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INTRODUCCION

Una de las fuentes de alimentacion fundamentales para la humanidad, es sin duda alguna la
procedente del mar, asi el pescado estd considerado como una excelente fuente de proteinas,
no solo por su abundancia en la carne sino por su alta calidad, la cual esté determinada por un
adecusdo balance de emino4cidos y por una elevada digestibilidad. El alto valor nutritivo de las
proteinas del pescado, no es la dnica razdn que atrae al tecnblogo de alimentos, sino también
sus propiedades funcionales durante la transformacion del pescado. Los factores que pueden
repercutir en la calidad son: métodos, equipos y condiciones de captura, mancjo en barco,

equipos de refrigeracion y congelacion, etc.

Desde el momento de la captura hasta que llega al consumidor, ¢l producto pasa por una serie
de etapas que determinan su calidad, es decir, el manejo durante éstas establecera la intensidad
con que se presentardn las alteraciones, ya sean microbiologicas, bioguimicas y/o quimicas,

dando como resultado final un producto de mala o buena calidad,

La pérdida de frescura del pescado, tiene lugar de forma mas o menos inmediata tras la muerte
del pez, Se produce a través de una serie de reacciones pust-h\onem que siguen una secuencia
parecida en todas las especies. Las principales reacciones son las clusificadas como autoliticas
debido a la accion de las enzimas propias del misculo y las provocadas por la actividad
microbioldgica y éstas se presentan en funcion de las condiciones que prevalezcan durante el
almacenamiento. Todo esto se traduce en modificaciones sensoriales, asl como en la
acumulacion de compuestos en el midsculo de pescado que son susceptibles de ser detectados

mediante técnicas de laboratorio,

Para evaluar ¢l estado de deterioro que ha tenido lugar, se han desarrollado y puesto a punto
técnicas araliticas basadas en la determinacion cualitativa y/o cuantitativa de algunos -
compuestos finales de degradacion. De este modo, en pocas horas se puede tener una iden
aproximada del estado de frescura o de deterioro del pescado. En este sentido, es prictica

corriente determinar los niveles de trimetilamina (TMA) del misculo, tanto en pescado fresco



como refrigerado y congelado: esta metodologia ofrece una idea bastante aproximada del
estado de frescura previo a la congelacion. De manera similar las evaluaciones de pH, bases
volatiles totales (BVT) e hipoxantina (Hx) ofrecen la posibilidad de conocer el estatus de
calidad en los productos pesqueros. Sin embargo, se ha acumulado evidencia que indica que la
concentracién de estos compuestos varia significativamente en funciéh de varios elementos,
que van desde 1a especie de pescado, condiciones de manejo (temperatura, limpieza, etc.) hasta
métodos de captura, .
En el marco de estos antecedentes, en este trabajo se propone conocer la evolucién del
deterioro durante el almacenamiento en dos diferentes variedades biologicas de pescado de alto
consumo en el pals, Caz6n (Elasmobranquio) y Mojarra (Teleosteo) en estado fresco,
refrigerado a 5°C y congelado a -16°C. Esto con la finalidad de establecer parametros rapidos
de calidad que permitan evaluar de una manera rapida y precisa el estado actual def producto,

. de acuerdo a la especie.



OBJETIVOS

* Conocer la evolucion y establecer la cinética del deterioro bioquimico, quimico y

microbiolégico en dos especies de pescado, Elasmobranquio y Teleosteo.

* Definir par@metros répidos de calidad durante el almacenamiento en refrigeracion y

congelacién, para cada una de las especies bajo estudio.

HIPOTESIS

Debe existir una relacion entre los diferentes parametros quimicos, bioquimicos y
microbiolégicos, para estimar la calidad bioquimica del pescado en funcién de la variedad

biolbgica en diferentes condiciones de almacenamiento.



L. ANTECEDENTES

L.1 Caracteristicas del Cazén y la Mojarra

Elasmobranquios
Cazdn
El cazdn pertenece a: (figura 1.1.1)

1) Clase: elasmobranquio 4) Género: carcharhinus
2) Orden: squaliformes §) Especle: galeorhinus galeus.
3) Familia: carcharhinidea

!

" Fig. 111 Cazén

Estos peces constituyen un grupo muy numeroso de especies. Dos de sus principales
caracteristicas son: boca en posicion ventral y articulacion hiostilica en la mandibula. El cuerpo
estd totalmente recubierto por denticulos dénnicos. Los dientes forman lineas de esbozos
germinales que dardn origen a nuevos dientes, por lo que se dice que los dientes de los
elasmobranquios forman familias de reemplazo que aseguran la persistencia de una denticion

funcional de por vida (Alvarado y Aguilar, 1983).



El esqueleto estd constituldo exclusivamente por cartilago. Las aletas pectorales se anclan
sobre una cintura pectoral cartilaginosa, lo que produce un eje de sustentacion rigido muy
deseable con un batido rapido de la cola.

Los peces cartilaginosos carecen de vejiga natatoria y de opérculo, por lo que para respirar y
modificar su nivel en el agua, requieren de estar en continuo desplazamiento; su flotabilidad
estd garantizada por la posesion de un higado desmesuradamente grande y muy rico en aceite.
(Minelli, 1983)

Los peces elasmobranquios como los tiburones y las rayas, son todos marinos casi sin
excepcion, por lo que mantienen concentraciones salinas en sus fluidos corporales de
aproximadamente 1/3 del agua del mar pero mantienen todavia equilibrio osmético. Esto se
consigue afladiendo a los liquidos corporales grandes cantidades de compuestos orgénicos,
principalmente urea, la cual es un componente normal de todos los liquidos corporales y los
tejidos, los cuales no pueden funcionar normalmente en ausencia de una concentracion elevada
de urea, ya que deben mantener una concentracion tal que la presidon osmdtica total de su
cuerpo sea igual o ligeramente superior a la del agua de mar. Ademas de la urea en la sangre de
los elasmobranquios se encuentra el dxido de trimetilamina, que es un compuesto orgnico

osmdticamente importante,

Aunque los elasmobranquios han resuelto el problema osmético de la vida en el mar siendo
isosmdticos, tienen todavia una amplia regulacion ionica por lo que no necesitan beber,
evitando de este modo la elevada captacion de sodio asociada con la bebida de agua de mar.
Por lo que la sangre de los elasmobranquios es ligeramente mas concentrada que el agun de
mar, Esto provoca una ligera entrada osmatica de agua a través de las branquias, debido a la
mayor concentracion presente en el interior del animal. De este modo, los elasmobranquios
obtienen agua osméticamente con lentitud y esta agua se utiliza para la formacion de orina y

para la secrecion a partir de la glandula rectal (Nicol, 1970).



Teleosteos

Mojarra tilapia

La mojarra tilapia pertenece a: (figura 1.1.2)

1) Clase: telcosteo 4) Género: sarotherodom
2) Orden: perciforme 5) Especie: aureus

3) Familia: cichlidac

Fig. 1.1.2 Mojarra tilapia

Son el grupo de peces dominantes, que incluye la mayoria de las especies que el humano
consume. Se caracterizan por presentar todo el esqueleto interno regularmente osificado, lo
que s¢ acompafia de un afinamiento méiximo de las escamas dérmicas, que quedan reducidas

exclusivamente a Ja capa interna de hueso laminar o isopedina.

Estas escamas presentan anillos o bandas periddicas de crecimiento que corresponden con las
épocas de actividad ¢ inactividad del pez. Para su respiracion disponen de los opérculos
(Alvarado y Aguilar, 1983).



Los peces teleosteos marinos son hiposmoticos y estédn en constante peligro de perder el agua
del cuerpo frente al agua de mar més concentrada. Esto lo compensan a través de las branquias
que tienen una doble funcidn: la participacion en la regulacion osmotica y el intercambio de
gases. La secrecion de sales a través del epitelio de las branquias debe producirse mediante un
transporte aclivo, ya que tiene lugar desde una concentracidn més baja en la sangre hasta una

concentracion més alta en el medio que los rodea.

