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RESUMEN

En Argentina, la especie de rio de agua dulce mas abundante pero sin valor comercial es el sdbalo (Prochilodus
platensis), por este motivo se ha desarrollado tecnologias de aprovechamiento de dicha especie. Sin embargo, su
valor lipidico més alto en comparacion a los peces de mar, acelera el proceso de oxidacion, afectando sus
propiedades y su calidad sensorial. Aqui se implementar4 un esquema metodolégico adecuado para evaluar la
autoxidacion en el masculo fresco de sabalo sin procesar y su concentrado proteico, ambos conservados a -20°C,
siguiendo el deterioro segun el indice de perdxidos, compuestos reactivos al &cido tiobarbitdrico e hierro heminico.
Se encontrd que la determinacion de TBARS es mas eficiente el desarrollo de color a temperaturas de ebullicién, y
un incremento en la concentracion del reactivo TBA no mejora significativamente la sefial de absorbancia. La
presencia de crioprotectores es una limitante a la técnica TBARS, el cual provoca importantes interferencias. El nivel
de hierro heminico presenta una disminucion proporcional segin sea el tiempo de incubacion y la coccién de las
muestras. Los niveles de peroxidos en muestras de musculo fresco y surimi son muy bajos, implicando que si la
conservacion es controlada se evita este deterioro

Palabras claves: Surimi, Filet, Autoxidacién, Peroxidos, TBA.

ABSTRACT

In Argentina, the species of freshwater river more abundant but without commercial value is the sabalo (Prochilodus
platensis), for that reason have been developed technologies of use of this species. However, its higher lipid value
compared to sea fish accelerates the oxidation process, affecting its properties and sensory quality. Here, a suitable
methodological scheme will be implemented to evaluate the autoxidation in the fresh muscle of unprocessed sardine
and its protein concentrate, both conserved at -20°C, following the deterioration according to the peroxide index,
compounds reactive to thiobarbituric acid and heminic iron. It was found that the determination of TBARS is more
efficient the color development at boiling temperatures, and an increase in the concentration of the TBA reagent does
not significantly improve the absorbance signal. The presence of cryoprotectants is a limitation to the TBARS
technique, which causes significant interference. The heminic iron level presents a proportional decrease according
to the incubation time and the cooking of the samples. The levels of peroxides in samples of fresh muscle and surimi
are very low, implying that if conservation is controlled this deterioration is avoided

Keywords: FPC, Heme iron, Sabalo, Peroxide value, TBAR
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1. INTRODUCCION

El concentrado proteico de pescado (CPP) o “surimi” no es un alimento en si mismo, sino que es el
intermediario para formulaciones de sustitutos de mariscos. Los principales motivos del auge del CPP a
nivel mundial son: el mejor aprovechamiento del recurso icticola desde el punto de vista nutricional, la
versatilidad tecnoldgica ya que involucra una tecnologia simple y de relativamente bajos costos de
inversion, ofreciendo a la vez la posibilidad de estabilizar la textura de la pulpa mediante el agregado de
crioprotectores, y por Ultimo la expansién de mercados existentes y la alternativa de desarrollar nuevos
productos atractivos que permitird la ampliacion del mercado de productos pesqueros (Manca y Trinchero,
1984a).

Medina (2000), Medina y Garrote (2002) y Medina et al. (2008) en su linea de investigacién han
planteado con sostenido interés la posibilidad de utilizar como materia prima en la obtencién de CPP,
especies provenientes de agua dulce, las cuales presentan disponibilidad de captura, como es el surubi, y
actualmente el sabalo.El sabalo (Prochilodus platensis) es el recurso pesquero mas abundante del litoral
fluvial argentino. Es un eslabon crucial en los ecosistemas que integra, dada su condicién de especie
forrajera, sostén de la cadena trofica. Se trata de un pez iliéfago.

Es una especie naturalmente muy fecunda, y la misma forma parte de una estrategia reproductiva exitosa,
adaptada a las caracteristicas del régimen natural de pulsos de inundacion del sistema, que involucra la
realizacion de migraciones rio arriba y el desove en aguas abiertas, acoplado a las crecientes, como
mecanismo de dispersién de huevos y larvas a las areas de cria del valle aluvial (Espinach Ros y Sanchez,
2007)

En nuestra region, una de las especies de rio mas abundantes pero que no posee un elevado valor en el
mercado es el sébalo, por este motivo se ha desarrollado la tecnologia de surimi en dicha especie. Sin
embargo se presenta como inconveniente, su valor lipidico mas alto en comparacion a los peces de mar
gue se usan para surimi, por lo que se acelera el proceso de oxidacién, afectando sus propiedades y calidad
sensorial.

