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RESUMEN: La textura es la caracteristica mas
valorada en los cefalopodos. Los factores que
principalmente afectan la textura del pulpo son
congelacion, escaldado y coccion. El objetivo de esta
investigacion fue evaluar el efecto de la congelacion,
escaldado y diferentes tiempos de coccion sobre la
textura y perfil electroforético de las proteinas de
brazos de pulpo (Octopus vulgaris). Los ejemplares
fueron capturados con nasa en las cercanias de la Isla
de Margarita y transportados al laboratorio, donde
fueron empacados y sometidos a: a) congelacion
a -27°C 6 a -20 °C b) escaldado o no escaldado c)
coccion por 25, 35 6 45 min. Se determiné la fuerza
de corte sobre tiras de brazo de pulpo mediante celda
de Kramer. Extractos de proteinas fueron sometidos a
electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecil sulfato
desodio (SDS-PAGE) al 12 % segiin método Laemmli.
Fue realizada evaluacion sensorial de la preferencia
de la textura empleando escala hedonica de 7 puntos
y panel no entrenado. La textura del pulpo no resultd
afectada ni por la temperatura de congelacion ni el
escaldado. El pulpo congelado, al cocerlo, fue mas
blando que el fresco. En la medida que aument6 el
tiempo de coccion, el pulpo se ablandé mas. La
coccion no afecto significativamente la cadena pesada
de miosina (MHC) (205 kD); sin embargo, causo
aparicion de agregados proteinicos mas pesados,
nuevas bandas y pérdida de definicion de bandas. Las
fracciones de miosina y de paramiosina resultaron
mas afectadas cuando el pulpo fue congelado previo
a la coccion.

Palabras clave: Pulpo, Octopus vulgaris, textura,
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SUMMARY: Effect of freezing and cooking on the
texture and electrophoretic pattern of the proteins
of octopus arms (Octopus vulgaris). Texture is the
most valuable feature in cephalopods. Factors that
mainly affect the texture of octopus are: freezing,
scalding and cooking. The aim of this study was to
assess the effect of freezing, scalding and length
of cooking time on the texture and electrophoretic
pattern of proteins of octopus arms. Octopuses were
trapped near Margarita Island and carried with ice to
the laboratory where they were packed and subjected
to: a) freezing at -27°C or at -20 °C b) scalding c)
cooking for 25 min, 35 min or 45 min. Shear force
was determined by Kramer cell on strips of octopus
arms. SDS-PAGE was done according to the Laemmli
method with 12% polyacrilamide gels. A sensory
evaluation of the preference of texture was carried out
using a hedonic scale of 7-points and a non-trained
panel. Octopus texture was not affected by freezing
temperature or scalding. Frozen octopus was softer
after cooking than fresh. The longer the cooking time
was, the softer the octopus was. Myosin heavy chain
(MHC) was not significantly affected by scalding
or cooking; however large aggregates heavier than
MHC, new bands and loss of resolution of the bands
appeared. Myosin and paramyosin bands were more
affected by freezing prior to cooking.

Key words: Octopus, Octopus vulgaris, texture,
electrophoretic pattern, freezing, cooking.

INTRODUCCION

Los desembarcos y el consumo de cefalépodos
se han ido incrementando a nivel mundial
desde hace varias décadas, lo cual es debido