Los peces teleasteos de agua dulce tienen concentraciones osméticas mayores que las que se
encuentran en el agua dulce que los rodea. El problema principal es la entrada osmotica de
agua a través de las branquias, que son importantes por lo que respecta a esta entrada debido a
su gran superficie y relativamente elevada permeabilidad. Las branquias son también
ligeramente permeables a los fones, y ésta pérdida debe ser cubierta también por la captacién
de iones, Algunos solutos son captados con el alimento, pero la principal ingestion es mediante
el transporte activo en las branquias. (Nicol, 1970)

1,2 Composicién quimica del misculo del pescado

El agua os el componente mas abundante del masculo (60-85%). En pescados grasos su
contenido esta en relacion inversa con el de los lipidos, asl mientras la proporcion de agua en
pescados magros es del 79%, en pescados grasos se sitda en tomo al 70%. Al ser el
constituyente mas abundante, contribuye en gran manera a las cualidades propias y deseables
del pescado, es causa de su naturaleza perccedera, gobierna las velocidades de muchas
reacciones quimicas y es ¢l origen de los efectos secundarios en algunos procesos de

conservacion cono es la congelacion (Borderias et al, 1987).

El pescado estd considerado como una excelente fuente de proteinas, no solo par la
abundancia de éstas en la carne, sino también por su alta cafidad, la cual esta detenminada por
un adecuado balance de aminoicidos y por una elevada digestibilidad, especialmente rica en

algunos aminoacidos indispensables como 1a inetionina y la lisina.



La cantidad de proteina en la came varia de acuerdo a los habitos alimenticios del pez, la edad,

el sexo y la disponibilidad de alimentos.

Los niveles de proteinas en el misculo del pescado se sithan entre el 15-20%, clasificindose en
funcion de su solubilidad, en soluciones salinas de distintas fuerzas i6nicas en tres grandes

grupos:
Proteinas sarcoplasmdticas

Su interés reside en que gobiernan la bioquimica post-mortem contribuyendo en cierto modo al

sabor, olor, procesos autoliticos, desarrollo microbiano, etc.

Su importancia respecto a |a calidad del pescado es mayor durante la refrigeracion, ya que son

muy estables en congelacion.

A este grupo pertenecen: albminas, miocalbuminas, mioglobulina X, mioproteinas y
miostrontinas, que son solubles en soluciones de fuerza ionica menor de 0.3 y, suponen del 20-

25% de las proteinas del misculo y comprenden a la mayoria de las enzimas.
Proteinas estructurales

La gran importancia que tienen estas proteinas sobre la calidad del pescado se pone de
manifiesto teniendo en cuenta que a través de sus propiedades funcionales gobiéman en mayor
o menor medida factores tan importantes como textura, viscosidad, propicdades emulsificantes
y capacidad de retencién de agua. De hecho los cambios de textura que aparecen en el pescado

congelado estan intimamente relacionados con las aiteraciones de las proteinas estructurales,

Las més importantes son: miosina, actina y en menor proporcién la tropomiosina, troponina y
miofibrilina, solubles en soluciones de fuerza iGnica mayor o igual a 0.3 , representan entre el
65 y 75% de la proteina muscular. De cllas la miosina es la que sufre mayores alteraciones

durante la conservacion al estado congelado (Borderias ef al., 1987).



La miosina forma los filamentos gruesos en los sarcomeros, posee la actividad de la ATPasa en
la estructura de meromiosina pesada, la cual transfiere la energia quimica del ATP durante las
contracciones del misculo, La molécula de la miosina es larga, compuesta de dos cadenas
pesadas de polipéptidos en una conformacion helicoidal, cada cadena incluye la meromiosina
ligera y la meromiosina pesada. Se cree que las caracteristicas y propiedades de la miosina,
estan fuertemente relacionadas a los grupos -SH que posee. Sus propiedades como
extractabilidad, sensibilidad a Ia digestion proteolitica y la actividad de la ATPasa varia de

acuerdo a su fuente.

La actina es la proteina mis abundante en las unidades contrictiles. Forma los filamentos
delgados de actina F, donde la actina globular (G-actina) estd ordenada en un doble-hélice
interaccionando con las proteinas de regulacion: la tropomiosina y la troponina. La actina es
relativamente estable durante el almacenamiento en congelacion comparada con la miosina
(Soliman y Shenouda, 1980).

Proteinas insolubles o del estroma

Influyen en la calidad del pescado, ya que intervienen de manera fundamental en ¢l fendmeno

del resquebrajamiento,

Son insolubles en soluciones salinas, suponen del 1 al 3% de las proteinas del masculo y estin
presentes sobre todo en el tejido conectivo, constituido principalmente por el colageno y la

elastina,
De acuerdo al contenido de lipidos, los pescados se agrupan en:
- Magros (hasta el 3%)

- Semigrasos (del 2 al 6%)
- Grasos ( del 6 al 25%)



Las variaciones de éstos son tanto cuantitativas como cualitativas, dependiendo de factores
tales como; especie, edad, sexo, estado fisiologico del pez, factores climatologicos, etc.

Los lipidos del pescado se componen de fosfolipidos y triglicéridos, que influyen en la calidad
del pescado. Es importante sefialar que los dcidos grasos poliinsaturados, predominan en la
composicion de los triglicéridos. Lo que los hace susceptibles a su autooxidacion originando
olores y sabores desagradables (rancidez), cuyo grado y. velocidad estdn determinados por la
presencia de ciertos catalizadores, de Ia actividad de agua, del proceso tecnclégico aplicado,
entre otros. El deterioro de los lipidos supone una pérdida de calidad en el pescado, ademas de
que algunos productos al interaccionar con las proteinas ocasionan cambios indeseables en las
propiedades funcionales y nutricionales debido a las reacciones de entrecruzamiento con
proteinas mediadas por radicales libres. Esto provoca una reduccién de la solubilidad y la

digestibilidad, con la consiguiente disminucion de la vida Gtil y valor comercial.

Los compuestos nitrogenados no proteicos (CNNP) son los responsables del sabor
caracteristico de la especie, el nitrogeno no proteico del misculo estd constituido por
compuestos tales como: aminoAcidos, dipéptidos, derivados de la guanidina, bases

nitrogenadas, urea, nucledtidos, etc.

Los CNNP son causa de muchas de las propiedades de la came de pescado, su importancia

radica basicamente en las siguientes consideraciones:

a) Proporcionan olores y sabores caracteristicos:
Algunos CNNP son ademés volatiles, lo que los convierte en responsables de ciertos

sabores y olores tipicos del pescado.

b) Facilitan 1a descomposicion del pescado;
Al ser compuestos pequefios, solubles en agua, los CNNP se convierten en un sustrato muy
adecuado para que se inicien los ataques bacterianos y las reacciones deteriorantes del

pescado.



¢) Sirven como indice de frescura de la came:
Muchas de las reacciones deteriorantes de la carne se inician & partir de estas sustancias, la
determinacion quimica de algunos CNNP han permitido realizar mediciones objetivas del
grado de frescura del pescado.

Un compuesto interesante, desde el punto de vista de la calidad, es el dxido de trimetilamina
(OTMA), que existe en la mayoria de los pescados de agua de mar (40%) y en menor medida o
esta ausente en los de agua dulce en relacion al nitrdgeno total. Dentro de los marinos, su

presencia es mds acusada en los elasmobranquios que en los teledsteos (15%).

Los carbohidratos estdn presentes en el pescado en pequefias cantidades, siendo el mds
importante el glucdgeno. Su nivel depende de las caracteristicas propias del pez y de las
condiciones de captura, ya que la lucha agota las reservas de glucégeno. Su gran influencia en
la calidad, radica en que al transformarse en dcido lactico, condiciona la instauracidn y
extension del rigor mortis, asl como el pH final del musculo con lo que ello supone para el

desarrollo de los microorganismos y la textura.

Por otro lado se tiene carbohidratos asociados a los acidos nucleicos especialmente la ribosa,
que adquieren importancia durante el proceso de coccidn en el desarrollo de sabores y olores
caracteristicos debido esencialmente a reacciones de Maillard,

Entre los microcomponentes, las vitaminas juegan un papel importante en las pesquerias. Las
vitaminas liposolubles mas importantes de! pescado estén: A, D, E, K y entre las hidrosolubles
By, By, Bg, B2 y vitamina C.

