que llcgya a la planta) vy
hasta gque ha adquirido los caracteres organolépticos
del producto maduro, esto es generalmente 8 a 9 meses
después. En todos los casos se muestreb cada lata de
10 kg una sola vez, tomando de ella 2 6 3 capas de an-

chofta de la zona media superior.

M2 . PREPARACION DE EXTRACTOS DE TEJIDO

Todas las operaciones se realizaron entre 0 y 4°C.
Se prepararon extractos de:

1- anchoita entera

2- mfisculo y visceras
partiendo de 5 a 10 ejemplares a los que se limpid qui-
tadndoles las escamas, cola y piel.

M2.1. Extractos de anchoita entera

El material ya limpio se desmenuzé para obtener
una muestra conjunta. Una alicuota se homogeneizé con
4 volGmenes de ClNa 4% en el caso de anchoita fresca, o
de agua destilada para la anchoita salada, a fin de te-

ner una concentracién final de ClNa de aproximadamente
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0,6 M; el procedimiento se rcalizé en licuadora a maxi-
ma velocidad durante 3 minutos. II1 homogenato (Hm) sec
filtr6 por tres capas de muselina y cl extracto crudo
resultante se dializé toda la noche contra 20 veces su
volumen de ClNa 0,6 M obteniéndosc cl cxtracto crudo
dializado (Ec).

M2.2. Extractos de mdsculo y visccras

En el material limpio se separ6 cuidadosamente el
mGsculo del paquete visceral, descartando columna ver-
tebral, peritoneo y g&nadas.

M2.2.1.

El misculo desmenuzado y las visceras se procesa-
ron por separado como en M2.1. Una alicuota del extrac-
to crudo de mfisculo y otra del de visceras sc centrifu-
garon durante 20 minutos a 10.000 x g, descartando los
precipitados. Los extractos crudos y sus respectivos so-
brenadantes se dializaron contra 20 volimenes de agua
destilada resultando los extractos crudos dializados de
mdsculo (Ecm) y de visceras (Ecv), la fraccién sarcoplas-
midtica o soluble de las proteinas de midsculo (Sbm) y el
sobrenadante de visceras dializado (Sbv).

M2.2.2.

El mGsculo desmenuzado de pescado fresco se homo-
geneizb con 10 voldmenes de ClNa 0,25 M y el de pescado
salado con agua destilada, a fin de tener una concentra-

cibén final de ClNa de aproximadamente 0,25 M. Las visce-
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ras se homogeneizaron con 5 volidmenes de agua destilada.
Se centrifugé cada extracto crudo durante 20 minutos a
10.000 x g descartando los precipitados. Los sobrenadan-
tes de midsculo se dializaron contra 20 volldmenes de Clua
0,25 M y los de visceras contra 20 volimenes de agua des-
tilada, obteniéndose la fraccidn sarcoplasmatica o solu-
ble de las proteinas de misculo (Sbm) y cl sobrenadante

de visceras (Sbv) dializados.

M 3. PREPARACION DE LAS PROTEINAS MIOFIBRILARES

Se hizo seglGn el método de Gill (59). Todas las
operaciones se realizaron entre 0 y 4°C. El mGsculo lim-
pio y desmenuzado se homogcncizé durante 2 minutos en
licuadora a maxima velocidad, con 5 voldmenes de buffer
fosfato de sodio y potasio 20 mM, pil 7,0 , N3Na 1 mbi,
EDTA 1 mM y ClNa 100 mM (Buffer A), para el caso de
midsculo fresco; y con 25 vollUmenes dcl mismo buffer pe-
ro sin ClNa (Buffer B) en el caso de anchoita salada,
de modo de tener una concentracidén final de ClNa de a-
proximadamente 100 mM. El homogenato se centrifugé a
600 X g durante 15 minutos. El precipitado se lavd vy
centrifugé seis veces con Buffer A, y luego tres veces
mas con ClNa 100 mM, obteniéndose las miofibrillas (Pm).

El sobrenadante separado al centrifugar el homo-

genato a 600 x g se centrifugé durante 15 minutos a

8.500 x g, descartando el precipitado, y el sobrenadan-
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te obtenido se filtr6 por papel Whatman N°1, constitu-
yendo ese filtrado la fraccién sarcoplasmidtica de las

proteinas musculares.

M4. DETERMINACION DE ACTIVIDAD PROTEOLITICA

M4.1. Medicibn de actividad protcolitica con cascina

Las determinaciones fuecron hechas con una modifi-
caciébn del método de Anson (60). El sustrato, caseina
tipo Hammarsten solubilizada en medio ncutro o alcali-
no (buffer fosfato de sodio 200 mM, pH 7,0 6 OHNa 25 mM),
se incub6 con extractos de tejido en condiciones que se
indicardn en cada experiencia; la reaccién se detuvo a-
gregando un volumen de TCA 10%, se dej6 30 minutos a
temperatura ambiente, y el precipitado resultante se se-
par6 por centrifugacién a 5.000 x g durante 15 minutos.
Se ley6 la absorbancia del sobrenadante a 275 nm. Los
blancos de reaccifn se prepararon en forma semejante:

no se incubaron y se adicioné el TCA inmediatamente an-

tes que los extractos de tejido.

M4.2. Medicibn de actividad proteolitica con hemoglo-

bina

Se utilizé6 el mismo método que en M4.1l. sustitu-
yendo el sustrato, caseina, por hemoglobina solubiliza-

da en OHNa 25 mM y dializada contra agua destilada toda

la noche.
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M4.3. Medicibn de actividad tipo tripsina

La actividad esterésica de tipo tripsina de los
extractos de tejido se midié segln el método espectro-
fotométrico de Schwert y Takenaka (61). El sustrato fue
BAEE, la reacci6n se desarroll6 directamente en la cu-
beta del espectrofotémetro y se inicié al agregar una
alicuota de extracto de tejido en condiciones cue se de-
tallardn en cada experiencia; se registraron las varia-
ciones de absorbancia a 253 nm cada 5 minutos. Se toma-
ron como control los valores de absorbancia de una mez-
cla semejante en la que se reemplaz6 la alicuota de

muestra por agua destilada.

M4.4. Medicibn de actividad tipo guimotripsina

La actividad esterfsica de tipo quimotripsina de
los extractos de tejido se midié con el método de Hum-
mel (62). La reaccidén se inici6 al incorporar una ali-
cuota del extracto de tejido a un medio que contenia
el sustrato: BTEE, bajo condiciones que se detallardn en
cada experiencia. Se registraron las variaciones de ab-
sorbancia a 256 nm cada 5 minutos. En los controles se

reemplazaron las alicuotas de rnuestra por agua destilada.

M4.5. Medicifén de la actividad proteolitica endbgena y

de la actividad autolitica

Las determinaciones fueron hechas con una modifi-

cacibn del método de Anson (60). Una alicuota de la frac-
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cién de tejido (Ec, Ecm, Sbm, Sbv, suspensién de Pm en
2 volGmenes de buffer fosfato de sodio 20 mM, pH 7,0)
que se utiliz6 como sustrato y/o fuente de proteasas se
incub6 en condiciones que serdn indicadas en cada expe-
riencia; la reaccién se detuvo agregando un volumen de
TCA 10%, se dej6 30 minutos a temperatura ambiente y el
precipitado resultante se separdé por centrifugacién a
5.000 x g durante 15 minutos. Se leydé la absorbancia
del sobrenadante a 275 nm. Los blancos de reaccién se
obtuvieron en forma semejante: no se incubaron y se a-
dicion6 el TCA antes que el extracto de tejido corres-

pondiente.

Expresién de la actividad proteolitica

La actividad especifica se expresé como la dife-
rencia de absorbancias a una dada longitud de onda, pro-
ducida en un intervalo de tiempo definido, referida a
la cantidad de proteina presente en el medio de incuba-

cién.

1_

. . PP _ - - = -l
Actividad especifica = (Aynth Aganh) mg A Ayx h.mg

Medicibén de las proteinas totales

La concentracién de proteina en los extractos de
tejido se midi6 con el método de Lowry (63), usando se-

roalbGmina bovina como estandar.

M4.6. Estudio electroforético de la actividad proteo-
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litica end6gena y de la actividad autolitica

Después de incubar las alicuotas de extracto de
tejido como en M4.5. , se detuvo la reaccién agregan-
do 2 volGmenes de buffer desnaturalizante: urca 8 M ,
SDS 2,5% , EDTA 5 mM, 2 mercapto etanol 1%, en tris-
glicina 100 mM, pH 8,8 y calentando a 100°C durante 5
minutos. Se utilizaron como referencia mezclas no incu-
badas, tratadas del mismo modo. En cada caso se obtu-
vieron las distribuciones electroforéticas de las pro-
teinas presentes con el método de Porzio y Pearson (64)
gue permite obtener buena resolucién de las proteinas
contréictiles, especialmente de la cadena de miosina pe-
sada, sin afectar la separacién de las proteinas regu-
latorias de menor peso molecular. Se trabajé con geles
de poliacrilamida al 10%, con una relacifn en peso acri-
lamida/bisacrilamida de 100:1, en concentracién final
de buffer Tris-glicina 0,4 M, glicerol 5%, SDS 0,1% ,
EDTA 0,1 mM. La corrida se hizo en un sistema de buffer
continuo Tris-glicina 200 mM, pH 8,8 , SDS 0,1%, ini-
ciando la entrada de las muestras al gel aplicando 1,5
mA por gel, aumentando después a 3 mA por gel. Finali-
zada la electroforesis las proteinas separadas en el
gel se fijaron con isopropanol - dcido acético - agua
(25 -10-65) varias horas; luego se tinieron con azul
de Coomassie R 250 al 0,01% cn metanol 50%, acido acé-

tico 7%. Los geles se destinieron por lavado con &ci-
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do acético 10%, metanol 5%.

M 5. EVALUACION SUBJETIVA DEL GRADO DE MADURACION

Personal especializado cvalud en forma empirica
el grado de maduracibén de las muestras de anchoita a

través de sus caracteres organolépticos.
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RESULTADOS
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1 - MEDIDA DE ACTIVIDAD PROTEOLITICA DE ANCHOITA PAR-

CIALMENTE MADURA

Con el objeto de establecer la existencia de ac-
tividad proteolitica en los tejidos de anchoita duran-
te la maduracifn se trabaj6 con extractos de anchoita
entera y un sistema de incubacidén que reprodujese algu-
nas de las condiciones del proceso industrial.

La Tabla IV muestra los valores de actividad en-
d6gena medidos en concentraciones de sal industrial o
de ClNa variables entre: 0,7% y 12 6 15% respectivamen-
te. Como se puede ver no hay diferencias frente a los dos
reactivos. No hay inhibicién significativa por ClNa, ni
por sal industrial.