a que son una buena fuente de proteinas con
una alta proporcion de lipidos poliinsaturados
n-3, ademds de su apreciado sabor y textura
(1-2) que han dado origen a una amplia gama de
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preparaciones culinarias de vanguardia. Estos
animales poseen una alta actividad enzimatica
postmortem que favorece el crecimiento
bacteriano y conduce a un rapido deterioro (3-4).
El musculo de los cefalopodos es generalmente
duro y elastico, debido a la doble funcién
que ejecuta en la locomocidén y como soporte
esquelético lo que explica que el musculo esté
constituido por un elevado contenido de tejido
conectivo y presente un denso empaquetamiento
de las fibras musculares organizadas en sentido
circular, transversal, longitudinal y oblicuo (5-6).
La caracteristica sensorial mas valorada en los
cefalopodoseslatexturayloscambios postmortem
que se producen en la textura del musculo de
cefalopodos dependen bésicamente de cambios
en la estructura del tejido conectivo, fibras
musculares y estructura celular, entre otros (7).
Los factores que mas afectan la textura del pulpo
son congelacion, escaldado y tiempos de coccidon
(8-11). La congelacion puede romper estructuras
tales como membranas celulares, lisosomas, entre
otros y favorecer un ablandamiento parcial que
mejora la textura del pulpo que es generalmente
dura (12). El escaldado, que consiste en la
inmersion y extracciéon inmediata del pulpo
en agua hirviente, se practica cominmente en
Espafia como una manera de mejorar la textura
y evitar la pérdida de la piel durante la coccion.
Los tiempos de coccion para lograr la mayor
terneza del musculo de los cefaldopodos varian
en funcion de la especie y talla del animal. El
pulpo normalmente se cuece por tiempos entre
25 y 45 min (9-11, 13-14) pero, si se deja cocer
por mucho tiempo, la textura se vuelve dura y
correosa debido a entrecruzamiento de proteinas
miofibrilares (11, 13). Las alteraciones de las
proteinas pueden ser monitoreadas mediante
electroforesis debido a los cambios que se
producen en su estructura y funcionalidad por
efecto de los métodos de preservacion (15).
El objetivo de esta investigacion fue evaluar
el efecto de la congelacion, escaldado y de
diferentes tiempos de coccion sobre la textura y
perfil electroforético de las proteinas de brazos
de pulpo Octopus vulgaris colectados en la Isla
de Margarita.
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MATERIALES Y METODOS

Los ejemplares de pulpo Octopus vulgaris
(N= 84) fueron capturados con nasa por
pescadores artesanales entre julio y agosto del
afio 2006 cuando el recurso es mas abundante y
asequible (16). Fueron colocados en cavas con
hielo y transportados al laboratorio, donde se
lavaron, empacaron y dividieron en grupos para
ser sometidos a los siguientes tratamientos: a)
Congelacion a -20 °C (por aire tranquilo marca
Marquette, USA S/Mod) 6 a -27 °C (congelador
por aire forzado marca FYS, Guangzhou, China)
por un tiempo de 2 meses b) Escaldado o no, el
cual consistid en la inmersion de pulpos en agua
a 100 °C y su extraccion inmediata, proceso
que se repitidé por 3 veces c¢) Coccion en agua a
100 °C por 25, 35 6 45 min d) Muestra control
constituida por pulpos frescos mantenidos en
hielo. Estos tiempos fueron escogidos como
los mas apropiados para ablandar la textura del
pulpo segun diversos autores (5, 9-11, 13-14,
17). En cada tratamiento ensayado se emplearon
3 pulpos y cada anélisis se realizo por lo menos
por triplicado.

Textura Instrumental

Para el anélisis de la textura se cortaron tiras de
brazo de pulpo de 7 cm x 1 cm x 3 mm, mediante
rebanadora industrial Braher Internacional, las
cuales se pesaron en balanza analitica marca
Denver Instrument modelo XS-210 y sobre las
cuales se determind la fuerza maxima de corte
mediante un texturometro Stable Microsystems
TA-XT2 (Hamilton, MA, USA) usando la celda
de Kramer. Se emple6 una celda de carga de 50
kg a una velocidad de cabezal de 1,5 mm/s. Se
realizaron 5 mediciones por muestra tratando
siempre de tomar la misma zona para evitar
variacion en los resultados debido a lalocalizacion
anatomica.

Evaluacion Sensorial

Se realizd una prueba para ordenar la firmeza
de muestras de pulpo cocido a los diferentes
tiempos, empleando un panel semi-entrenado
(N=12). El entrenamiento de los panelistas se
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llevo a cabo a través de 3 sesiones con pruebas
de ordenacion donde se evaluaban muestras de
pulpo fresco y cocido a los diferentes tiempos
ensayados (25, 35 y 45 min) y muestras de pulpo
almacenado en congelacion por 0, 1 y 2 meses
y sometidos a los diferentes tiempos de coccion.
También se realizd una prueba para evaluar la
preferencia por la textura del pulpo en funcion
de la temperatura y tiempo de congelacién y
tiempo de coccion empleando una escala de 7
puntos donde 7= me gusta extremadamente y 1=
me desagrada extremadamente. Esta prueba se
llevo a cabo con un panel no entrenado (N=30).
Las muestras cocidas y enfriadas a temperatura
ambiente fueron codificadas aleatoriamente,
balanceadas y presentadas a los panelistas en
forma de rodajas de brazo de 1 a 2 cm de diametro
y 0,5 cm de longitud aproximadamente.