La oxidacioén de los lipidos es la segunda causa de deterioro de los alimentos, después de la accion de los
microorganismos; por lo que representa de gran interés econémico para la industria alimenticia ya que
tiene como consecuencias las alteraciones en el aroma y sabor (enranciamiento), en el color, la pérdida de
determinados nutrientes y la formacién de substancias potencialmente nocivas. La forma principal de
oxidacion de los lipidos es mediante una reaccidn de propagacion en cadena de radicales libres, en la que a
partir de acidos grasos Yy oxigeno se van formando hidroperdxidos mientras quede oxigeno y acidos
grasos oxidables. Estos hidroperdxidos son relativamente inestables e intervienen en reacciones que dan
lugar a la formacion de ciertos aldehidos, cetonas, alcoholes, entre otros.

Debido a la naturaleza no homogénea de la matriz con la que se trabajara es que no hay buenos métodos
para evaluar la oxidacion de los lipidos.

En el presente trabajo se plantea implementar un esquema metodoldgico que resulte adecuado para
investigar la autoxidacion en el muasculo de sébalo sin procesar y el concentrado proteico de sabalo
(surimi), ambos conservados a temperatura de congelacion (-20°C). Se realizara el seguimiento de ciertos
parametros que caracterizan el deterioro en el estado congelado; algunos de ellos son: indice de perdxidos,
compuestos reactivos al acido tiobarbitdrico (TBAS) e hierro heminico.
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2. MATERIALESY METODOS

2.1. Obtencion y preparacion de las muestras de sabalo fresco

Los ejemplares de sabalo obtenidos pesaban 2- 3 kg, y median 40-60 cm de longitud, capturados en las
cercanias de la ciudad de Santa Fe, Argentina.

Luego de ser lavado con agua corriente, se eliminaron espinas, escamas, visceras y sangre. Se cortaban
filetes, seleccionando el musculo blanco y posteriormente se procedid a picar con picadora eléctrica de
cuchillas. Se envasé el material picado en vasos de polipropileno con tapa y filetes integros se
almacenaron en bolsas de polietileno de alta densidad. La temperatura de almacenamiento fue de -21 °C
en freezer. Se trabajé con tres tipos de muestras, musculo de sdbalo sin procesar y dos fracciones de
concentrado de proteinas de sabalo (surimi) elaboradas mediante la técnica de Medina et al. (2010).

2.2. Métodos analiticos:

Determinacion del Indice de Perdxidos (PV): Este es un método colorimétrico indirecto. Se basa en que a
una muestra que contenga peroxidos se adiciona un reactivo de hierro (11); en la muestra se llevara a cabo
la oxidacién electroquimica de hierro (I1) a hierro (I11) (Jiang et al, 1992) y éste Gltimo seré cuantificado
por su reaccion de complejacién con tiocianato mostrando un color rojo caracteristico. (Kirk, 1991).

Fe?* + ROOH > + Fe¥*
Fe3* + SCN" - (FeSCN)?*

Una muestra de 2 gr es colocada en una solucion de cloroformo/metanol (2:1), llevandola a un volumen de
10 ml, posteriormente se agita y filtra. Se adiciona 0,05 ml de una solucion de tiocianato de amonio (30%
m/v), se mezcla y mide absorbancia a 500 nm frente a un blanco de solventes. (E0). Luego se agrega 0,05
ml de solucién de cloruro ferroso al 0,35% con 2% de HCI 10 M, que dard un complejo coloreado,
leyendo nuevamente a 500 nm pasados unos 5 minutos (E2). Simultdneamente hacer una determinacion
del blanco (E1).

Se realiz6 una curva de calibrado con cloruro férrico en concentraciones que contenian entre 5y 50 ug de
Fe/10 ml. Estas se prepararon mezclando 10 ml de cada dilucién de cloruro férrico con 0,05 ml de
tiocianato de amonio y 0,05 ml de HCI 0,2M, leyendo a la misma longitud de onda (500 nm).