La Figura 1 muestra los valorces de actividad pro-
teolitica de extractos de anchoita entera, medidos en
un medio adicionado con caseina como sustrato ex6geno;
se observa inhibicién proporcional a la concentraciébn
de ClNa.

La anchoita parcialmente madura tiene capacidad
de hidrolizar proteinas exfgenas y end6genas adGn en

concentraciones de ClNa semejantes a las del proceso

industrial.
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TABLA IV: ACTIVIDAD PROTEOLITICA ENDOGENA DE ANCHOITA

ENTERA PARCIALMENTE MADURA

Se incubaron alicuotas de extracto crudo de anchoita
entera de 125 dias de maduraci6n (M 2.1. , campahna
1977-1978) con buffer fosfato de sodio 20 mM pH 6,2 y
diferentes concentraciones de ClNa o sal industrial,

durante 2 h a 30°C, volumen final 1 ml (i1 4.5).

ClNa Actividad especifical Sal in- |[Actividad especifica
(%) (8 A,,s 2h. g 1) d“?;fial (& Ay,s 2h. mg 1)
15 0,11 -- -—-
11 0,11 12 0,13
9 0,15 9 0,14
7 0,15 7 0,13
5 0,16 5 0,14
3,5 0,12 3,5 0,14
1,5 0,14 -- -—-
0,7 0,12 0,7 0,13
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Actividad especifica
(A.A275 2 h. mg 1)

1 1 1 A i 2 i (] 1 ] 1 1 1 [} 1

0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 15
ClNa o sal industrial (%)

FIGURA 1: ACTIVIDAD PROTEOLITICA DE ANCHLHOITA ENTERA PAR-

CIALMENTE MADURA

Se incubaron alicuotas de extracto crudo de anchoita
entera de 125 dfias de maduracién (M 2.1. , campana 1977-
1978) con casefina 0,5%, buffer fosfato de sodio 20 mM

pH 6,2 y diferentes concentraciones de: i) ClNa a:0-0 25°C,
-0 30°C,0—0 37°C; ii) sal industrial A—A 30°C; du-

rante 2 h, volumen final 1. ml (M 4.1).
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Durante todo el desarrollo de este trabajo se a-
dopté la siguiente nomenclatura:

CAPACIDAD PROTEOLITICA: actividad proteolfitica me-
dida sin ClNa en el medio de incubacibn.

ACTIVIDAD PROTEOLITICA: actividad proteolitica me-
dida en medios de incubacién con una concentracién final

de ClNa del 15%.

2 - EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CAPACIDAD

Y LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA DE ANCHOITA

En la Figura 2 se ve que la capacidad y la activi-
dad proteolitica endSgena de extractos de anchoita en-
tera son maximas en la etapa del presalado; después de
30 dias de maduraci6én disminuyen, permaneciendo en valo-
res aproximadamente constantes y semejantes a los del
pescado fresco hasta el final del proceso. La inhibicién
por ClNa 15% a través de la maduracibén es poco signifi-
cativa.,.

En la Tabla V se dan los valores de capacidad y
de actividad proteolitica de anchoita entera sobre ca-
seina: despues de 20 dfas de proceso la capacidad pro-
teolftica disminuye respecto de su valor en pescado
fresco entre 27% y 47%. La inhibicién por ClNa 15% va-
rfa entre 75% y 87%.

Dado que la actividad proteolitica endb6gena de

los extractos de anchoita entera parcialmente madura
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FIGURA 2: EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CAPA-

CIDAD Y LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA ENDOGENA DE ANCHOITA

ENTERA

Se incubaron alicuotas de extracto crudo de anchoita en-
tera de distintos estadios de maduraci6n (M 2.1. , cam-
pana 1977-1978) con buffer fosfato de sodio 20 mM pd 6,2
enO0—0O ClNa 0% y @—e ClNa 15%, durante 2 h a 30°C, vo-
lumen final 1 ml (M 4.5)
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TABLA V: EFECTO DEL TIEMPO DE iADURACION SOBRE LA CAPA-

CIDAD Y LA ACTIVIDAD CASEINOLITICA DE ANCHOITA ENTERA

Se incubaron alicuotas de extracto crudo de anchoita
entera (M 2.1. , campana 1977-1978) con: caseina 0,5%,
buffer fosfato de sodio 20 mM pH 6,2 en: ClNa 0% y

Clida 15%, durante 2 h a 30°C, volumen final 1 ml (M 4.3.)

Tiempo de Actividad especifica
. . P |
maduracién (AJ\275 2 h. ng )

(dias)
ClNa 0% Clila 15%

0 0,15 0,02

presalado 0,12 0,01

26 0,11 0,00

75 0,08. 0,02

127 0,08 0,01

250 0,08 0,02
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es mayor o igual que la del pescado fresco, mientras que
al avanzar el proceso (prensado, lavados,etc.) se pier-
de gran parte del paquete visceral, lo que supondria
un menor aporte de enzimas al sistema, es posible que
la actividad proteolitica de alguno de los tejidos en
maduracién sea mayor que la del tejido fresco.

Con el objeto de confirmar esta hipStesis se mi-
di6, a través del proceso, la actividad proteolitica
de los tejidos muscular y visceral por separado. Tam-
bién se estudiaron algunos indicadores de propiedades
de las proteasas presentes. Se trabaj6é en distintas
condiciones de pH y con distintos sustratos, midiendo
la capacidad y la actividad proteolitica de:

- Extracto crudo de msculo.

- Fraccién sarcoplasmitica o soluble muscular.

- Fraccién soluble visceral.

A continuacién se detallan los resultados de es-

tas experiencias.

3 - EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CAPACIDAD

PROTEOLITICA DE MUSCULO DE ANCHOITA

En la Tabla VI estdn indicados los valores de ca-
pacidad autolitica del miisculo de anchoita fresca y par-
cialmente madura. En 50 dias de proceso la capacidad au-
tolitica del mGsculo aumentd un 100%. Aunque en distin-

ta magnitud, este comportamiento se repiti6 en todas las
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TABLA VI: EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CA-

PACIDAD PROTEOLITICA ENDOGENA DE MUSCULO DE ANCHOITA

Se incubaron alicuotas de extracto crudo de misculo de
anchoita de distintos estadfios de maduracién ( M 2.1,
campana 1978-1979) con buffer fosfato de sodio 20 mM

pH 6,2 , durante 2h a 37°C, volumen final 1ml (M4.5)

Tiempo de
Actividad especifica

maduracién -1
(AA275 2 h. mg )
(dias)
0 0,10

50 0,20
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campanas estudiadas posteriormente.

4 - EFECTO DEL pH SOBRE LA CAPACIDAD PROTEOLITICA DEL

MUSCULO DE ANCHOITA FRESCA Y EN MADURACION

En las Figuras 3 y 4 se puede observar que el ma-
ximo de capacidad autolitica del miisculo fresco y en
maduracién corresponde aproximadamente a pH 8,5.

La Figura 5 permite comparar los valores de capa-
cidad proteolitica en funcién del pH de: mlsculo fresco
y parcialmente maduro. Después de 50 dias de proceso la
capacidad autolitica muscular a pH dcido y neutro es
100% mayor que la del mGsculo fresco, y a pH alcalino
150% mayor.

En la Figura 6 se ven los valores de capacidad
proteolitica del mGisculo de anchoita fresca y parcial-
mente madura sobre hemoglobina, medida a distintos pH.
La capacidad del misculo de anchoita para hidrolizar
esta proteina exSgena es midxima a pH 3,5; a los 50 dias
de proceso aumenta con respecto a la del miisculo fres-

co entre 70% y 90% en todos los valores de pH que se la

midié.

5 - EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CAPACIDAD

Y LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA DE LAS PROTEINAS SARCOPLAS-

MATICAS DE MUSCULO DE ANCHOITA

Las Figuras 7, 8 y 9 muestran que la capacidad y
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FIGURA 3: EFECTO DEL pH SOBRE LA CAPACIDAD PROTEOLITICA

ENDOGENA DE MUSCULO DE ANCHOITA FRESCA

Se incubaron alicuotas de extracto crudo de msculo de
anchoita fresca (M 2.2.1, campana 1978-1979) con buffer
citrato de sodio 20 mM pH 3,5 a 4,0; buffer acetato de
sodio 20 mM pH 3,6 a 5,5; buffer fosfato de sodio 20 mM
pH 6,0 a 8,0, y buffer borato de sodio 20 mM pH 8,0 a
9,0; durante 2 h a 37°C, volumen final 1 ml (M 4.5)
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FIGURA 4: EFECTO DEL pH SOBRE LA CAPACIDAD PROTEOLITICA

ENDOGENA DE MUSCULO DE ANCHOITA PARCIALMENTE MADURA

Se incubaron alfcuotas de extracto crudo de mGsculo de
anchofita de 50 dias de maduracién (M 2.2.1, campana
1978-1979) con buffer citrato de sodio 20 mM pH 3,5 a
4,0; buffer acetato de sodio 20 mM pH 3,6 a 5,5; bu-
ffer fosfato de sodio 20 mM pH 6,0 a 8,0, y buffer bo-
rato de sodio 20 mM pH 8,0 a 9,0; durante 2 h a 37°C,

volumen final 1 ml (M 4.5)
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mg 1)

Actividad especifica
(AA275 2 h.

FIGURA 5: EFECTO DEL pH SOBRE LA CAPACIDAD PROTEOLITICA

ENDOGENA DE MUSCULO DE ANCHOITA FRESCA Y PARCIALMENTE

MADURA

O0—0 Extracto crudo de misculo fresco.

®—@® Extracto crudo de 50 dias de maduracién.

Condiciones de incubacifn: iguales a las de las Figu-

ras 3 y 4.