Electroforesis

Para la electroforesis se emple6 el método de
Laemmli (18). Se pesaron 100 mg de brazo de
pulpo, se homogeneizaron con 500 pl de SDS 10%
por 1 min. Se tomaron 100 pl del sobrenadante,
que fue mezclado con 100 ul de buffer de la
muestra (glicerol 50%, 2-mercaptoetanol, azul de
bromofenol, tris HCI pH 6,8); se hirvid la mezcla
por 5 min a 100 °C. Se tomaron 50 mg proteina/
ml aproximadamente que fueron colocados en los
pocillos del gel para la corrida electroforética.
La concentracion de las proteinas se determino
por el método de Lowry (19). Las corridas
electroforéticas se realizaron en geles con 12 %
de poliacrilamida durante 50 min, aplicando 150
V, en un equipo Mini-Protean 3 marca Bio-Rad
(Hercules, CA, USA). Las fracciones proteinicas
fueron tefiidas con azul brillante Coomassie y
destefiidas con una solucion de acido acético 10%,
metanol 10% y agua 80%. Las masas moleculares
de las principales proteinas miofibrilares de
las muestras fueron estimadas comparando su
movilidad con la de un estandar de amplio peso
molecular Pierce (Miosina 205 kD, Fosforilasa
B 100 kD, Albimina de Suero Bovino (BSA) 66
kD, Ovoalbimina 45 kD, Anhidrasa Carbonica 29
kD, Inhibidor de Tripsina 20 kD y Lisozima 14 kD).

Analisis Estadistico

Se empled ANOVA Multifactorial para evaluar
las diferencias entre tratamientos y como test a
posteriori, la prueba de rango multiple LSD a un
nivel de significancia de 5% (P<0,05), utilizando
el programa estadistico Statgraphics V 5.1. En
caso de interacciones significativas en el ANOVA,
las diferencias entre las muestras se evaluaron
mediante graficos de interaccidon empleando
intervalos de LSD al 95% de confianza. La
concordancia del panel durante las pruebas
de ordenacion utilizadas en el entrenamiento
de los panelistas se analizd mediante el test
no paramétrico coeficiente de Kendall. Para
evaluar los resultados de la prueba se hicieron
comparaciones multiples para datos ordenados
con N=12 (panelistas) y K=3 (tratamientos) segin
Newell y MacFarlane (1987) (20).

RESULTADOS

En la Figura 1 se evidencia: a) que las
muestras mantenidas en hielo (0 ° C) fueron mas
duras (P<0,05) que las congeladas a -20 y a -27
° C; b) que la congelacion (independientemente
de la temperatura) ocasion6 ablandamiento en las
muestras de pulpo y ¢) un ligero ablandamiento
(P<0,05) en la muestra escaldada y mantenida
a 0 ° C, aunque cabe mencionar que en este
estudio, en general, no se apreciaron variaciones
significativas en la fuerza de corte del pulpo
sometido a los diferentes tratamientos por efecto
del escaldado. En la Figura 2 se aprecia que
las muestras de pulpo crudo (0 min coccion)
ameritaron una mayor fuerza de corte (P<0,05)
que las muestras cocidas y que éstas se hicieron
mas blandas en la medida que aument6 el
tiempo de coccidn, siendo el pulpo cocido por
45 min el mas blando. La Figura 3 muestra que
tanto la congelacion (a -20 y a -27 ° C) como el
incremento en el tiempo de coccidon ejercen un
efecto ablandador sobre la textura. También se
aprecia que el pulpo fresco mantenido en hielo
siempre requirid0 una mayor fuerza de corte
(P<0,05) que el pulpo previamente congelado.
En las pruebas de ordenacion de la textura
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FIGURA 1. Fuerza méaxima de corte del pulpo fresco a 0 °C y congelado (tiempo 0) en funcion de la
temperatura de almacenamiento y el escaldado. O=sin escaldar, 1=escaldado. Cada valor con su respectivo
intervalo en la curva representan el promedio y la desviacion estandar de 9 determinaciones (N=9). En cada

curva las letras diferentes indican diferencias significativas (P<0,05) entre los tratamientos.
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FIGURA 2. Fuerza maxima de corte del pulpo en funcion del tiempo de coccion y escaldado. O=sin escaldar,
1=escaldado. Cada valor con su respectivo intervalo en la curva representan el promedio y la desviacion
estandar de 9 determinaciones (N=9). En cada curva las letras diferentes indican diferencias significativas

(P<0,05) entre los tratamientos.