La mayor importancia de las vitaminas reside en que algunas de ellas tienen una marcada
actividad antioxidante, como es el caso de las vitaminas E y C que se traduce en un efecto
protector sobre los lipidos retardando la autooxidacion. Esto es de particular importancia en
los periodos prolongados de almacenamiento en congelacion, considerando que en los lipidos

de pesquerias predominan los acidos grasos poliinsaturados.

1



Los elementos minerales como el sodio, potasio, calcio y fasforo juegan un papel importante
en la fisiologia celular, varian de acuerdo al estado fisiologico del pez. Su interés desde el
punto de vista de la calidad, reside en el papel catalitico que tienen algunos iones metalicos
(Fe, Co, Zn, etc.), los cuales pueden actuar acelerando los procesos autooxidativos de los
lipidos al reducir el periodo de induccién y aumentar la velocidad de oxidacion (Borderias et
al., 1987),

1.3 Estructura Muscular

El misculo representa el material comestible mayoritario en el pescado, y de su estructura
dependen muchas de las propiedades del producto, especialmente las relacionadas con la
textura de la carne,

Aunque no se suele lamar "carne” al musculo del pescado y se deja este término para
denominar al misculo esquelético de otros animales comestibles, no existe ninguna razon de
carécter fisico o bioquimico que justifique esta diferenciacion. El hecho de que el musculo
del pescado no se considere "carne" abedece en primer lugar, a costumbres populares, y en
segundo, a razones legales, pues el Codex Alimentarius solo reconoce como carne al
producto obtenido de ciertos mamiferos domésticos, para los que existen métodos de crianza
y sacrificio bien establecidos (FAQO/OMS, 1976), (Macouzet y Rodriguez, 1993).

La parte comestible del pescado, que se sitia entre 35-65% del peso total, segin Ja edad, sexo,

especie, etc., estd constitulda fundamentalmente por dos tipos de miisculos:

- El musculo blanco que se extiende simétricamente de una parte a otra de la columna vertebral

y forma la gran masa del cuerpo.

- El miisculo rojo, situado en general a lo largo de la linea lateral bajo la piel y que en pescado

grasos adquiere proporciones importantes (10%).



Estos misculos presentan distinta composicion, asi el musculo rojo tiene mayor contenido en
hemoglobina, lipidos, oxido de trimetilamina y de algunas vitaminas, mientras que el blanco
presenta mayor contenido en proteinas, agua, etc. Estas diferencias en la composicion, se
traducen en la susceptibilidad del pescado a experimentar determinadas alteraciones (rancidez,
formacion de trimetilamina, dimetilamina, entre otros), que se reflejan en la calidad del
producto final (Borderias e al., 1987).

El misculo de los peces tiene también fibras conocidas como fisicas (blancas) y fibras tdnicas
(rojas). La natacion basal o de crucero es ejecutada enteramente por el misculo rojo, mientras
que la gran masa de misculo blanco (tipo fasico) constituye una reserva de potencia para

cortos despliegues de actividad a alta velocidad.

Los musculos natatorios de los tiburones estén también divididos en tipos similares, con menos
del 20% de la masa muscular constituida de fibras tonicas, las cuales son para la natacion de
crucero y las fibras fasicas se utilizan durante la natacion intensa, como la utilizada en la
persecucion de las presas (Nicol, 1970).

La figura 1.3 ilustra la organizacion del misculo esquelético del pescado, mostrando que todos
estén formados de numerosas fibras, que a su vez cada una esta formada por subunidades mas
pequenas. El masculo [A] se encuentra formado por una serie de bandas musculares [B] las
cuales son un conjunto de fibrillas denominadas fibras musculares [C). Cada fibra muscular
contiene varios centenares o millares de miofibrillas [D). Cada miofibrilla tiene varios
sarcomeros formados por miofilamentos [E), que a su vez contiene unos 1,500 filamentos de
actina F [K], que son moléculas de proteina polimerizadas a las cuales corresponde la
contraccion muscular. La estructura molecular de los miofilamentos muestran dos fibras una de
actina [F] y la otra de miosina [L], éstas a su vez poscen estructuras mas pequefias como la
molécula de G actina [J] y la molécula de miosina [M), que puede separarse en meromiosina -
ligera y meromlosina pesada [N]. Las letras [F, G, H, 1] son los cortes transversales de los
niveles indicados (Guyton, 1989).
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Fig, 1.3 Organizacion del misculo esquelético, desde ef nivel macroscdpico molecular.



1.4 Fisiologia de la contraccién

Se denomina contraccién muscular al fenomeno que se origina de una serie de eventos
eléctricos, quimicos y mecénicos que se generan en la fibra muscular y que producen un
acortamicnto del misculo, debido al deslizamiento de proteinas miofibrilares (las moléculas de
miosina entre las de actina), con 1a fliberacian de iones Ca®* almacenados en unas cisternas en el
reticulo sarcoplasmico. Este fenémeno culmina con la relajacién muscular, cuando vuelven las
proteinas miofibrilares a su posicion original, los iones Ca** son capturados y regresados a sus

cisternas mediante un transporte activo.

1.5 Efecto de las reacciones enzimdticas y cambios post-mortem

Se distinguen tres etapas post-mortem:

* Pre-rigor: La textura de la carne permanece suave y eldstica, La escasez de oxigeno que se
habla generado durante la agonia del pescado, se vuelve permanente despudés de su
muerte, al dejar de fincionar el sistema circulatorio. Sin einbargo, aquellas reacciones
metabdlicas que no dependen directamente de la captacion de oxigeno se siguen
llevando a cabo. La alternativa es la conversion de glucogeno a piruvato a través de la
glucdlisis (via Emden-Meyerhoff), con el fin de producir ATP. La glucélisis anacrobia
conlleva a una oxidacidn incompleta de los sustratos y a fa acumulacion de factato, La
declinacion del pH se debe a la acumulacion de lactato, su produccion es directamente
proporcional a la sintesis de ATP, que es dependiente principalmente de la reserva de

glucogena y por lo tanto, de la hidrolisis de! mismo.

* Rigor-mortis: La carne sc toma totalmente rigida. En cuanto se reduce la concentracion de
ATP cesan las funciones de la membrana, con una consecuente permeabilidad a los
iones y la despolarizacion de la misma. Al despolarizarse, se liberan los iones calcio que
se encontraban retenidos en las cisternas def reticulo sarcoplismico, se distribuyen en el

citoplasina v al asociarse con el filamento de actina inducen un cambio conformacional

15



que atrae a las cabezas de miosina. E) contacto de estas dos proteinas activa la ATP-
asa y se genera la contraccion muscular. En este momento el pescado se toma
totalmente rigido, por lo que se dice que se encuentra en etapa de rigor mortis o de
rigidez cadavérica,

Después de la muerte del pescado, todas las estructuras y todos los componentes de los cuales
estan compuestos los tejidos, estan sujetos a degradacién fisiologica y quimica dependiendo de
su estabilidad. Sin embargo, otro evento importante ocurre durante el almacenamiento post-
mortem cuya velocidad depende fuertemente de las condiciones de temperatura. Se presenta
una contraccion del misculo la cual corresponde a un enlace fuerte entre la miosina y la actina
F, debido a la liberacién de calcio y ATP en el espacio intracelular, este proceso llamado "rigor
mortis" tiene varias consecuencias:

* La contraccin de la actomiosina de! musculo es dependiente de ATP, involucra
degradacion de compuestos fosforilados tal como creatina-P, grucosa 6-P y fructosa-1,6-di-
P, las dos dltimas son principalmente producidas por degradacion del glucogeno. La
creatina-P y el glucogeno son agotados consecutivamente (Misima ef al,, 1990; Hwang ef
al., 1991), El consume de nucledtidos implica acumulacién de hipoxantina (Hx), producto
de su catabolismo, el cual se utiliza como una de los indices de frescura del pescado. Es
importante hacer notar que disminuye la concentracion de glucogeno y la de ATP cuando la

concentracidn de oxigeno es baja.

El producto final de la giucolisis es el lactato, que se acumula en el masculo y ademis
induce a la disminucidn de! pH. Esta calda del pH es sin embargo menos importante en

pescados que en mamiferos, el pH final raramente es mas bajo que 6.

El rompimiento de la membrana celular y del reticulo sarcopldsmico también ocurre,

facilitando la liberacion de calcio y la degradacion enzimitica.