—48-

0,6'

(]

.UA

o 0,5l

- O

0 E

> . 0,4F

n c

(DN

o] 0’3-

S e °

. o—

.g'éV 0,2¢L

ol

9~ o,1} o —0
0 i A 1 '} A - |

3 4 5 6 7 8 9
pH

FIGURA 6: EFECTO DEL pH SOBRE LA CAPACIDAD PROTEOLITICA

DE MUSCULO DE ANCHOITA FRESCA Y PARCIALMENTE MADURA ME-

DIDA SOBRE HEMOGLOBINA

Se incubaron alicuotas de extracto crudo de mfisculo de:
O—O0 anchoita fresca, y de @—@® anchoita de 50 dias de

maduracién (M 2.2.1 campana 1978-1979) con hemoglobina
1,5%, buffer citrato de sodio 20 mM pH 3,5, buffer fos-
fato de sodio 20 mM pH 6,2, o buffer borato de sodio 20
mM pH 8,5; durante 2 h a 37°C, volumen final 1 ml (i1 4.2)
En cada punto se descont6 la actividad proteolitica en-

d6gena (M 4.5)
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FIGURA 7: EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CAPACIDAD

Y LA ACTIVIDAD AUTOLITICA DE LAS PROTEINAS SARCOPLASMATICAS

DE MUSCULO DE ANCHOITA

Se incubaron alicuotas de sobrenadante de misculo de anchof-
ta de distintos estadfos de maduracién (M 2.2.1, campana
1980-1981) con buffer fosfato de sodio 20 mM pk 6,2 en:

O—0O ClNa 0% y €—@® ClNa 15%, durante 1 h a 37°C, volumen
final 0,5 ml (M 4.5).
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FIGURA 8: EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CAPACIDAD

Y LA ACTIVIDAD AUTOLITICA DE LAS PROTEINAS SARCOPLASMATICAS

DE MUSCULO DE ANCHOITA

Se incubaron alicuotas de sobrenadante de msculo de anchoi-
ta de distintos estadios de maduracién (M 2.2.2, campana 1982-
1983) con buffer fosfato de sodio 20 mM pH 6,2 en:0—0 ClNa 0%
y @&—@ClNa 15%, durante 2 h a 37°C, volumen final 1 ml (M4.5)
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FIGURA 9: EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CAPA-

CIDAD AUTOLITICA DE LAS PROTEINAS SARCOPLASMATICAS DE

MUSCULO DE ANCHOITA

Se incubaron alficuotas de sobrenadante de misculo de an-
choita de distintos estadfos de maduracién (M 2.2.1, cam-
pana 1979-1980) con buffer fosfato de sodio 20 mM pH 6,2,
durante 1 h a 37°C, volumen final 0,5 ml (M 4.5)
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la actividad autolitica de las proteina sarcoplasméti-
cas del mGsculo en maduracifén nunca son menores ¢ue la
capacidad autolitica del mGsculo fresco.

De los valores de la Tabla VII se ve que la inhi-
bicién por ClNa 15% es nula en misculo de anchofta fres-
ca, y que durante la maduracién cs mayor o igual que

Cero.

6 - EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CAPACIDAD

Y LA ACTIVIDAD DE LAS PROTEASAS ACIDAS DE MUSCULO DE

ANCHOITA

En las Figuras 10, 11 y 12 se ve que los valores
de actividad autolitica de las proteinas sarcoplasmati-
cas del mGsculo en maduracién, medidos a pH 3,5 , son
durante todo el proceso mayores o del mismo orden que
la capacidad autolitica del mGsculo fresco. En general
no hay inhibicifn por ClNa 15%.

Las Figuras 13, 14 y 15 nuestran los valores de
capacidad proteolitica de las protefnas sarcoplasmati-
cas del m(sculo en maduracién sobre hemoglobina, medi-
dos a pH 3,5. Cualitativamente repiten el comportamien-

to de la autblisis.

7 - EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CAPACIDAD

Y LA ACTIVIDAD DE LAS PROTEASAS ALCALINAS DE MUSCULO
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TABLA VII: INHIBICION POR ClNa 15% DE LA CAPACIDAD AU-
b TOLITICA DE LAS PROTEINAS SARCOPLASMATICAS DE MUSCULO
DE ANCHOITA A TRAVES DE LA MADURACION
Se calcul6 segfin:
* ( capacidad autolitica - actividad autolftica ) < 100
capacidad autolitica
®
Tiempo de Campana 1980-1981 Tiempo de Campana 1982-1983
maduracion |Iphibicién por ClNa | Maduracién |1phibicién por ClNa
(dfas) (%) (dfas) (%)
)
0 0 0 a 100 0
. 16 40 119 3
30 77 133 5
. 56 89 163 9
91 54 170 17
195 55 232 44
v
267 50
324 50
®
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FIGURA 10: EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CA-

PACIDAD Y LA ACTIVIDAD AUTOLITICA DE LAS PROTEINAS SAR-

COPLASMATICAS DE MUSCULO DE ANCHOITA, MEDIDAS A pH ACIDO

Se incubaron alficuotas de sobrenadante de misculo de an-
chofta de distintos estadfos de maduraci6tn (M 2.2.1,
campana 1980-1981) con buffer citrato de sodio 20 mM

pil 3,5 en:0—0 ClNa 0% y &—@ClNa 15%, durante 1 h a 37°C,
volumen final 0,5 ml (M 4.5)
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FIGURA 11: EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CAPACIDAD

Y LA ACTIVIDAD AUTOLITICA DE LAS PROTEINAS SARCOPLASMATICAS

DE MUSCULO DE ANCHOITA, MEDIDAS A pH ACIDO

Se incubaron alfcuotas de sobrenadante de miisculo de anchofta
de distintos estadfos de maduraci6n (M 2.2.2, campana 1982-

1983) con buffer citrato de sodio 20 mM pil 3,5 cn:0—0ClNa 0%
Yy @—@®ClNa 15%, durante 2 h a 37°C, volumen final 1 ml (M 4.5)
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FIGURA 12: EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CAPACIDAD

AUTOLITICA DE LAS PROTEINAS SARCOPLASMATICAS DE MUSCULO DE AN-

CHOITA, MEDIDA A pH ACIDO

Se incubaron alicuotas de sobrenadante de misculo de anchoita
de distintos estadios de maduracién (M 2.2.1, campana 1979-
1980) con buffer citrato de sodio 20 mdM pH 3,5, durante 1 h a
37°C, volumen final 0,5 ml (M 4.5)
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FIGURA 13: EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CAPA-

CIDAD PROTEOLITICA DE LA FRACCION SARCOPLASMATICA DE MUSCU-

LO DE ANCHOITA, MEDIDA SOBRE HEMOGLOBINA A pH ACIDO

Se incubaron alicuotas de sobrenadante de misculo de an-
choita de distintos estadios de maduracién (M 2.2.1, cam-
pana 1980-1981) con hemoglobina 1,5%, buffer citrato de

sodio 20 mM pH 3,5, durante 1 h a 37°C, volumen final 0,5
ml (M 4.2). En cada punto se descontS6 la capacidad auto-

lftica (M 4.5)
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IPTGURA 14: EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CAPACIDAD

PROTEOLITICA DE LA FRACCION SARCOPLASMATICA DE MUSCULO DE AN-

CHOITA, MEDIDA SOBRE HEMOGLOBINA A pH ACIDO

Se incubaron alfcuotas de sobrenadante de mlGsculo de anchoita
de distintos cstadfos de maduracién (M 2.2.2, campana 1982-
1983) con hemoglobina 1,5%, buffer citrato de sodio 20 nM, pH
3,5, durante 2 h a 37°C, volumen final 1 ml (M 4.2). En cada

punto se descont6 la capacidad autolitica (M 4.5)
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FIGURA 15: EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CA-

PACIDAD PROTEOLITICA DE LA FRACCION SARCOPLASMATICA DE

MUSCULO DE ANCHOITA, HMEDIDA SOBRE HEMOGLOBINA A pil ACIDO

Se incubaron alicuotas de sobrenadante de misculo de

anchofta de distintos estadios de maduracién (M 2.2.1,
campanra 1979-1980) con henoglobina 1,5%, buffer citra-
to de sodio 20 mM pH 3,5; durante 1 h a 37°C, volumen
final 0,5 ml (M 4.2). En cada punto se descont6 la ca-

pacidad autolitica (M 4.5).



-59-

DE ANCHOITA

En las curvas de las Figuras 16, 17 y 18 se pue-
de observar que la actividad autolitica de las protei-
nas sarcoplasmiticas de mGsculo en maduracibdn, medida
a pH alcalino, es mayor o igual que la capacidad auto-
litica del mGsculo fresco.

En la Tabla VIII estln indicados los porcentajes
de inhibicibén de la capacidad autoli%ica por ClNa 15%.
Aunque varia segGn la campana, la magnitud de la inhi-
bicién de las proteasas alcalinas de mGisculo en madura-
cién es mayor que la de mGsculo fresco.

En la Figura 19 se ven los valores de capacidad
y actividad proteolitica sobre BTEE de las proteinas
sarcoplasmiticas de mGsculo en maduracibén. En los pri-
meros 80 dias ambas disminuyen respecto del valor en
mﬁscﬁlo fresco, después se mantienen aproximadamente
constantes. Durante los dos meses iniciales la activi-
dad proteolitica es aproximadamente 20% mayor que la
capacidad proteolitica, efecto que se revierte al avan-
zar el proceso observidndose que después de 80 dias de
maduracién el ClNa 15% inhibe la capacidad proteolfiti-
ca de tipo quimotripsina aproximadamente un 30%.

En la Figura 20 se puede observar que la cape
dad proteolitica de las proteasas alcalinas de mG
en maduracién sobre caseina es mayor gque la der

fresco.
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FIGURA 16: EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CA-

PACIDAD Y LA ACTIVIDAD AUTOLITICA DE LAS PROTEINAS SAR-

COPLASMATICAS DE MUSCULO DE ANCHOITA, MEDIDAS A pll ALCA-

Se incubaron alificuotas de sobrenadante de misculo de an-
chofita en distintos estadfios de maduracién (M 2.2.1, cam-
pana 1980-1981) con buffer borato de sodio 20 mM pH 8,5
en O—OC1Na 0% y @—® ClNa 15%, durante 1 h a 37°C, volu-
men final 0,5 ml (M 4.5)
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FIGURA 17: EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CAPACIDAD

Y LA ACTIVIDAD AUTOLITICA DE LAS PROTEINAS SARCOPLASMATICAS

DE MUSCULO DE ANCHOITA, MEDIDAS A pH ALCALINO

Se incubaron alicuotas de sobrenadante de mfisculo de anchofita
de distintos estadios de maduracién (M 2.2.2, campana 1982-

1983) con buffer borato de sodio 20 mM pH 8,5 en : 0—OClNa 0%
y @—@® ClNa 15%, durante 2 h a 37°C, volumen final 1 ml (M 4.5)
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FIGURA 18: EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CA-

PACIDAD AUTOLITICA DE LAS PROTEINAS SARCOPLASMATICAS DE

MUSCULO DE ANCHOITA, MEDIDA A pll ALCALINO

Se incubaron alicuotas de sobrenadante de mGsculo de an-
chofta de distintos estadfios de maduracién (M 2.2.1, cam-
pana 1979-1980) con buffer borato de sodio 20 ml pH 8,5,
durante 1 h a 37°C, volumen final 0,5 ml (M 4.5)
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INHIBICION POR ClMa 15% DE LA CAPACIDAD AU-

TOLITICA DE LAS PROTEINAS SARCOPLASMATICAS DE MUSCULO DE

ANCHOITA, MEDIDA A pH ALCALINO, A TRAVES DE LA MADURACION

Se calculé segln:

( capacidad autolfitica - actividad'autolitica )

x 100

capacidad autolitica

Tiempo de

Campana 1980-1981

Tiempo de

Campana 1982-1983

maduracidnf rphibicién por ClNa | Maduracion|rphipicién por ClNa

(dfas) (%) (dfas) (%)
0 0 0 a 160 0

16 40 180 17

30 80 232 34

56 85 267 37

91 43 324 37
195 60 - -
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I'IGURA 19: EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CA-

PACIDAD Y LA ACTIVIDAD DE TIPO QUIMOTRIPSINA DE LA FRAC-

CION SARCOPLASMATICA DE MUSCULO DE ANCHOITA

Se incubaron alicuotas de sobrenadante de anchoita de
distintos estadlfos de maduracién (M2.2.1., campana 1979-
1980) con BTEE 0,5 mM, buffer Tris-ClH 55 mM, pH 7,8 ,
Cl,Ca 55 mM, y 0--O Cc1Na 0% 6 @—® CliNa 15%, durante 10

min a temperatura ambiente, volumen final 1 ml (M4.4.)
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FIGURA 20: EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CAPA-

CIDAD Y LA ACTIVIDAD CASEINOLITICA DE LA FRACCION SARCO-

PLASMATICA DE MUSCULO DE ANCHOITA, MEDIDAS A pd ALCALINO

Se incubaron alicuotas de sobrenadante de mfisculo de an-
chofta de distintos estadfos de maduracién (M 2.2.1, cam-
pana 1980-1981) con: casefna 0,5%, buffer horato de sodio
20 mM pll 8,5 en: O—0O ClNa 0% y®- 3 ClNa 15%, durante 1 h
a 37°C, volumen final 1 nl (M 4.1). En cada punto se des-

contd la capacidad o actividad autolitica (M 4.5).
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Los valores de la tabla IX indican los porcenta-
jes de inhibicién de la capacidad caseinolitica por
ClNa 15%; son mayores sobre las proteasas alcalinas de
mGsculo en maduracién que sobre las de misculo fresco.

El aumento de capacidad y actividad proteolitica
frente a un sustrato, con disminucién simult&nea frente
a otro al avanzar la maduracién, supondria la existen-

cia de por lo menos dos proteasas alcalinas.

Los resultados expuestos en los puntos 3 a 7 con-
firman que la capacidad y la actividad autolitica del
mGsculo de anchoita, medidas a pH &cido, neutro y alca-
lino, aumentan durante la maduracién,

Considerando la labilidad de los lisosomas a los
que en ningfin mgmento después de la captura (6a8h)e
inicio del salado se les da proteccién osmbtica adecua-
da (65), y que la alta concentracibén de ClNa en los te-
jidos (aproximadamente 15%) causa separacibén de las en-
zimas unidas a membranas (66), se descarta que los in-
crementos de capacidad y actividad autolitica vistos en
los extractos crudos (puntos 3 y 4) y en la fraccién
sarcoplasmdtica muscular aGn después de varios meses de
iniciado el proceso, se originen en el pasaje de protea-
sas desde la fraccifn insoluble a la soluble (Sbm) du-
rante la preparacib6n de la misma.

Algunas de las razones Jque explicarfan esos aumen-
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TABLA IX: INHIBICION POR ClNa 15% DE LA CAPACIDAD CASEI-

NOLITICA ALCALINA DE LA FRACCION SARCOPLASMATICA DE MUSCU-

LO DE ANCHOITA, A TRAVES DE LA MADURACION

Se calculd segln:

( capacidad caseinolftica - actividad caseinolitica )xlOO

capacidad caseinolitica

Tiempo de
] Inhibicién por ClNa
maduracién
(2)
(dias)
0 27
16 78
30 70
56 45
91 68
195 59
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tos son:
- disminucién de la actividad de algin inhibidor
de proteasas presente en la fracci6én sarcoplasmitica.
- variaciones en la estructura de las proteinas
de la fraccifn sarcoplasmdtica (proteasas y/o sustra-

tos).

8 - INTERACCION ENTRE LAS PROTEINAS MIOFIBRILARES Y

SARCOPLASMATICAS DURANTE LA MADURACION

Considerando que las proteinas insolubles (protei-
nas miofibrilares) constituyen inicialmen;e el 65% del
mGsculo, serfa importante estudiar la interaccién entre
las proteinas miofibrilares y sarcoplasmaticas desde el
punto de vista de la actividad proteolitica, y sus mo-
dificaciones durante la maduracién.

Se define interaccién (I) entre proteinas miofibri-

lares (Pm) y sarcoplasmiticas (Sbm) como:

.- {AA27SSmem - (AA27SSbm + AI\27SPm ) }.xh . nm . h

proteina incubada mg mg

Los valores de las Tablas X y XI: A Pm.20 h.mg -

A275
obtenidos al incubar alicuotas de una suspensién de pro-
teinas miofibrilares, a pH neutro y alcalino respectiva-

mente, indican posible autodegradacién de las mismas ; este

comportamiento no muestra una tendencia definida durante el pro-



_69_

TABLA X: AUTODEGRADACION DE LAS PROTEINAS MIOFIBRILARES

DE ANCHOITA A TRAVES DE LA MADURACION

Se incubaron alicuotas de una suspensién de proteinas
miofibrilares de anchofita de distintos estadios de ma-
duracién (M1 3., campana 1982-1983) con buffer fosfato
de sodio 20 mM pH 6,2 , durante 20 h a 37°C, volumen
final 1 ml (M4.5.)

Tiempo de
Autodegradacién
maduracibn -1
(A A275 20h.mg ™)
(dias)
0 0,07
6 0,05
13 0,00
36 0,01
64 0,04
70 0,08
91 0,13
105 0,07
163 0,00
232 0,09
267 0,11
324 0,07
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TABLA X I : AUTODEGRADACION DE LAS PROTEINAS MIOQFIBRI-

LARES D: ANCHOITA MEDIDPA A pE ALCALINO A TRAVES DE LA

MADURACION

Se incubaron alicuotas de una suspensién de protefnas
miofibrilares de anchofita de distintos estadfos de ma-
duracién (M 3. , campana 1982-1983) con buffer borato
de sodio 20 mM pH 8,5, ducante 20 h a 37°C, vclumen fi-
nal 1 ml (i1 4.5)

Tiempo de
Autodegradacién
maduracibn .
(dfas) (AA27520 h. 3 ™)

0 0,08

6 0,05

13 0,03

27 0,06

36 0,07

50 0,07

56 0,08

64 0,08

70 0,09

78 0,14

84 0,01
105 0,15
133 0,04

163 0,08

182 0,20

232 0,19

267 0,10

324 0,19
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ceso. Dado que persiste después de los exaustivos lava-
dos realizados durante el aislamiento de las protefnas
miofibrilares segfin el método de Gill (59) y segfin el
nétodo empleado por Drabikowski (67) que incluye deter-
gentes, no se trataria de una contaminacién con protea-
sas sarcoplasmiticas. La posibilidad que sea una acti-
vidad proteolfitica propia de las protefnas miofibrila-
res se contrapone con su resistencia a tratamientos tér-
micos drésticos (68). Si bien estas hip6tesis no pueden
descartafse, para la interpretacién de las siguientes
experiencias se considerard que la autodegradacién mio-
fibrilar es no enzimitica. Esto significa que en el
cdlculo de interaccibn se excluird del té&rmino que re-
presenta la cantidad de proteina incubada a las pro -

tefnas miofibrilares:

{A A27SSDum - (AA27SSbm + AA275Pm )} . xhn

o .
proteina sarcoplasmatica mg

Dado que no se estd trabajando con enzimas puri-
ficadas sino con un sistema relativamente complejo o
crudo, son varios los factores que determinan el valor
de la interaccién entre las proteinas miofibrilares y
sarcoplasmiticas calculado segin I. Un valor negativo
o nulo indicaria que: o bien las protefnas miofibrila-
res no son hidrolizadas por las proteasas sarcoplasmé-

ticas, o que esa hidr6lisis es de magnitud relativamen-
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te baja y coexiste con cierta disminucién de la auto-
lisis de las protefnas sarcoplasmiticas. Esta segunda
posibilidad se deberia a la distinta especificidad de
las proteasas sarcoplasmaticas frente a locs posibles
sustratos disponibles (proteinas miofibrilares y sar-
coplasmaticas), o a la presencia de inhibidores apor-
tados ai sistema por las proteinas miofihrilares.

Si el valor calculado de I es mayor gue cero in-
dicarfa que las proteinas miofibrilares son hidroliza-
das por las proteasas sarcoplasniticas, siendo la mag-
nitud de esa protedlisis enddgena de suficiente magni-
tud como para superar alguna disminucifn cen la autoli-

sic de las proteinas sarcoplasmidticas.

La interaccién asi definida es una medida de 1la
capacidad o de la actividad proteolitica endbgena de
la fraccién sarcoplasmitica muscular, es decir de la
capacidad o de la actividad de las proteasas de la
fraccidn sarcoplasmitica para hidrolizar proteinas
miofibrilares. La capacidad de interaccib6n se refie-
re a valores de I calculados a partir de medidas de
actividad hechas sin ClNa en el medio de incubacién,
o sea medidas de capacidad proteolitica. Cuando I sz
calcula a partir de valogés de actividad proteolitica,

0 sea mediciones hechas en presencia de ClNa 15%, se

la denomina interaccién.
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8.1. - Efecto del tiempo de maduracibén schre la capaci-

dad de interaccibn entre las proteinas sarcoplasm&ticas

y miofibrilares de m@sculo de anchoita

La Tabla XII muestra los valores de la capacidad
de interaccibn entre las proteinas sarcoplasmiticas y
miofibrilares a través de la maduracién. En anchoita
fresca y durante los primeros 70 dias del proceso es
menor que cero, y mayor después de ¢0 dias. La interac-
cibén presenta una alternancia de valores mavores y me-
nores que cero sin una tendencia definida (datos no

mostrados) .

8.2. - Efecto del tiempo de maduracifn sobre la capaci-

dad de interaccifn entre las proteasas &cidas y las pro-

tefnas miofibrilares de miisculo de anchcita

Para la autodegradacién de las proteinas miofibri-
lares (datcos no mostrados) se sigue 21 mismo criterio
gque en el caso de la autodegradacién medida a pPH neutro
y alcalino: se la considera no enzimitica.