(datos no mostrados) los panelistas hallaron que
las muestras previamente congeladas y luego
cocidas fueron mas blandas que las muestras de
pulpo cocido sin congelacion previa (fresco) y
no encontraron diferencias significativas en
la dureza de los pulpos frescos cocidos a los
diferentes tiempos. En la prueba hedonica de
la textura (Tabla 1) los panelistas prefirieron el
pulpo cocido por 45 min calificandolo con una

media de 5,69 equivalente a “me gusta mucho”.
En el patron electroforético de las proteinas de
pulpo fresco sometidas a diversos tratamientos
(Figure 4)destacan: MHC (205 kD), paramiosina
(100 kD), actina (45 kD) y troponina (31 kD).
En la muestra control se visualizan 4 fracciones
secundarias, con pesos moleculares entre 66 y 45
kD que se corresponden con BSA y ovoalbumina.
Ademas, se aprecia una banda de 45 kD que se
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FIGURA 3. Fuerza maxima de corte del pulpo en funcion del tiempo de coccion y la temperatura de
almacenamiento. Cada valor con su respectivo intervalo en la curva representan el promedio y la desviacion
estandar de 9 determinaciones (N=9). En cada curva las letras diferentes indican diferencias significativas

(P<0,05) entre tratamientos

TABLA 1. Calificaciones de los panelistas en
la evaluacion de la preferencia de la textura del
pulpo en funcién del tiempo de coccion.

Tiempo coccion Media +

(min) desviacion estandar
25 4,49167 a £0,0923035
35 4,94167 b + 0,0923035
45 5,69167 ¢ £0,0923035

Se presenta media + desviacion estandar (N=90). Escala
hedénica donde 1=Me desagrada extremadamente y 7=Me
gusta extremadamente. Letras diferentes en una misma
columna indican diferencias significativas (P<0,05) segun
test a posteriori LSD.

corresponde con la actina y otra banda de 31
kD que coincide con la fraccion de troponina.
La cadena mas pesada de miosina (205 kD)
permanecio sin alteraciones aparentes a causa del
tratamiento térmico. También se observa que la
distancia entre la aparicion de una nueva banda
polipeptidica de aproximadamente 155 kD.
Asimismo, se aprecian agregados proteicos mas
pesados que 205 kD que se hicieron mas evidentes
a medida que aumento el tiempo de coccion. En
el rango entre 66 y 45 kD, se evidencia que las
4 bandas visualizadas en la muestra control se
reducen a 3 bandas claramente definidas en la
muestra escaldada cuya intensidad, definicion y
migracion en el campo eléctrico disminuyeron al
aumentar el tiempo de coccidn, apareciendo una

205kD |

100kpD = B
66 kD a
45kD
30kD ;
20kD S C E 25 35 45
14kD

FIGURA 4. Patron electroforético SDS-PAGE
de las proteinas del pulpo fresco sometido a
diversos tratamientos. S=patron de peso mole-
cular, C= muestra control; E= pulpo escaldado;
25=pulpo cocido por 25 min; 35=pulpo coci-
do por 35 min; 45=pulpo cocido por 45 min.
M=miosina, P=paramiosina, A=actina.

nueva banda de 45 kD en las muestras cocidas
por 35 min y 45 min. Ademas, se visualizan 2
bandas en el rango de masa moleculares entre 30
kD y 20 kD en la muestra control y escaldada,
cuya intensidad se va atenuando con el tiempo
de coccion. La congelacion del pulpo previo a la
coccion (Figure 5) generd engrosamiento en la
banda de paramiosina (muestra control) y pérdida
de definicion de las bandas localizadas entre 97 y
205 kD que se aprecian como una zona difusa.
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FIGURA 5. Patrén electroforético SDS-PAGE
de las proteinas del pulpo congelado a -20 ° C
por 2 meses y sometido a diversos tratamientos.
S=patréon de peso molecular: miosina 205 kD,
fosforilasa B 97 kD, BSA 66 kD, ovoalbiimina
45 kD, anhidrasa carbonica 29 kD. C= muestra
congelada, E= pulpo escaldado; 25CE=pulpo
escaldado y cocido por 25 min; 25 =pulpo
cocido por 25 min; 35CE=pulpo escaldado y
cocido por 35 min; 35 =pulpo cocido por 35
min; 45CE=pulpo escaldado y cocido por 45
min; 45 =pulpo cocido por 45 min. M=miosina,
P=paramiosina, A=actina.