Una de las causas que impide la reiajacion muscular es la presencia de iones Ca?" en el

citoplasma celular (figura 1.5), esta misma dispersion de jones Ca?" es la que induce la
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culminacion del rigor mortis, mediante la activacion de una proteasa neutra, la actividad de

esta enzima es directamente sobre la linea *Z" de las miofibrillas,

{E] MIOFILAMENTO

F—H—

e RELAJADA

f

A i-mimee-viviies CONTRAIDA

Fig. 1§ Estados relajado y contraido de un miofilamento
{E], Banda [H] y lineas Z (Guyton, 1989).

* El proceso degradativo estd basado principalmente en diferentes proteasas clasificadas
como: 4cidas (catepsinas), neutras (dependientes de calcio, factor activador de calcio y
calcio no dependiente) y bisicas. Las actividades de estas proteasas parecen cambiar
durante el almacenamiento post-mortem (Manikodan et al., 1979, 1984, 1985; Tsuchiya y

Seki, 1991); al mismo tiempo las proteinas tienden a ser mas solubles y menos estables.

Otros cambios resultan en procesos degradativos fisicos y quimicos (oxidacion,
catabolismo). E! color de Ia carne palidece, tiende a ablandarse y la capacidad de retencion
de agun de la camne se incrementa, sin embargo, algunas caracteristicas de textura tales
como: el rompimiento de la fimieza podsian ser relacionados al tiempo de almacenamiento

post-mortem de la carne (Fauconneau et al., 1995).



* Post-rigor: La dispersion de los iones calcio induce la culminacién del rigor mortis, mediante
1a activacion de una proteasa neutra activada por calcio que actiia directamente sobre la
linea “Z" de las miofibrillas, que son sitios de anclaje de los miofilamentos y delimitan
las unidades sarcoméricas, son separadas de otra unidad contrictil debido a la
desintegracion de la linea " Z". Ademas de la accién del Ca*’como cofactor de la
proteasa neutra, se ha demostrado que por si mismo tiene una accion debilitadora de la
banda * 2", Adicionalmente a lo anterior, se ha observado que de alguna manera induce
una reduccién en la afinidad entre 2 actina y la miosing, por lo tanto un debilitamiento
de su interaccion (Hattori y Takahashi, 1982). Como consecuencia del agotamiento de
ATP en la célula, las membranas lisosomales se ven debilitadas y se fracturan
facilmente liberando a las proteasas (catepsinas) que contienen. Las catepsinas liberadas

actian entonces sobre las proteinas miofibrilares causando su hidrdlisis (Macouzet y
Rodriguez, 1993).

1.6 Fendmenos de descomposicién

En el pescado, el paso del estado fresco al de alteracion y su subsiguiente inutilizacion para el
consumo es un cambio gradual, por lo que es dificil decidir cuando aparece el primer sintoma
de deterioro. En blsqueda de un sistema practico para determinar la calidad del pescado;
" muchos investigadores son partidarios de utilizar un método basado en la produccion de
trimetilamina en los pescados procedentes del mar. Otros se declaran partidarios de la
utilizacidn de otras pruebas quinicas, tales como la determinacion de dcidos o bases volatiles,
determinacion del pH, del contenido en acido sulfhidrico, amoniaco, etc., ya que las pruebas

bacteriologicas son demasiado lentas para poder tomar decisiones rapidas.

Reay y Shewan (1949), describen la serie de modificaciones facilmente identificables que el
pescado va sufriendo a medida que sc altera, hasta convertirse finalmente en un producto
pltrido. Su caracteristico aspecto brillante palidece y adquiere color pardo, amarillo o aspecto
sucio. La capa viscosa de la superficie aumenta, especialmente en las aletas y agallas. Los ojos

van hundiéndose y arrugindose de un modo gradual, fa pupila se enturbia y la cornea se hace
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opaca. Las agallas adquieren primero color rosa pélido y finalmente amarillo grisiceo, los
musculos se ablandan, exudan jugo al oprimirlos y se hunden facilmente con los dedos; la
espina dorsal puede separarse del misculo con facilidad y en sus proximidades, sobre todo
cerca de la cola, se desarrolla una coloracion pardo-rojiza como consecuencia de la oxidacion

de la hemoglobina.

Posteriormente suceden los siguientes olores: al principio, un olor fresco como a algas, que es
¢l normal; a continuacion, un olor dulzén, seguido de olor a peseado pasado, que se debe a
trimetilamina; luego amoniacal y finalmente pitrido, debido al sulfhidrico, indol y otras

sustaneias con olores desagradables.

Clasificacién del deterioro:

Deterioro microbiano: Las bacterias que con mayor frecuencia participan en la alteracion del
pescado son las que forman parte de la flora que s¢ encuentra en la capa mucosa que recubre la
superficie externa del mismo y las de su contenido intestinal. Los géneros predominantes varian
con la temperatura a que se haya conservado el producto; a las temperaturas de refrigeracion
habitualmente empleadas predominan especies de Pseudomonas, a las que siguen en
importancia algunos miembros de los géneros Achromobacter y Flavobacterium, menos
frecuentemente, y cuando las temperaturas de conservacién son mas clevadas, se encuentran
bacterias pertenccientes a los géneros Micrococeus y Bacillus. Se han citado casos en los que
intervienen otros géneros, tales como Escherichia, Protens, Sarcina, Serratia y Clostridium
(Fraizer, 1976, Maruin, 1976). La mayor parte de éstos crecen solo a las temperaturas
ordinarias de la atmésfera y probablemente apenas se desarrollaran a las temperaturas de

refrigeracion.

La parte del pescado més sensible a la alteracion s la region de las agallas, que incluye las
branquias, es posible advertir los primeros signos de alteracion organoléptica examinando las
agallas con el fin de detectar la existencia de olores anomalos. Si el producto no se eviscera

inmediatamente, las bacterias intestinales atraviesan las parcdes intestinales y pasan al tejido
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muscular de [a cavidad abdominal. Este transito es favorecido por la actividad de enzimas
proteoliticas, procedentes del intestino que pueden ser enzimas naturales propios de este
organo o enzimas de origen bacteriano procedentes del interior del tubo intestinal 6 bien es

posible que scan enzimas de ambas procedencias (Jay, 1994).

En los pescados refrigerados, ¢l deterioro se realiza principalmente por la proliferacién de
bacilos psicrotroficos gram (-); asociacion bacteriana cuyo nimero y composicion varia a lo

largo del tiempo de conservacion (Mossel, 1982; Moreno, 1989).

La congelacion destruye parte, pero no todos los microorganismos presentes por lo que
después de la descongelacion puede tener lugar el crecimiento, El pescado posee bacterias

psicrotrofas, la mayoria de las cuales sobreviven a la congelacion (Fraizer, 1976),

Para determinar el grado de frescura del pescado se recurre a un método de analisis
micrabioldgico; Cuenta total en placa (CTP) 6 Cuenta en placa estandar (CTE), proporcionan

una medida del grado medio de contaminacién microbiana,

Los resultados del anilisis micrabioldgico dependen estrechamente del método utilizado. Por
ella deben ser uniformes los siguientes factores; toma de muestra, homogenizacion y dilucion
de la misma, colocacion en la placa, composicion del medio de cultivo y tiempo de incubacion
(Connell, 1978).

La desventaja de estos métodos es que requieren de mucho tiempo y espacio. Sin embargo, en
muchas investigaciones ha resultado ser indicador de la frescura del pescado y se han llegado a
establecer los siguientes estandares respecto al nimero de microorganismos: (Es importante
sefialar la diferencia entre los valores de limite de consumo entre estos dos autores, que resulta

ser de un orden de magnitud),
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ACTP " (No: de colonias/g de misculo) -
Pescado fresco: 1x104 - 1x103 UFClg
Limite de consumo: 8x10° UFCly
Nivel critico: 1x108 UFC/g
Deteriorado: mids de 1x105 UFClg
(Kictzman, 1974)
TACTP
Pescado fresco: 1x10% - 1x10% UFC/g
Limite de consunio: 1x10° - 1x108 UFC/g
Deteriorado: mis de 1x105 UFC/g

(Conncll, 1978)

Deterioro Bioquimico: Una vez que se ha alcanzado la etapa de post-rigor, es cuando se
empiezan & acelerar las reacciones bioquimicas responsables de los malos olores y sabores del
pescado en proceso de descomposicién. Las modificaciones bioquimicas y las causadas por
microorganismos no pueden separarse, ya que son interdependientes, asi que para que se inicie
el crecimiento de los microorganismos en el misculo es necesario que previamente se hayan
preducido algunos cambios bioquimicos debidos a los propias enzimas musculares con
liberacion de péptidos y aminodcidos que quedan disponibles para sostener el crecimiento
bacteriano. Esto no significa que los microorganismos causantes del deterioro ataquen a estos
productos sino que se necesita que existan para que los microorganismos puedan formar sus

propias enzimas capaces de atacar a las proteinas o a los lipidos (Borderias et al,, 1987).