El indice de perdxidos (meqg/kg) se obtiene relacionando la cantidad de Fe, expresados como pg/10 ml
obtenidos en la reaccion, con el peso de la muestra. En la Figura 1 se puede ver la curva de calibrado que
relaciona las Absorbancias determinadas para las distintas concentraciones de Fe una vez corregidas por
los blancos (E2 - (E1 + EQ))

curva calibrado peroxidos Y = 0,0199%x
R® = 0,9996
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Figura 1: curva de calibrado para el indice de peréxidos.
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Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (sigla en inglés: TBARS: siguiendo la técnica de Siu and
Draper (1978), se realizaron varias experiencias con el objeto de encontrar las condiciones éptimas de
trabajo. Se realizaron pruebas a distintas temperaturas, tiempos de reaccién y concentraciones de TBA. Se
trabajo con tres tipos de muestras, musculo de sabalo sin procesar y dos fracciones de surimi elaboradas,
mediante la técnica de Medina et al. (2010), bajo las mismas condiciones a partir de un mismo sabalo pero
conservadas en envolturas de papel aluminio diferentes. Otro de los ensayos realizados consistio en
observar el desarrollo oxidativo que se produce en musculo de sabalo fresco y cocido cuando las muestras
son sometidas a un tratamiento térmico suave (37 °C) durante distintos periodos de tiempo.

Previamente, se empled la técnica de Wang et al.(2002) con el mismo objetivo la cual tuvo que
descartarse debido a que en primera instancia no se pudieron analizar las muestras ya que se observaba
una elevada turbidez que imposibilitaba usar el espectrofotometro y, por otro lado uno de los reactivos
usados (terbutilhidroquinona TBQH) inhibia la oxidacién de la muestra imposibilitando la generacién del
color caracteristico.

Un fragmento de 20 gramos de muestra fue molido con procesadora y homogeneizado con 50 ml de agua
destilada. Luego se adicionan 50 ml de TCA al 10% mezclandose en agitador y posteriormente se filtra
reservando el sobrenadante. Se tomé una alicuota de 4 ml del filtrado y se le adicion6 1 ml de acido
tiobarbitdrico, de concentracion variable 20 mM, 40 mM y 80 mM, por sucesivas diluciones estabilizando
la solucién 80 mM llevandola a pH 4 con &cido clorhidrico; en tubos con tapa a rosca. Se incubaron los
tubos en bafios de agua a 35°C por 24 horas, 60°C por 90 minutos y a 100°C por 30 minutos. Se enfriaron
los tubos con agua corriente y se leyeron la absorbancia a 532 nm.

La curva de calibrado fue construida incubando diferentes concentraciones de MDA, preparado segun
Wang et al.(2002) en una solucién que contiene 2 ml de agua destilada, 2 ml de TCA 10% y 1 ml de TBA
20mM. Esta se lleva a bafio maria a temperatura de ebullicion durante 15 minutos. Se traza la curva
midiendo absorbancia a 532 nm.

Hierro heminico: es determinado mediante el método de Hornsey (1956). Una muestra de 2 gr es colocada
en un tubo Falcon y se le adiciona 9 ml de acetona acida (90% acetona, 8% de agua destilada y 2% HCI).
Se deja macera y deja en reposo durante una hora en lugar oscuro y a temperatura ambiente. EIl extracto es
filtrado y se lee la absorbancia a 640 nm contra un reactivo de acetona acida como blanco. Los pigmentos
totales, como la hematina acida son calculados con la férmula:

Pigmentos totales (ppm) = A640 * 680

Y el hierro heminico es calculado como:

Hierro heminico (ppm) = pigmentos totales * 8,82/100

3. RESULTADOS

En general, luego del tiempo de incubacion para todas las experiencias se desarrolla un complejo de color
rosado el cual es m&s intenso a mayores temperaturas, como se demuestra en la tabla 1. El tiempo para la
incubacion de 35°C fue de 24 hs mientras que para la temperatura de ebullicion fue de 30 minutos.

Ademas, se observa que un aumento en la concentracion del reactivo TBA no genera una variacion
significativa en la concentracion de MDA, por lo que no se justifica el gasto excesivo de éste.
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Tabla 1: Absorbancia correspondiente a TBARS en musculo fresco de sabalo a distintas temperaturas y
concentraciones de TBA.

Absorbancia
T=35°C T=100°C

Acido tiobarbitrico

20 mM 0,090 0,194
40 mM 0,108 0,214
80 mM 0,114 0,225

En la tabla 2 se observa el mismo comportamiento que para el musculo tratado anteriormente, el aumento
en la concentracion del TBA no genera grandes variaciones en la concentracion de MDA.

En un principio, las fracciones fueron tratadas para obtener datos por duplicado, sin embargo hubo que
tomarlas individualmente ya que los niveles de oxidacion discreparon bastante; esto pudo ser porque la
incorporacién de los crioprotectores fue hecha en forma manual, no garantizandose la homogeneidad en
cada una de las fracciones.