DISCUSION

Los resultados del andlisis instrumental de
textura indican que el tiempo Optimo de coccidon
del pulpo fue 45 min lo cual concuerda con lo
hallado por los panelistas durante la evaluacion
sensorial y con la bibliografia (11, 13). La
evaluaciéon sensorial mostrd que los pulpos
frescos, sometidos a distintos tiempos de coccion,
no se ablandaron en ninguno de los tiempos
ensayados, lo cual confirma lo que es conocido en
regiones con tradicion de alto consumo de pulpo,
como es el caso de Galicia en Espafia, que el
pulpo fresco no puede ser cocido inmediatamente
después de su captura, pues siempre permanecera
de textura dura y correosa independientemente
del tiempo de cocciéon empleado. El hecho de
que el escaldado bajo condiciones controladas no
haya afectado la textura del pulpo, demuestra que
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la costumbre de los pueblos consumidores de este
cefalopodo de escaldar el pulpo antes de cocerlo
para que se pueda ablandar, carece de fundamento.
El escaldado sirve més bien para que el musculo
se retraiga, la piel no se desprenda y sea mas facil
su manipulacion durante la coccion posterior. La
congelacion actud ablandando el tejido del pulpo
debido a que puede romper estructuras tales como
membranas celulares, lisosomas, entre otros (12,
17). El patron electroforético de las proteinas
de pulpo fresco muestra que las MHC son las
primeras proteinas miofibrilares en hidrolizarse,
seguidas de la paramiosina. Esto es similar a lo
hallado en el estudio del patron electroforético
en SDS-PAGE del manto de calamar almacenado
en hielo (15) donde se observd degradacion de
la MHC y aparicion de nuevas bandas atribuidas
a producto de protedlisis de dichas cadenas. El
patron electroforético del pulpo observado en
este estudio es similar al reportado en diferentes
especies de calamar (21). La fraccion de la banda
polipeptidica de 155 kD y de la paramiosina (100
kD) disminuyeron en intensidad y se visualizan
como una zona difusa oscura en las muestras
cocidas por 35 y 45 min reflejando cambios en
las proteinas ocasionados por el calor, tales como
deshidratacion y compactacion de las fibras
musculares, gelatinizacion del coladgeno, ruptura
de las cadenas proteicas, entre otros (13). La
fraccion de 155 kD probablemente sea el resultado
de la hidrolisis de la MHC por efecto de la alta
tasa de autodlisis evidenciada en el pulpo fresco
almacenado en hielo (22). El electroforetograma
del pulpo sometido a coccidon evidencid que a
medida que se incremento el tiempo de coccion
se observd la aparicion de polimeros que
superaban los 205 kD, lo que puede explicarse
como el resultado de la formacion de agregados
mas pesados de proteinas desnaturalizadas que
practicamente no migran en el campo eléctrico
(23). Al comparar el electroforetograma del
pulpo fresco con el congelado por 2 meses
(Figuras 4 y 5) se aprecia que las bandas de
miosina y de paramiosina aparecen mas tenues
y difusas. También se observa aumento en el
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grosor de la banda de miosina por efecto de
agregados proteicos de mas de 205 kD debido a
la congelacion y el tratamiento térmico. La actina
resistio los diversos tratamientos coincidiendo
con lo senalado por otros autores (21, 24).

CONCLUSIONES

Los resultados tanto del analisis instrumental
de la textura como la evaluacion sensorial
evidenciaron que las muestras de pulpo fresco
en hielo fueron mas duras que las previamente
congeladas. Ni la temperatura de congelacion
ni el escaldado afectaron significativamente la
textura. El tiempo 6ptimo de coccidon del pulpo
para lograr la mayor terneza fue de 45 min. En
el perfil electroforético de las proteinas del
pulpo fresco se visualizan claramente la MHC,
paramiosina, actina y troponina. Los diversos
tratamientos caloricos aplicados no afectaron
significativamente la MHC; sin embargo,
generaron aparicion de agregados proteicos mas
pesados, desaparicion de bandas para formar
fracciones nuevas de menor peso molecular;
atenuacion y pérdida de definicion de bandas,
entre otros. La congelacion previa a la coccion
ocasion6 mayor deterioro en las bandas de
miosina y de paramiosina que cuando se aplico
solo coccion al pulpo fresco. Estos resultados
sugieren emplear la congelacion como un método
practico para ablandar el pulpo antes de cocerlo.
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