Entre las principales alteraciones bioquimicas relacionadas con el olor y sabor se encuentran las

siguientes:

* Degradacion de nucledtidos: En la degradacion de los nucledtidos intervienen reacciones

puramente enzimAticas que se inician desde el momento de la muerte con la utilizacién del
ATP.

ATp ~—AIRasa, app (16.1)
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Cuando se inicia la escasez de ATP es necesario resintetizarlo a partir de ADP, o el ADP sufre
desfosforilacion a AMP.

2 ADP adenilato cinasa ATP + AMP (16.2)

Con esta reaccion se genera AMP, el cual sufre una desaminacion para transformarse en IMP,
AMP —AMPdesaminasa | pup ' (163)

El inosina - 5’-monofosfato (IMP) tiene un efecto potenciador de sabor en la carne del

pescado, por lo tanto su presencia es deseable. Sin embargo, puede ser degradado a inosina.
IMP fosfatasa INOSINA (1.64)

La produccidn IMP es generalmente répida, y su degradacion a inosina es un poco més lenta,

La inosina es también degradada, aunque de manera alin més lenta, a hipoxantina y ribosa.

INOSINA hucledsidohidrolasa | y1pOXANTINA + RIBOSA
nucledsido fosforilasa

(16.5)

Contrariamente al IMP, la presencia de hipoxantina es indeseable, ya que produce sabores
amargos. Su determinacién quimica suele ser utilizada como indice de frescura del pescado
(Saito et al., 1959).

E! catabolismo de ATP en el misculo del pescado ha sido documentado ampliamente, asi
como derivados de ATP que han sido usados para monitorear frescura en diferentes variedades
de pescado, (figura 1.6). En 1959 Saito y col. en Japén, propusieron una técnica basada en la
determinacion cuantitativa de nucledtidos derivados del ATP, que permite detectar cambios

tempranos en la frescura del pescado (Gémez ef al., 1990).
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Fig, 1.6 Cambios de los derivados de ATP
del misculo [Gomez, et al. 1990].

Jones y Murray en 1964; utilizaron el contenido de Inosina e Hipoxantina como indicadores de
frescura en el misculo de pescado, detectados mediante el uso de cromatografia y la

inmovilizacion de enzimas (Luong ¢f al., 1992).

Por otro lado Fraizer (1965) y Spinelli ¢t al., (1969) relacionaron la desaparicion del IMP con
la pérdida de frescura y de sabor en algunas especies de pescado. Mientras que Soudan (1965),
estudio como causa principal la autolisis, en la que incluye el rigor, las acciones enzimaticas y

¢l deterioro por microorganismos.

Se han usado otros métodos para la determinacién cuantitativa de los catabolitos de ATP
(Martin ef al., 1978). Sin embargo en las Ultimas décadas la cromatografia de liquidos de alta
precision (HPLC) (Ryder, 1985) ha reemplazado a la cromatografia de intercambio idnico
(tiempo-consumo), donde Se reportan sistemas de separacion con analizador automético de

muestras y un detector de absorbancia a 254 nm (Tapani e/ al., 1992).
También se han presentado métodos muy répidos para la determinacion del valor K definido

como la proporcién de inosina e hipoxantina dentro del conjunto del ATP y todos sus

compuestos derivados. Karube y otros (1984), Nomoton y Ohno (1987), usaron un biosensor
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con el cual el valor K pudo determinarse en pocos minutos. Negishi y Karube (1989),

desarrollaron un método de prucba con pape! para este propésito.

E! valor K se podria aplicar como indicador de la frescura de diversos peces de agua dulce
(Tapani ef al., 1990). Loung et al., 1992 valoré mediante electrolisis capilar y la inmovilizacién
de enzimas la degradacion de la inosina -5'-monofosfato (IMP), inosina (INO) e hipoxantina

(Hx) la frescura del pescado.

* Reduccion del dxido de trimetilamina (TMAQ): Compuesto que existe en la mayoria de los
pescados de agua de mar y en menor medida o estd ausente de los de agua dulce. Dentro de
los de agua de mar, su presencia es mds acusada en los elasmobranquios que en los
teledsteos (Borderias, ¢f al., 1987), ya que el TMAO actiia como osmorregulador,

La reaccion de reduccion del TMAO puede ser consecuencia del ataque microbiano o
catalizada por enzimas propias del misculo.

(l)H

CH’-(ILCOO‘ +2(CH ) NO — CH-COO0" + CO, + H,0 +2(CH)N
H
TMAO T™MA
(1.6.6)

La Trimetilamina (TMA) es un compuesto volatil de olor penetrante, responsable en gran
parte del tipico olor a pescado pasado, puede ser descompuesta en dimetilamina (DMA) y

formaldehido.

HC-N-CH —» H-N-CH + H-C=0
) l 3 | 3 [
CH’ CH’ H
TMA DMA Formaldehido

(1.6.7)
El formaldehido producido afecta la textura del pescado, especialmente en productos

procesados, como los congelados, ya que desnaturaliza a las protefnas y causa
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entrecruzamientos de las mismas, acelerando la agregacion con lo que aumenta rapidamente

la fibrosidad (estropajosidad).

Las etapas subsecuentes de degradacion generan metilamina (MMA) y finalmente, ésta es

transformada a amoniaco.

TMAQ —— TMA — DMA — MMA — NH;
(1.6.8)
La méxima formacidn de DMA y formaldehido s entre -5° y -10°C aproximadamente, pero

aparece a temperaturas incluso de -40°C.

La determinacion quimica de la TMA es un método muy utilizado para estimar el grado de

frescura de pescados marinos (Macouzet y Rodriguez, 1993).

Clarck y Amhy (1917-1920), fucron los primeros en reportar que el contenido de bases
volatiles nitrogenadas se incrementan durante ¢l almacenamiento en le carne blanca del

pescado.

Paladino y Witfogel (1943-1958), reportaron que la detenminacién de las bases volatiles
totales (BVT), eran de utilidad en las ctapas tempranas del deterioro y que esta prueba
sustituy6 a las cuentas bacterianas, titulacién con formol y pH, ya que no resultaron

satisfactorias.

En 1965 Farber hizo una revision completa de articulos mostrando resultados acerca del uso

de la determinacion de bases volétiles totales, como medidor de frescura en pescado.
Algunas ocesiones se ha considerado una prucba tan efectiva como la determinacion de Hx;

pero (Van Spreekens, 1969), encuentra que las BVT llegan & ser detectables demasiado

tarde y que son consistentes en el pescado fresco, pero no en el pescado congelado. En
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contraste con Paladino, estos autores determinan que las BVT no es un indicador confiable

de calidad en las primeras etapas del deterioro (Gould and Peters, 1971).

La determinacion de BVT se puede lievar a cabo de diversas formas, basadas en tratar con
&lcali y agua un extracto de pescado molido, que por reaccién quimica da lugar a la

formacién y desprendimiento de amoniaco y aminas.

Los métodos mas empleados para esta determinacion son; el método de Luke y Geidel de
destilacion, mezclando el pescado con Alcali en el matraz de destilacion, las aminas
desprendidas se conducen por vacio al matraz receptor el cual contiene el écido valorado,
La cantidad de aminas producidas se determina midiendo el excedente de 4cido que no se
neutralizo, Otro método para la determinacion de BVT es el de microdifusion de Conway

de Beatty y Gibbons, en el cual puede determinarse simultancamente trimetilamina (TMA).