Dado que las muestras poseen un porcentaje de crioprotectores (sacarosa - sorbitol 1:1 al 8% del peso
total) cuando la temperatura de los bafios fue de 60 y 100°C se form6 un complejo amarillo-rosado con
picos de absorbancia maxima a 450 y 532 nm, respectivamente. Esto ocurrié debido a la presencia de
sacarosa, quien generd reacciones de interferencia. A bajas temperaturas no hubo presencia de este
complejo, por lo que la interferencia se puede reducir trabajando a menores temperaturas a costa de
aumentar el tiempo de la reaccion La intensidad del color amarillo fue mayor a 100°C, produciendo
valores de absorbancia mayores a 450 nm gue a 532 nm, demostrando que la interferencia por sacarosa era
superior a los niveles de TBARs. Para evitar esto Gltimo, una opcion seria determinar la concentracion de
MDA por destilacion del mismo.

Tabla 2: Absorbancia correspondiente a TBARs en dos muestras de surimi de S&balo a distintas temperaturas y
concentraciones de TBA.

Muestra 1 Muestra 2
Absorbancia Absorbancia
Acido T=35°C T=60°C T =100°C T=35° T=60°C T=100°C
tiobarbiturico 532 450 532 450 532 450 532 450 532 450 532 450
nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm

20 mM 0,189 0,053 0,218 0,194 0,261 0537 0,153 0,031 0,189 0,156 0,187 0,385
40 mM 0,196 0,078 0,228 0,214 0275 0522 0,176 0,081 0,195 0,16 0,266 0,447
80 mM 0,215 0,09 0,259 0,225 0,268 0513 0,167 0,06 0,164 0,147 0,261 045

El tratamiento suave de las muestras en bafio maria a 37°C generd un leve aumento en la oxidacion cuando
varia el tiempo de la incubacion; comparando con las muestras cocidas este incremento es mas acentuado,
como se aprecia en la figura 2, debido a que han pasado por un tratamiento térmico méas severo
previamente (coccién a 90°C).
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Figura 2: Concentraciones de malondialdehido para distintos tiempos de incubacién

a 37°C en musculo de sabalo crudo y cocido.

El hierro heminico abunda en toda carne de origen animal y no solo es responsable del color sino que
también estd intimamente relacionado con la nutricion y dieta diaria. Se ha demostrado que varios
procesos, como el almacenamiento y coccidn, incrementan la degradacion del hierro heminico oxidandolo
a metamioglobina, generando defectos de color.

En la figura 3 se observa como el contenido de hierro heminico disminuye con el tiempo de exposicion de
las muestras a 37°C y, mas aun con el efecto de coccién. Esta disminucién estd asociada a la
desnaturalizacion de la mioglobina, la cual aumenta con la temperatura.
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Figura 3: concentraciones de hierro heminico en mudsculo de sabalo crudo y cocido para distintos tiempos de

incubacion a 37°C.

Los valores de indice de perdxidos se encuentran expuestos en la tabla 5, y representan un promedio de
duplicados, se observan bajos niveles de oxidacién en ambas muestras.
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Tabla 5: indice de peroxidos en (ug Fe/ g muestra) para muestras de surimi y musculo de sabalo sin procesar.

. Concentracion
Absorbancia

Muestra (nm) (g Fe/ g
muestra)

musculo 0,027 1,357

surimi 0,039 1,960

4. CONCLUSIONES

Se encontr6 que en la determinacion de TBARS es mas eficiente el desarrollo de color a temperaturas de
ebullicion, con la ventaja de la disminucién de los tiempos de reaccion. Un incremento en la
concentracion del reactivo TBA no mejora significativamente la sefial de absorbancia.

Se debe tener en cuenta como limitacion a la técnica la presencia de elevadas concentraciones de sacarosa,
como es en el caso del concentrado proteico de sabalo donde se incorpora como crioprotector, el cual
provoca importantes interferencias.

El nivel de hierro heminico se encuentra altamente influenciado por el tiempo de incubacién de las
muestras y tratamientos térmicos como es la coccion, donde se observa una disminucién proporcional a
tales tratamientos.

Los niveles de perdxidos en muestras de musculo fresco y surimi son muy bajos, lo que demuestra que si
las condiciones de conservacién son controladas es factible evitar este deterioro.

Por otro lado, las técnicas de determinacién de peroxidos editadas en normas internacionales se aplican
sobre materia grasa aislada, mientras que aqui se trabajo sobre la muestra desmenuzada, lo cual es una
ventaja porque evita la induccién de la oxidacion por la propia preparacion de la muestra, descartando
tratamientos agresivos.
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