Los valores de la capacidad de interaccién entre
las proteasas dcidas y las proteinas miofibrilares son
muy bajos (datos no mostrados), glokalmente se vio que
en anchoita fresca y hasta los primeros 6 dfas de madu-
racifn son menores que cero, y mayores desde los 13 df-
as en adelante. La interaccién, que tambiZn es muy baja,

presentS alternancia de valores mayores y menores que
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TABLA XII: EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CAPA-

CIDAD PROTEOLITICA ENDOGENA DE LA FRACCION SARCOPLASMATI-

CA DE MUSCULO DE ANCHOITA (CAPACIDAD DE INTERACCION)

Se incubaron alficuotas de sobrenadante de misculo de an-
choita de distintos estadios de maduracidén (M 2.2.2.,cam-
pana 1982-1983) con una suspensién de proteinas miofikri-
lares del estadio de maduracién correspondiente; buffer

fosfato de sodio 20 mM pH 6,2 , durante 20 h a 37°C, vo-
lumen final 1 ml (M 4.5.)

Tiempo de Capacidad de
maduracién interaccibn
(dfas) (AA27520}ng—1)
-0,12
6 -0,07
13 -0,10
36 -0,03
64 -0, 04
70 -0,05
91 0,00
105 0,02
163 0,08
182 0,17
232 0,26
267 0,12
324 0,20
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cero sin una tendencia definida (datos no mostrados).

8.3. - LEfecto del tiempo de maduracién sobre la interac-

cién entre las proteasas alcalinas y las protefnas mio-

fibrilares de misculo de anchoita

La Tabla XIII muestra los valores de interaccibn
y de capacidad de interaccién entre las proteasas al-
calinas y las protefinas miofibrilares. La interaccién
es igual a cero en misculo fresco, y mayor durante todo
el proceso. La capacidad de interaccibn es menor que

cero en midsculo fresco y mayor durante la maduracién.

Los valores de capacidad de interacci6n indicados
en las tablas preéedentes muestran globalmente un com-
portamiento que se puede resumir como: las proteinas
miofibrilares de anchoita fresca y/o de los primeros es-
tadfos de maduracibn no son hidrolizadas, o lo son poco,
por las proteasas de las fracciones sarccplasméticas co-
rrespondientes; al avanzar la maduracién la magnitud de
esa hid:6lisis endb6gena aumenta.

Entre las hip6tesis que justificarian tal compor-
tamiento estén:

- cambios en la estructura o en la composicidn
proteica de la fraccidn imiofibrilar.

- disminucién de la actividad de alg@n inhibidor
de protcasas sarcoplasmé&ticas presente en la fracci6n

miofibrilar.
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EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE: a- 1A

CAPACIDAD, Y LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA ENDOGENAS DE LA

FRACCION SARCOPLASMATICA DE MUSCULO DE ANCHOITA, MEDI-

DAS A pH ALCALINO (INTERACCION Y CAPACIDAD DE INTERAC-

CION)

Se incubaron alicuotas de sobrenadante de misculo de an-
chofita en distintos estadfos de maduraciébn (M 2.2.2, cam-

pana 1982-1983) con una suspensibén de proteinas miofi-

brilares del estadio de maduracién correspondiente;

ffer borato de sodio 20 mM pH 8,5,

bu-
durante 20 h a 37°C,

en: a- ClNa 0% y b- ClNa 15%. Volumen final 1 ml (M 4.5)

Tiempo de

a- Capacidad de

b- Interaccién

maduracién interacci6n A .
(dias) (AA275 20 h. mg_l) (87,520 h. mg ™)

0 -0,06 0,00

6 0,07 —_—

L3 0,22 0,02

27 0,16 0,11

36 0,22 0,17

50 0,23 0,12

56 0,18 0,13

64 0,19 0,07

70 0,40 0,19

78 0,26 0,08

84 0,32 0,20
105 0,34 0,17
133 0,58 0,30
163 0,42 0,22
182 0,20 0,06
232 0,32 0,02
267 0,47 0,10
324 0,33 0,14
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- modificaciones en la estructura de las protea-
sas sarcoplasmdticas que varien, por ejemplo, su res-
puesta a inhibidores, su afinidad por distintos sustra-
tos, etc..

~ disminuci6n de la actividad de algGn inhibido:
de proteasas sarcoplasmiticas presente en la misma
fraccién.

A fin 'de estudiar algunos aspectos de la impor-
tancia relativa de estas hip6tesis se midié la interac-
cibén entre las proteinas miofibrilares y sarcoplasmati-
cas de mlsculo de anchofita dec distinto gradc de madura-

cién.

8.4. - Interaccifn entre las protefinas miofibrilares y

sarcoplasmidticas de mfisculo de anchoita de distinto gra-

do de maduracién

La Tabla XIV muestra los valores de capacidad de
interaccién de: b- las proteinas sarcoplasm&ﬁicas de
misculo en maduracibén con las proteinas miofibrilares de
mGsculo fresco. d- las protefinas sarcoplasmiticas de
misculo fresco con las proteinas miofibrilares de mscu-
lo en maduracién. a- y c- los controles respectivos.

Dado que las proteasas sarcoplasmiticas alcalinas
ue anchofta en maduracién hidrolizan a las protefnas mio-
fibrilares de anchoita fresca (b- sbm__,Pm. >0 ; a- SbmFPmFSO),

mientras que las protefinas miofibrilarss de anchofta en
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TABLA XIV: CAPACIDAD DE INTERACCION DE LAS PROTEINAS MIO
FIBRILARES Y SARCOPLASMATICAS DE MUSCULO DE ANCHOITA EN

DISTINTO ESTADO DFE MADURACION

Se incubaroin con buffer citrato de sodio 20 mM pH 3,5 ,

o buffer fosfato de sodio 20 mM pH 6,2, o huffer borato

de sodio 20 mM pH 8,5, durante 20 h a 37°C, volumen fi-

nal 1 ml (M4.5.)

- alicuotas de una suspensidn de protefnas miofibrilares

de anchoita fresca con: a- alicuotas de sobrenadante de
miisculo de anchoita fresca, b- alicuotas de sobrenadante
de mGsculo de anchoita en maduracién.

- alicuotas de una suspensién de proteinas miofibrilares
de anchoita en maduracién con: c—- alicuotas de sobrena-
dante de miisculo de anchoita del estadfo de maduracién

correspondiente, d- alicuotas de sobrenadante de anchoi-

ta fresca.

Capacidad de interaccién (flA7752011.n@f1)
pPH -~
a- PmFSbmF b- }?mFSbrs'324 c- 1’111324 Scm324 d- Pm3245hnF
3,5 "0,07 —0,20 0'02 -0,06
6,2 -0,12 -0,23 0,20 -0,16
8,5 -0,15 0,20 0,33 -0,10
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maduracién no son hidrolizadas (o lo sonpcco) por las pro-

teasas sarcoplasméticas de anchoita fresca(d—su%ymymso-

C- Sbm >0); el aumento de la hidrélisis de proteinas

324324

miofibrilares al avanzar la maduracién (a- Sbman 0 ;

<
F

C—- Sbm >0), se justificaria (por lo menos en el caso

324”324
de hidrdélisis alcalina) por cambios de la estructura de
las protecasas sarcoplasmlticas y/o disminucién de la ac-
tividad de algn inhibidor de proteasas presente en la
fraccibn sarcoplasmidtica, y no por variacién de la es-
tructura de las proteinas miofibrilares, ni por disminu-
cibn de la actividad de algln inhibidor miofibrilar de
las proteasas sarcoplasmiticas alcalinas.

Las proteasas sarcoplasméticas dcidas y neutras de
anchoita en maduracibn hidrolizan poco a las proteinas

miofibrilares de anchofta fresca (b-sbm_ ., Pm_>0; a- SbmFPmFS 0),

324
lo mismo que las proteasas sarcoplasmdticas de anchofta
fresca a las proteinas miofibrilares de anchoita en ma-
- Y - P < - - > =
duraciébn (d SbmF Mang 0; ¢ Sbm324Pm324 0) en estos casos
el aumento de la hidr6lisis de las proteinas miofibrila-
res observado al avanzar la maduracifn, aunque mas tar-
. _ . . _ ‘ o 5
diamente que en medio alcalino, (a SbmFP-nFS 0;cC Sbm324Pm324 0),
se justificaria por modificaciones de la estructura de
las protefnas miofihrilares, o disminucién de la activi-
dad de alg@n inhibidor miofibrilar de las proteasas sar-

coplasmidticas, acompahado de modificaciones en la es-

tructura de las proteasas sarcoplasmiticas y/o disminu-
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cibn de la actividad de inhibidores en la fracci6bn sar-

coplasmitica (recordar que d- SbmFPm <0 ).

324
Los resultados expuestos en los puntos 8.1. a 8.4.
coinciden con los de los puntos 5 a 7 en indicar que
las proteasas de mfisculo en maduracién est&n en condi-
ciones mas favorables de hidrolizar las proteinas mus-
culares que las proteasas de mGsculo fresco; siendo es-

te comportamiento mas notorio en el caso de las protea-

sas alcalinas.

9 - CAPACIDAD PROTEOLITICA DEL MUSCULO DE ANCHOITA Y

GRADO DE MADURACION

El grado de maduracib6bn de la anchoita salada se
determina en forma empirica a través de la evaluacibn
sensorial de caracteristicas tales como: color, aroma,
textura y sabor.

La Figura 21 muestra el grado de maduracifén de la
anchoita salada.durante la campana 1980 - 1981 , dado
que se obtuvo maduracién completa en s8lo 200 dfas se
la considera rdpida. Como se puede ver esta aceleracibn
del proceso coincide, ya en los primeros dias del pro-
ceso (menos de 60 dias), con la existencia en el miscu-
lo en maduracién de capacidades autoliticas de seis (pi8,5),
siete (pi 3,5) y once (pH 6,2) veces maycres qu2 las co-
rrespondientes en m@isculo fresco.