Produccién de amoniaco a parti de urea: La urea es un producto de excrecion de los peces

que normalmente se elimina mediante el mucus a través de la piel. El olor a amoniaco es
ficilmente detectable en las bodegas de almacenamiento de pescado fresco, y es

especiatmente intenso cuando se trata de elasmobranquios (tiburones y rayas).

Elevacion del pH: El pH del misculo, que es neutro en el pez vivo y ligeramente édcido al
nomento de la muerte del pescado, se va elevando poco a8 poco debido a la continua
produccién de bases nitrogenadas derivadas de los procesos de descomposicion. Por otra
parte, la actividad enzimética y bacteriana producen un desplazamiento en el equilibrio de
dxido-reduccidn, y en consecuencia un cambio en la concentracién de iones hidrogenos

libres.

Al momento de alcanzar el pH neutro, la elevacion se acelera y se empiezan a hacer més

evidentes las bases volatiles en cuanto a las caracteristicas sensoriales del pescado.

El pH no puede ser usado como medida del grado de frescura, pero los limites de pH

pueden marcar la diferencia entre un pescado fresco y un pescado en descomposicion.
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Cutting (1953), reporta que ¢l pH no se correlaciona significativamente con el andlisis
sensorial.

E! pH del pescado varia en general de 6.1 a 6.4; valores de 6.5 exigen consumo inmediato y
valares por arriba de este hacen sospechar una putrefaccion del pescado, un incremento en
el pH de un alimento proteinico es indicativo de una degradacion de proteinas en contraste
con una disminucién del pH en el almacenamiento, lo cual indica generalmente una
fermentacidn de los carbohidratos presentes (Valdivia e Iturbe, 1993),

Degradacion _de_proteinas: Las proteinas son degradadas & proteosas, peptonas,
polipéptidos, dipéptidos para dar como producto final a los aminodcidos, las enzimas que
hidrolizan los enlaces peptidicos de proteinas son llamadas proteasas.

Los aminokcidos liberados pueden suftir reacciones degradativas de vital importancia en el
deterioro del alimento, Los productos que son formados dependen de:

1. El tipo de microorganismo

2. El tipo de aminoacido

3. Temperatura

4, La cantidad de oxigeno disponible

5. El tipo de inhibidores que pueden estar presentes

Las principales reacciones de los microorganismos sobre los aminoicidos son la

descarboxilacion y la desaminacién. Estas reacciones incluyen:

a) Desaminacion Oxidativa

b) Desaminacion Reductiva

¢) Desaminacion Hidrolitica

d) Desaminacion Hidrolitica y Descarboxilacion
¢) Desaminacion y Desaturacion

f) Descarboxilacin
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g) Oxidacion-Reduccion de aminodcidos alifaticos (alanina)
h) Degradacion Anacrobia. Liberacion de Hidrogeno a partir de &cido glutamico
i) Transaminacion se obtienen otros aminodcidos que pueden ser degradados

j) Reacciones conjuntas de Oxido-Reduccion

Algunos aminoAcidos (alanina, leucina, fenilalanina y valina) pueden servir como donadores
de hidrogeno y son oxidados, mientras que otros (arginina, glicina, hidroxiprolina, ornitina y
prolina), pueden servir como aceptores y por lo tanto sufren reduccion. Esta reaccion

ocurre con bacterias anaerobias y se le conoce cominmente como reaccion de Stickland,

Cuando estan presentes aminoicidos azufrados como la cisteina o la metionina sufren

degradacion para generar Acido sulfhidrico.

La descarboxilacion de los aminoécidos, lisina y omitina, produce cadaverina y putrecina,

mientras que la arginina es degradada a omitina para dar como producto final a la putrecina,

Por reacciones de desaminacion de aminoécidos, diversos productos son formados tales
como diéxido de carbono, hidrégeno, amonidco, Acidos orgénicos, alcoholes, aminas,

diaminas, mercaptanos y disulfuros organicos.

Alteracién quimica: El principal deterioro quimico es debido a los lipidos insaturados presentes
en los pescados, éstos influyen en la calidad del pescado sobre todo porque debido a su

autoxidacion se originan olores y sabores desagradables (rancidez), cuyo grado y velocidad

estdn determinados por la presencia de ciertos catalizadores, actividad de agua, por el proceso

tecnoldgico aplicado, etc. Mientras otras reacciones deteriorantes pueden ser controladas en

gran medida disminuyendo la temperatura, esto es particularmente initil para prevenir la

oxidacion, dado el bajo nivel de energfa que se requicre para que ésta se lleve a cabo,

El deterioro oxidativo de los lipidos, comienza con reacciones de autooxidacin, las cuales son

acompailadas de varias reacciones secundarias con carécter oxidativo y no oxidativo. Los

hidroperoxides (ROOR) son el producto principal de las reacciones de 4cidos grasos con
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oxigeno, las reacciones de peroxidacion de lipidos tienen importancia bioldgica, dado que se
producen compuestos toxicos en los alimentos (Karel ef al., 1975). Entre los efectos de la
peroxidacion de los lipidos sobre las proteinas, estin la pérdida de actividad enzimitica,
pérdida de solubilizacion y pérdida de aminoicidos especificos de los cuales, los mds
susceptibles son: cisteina, lisina, histidina y metionina, causando cambios indeseables en las
propiedades funcionales y nutricionales de las mismas (Tappel, 1973; Soliman y Shenouda,
1980).

1.7 Refrigeracién

Se denomina refrigeracion del pescado, a la técnica que supone el descenso de la temperatura
hasta su buena conservacién, de forma que todos sus puntos se encuentren a una temperatura

superior al punto de congelacion.

En opinidn de! IIF (1967), para la refrigeracion de los pescados enteros, los mejores metodos
serian el hielo y el agua de mar refrigerada. La cleccion, mas conveniente es en funcion de la
clase de pescado, tipo y cantidad de captura, tiempo que permancceré el pescado en el medio

refrigerante, necesidad de mano de obra requerida y porte del barco.

Los cambios que van a tener los pescados, durante su periodo de conservacion son debidos a
su propia bioquimica (procesos de insaturacion del rigor mortis y autoliticos) y al crecimiento
de microorganismos, ya que son interdependientes y para que se inicie el crecimiento de los
microorganismos en el misculo es necesario que previamente se hayan producido algunos
cambios bioquimicos debidos a las propias enzimas musculares con liberacion de péptidos y

aminodcidos que puedan ser asequibles a la utilizacion por los microorganismos.

En general, las mayores alteraciones se producen por ¢! crecimiento de microorganismos y son
debidas a:
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a) Utilizacion de componentes del misculo para su propio metabolismo, produciendo

reacciones no deseadas (putrefacciones, olores y gusto a pescado pasado, etc.)

b) Vertido al medio de metabolitos propios de su metabolismo, con la aparicion de

productos no deseables y a veces incluso toxicos.

c) Liberacion al medio de enzimas intra o extracelulares que aceleran la degradacion de

los componentes del musculo.

Esto se manifiesta en el pescado como alteraciones en la textura, aroma, gusto, color, limo

superficial en exceso, etc.

La flora microbiana se encuentra en la piel, agallas y aparato digestivo y es la del entorno, lo
que diferencia a los pescados de los animales de sangre caliente. La contaminacion del musculo
se efectua a partir de estas zonas y se incrementa con la manipulacion tanto cuantitativa como
cualitativamente,

Dentro de los microorganismos del pescado hay que distinguir tres tipos:

a) Microorganismos que causan toxiinfecciones alimentarias.
Esta flora es mesofila principalmente, a este grupo pertenece el Clostridium botulinum Tipo
E, a pesar de haber contaminacion inicial no suelen darse problemas toxicos debido a que su
crecimiento es mucho mas lento que la flora banal, por lo que cuando existe en cantidades
suficientes para producir la toxina el pescado ya estd deteriorado, Hay que tener en cuenta
que las condiciones de anaerobiosis pueden alcanzarse en el interior del misculo, incluso
aunque no esté el pescado en un medio anaerobio. Solamente hay peligro de intoxicacion

cuando se utilizan otros tratamientos coadyuvantes (ahumado y radiaciones).

b) Flora banal, que produce el deterioro del pescado.
La que causa las alteraciones mds importantes que lo hacen finalmente no apto para
consumo humano. En pescados marinos capturados en aguas templadas o frias son

halotolerantes y psicrofilas.
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¢) Microorganismos que indican contaminacidn.
La presencia de estos microorganismos indica contaminacion fecal y por consiguiente, un
riesgo de que existan gérmenes patégenos.