En la Figura 22 se ve el grado de maduracién de la
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FICURA 21: CAPACIDAD AUTOLITICA DE LAS PROTEINAS DE i{USCULO Y

GRADO DE MADURACION. CAMPANA 1980 - 1981

Svaluacién sensorial del grado de maduracién:

8 madura

"/} inmadura; parcialmente madura;

Capacidad autolitica de las proteinas de miisculo:

O— O sobrenadante de misculo, pH 3,5, Cl¥a 0%, 1 h a 37°C (Figura 10)
0—® sobrenadante de mdsculo, pH 6,2, ClNa 0%, 1 h a 37°C (Figura 7)
V—V sobrenadante de miisculo, pH 8,5, Clida 0%, 1 h a 37°C (Figura 16)
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FIGURA 22: CAPACIDAD AUTOLITICA DE LAS PROTEINAS DE MUSCUILO Y GRA-

DO DZ IMADURACION. CAMPANA 1879 - 1980

Evaluacién sensorial del grado de maduracién:

M madura

»// inmadura; parcialmente madura;
. 4

Capacidad autclitica de las protefinas de mficculo:

O0—0 sobrenadasnte de misculo, pH 3,5, ClNa 0%, 1 h o 37°C (Figura 12)
® — & sobrenadante de riscwlo, pH 6,2, ClNa 0%, 1 h a 37°C (Figura 9)
V—V sobrenadante de misculo, vl 8,5, ClNa 0%, 1 h a 37°C (Figura 18)
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anchoita salada durante la campafia 1979 - 1980. El pro-
ducto maduro se obtuvo en el término de 9 meses, que es
el usual en la industria nacional. Si bien los valores
de capacidad autolitica del mGsculo fresco no son muy
diferentes a los de la campana 1980 - 1981, al avanzar
el proceso nunca se incrementaron en mis de dos veces a
pH 8,5 y cuatro veces a pH 6,2 ,(a pH 3,5 fue aproxima-
damente constante) y é&sto ocurrié alrededor de los 80
dfias de maduraci6én. Los valores de capacidad autolitica
muscular mas altos medidos durante esta campana son, se-
gin el pH, entre dos y diez veces menores que los co-
rrespondientes valores miximos de la campaha 1980 - 1981.
La Figura 23 muestra el grado de maduracién de la
campana 1982 - 1983. Se puede observar que el proceso
fue mas lento que lo habitual, completdndose la madura-
cién en 11 meses. Coincidiendo con &sto se ve que los
valores de capacidad autolitica del msculo fresco son
algo menores que los del material usado en otras campa-
nas. S6lo después de 150 a 200 dias de maduracién la ca-
pacidad autolitica aumenté dos (pH 6,2), tres (pH 8,5) y
cinco (pH 3,5) veces, alcanzando valores alrededor de
50% menores que los que en la campana 1979 - 1980 ya se

registraban antes de los 60 dfias de maduracién.

10 - EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CAPACIDAD
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FIGURA 23: CAPACIDAD AUTOLITICA DE LAS PROTEINAS DE MUSCULO Y GRA-

DO DE MADURACION. CAMPARA 1982 - 1983

Evaluacién sensorial del grado de maduracién:

»///// inmadura; @ parcialmente madura;

Capacidad autolitica de las protecinas de midsculo:

0—0 sobrenadante de mdsculo, pH 3,5, ClNa 0%, 2 h a 37°C (Figura 11)
® — @ sobrenadante de mdsculo, pH 6,2, ClNa 0%, 2 h a 37°C (Figura )
V—V sobrenadante de misculo, pH 8,5, ClNa 0%, 2 h a 37°C (Figura 17)

madura
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Y LA ACTIVIDAD PROTEQOLITICA DE VISCERAS DE ANCHOITA

En la Figura 24 se ve que la capacidad autolitica
de las visceras de anchoita es, durante todo el proceso,
mayor o del mismo orden que la capacidad autolitica de
las visceras frescas. La actividad autolitica es mayor
durante los primeros 40 dias del proceso, y después dis-
Ininuye a valores aproximadamente constantes.

En la Tabla XV est&n indicados ios porcentajes de
inhibicién por ClNa 15% de la capacidad autolitica de
las proteasas viscerales; es mayor en las visceras de
anchoita fresca que en las de anchoita en maduracién.

La Figura 25 muestra los valores de capacidad vy
actividad caseinolitica de las visceras de anchoita. Pa-
sados 30 dias de maduracidén disminuyen respecto del va-
lor cn visceras frescas, manteniéndose después aproxi-
madaménte constantes.

En la Tabla XVI se dan los porcentajes de inhibi-
«216n por ClNa 15% de la capacidad proteolitica sobre

caseina. Se ve que es del mismo orden en visceras de

anchoita frescas y en maduraciébn.

11 - EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CAPACI-

DAD Y LA ACTIVIDAD DE LAS PROTEASAS ACIDAS DE VISCERAS

DE ANCHOITA

Solo se registr6 proteolisis en medio &cido en an-
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CIDAD Y LA ACTIVIDAD AUTOLITICA DE VISCERAS DE ANCHOITA

Se incuvaron alfcuotas de sobrenadante de visceras de
anchofta de distintos estadfos de maduraciébn (M 2.2.2,
campana 1982-1983) con buffer fosfato de sodio 20 mM

pH 6,2, enO—OClNa 0% ye—e® ClNa 15%, durante 2 h a 37°C,

volumen final 1 ml (M 4.5)
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TABLA XV : INHIBICION POR ClNa 15% DE LA CAPACIDAD AUTO-

LITICA DE LAS VISCERAS DE ANCHOITA A TRAVES DE LA MADU-

Se calculd segln:

( capacidad autolitica -~ actividad aytolitica ) x 100

capacidad autolitica

Tiempo de
naduracién Inhibicién por ClNa
(%)
(dias)
0 71
40 16
50 40
56 25
105 41
163 41
182 41
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FIGURA 25: EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CAPA-

CIDAD Y LA ACTIVIDAD CASEINOLITICA DE VISCERAS DE ANCHOI-

TA
Se incubaron alfcuotas de sobrenadante de visceras de an-
chofita de distintos estadfos de maduraci6bn (M 2.2 .1, cam-
pana 1980-1981) con casefna 0,5%, buffer fosfato de so-
dio 20 mM pH 6,2, enO0—0ClNa 0% y @e—® ClNa 15%, durante
2 h a 37°C, volumen final 1 ml (M4 .1)
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SEINOLITICA DE LAS VISCERAS DE ANCHOITA A TRAVES DE LA

MADURACION

Se calculd segfln:

( capacidad caseinolftica - actividad caseinolitica )

capacidad caseinolitica

Tiempo de
Inhibicién por ClNa

maduracién

(%)
(dias)

0 70
30 68
56 69
91 73
120 73
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choita fresca con el paquete visceral completo. En las
visceras remanentes después de la evisceracién parcial
post-presalado, anchofta en maduracién, ya no es posible

medir actividad proteolfitica a pH 3,5

12 - EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CAPACIDAD

Y LA ACTIVIDAD DE LAS PROTEASAS ALCALINAS DE VISCERAS

DE ANCHOITA

En la Figura 26 se ve que la capacidad y la activi-
dad autolitica de las proteasas alcalinas de las visce-
ras de anchofita en maduracién son mayores que las de
las visceras de anchoita fresca durante los primeros 40
dias del proceso, después disminuyen a valores menores
que la capacidad proteolitica de las visceras frescas.

~ Los valores de la Tabla XVII indican que la inhibi-
cidén de la capacidad autolitica alcalina por ClNa 15%
es mayor en las visceras de anchoita fresca que en la
parcialmente madura.

En las curvas de las Figuras 27 , 28 y 29 puede ob-
servarse que la capacidad y la actividad caseinolitica
alcalina, las tipo tripsina y las tipo quimotripsina de
las visceras de anchoita de hasta aproximadamente 40 dias
de maduracibén son algo mayores que las de las visceras
de anchoita fresca, después disminuyen a valores aproxi-
madamente constantes. También se ve que la capacidad de

las protcasas tipo tripsina y tipo quimotripsina de las
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FIGURA 26: EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CA-

PACIDAD Y LA ACTIVIDAD AUTOLITICA DE VISCERAS DE ANCHOI-

TA, MEDIDAS A pH ALCALINO

Se incubaron alficuotas de sobrenadante de visceras de an-
chofta de distintos estadios de maduracién (M 2.2.2. cam-
pana 1982-1983) con buffer borato de sodio 20 m!1 pH 8,5,

en: 0— 0O ClNa 0% y @&—e@ ClNa 15%, durante 2 h a 37°C, volu-

men final 1 ml (M 4.5).
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TABLA XVII : INHIBICION POR ClMa 15% DE LA CAPACIDAD AU-

TOLITICA DE LAS VISCERAS DE ANCHOITA, MEDIDA A pH ALCA-

LINO, A TRAVES DE LA MADURACION

Se calculé segfn:

( capacidad autolfitica - actividad autolitica ) x 100

capacidad autolitica

Tiempo de
Inhibicién por ClNha

maduracién
(%)
(dias)
0 59
42 28

50 a 250 10
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FIGURA 27: EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CA-

PACIDAD Y LA ACTIVIDAD CASEINOLITICA DE VISCERAS DE AN-

CHOITA, MEDIDAS A pd ALCALINO

Se incubaron alfcuotas de sobrenadante de visceras de
anchoita de distintos estadfos de maduracién (il 2.2.1,
campana 1980-1981) con caseina 0,5%, buffer borato de
sodio 20 mM pH 8,5, en O—O ClNa 0% y®—® ClNa 15%, du-
rante 2 h a 37°C, volumen final 1 ml (M4.1.)
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FIGURA 28: EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CA-

PACIDAD Y LA ACTIVIDAD DE TIPO TRIPSINA DE VISCERAS DE

ANCHOITA

Se incubaron alicuotas de sobrenadante de visceras de

anchoita de distintos estadfos de maduracién (M 2.2.1,
campana 1980-1981) con BAEE 0,5 mM, buffer Tris-ClH

50 mM pH 8,0, YyO—OClNa 0% 6@—@ClNa 15%, durante 10

min a temperatura ambiente; volumen final 1 ml (M 4.3)
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FIGURA 29: EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION SOBRE LA CA-

PACIDAD Y LA ACTIVIDAD DE TIPO QUIMOTRIPSINA DE VISCE-

RAS DE ANCHOITA

Se incubaron alicuotas de sobrenadante de visceras de
distintos estadfos de maduracién (i 2. 2.1, campana 1980-
1981) con BTEE 0,5 mM, buffer Tris-Clik 55 mM pH 7,8 ,
C12Ca 55 mM, yO—0OClNa 0% 6@—® ClNa 15%, durante 10min

a tempcratura ambiente; volumen final 1 ml (i1 4. 4)
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visceras de anchoita parcialmente madura no es inhibida
por ClNa 15%.

En la Tabla XVIII se observa que el porcentaje de
inhibicién por ClNa 15% de la capacidad caseinolitica
alcalina es del mismo orden en las visceras de anchoita

fresca y parcialmente madura.

Dado que por razones metodolSgicas no se midié la
capacidad y actividad proteolitica de cada viscera por
separado, los valores medidos en estadios de maduracién
distintos muestran el comportamiento global del paquete
visceral remanente; este comportamiento no solo es afec-
tado por las condiciones y avance del proceso, sino tam-
bién por la composicién del paquete visceral; por ejem-
plo: los ciegos pil6ricos, ricos en enzimas, se degra-
dan durante los primeros meses de la maduracién; mien-
tras que la parte final del intestino, pobre en enzimas,

se mantiene hasta el final del proceso.