A temperaturas de refrigeracion la instauracion del rigor transcurre con un acortamiento del
sarcomero, originando un producto de dureza éptima, con buena capacidad de retencién de
agua. La dureza del rigor tiene gran importancia en la capacidad de conservacion del pescado,
ya que en su curso debido a que la rigidez bloquea la permeabilidad de las membranas
celutares, se interrumpen los fendmenos enziméticos y bacterianos responsables de la
descomposicion del pescado. Asf mismo, se presenta e} efecto protector del bajo pH debido a
Ia formacitdn del Acido lactico,

Por tanto, los tratamientos encaminados a prolongar el estado de pre-rigor y de rigor retardan

la pérdida de calidad e incrementan la vida potencial de conservacion, tanto al estado
refrigerado como congelado (Borderias, et al., 1987),

1.8 Congelacién

E! fundamento de Ja congelacion es inactivar en forma de hielo, ¢} agua disponible del misculo

para evilar en lo posible reacciones enziméticas y el crecimiento de los microorganismos,

Los sistemas més aconsejables son los que proporcionen una congelacion rdpida y un consumo
menor de energfa ( Moral ¢t al,, 1989).

Las modificaciones que van a tener los pescados durante el periodo de conservacion son
debidas principalmente a reacciones quimicas y enziméticas, asi como la aplicacion de la propia
técnica de congelacion,

. Las tres fases del proceso de congelacion son:

a) Disminucion de la temperatura y formacién de cristales de hielo
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b) Conservacion en el estado congelado

¢) Proceso de descongelacion

El periodo de almacenamiento en congelacion es el que tiene més importancia en la calidad del
producto, ya que es la fase mas larga siempre y cuando las técnicas de congelacion y
descongelacion aplicadas sean las adecuadas. La temperatura de conservacion de un producto
congelado se debe elegir en funcion del producto y del tiempo de conservacién previsto para
que se conserve en condiciones 6ptimas para el consumo directo o para el proceso al que se
destine, generalmente para periodos largos de conservacion los pescados grasos se mantienen a
-30°C y los magros a -20°C, de lo contrario existen factores que intervienen en la
desnat.uralizacién de las proteinas durante este periodo de almacenamiento, las cuales se

pueden clasificar en:

A.- Factores relacionados a cambios en la humedad del pescado.
B.- Factores relacionados a cambios en los lipidos.

C.-Factores relacionados a |a actividad de una enzima especifica (trimetilamino oxidass).
A.- Factores relacionados a cambios en la humedad del pescado
Los efectos de esos cambios pueden ser clasificados en:

- Dafios debidos a la formacidn y crecimiento de cristales de hielo.
- Dafios debidos a la deshidratacién.

- Daflos debidos & un incremento en la concentracion de sales,

La congelacion lenta, causa la formacion de hielo inter e intracelular, el cual puede causar
rompimiento en las células, ruptura de membranas y desérdenes ultraestructurales de células y
tejidos (Love, 1968), esto sumado a otros factores como el estado fisioldgico del pescado, el
grado de congelacion, ¢l tiempo de almacenamiento y variaciones de temperatura, pueden

provocar cambios severos en el musculo,
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En el estado de pre-rigor, el liquido celular esta ligado a las proteinas intracclulares, las cuales
limitan su difusibilidad de! interior al exterior de la célula, causando una apariencia seca en los
tejidos de los pescados sin congelar. Cuando este tipo de tejido (pre-rigor) es congelado, se
forman cristales de hielo principalmente intracelularmente, independientemente de la velocidad
de congelacion, En contraste; en el rigor-mortis, debido a la contraccion muscular, algunos
fluidos celulares son puestos libres para difundirse dentro del espacio extracelular, dando una
apariencia himeda o acuosa a los tejidos sin congelar. Por lo tanto, cuando este tipo de tejido
es congelado, se forman cristales de hielo inter y extracelularmente, dependiendo en este caso

de la velocidad de congelacion.

En una congelacion lenta, el exterior de la célula se enfria mas ripidamente que las partes
interiores y con la continua declinacion de Ia temperatura, ¢l fluido extracelular superenfriado
llega a una temperatura critica, ¢n ese punto el agua se scpara del soluto, formando cristales de
hielo afuera de las células. Al mismo tiempo se induce a una concentracién alta de sales en el

fluido extracelular, por lo que la humedad emigra desde el interior de la célula por dsmosis.

Una congelacion rapida, presumiblemente, no sigue la migracion de agua dentro del espacio

extracclular, y consecuentemente se¢ forman cristales de hielo més pequefios.

Las fluctuaciones de la temperatura aceleran ¢l crecimiento cn el tamafio de los cristales de
hielo formados, con un ligero ascenso de la temperatura de almacenamiento, todavia abajo de
1a congelacion, los cristales de hiclo pequefios se funden més rapido que los largos y cuando la
temperatura cae, los cristales de hielo fundidos se recongelan alrededor de los cristales de hielo

largos (nicleos), formando cristales de mayor tamafio,

Los cambios que ocurren en las proteinas del pescado durante el almacenamiento en
congelacion, estén relacionados a pérdida de solubilidad y de extraccion de las proteinas totales

del pescado o de las fracciones particulares.

Al comparar las proteinas miofibrilares, con las sarcoplésmicas, parecen ser mas estables y la

solubilidad permanece sin cambio, excepto después de un largo periodo de almacenamiento.
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Dentro del grupo miofibrilar, la miosina es mis sensible a la desnaturalizacidn, mientras que la
actina muestra cambios muy pequeiios. La tropomiosina es considerada la proteina miofibrilar

mas estable durante el almacenamiento en congelacion.

La deshidratacion de las proteinas por efecto de la congelacion, es causada por la migracién de
moléculas de agua para formar cristales que resulta en un rompimiento del sistema de puentes
de hidrogeno, asf como la exposicion de regiones superficiales (hidrofobicas o hidrofilicas) de

moléculas proteicas, dejando estas regiones expuestas y vulnerables para reaccionar,

A temperaturas comunes de congelacidn (-10°C a -20°C) mas del 90% de la humedad se
congelar, produciéndo un aspecto dspero y un incremento en la concentracidn de solutos
solubles.

Ast mismo, se sabe que un incremento en la concentracién de sales afecta la permeabilidad
celular y las propiedades de las proteinas, ademés causarda rompimicnto de enlaces
electrostticos, por lo que habra una mezcla de cambios agregacionales y conformacionales de
los cuerpos proteinicos (Deng, 1977). Un efecto paralelo se puede deber al incremento en la
concentracidn de ciertos cationes, tales como el calcio y el magnesio, dicho incremento causa

la contraccion del misculo actomiosina asociado con ATP.
B.- Factores relacionados a cambios en los lipidos
- Efecto protector de los Lipidos Intactos.

La presencia de niveles moderados de lipidos puede proteger las protelnas del pescado o
aumentar su resistencia a la desnaturalizacion, durante cl almacenamiento en congelacién. Este
efecto de proteccion fue acreditado a la fraccion de los lipidos neutros tales como, los
triglicéridos, se presume que su presencié disminuye el efecto perjudicial de los Acidos grasos
libres (AGL). Se asumid que los lipidos neutros disolvian los AGL y neutralizan su efecto
hidrofdbico en las proteinas, esto es posibie, ya que los lipidos neutros compiten con los AGL

por los sitios de union entre las proteinas.
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- Efecto Perjudicial de los Lipidos.

Durante e} almacenamiento en congelacion de los tejidos enteros o picados del pescado; la
presion ejercida por los cristales de hiclo que se han formado en la estructura celular y el
rompimiento en membranas o deformacion en otros microorganelos puede conducir a la
desorientacion o liberacion de componentes de fipidos y proteinas de sus compartimientos
naturales y abren el camino a nuevas formas de contacto entre lipidos y protelnas, su
interaccidn forma complejos lipido-proteins, usualmente ausentes en la naturaleza, fos cuales

afectan la calidad en 1a textura del tejido muscufar,

El efecto de los AGL sobre las proteinas acarrea fa formacion de mds regiones hidrofébicas
enmascarando grupos polares o cargados alrededor de la superficie de la protefna. El resultado

final s una disminuci6n de fa solubilidad de fas proteinas en buffers acuosos,

La oxidacion de lipidos en pescado congelado acorta grandemente la vida-media de muchas
especies, especialmente los pescados grasos. En adicion al problema de Ia rancidez, fos Hpidos
oxidados interactiian con las protelnas causando cambios indeseables en las propiedades

nutricionales y fancionales de lus proteinas.