13 - CAMBIOS EN LA COMPOSICION DE LAS MIOFIBRILLAS DE

ANCHOITA DURANTE LA MADURACION

En la Figura 30 se ve que, comparando con la dis-
tribucién electroforética de las miofibrillas de miscu-
lo fresco, uno de los cambios mids notorios a través de
la maduracién es la disminucién de la cadena de miosina

pesada, y que &sto ocurre ya en las miofibrillas de
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TABLA XVIII: INHIBICION POR ClNa 15% DE LA CAPACIDAD CA-

SEINOLITICA DE LAS VISCERAS DE ANCHOITA, MEDIDA A pH AL-

CALINO, A TRAVES DE LA MADURACION

Se calcul6 segq(n:

(capacidad caseinolitica - actividad caseinolitica)x

100
capacidad caseinolitica

Tiempo de
Inhibici6én por ClNa

maduracién

(%)
(dias)

0 83
30 83
56 83
91 86
120 80
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actina _—

FIGURA 30: CAMBIOS EN LA COMPOSICION DE LAS MIOFIBRI-

LLAS DURANTE LA MADURACION

Electroforetogramas en gel de poliacrilamida - SDS de
las proteinas miofibrilares de mGsculo: a- fresco,

b- presalado, c- 13 dfas, d- 20 dias, e- 36 dias,

f- 50 dias, g- 133 difas, h- 267 dias, i- 324 dias.

Se sembraron 75 - 80 pug de proteina en cada gel.
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msculo presalado; en este caso la variacibén se debe a
extraccién de miosina desde la miofibrilla, dado que,
por penetracién de sal, en algin momento del presalado
la concentracifn de ClNa es la necesaria para que se
produzca extraccién (69) (70)

La Figura 31 muestra que la cadena de miosina pe-
sada en los homogenatos de mGsculo fresco y mlsculo pre-
salado son comparables. Al separar dél homogenato 1la
fraccién miofibrilar (M .3.) la cadena de miosina pesada
del mGsculo presalado disminuye mucho, pero como se ve
en la Figura 32, todavia se la recupera parcialmente en
la fraccibén insoluble que se separa de las proteinas
sarcoplasmiticas y en los lavados de las miofibrillas.

En la Figura 33 se observa que a los 13 dias de
maduracién la cadena de miosina pesada y las proteinas
de aito peso molecular (excepto las que no entran al gel)
han disminuido dristicamente respecto de las correspon-
dientes fracciones de m(sculo fresco: homogenato (re-
presenta las proteinas totales presentes en el mGisculo),
miofibrillas, fraccién insoluble y lavados. A los 133
dfias de maduracién no se ve miosina pesada y se acentud
la disminucién de todas las proteinas en todas las frac-
ciones.

En la Figura 30 los cambios en la composicién de
las miofibrillas que se aprecian m&s claramente durante

la maduracidén son: la ya mencionada disminucibén de la
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FIGURA 31: PROTEINAS TOTALES Y MIOFIBRILARES DE MUSCULO

FRESCO Y PRESALADO

Electroforetogramas en gel de poliacrilamida - SDS de:
A- protefnas de msculo fresco, B- protefnas de mGsculo
presalado 24 h.

a y d: proteinas totales.

b y e: protefinas miofibrilares no lavadas.

c y f: proteinas miofibrilares.

Se sembraron 100 pg de proteina en cada gel.
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FIGURA 32: PROTEINAS MIOFIBRILARES DE MUSCULO FRESCO Y

PRESALADO FUERA DE LA FRACCION MIOFIBRILAR

Electroforetogramas en gel de poliacrilamida - SDS de:
A- proteinas de mGsculo fresco, B- protefnas de miscu-
lo presalado 24 h.

a y c: proteinas en los lavados dc las miofibrillas.

b yv d: proteinas en la fraccién insoluble separada de
la fraccibén sarcoplasmitica.

Se sembraron 100 pg de proteina en cada gel.
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a bc de abcde a bc de

FIGURA 33: SECUENCIA DE SEPARACION DE LAS MIOFIBRILLAS

DE

MUSCULO FRESCO Y EN MADURACION

Electroforetogramas en gel de poliacrilamida - SDS de:

A_
de

protefnas de misculo fresco, B- protefnas de mdsculo
13 dfias de maduracifn, C- proteinas de misculo de .

133 dfas de maduracién.

a,
b,
c,
d,
e,
de
Se

f y k: proteinas totales.

g y 1l: proteinas miofibrilares no lavadas.

h y m: proteinas miofibrilares.

i y n: proteinas en los lavados de las miofibrillas.
j y o: proteinas en la fracci6n insoluble separada
la fraccién sarcoplasmitica.

sembraron 100 pg de proteina en cada gel.
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cadena de miosina pesada, disminucién de las proteinas
de alto peso molecular que no entran al gel, disminucidn
de actina, aumento de‘las proteinas de peso molecular
menor que 45.000 Dt, y aparicién de productos de degra-
daci6n que conforman un gradiente de pesos moleculares
(evidenciada por una tinci6n débil con azul de Coomasie

en todo el gel).

14 - CAMBIOS EN LAS PROTEINAS SARCOPLASMATICAS DE MUSCU-

LO DE ANCHOITA DURANTE LA MADURACION

En la Figura 34 se ve que en los primeros 13 dias
de maduracifén hay una importante disminucién de las pro-
teinas de peso molecular mayor que 45.000 Dt . En esta-
dios mis avanzados también disminuyen las proteinas de
peso molecular menor. La protefina de 45.000 Dt es la que

mds se conserva durante el proceso.

Dos de los hechos que aparecen como causa de los
cambios en la composicién proteica del mlsculo durante
la maduracién son:

- en los primeros 2 a 3 dias del proceso: extrac-
ci6én por ClNa y pérdida parcial de algunas proteinas
junto al exudado durante la prensa (Figuras 31 y 32)

- durante todo el proceso: protedlisis endégena, da-

do que como se vio en los puntos 5 a 7 y 8.1. a 8.4.
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a bcdefghij

FIGURA 34: CAMBIOS EN LA COMPOSICION DE LAS PROTEINAS

SARCOPLASMATICAS DURANTE LA MADURACION

Electroforetogramas en gel de poliacrilamida - SDS de
las protefnas sarcoplasmdticas de mfisculo: a- fresco,

b- presalado, c- 6 dfas, d- 13 dias, e- 20 dias, f- 27
dfas, g- 50 dias, h- 133 difas, i- 267 dias, j- 324 dias.

Se sembraron 100 pg de proteina en cada gel.
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la capacidad y actividad proteolitica del misculo per-
sisten a través de toda la maduracibén. Los resultados

dec las experiencias que se exponen a continuacidn (pun-

to 15) concuerdan con esta hipStesis.

15 - INTERACCION DE LAS PROTEINAS MIOFIBRILARES Y SAR-

COPLASHMATICAS DE MUSCULO DE ANCHOILTA

En la Figura 35 se ve que la capacidad de las pro-
teasas de la fraccién sarcoplasmitica de misculo de 13
dias y de 324 dias de maduracidn para degradar protei-
nas miofibrilares de anchoita fresca, a pH dcido, neutro
0 alcalino, es mayor que la de las protecasas de misculo
f-esco. En la Figura 35 B- y C- se ve que la degradacifn
de la cadena pesada de miosina es mayor que en A-. En
ambos estadios de maduracién las proteasas alcalinas
muestran mayor capacidad hidrolitica. La Figura 35 C- y
D- muestra que la presencia de ClNa 15% cn el medio de
incubacidén inhibe parcialmente la protedlisis, por ejem-
plo: se ve que la degradacién parcial de actina es me-
nor que cuando se incuba en ausencia de ClNa. En la Fi-
gura 35 A- y D- se ve que alin en concentraciones de
ClNa 15%, la hidr6lisis de"las proteinas miofibrilares
de mGsculo fresco por las proteasas sarcoplasmaticas de
misculo maduro es mayor que la debida a las proteasas

de misculo fresco en ausencia de ClNa.



=

Y| fraccidn c-Sbm

% > 13
% &iempo (h) 2

g ,

o pH 3.51Q23.5

miosina _

actina —|

P

Incubaciodn:

fraccién

Tiempo (h)

pH

miosina —

actina __

FIGURA 35: INTERACCION DE LAS PROTEINAS MIOFIBRILARES Y SARCOPLASMATICAS DE

MUSCULO DE ANCHOITA

Electroforetogramas en gel de poliacrilamida - SDS; muestran la degradacidn
de las proteinas miofibrilares de misculo fresco por accidn de: A- proteinas
sarcoplasmiaticas de misculo fresco, B- proteinas sarcoplasmaticas de misculo
de 13 dfas de maduracidn, C- proteinas sarcoplasmiticas de misculo maduro
(Sbm32;), D- proteinas sarcoplasmiticas de misculo maduro, incubacién en
ClNa 15% (Sbm324). Se tomaron como referencia los electroforetogramas a, b,
c, d y los de las proteinas sin incubar: a- autodegradacién de las proteinas
miofibrilares de misculo fresco, b- autSlisis de las proteinas sarcoplasma-
ticas de misculo fresco, c- autdlisis de las proteinas sarcoplasmiticas de
mdsculo de 13 dfas de maduracidn, d- autélisis de las proteinas sarcoplas-

maticas de midsculo maduro (Sbm324)
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16 - INTERACCION DE LAS PROTEINAS MIOFIBRILARES Y LAS

PROTEASAS DE VISCERAS DE ANCHOITA

La Figura 36 a- muestra la capacidad y la activi-
dad de las proteasas viscerales de anchoita fresca pa-
ra hidrolizar protefnas miofibrilares de mGsculo fresco.
A pH &cido y alcalino ambas son mayores que a pH neutro.
Adem8s sc ve que a pH &cido el ClNa 15% inhibe parcial-
mente la degradacién.

En la Figura 36 b- se ve la capacidad de las pro-
teasas de las visceras remanentes en anchoita de 50 dias
de maduracifén para hidrolizar las proteinas miofibrila-
res de misculo de 50 dias de maduracibén: es mayor a pH
alcalino que a pH neutro, y mayor a pH neutro que a pH
acido. A los tres pH utilizados el ClNa 15% inhibe par-

cialmente la degradaciotn.
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FIGURA 36: INTERACCION DE LAS PROTEINAS MIOFIBRILARES Y LAS PROTEASAS DE

Incubacidn:

VISCERAS DE ANCHOITA

Electroforetogramas en gel de poliacrilamida - SDS, muestran:

a- degradacidén de las proteinas miofibrilares de misculo fresco por accidn

de: A- proteasas de visceras de anchoita fresca (Sbv;), B- proteasas de
visceras de anchoita fresca, incubacidn en ClNa 15% (Sbv;)

b- degradacién de las proteinas miofibrilares de misculo de 50 dias de
maduracidén por accidn de: A- proteasas de visceras de anchoita de 50 di-
as de maduracidn (Sbvsa), B- proteasas de visceras de anchoita de 50 di-
as de maduracidn, incubacién en ClNa 15% (Sbvsg)

La fraccidén enzimitica (Sva Y SbVSO) no contribuye a la formacidén de

ninguna banda de proteina debido a que su concentracifn es muy baja.
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Es bien conocido que después de la captura el pes-
cado es especialmente susceptible a la accién de micro-
organismos, tanto de la flora que le es propia (prove-
niente del tracto intestinal, piel, agallas, etc.) co-
mo de la gue lo contamina durante su manipuleo en la
pesca. Los cambios degradativos que sufre se atribuyen
a la accibn de las enzimas de sus propios tejidos y de
la microflora.

El proceso de salado y maduracién de anchoita pre-
viene efectivamente la evolucién de esa degradacién,
evitando el deterioro. Sin embargo el mismo proceso in-
cluye cambios fisicos y quimicos que se traducen en la
modificacién de los caracteres organolépticos de la an-
chofita. Por trabajos realizados en nuestro labcratorio
podemos mencionar entre esas modificaciones la disminu-
cién de la concentracién proteica y el aumento de la
concentracién de los amino&cidos libres en el mfisculo
(71) ; ademds este trabajo de tesis mostré la persisten-
cia de la actividad proteolitica endSgena de los teji-
dos a través de la maduracién. El conjunto de lo expues-
to evidencia que por lo menos algunas de esas modifica-
ciones se deben a la acci6én de las proteasas tisulares.

A diferencia de otras investigaciones sobre activi-
dad protesolitica en pescado salado (7) (72) en las que
solo se media la actividad de las proteasas sobre sus-

tratos ex6genos y sin considerar el efecto del ClNa so-
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bre las mismas, ¢eén este trabajo el estudio de las acti-
vidades proteoliticas tisulares se desarroll$ principal-
mente sobre la capacidad autolitica y endSgena de las
proteinas de los tejidos en maduracifn y su comportamien-
to bajo concentraciones de ClNa iguales a las del pro -
ceso.

Esta forma de aproximacifn al problema mostr§ que,
al pH del proceso: 6,2 , la capacidad autolitica de las
proteasas en el misculo en maduracién es mayor que la
de las proteasas en el mfisculo fresco, y gdue en concen-
traciones de ClNa coincidentes con las del proceso la
aut8lisis durante la maduracifén es mayor o igual que la
de mGsculo fresco. La comparacién de la capacidad pro-
teolitica endfgena del misculo en maduracién (es decir
la capacidad de las proteasas sarcoplasméticas de miscu-
lo para hidrolizar proteinas miofibrilares), con la del
msculo fresco se hizo en funcibén de mediciones de acti-
vidad segln el método de Anson (60) y tambi&n a través
de las variaciones de los perfiles de distribucién de
las proteinas musculares en geles de poliacrilamida -SDS.
Con ambos métodos los resultados fueron coincidentes,
indicando que lz capacidad de lacs proteasas de mGsculo
en maduracién para hidroli;ar proteinas miofibrilares
es mayor que la del mGsculo fresco.

Las proteasas musculares que persisten a través de

la maduracién tienen distintas caracteristicas de pH 6p-
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timo, de respuesta a ClNa y de especificidad frente a
distintos sustratos.

En coincidencia con lo encontrado por Kiesvaara (7)
la actividad de tipo catepsina en el m@sculo no desapa-
rece por el salado. Las capacidades autolitica y proteo-
litica endSgena a pH &cido tampoco se inactivan durante
la maduracién, ni se observa inhibicidn por ClNa. Aun-
que, durante el proceso, los valores de esas activida-
des conservan o superan la magnitud que tcnian en el
msculo fresco, son relativamente bajos.

Las proteasas alcalinas musculares, ademds de in-
crementar su capacidad autolitica y protecolitica endbge-
na durante la maduracién son, en ece tejido., las de valores
relativos mds altos y producen mayor degradacién de al-
gunas proteinas mibfibrilares (por ejemplo de la cadena
de miosina pesada) alin en presencia de concentraciones
de ClNa semejantes a las deli proceso.

Del comportamiento frente a sustratos exfgenos se
ve que durante la maduracién conservan su actividad por
lo menos dos proteasas alcalinas musculares con distin-
ta afinidad de sustrato: una proteasa de tipo quimotrip-
sina, cuya actividad dismipuye a través del proceso, y
una actividad caseinolitica que se incrementa. La exis-
tencia de dcs proteasas alcalinas coincide con lo encon-
trado por Busconi (73) cn mfisculo de corvina fresca y

en experiencias actualmente en curso en nuestro labora-
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torio sobre mGsculo de anchoita fresca. (74)

De entre las hipbtesis que justificarian los aumen-
tos de capacidad y actividad proteolitica, medidas a pH
4cido y neutro, en miisculo de anchoita, a través de la
maduracidn, este trabajo muestra que se requieren modi-
ficaciones en la estructura de las proteinas v/o activi-
dad de algln inhibidor de proteasas en la fraccién sar-
coplasmética; en el caso de la proteolisis end6gena esos
cc nbios deben ser acompanados por modificaciones en la
actividad de inhibidores de proteasas y/o estructura de
la fraccifn proteica miofibrilar. Con respecto a las pro-
teasas alcalinas, modificaciones en la estructura de
las proteinas y/o actividad de inhibidores de proteasas
en la fracci6n sarcoplasmitica justifican el aumento de
capacidad y actividad proteolitica a través de la madu-
racién, no requiriendo en el caso de la proteolisis en-
dS6gena modificaciones en la fracci6én miofibrilar, dado
que ya en los primeros dias del proceso estas proteasas
muestran capacidad para hidrolizar protefinas miofibrila-
res alGn de anchoita fresca.

Estos resultados junto a los valores comparativa-
mente altos de capacidad y actividad autoliticas y cn-
d6genas de las proteasas alcalinas a través de la madu-
racién indican que, si bien las proteasas &zidas, neu-
tras y alcalinas dc misculo estarian en condiciones de

producir modificaciones en las protelnas musciilares du-
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rante la maduracibén, las proteasas alcalinas serfan las
de mavor importancia relativa en &l proceso.

En estudios recientes sobre mfisculo de anchoita
fresca y parcialmente madura se dctectd la presencia de
inhibidor/es de tripsina (74). También se sabe de la exis-
tencia de inhibidores de proteasas alcalinas en mfiscu-
lo fresco de carpa (75) y corvina (76)

Los hechos hasta aqui sefnalados, unidos a la ya
mencionada informacifn preliminar sobre le presencia de
poxr lo menos dos proteasas alcalinas sugieren, como eta-
pa posterior a este trabajo, la necesidad de una mayor
caracterizaci6én de las proteasas alcalinas y sus inhi-
bidores en mfisculo de anchoita fresca y en maduracién.

Respecto a la posible incidencia de proteasas mi-
crobianas en los fenfmenos descriptos, es muy poco lo
que conocemos. Experiencias realizadas en nuestros la-
boratorids durante la campana 1982-~1983 (77) indicaron
gue ya en el presalado hay una disminucién entre 91,5%

Yy 97,5% de la flora aerdbhica y anaerbSbica. A los 68 di-
as se aislaron organismos caracterizados como Pedioco-
ccus que se incrementaron progresivamente, persistiendo
hasta el final del rrocesc. Los Pcdiococcus eislados
fueron identificados a ni&él de especie como Pediococcus
halophilus, estudios de sus caracteristicas indicaron

resultados negativos frente al test de hidr6lisis de ge-

latina (78).
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Otro aspecto interesantce de destacar en este traba-
jo es la correlaci6n hallada entre el incremento de la
autdlisis alcalina v/o neutra de las proteiras muscula-
res con la velocidad de maduracifn. Auncue los estudios
realizados no permiten establecer cuantitativamente la
relacién entre incremento de actividad y disminucién
del tiempo de maduracién, si muestran qué un mayor in-
cremento de la capacidad autolitica muscuvlar alcalina
y/0 neutra producido durante los primerocs estadios del
proceso (l a 2 meses) tiene como respuesta ira acelera-
cibn de la maduracibn; mientras que si c¢se incremento
se retrasa la maduracién es m&s lenta.

Desde otro punto de vista Kiesvaara (7) atribuye a
las proteasas viscerales gran importancia en la madura-
cifén de arengque salado. De este trabajo csobre anchoita
se ve que la capacidad de las proteasas alcalinas visce-
rales para hidrolizar proteinas miofibrilares y otros
sustratos, aunque disminuye marcadamente, persiste a
través del proceso y que algunas de ellas no son inhi-
bidas por ClNa. Estos hechos concuerdan con la autode-
gradaci6n visceral y la degradacifin de la pared ventral
adyacente que ocurren durante la maduracién, ademds apo-
yan la participacién de la protcolisis catalizada por
enzimas viscerales en la evolucifén de algunos caracte-
res organolépticos tales como: aroma y sabor. Sin embar-

go la acci6én de las proteasas viscerales sobre toda 1la
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masa muscular (mGsculo dorsal y caudal)requiere difusibn
de las enzimas bajo condiciones de prensa y actividad

de agua que no la favorecen. Este trabajo no puede des-
cartar ni probar tal hip6tesis, pero muestra que la acti-
vidad de tipo quimotripsina que disminuye en el tejido
visceral también disminuye en el msculo a medida que
avanza la maduracién; ésto se opone a la teoria de la
difusién.

En base a lo expuesto en esta tesis se realizarén
nuevas experiencias orientadas a acelerar la maduracién,
para ello se adicionard la materia prima con proteasas
alcalinas. Las primeras pruebas en este sentido se hi-
cieron durante la campana 1978-1979 (datos no mostrados)
Yy, si bien dieron un aumento inicial de la velocidad de
maduracifn y productos de buena calidad, no acortaron
el tiempo necesario para su produccidn.

Dado que en la anchoita madura conservan su activi-
dad tanto las proteasas musculares como las viscerales,
Yy que para su comercializacifn este producto no es some-
tido a proceso de inactivacién alguno, las enzimas se-
radn importantes factores condicionantes del tiempo de

conservacién del producto final.
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RESUMEN

LA CAPACIDAD Y LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA ENDO-
GENAS DEL MUSCULO DE ANCHOITA EN MADURACION PERSISTEN
Y SON., DURANTE TODO EL PROCESO, MAYORES O IGUALES QUE

LAS DEL MUSCULO FRESCO.

EN EL MUSCULO LAS PROTEASAS ALCALINAS SON RELA-

TIVAMENTE LAS MAS IMPORTANTES.

LA MAGNITUD Y OPORTUNIDAD DEL INCREMENTO DE LA
CAPACIDAD PROTEOLITICA MUSCULAR ALCALINA Y/O NEUTRA ES

UNO DE LOS DETERMINANTES DE LA VELOCIDAD DE MADURACION,

Dr. Jorge J. Sdnchez Olinda Pérez Borla

Direcctor de Tesis
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