C.- Factores relacionados & !a actividad de una enzima especifica

(trimetilamino oxidasa)

Como sc¢ mencioné anteriormente, el oxido de trimetilamina (TMAO) es un componente
exclusivo de peces marinos y mariscos, ha sido cuidadosamente estudiado, asi como su
degradacitn en misculos de pescado a DMA (amina secundaria) y fonnaldehido (FrHO) en

una proporcion 1:1 molar (reaccién 1.6,7).
La actividad de la enzima trimetilamino oxidasa (TMAQasa) varia ampliamente entre especies,

tipos de tejido y temperaturas de almacenaniiento (Hiltz e al, 1976). La influencia de fa
temperatura en la actividad de fas TMAQasas durante el almacenamiento fué estudiada por
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Tokunaga (1974), quien encontré que el deterioro en la calidad y textura del pescado
almacenado en congelacion, debido al rompimiento enzimatico del éxido de trimetilamina es
basicamente atribuido a la formacion de formaldehido mas que de dimetilamina. Evaluaciones
sensoriales mostraron que los tejidos que contiene formaldehido, se vuelven més correosos y
su capacidad de retencion de agua disminula, carecian de jugosidad y de sabor de boca
deseado, y en etapas avanzadas, su textura se vuelve gomosa. La presencia de FrHO, también
causd una notable disminucion en la extraccion total de proteinas, particularmente del grupo
miofibrilar, la tropomiosina y la miosina, eran las m4s afectadas y los componentes de actina y

troponina los menos afectados (Soliman y Shenouda, 1980).

1.9 Factores que influyen en el tipo y velocidad de alteracién

1. Factores dependientes del lugar de pesca y de los métodos de captura que
inciden en la calidad.

Los pescados deben ser sometidos a un tratamiento de conservacion generalmente frigorifico,

inmediatamente después de su captura para mantener la calidad inicial de los mismos,

Se sabe que los pescados procedentes de aguas fiias tienen, en general mejor textura y sabor,
pero presentan mayor susceptibilidad al deterioro que los obtenidos en aguas célidas. Los
pescados procedentes de aguas célidas, ante un mismo tratamiento frigoﬁﬁco, se conservan
mejor debido a que estos peces son animales poiquilotermos, y las reaciones bioquimicas se

inhiben de manera importante a} descender la temperatura.
Los fondos arenosos producen pescados de mejor sabor que los fondos con mucha materia

orgdnica y cenagosos, en estos lugares, los pescados pueden presentar ciertos sabores

anormales debido al hbitat en que se encuentran (Moral, 1989a),
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Varona (1982), describe que los fondos marinos con piedras o corales hacen que la red y su
contenido sufran tensiones que afectan al pescado, no sélo por dafos fisicos a su piel, sino
también por los esfuerzos que el pescado hace por escapar: en estos pescados se produce un

rigor muy acentuado y por lo tanto carnes fatigadas.

También influye Ia red (con nudos o sin ellos) y sobre todo el tiempo de arrastre, durante este
periodo el pescado cstd sometido dentro de Ia red, & una presidn continua de agua que entra
por la abertura de la misma, hecho que si es muy prolongado, facilita un posterior deterioro
més répido.

En ocasiones se hacen tiempos de arrastres de 10 a 12 horas, con lo que se obtienen pescados
de escasa conservabilidad, aunque se sometan a una manipulacién adecuada, las acciones
enziméticas y microbianas se acentian y junto con el escaso o nulo rigor que se instaura
acortan bastante el tiempo de conservacion, Se estima que los tiempos de captura de 3 a §
horas son los mas aconsejables (Moral et al,, 1989),

2, Factores intrinsecos del pescado

La especie, edad, tamafio y época de captura relacionada con el estado fisiologico o de

engrasamiento, condicionan sobre todo e! grado de conservacion, textura y sabor.

En cuanto a la especie, se podra citar la presencia del misculo rojo y blanco y de tejido
conjuntivo. El misculo rojo estd constituido por miofibrillas més cortas, es rico en mioglobina,
proteinas sarcopldsmicas y tiene una alta actividad cnzimética, debido a su- metabolismo

aerobio, este miisculo se altera mas facilmente que ¢l blanco,

El tejido conjuntivo esta presente en mayor cantidad en cefalépodos y elasmobranquios, que

condicionan inicialmente su textura (Moral, 1985a).

La épocu de captura proporcionara pescados con un estado mayor o menor de engrasamiento,

segun estén en desove o post-desove. Esto regula las fluctuaciones de composicién quimica,
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muy acusados sobre todo en especies pelargicas. Los pescados bien nutridos tienen un rigor
mas prolongado, por el contrario, un alto contenido de agua como sucede en los pescados
capturados inmediamente después del desove facilita un deterioro mas rapido, la carne es
flacida y la piel se separa facilmente. El conjunto de estos factores proporcionar un pescado
con atributos especificos que desde ¢l punto de vista practico se traduce en una palatabilidad

o sabor caracteristicos para cada especie.

Este sabor de los pescados se aprecia durante la masticacién y es debido principalmente a los
constituyentes que se solubilizan en la saliva. Las proteinas, lipidos, polisacaridos, pigmentos y
vitaminas intervienen raramente en ¢l sabor, los responsables de éste serian los compuestos

solubles en agua.

Entre estos compuestos solubles estn los nitrogenados, aminoécidos libres, péptidos de bajo
peso molecular, nucledtidos y derivados, bases organicas y no nitrogenadas (dcidos orgénicos,

azicares ¥ los minerales).

En cuanto a los écidos orgénicos detectados en pescados y que contribuyen a la palatabilidad,
se podrian citar los dcidos: ldctico, propionico, acético, pinivico, succinico, oxdlico, etc,,
(Osada y Okada, 1964; Hayashi ef al., 1979, Konosu e/ al., 1967). Los azicares debido a su

bajo contenido no parecen intervenir en el sabor (Soliman y Shenouda, 1980),

El contenido de todos estos componentes solubles varia de una especie a otra, y dentro de la

misma especie con la edad, la época del aiio y asociada con el estado fisiologico (Moral, 1989).

3. Factores que inciden en la calidad relacionados con los tratamientos que han

sufrido los pescados
De los tratamientos de manipulacion, conviene destacar que el descabezado, eviscerado,

despellcjado, lavado y a veces el picado, realizados correctamente, permiten alargar la vida

comercial de los pescados refrigerados y especialmente de los congelados. Igual efecto
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tendrian determinados tratamientos coadyuvantes, como el envasado, las atmosferas

modificadas, baiios de polifosfatos, antioxidantes, etc., (Moral, 1985b, 1987a),

Si se quiere mantener Ja calidad inicial de los pescados durante el mayor tiempo posible, es

necesario enfriaslos (refrigeracion 6 congelacion) lo antes posible después de la captura.

La refrigeracion por los métodos habituales (hielo de agua dulce, de agua de mar, agua de mar
enfriada (CSW), agua de mar refrigerada (RSW), etc.), debe ser aplicada en funcién de! uso

que posteriormente ha de hacerse a los pescados.

Para la claboracion de productos (filetes, rodajas) destinados al cosumo en fresco, es preferible
utilizar el hielo de agua dulce, aunque el hielo de agua de mar y los métodos de CSW y RSW

adecuadamente utilizados, también pueden emplearse.

Uno de los problemas que tiene el enfriamiento de pescados en agua de mar es la penetracidn
de cloruro de sodio (NaCl). Wekell er al,, 1983 utiliza un 5% de polifosfato potasico en el
RSW o CSW para disminuir la absorcion de cloruro de sodio por los pescados, los
refrigerados destinados a la congelacién deben permanecer a temperaturas de 0°C el menor

tiempo posible después de la captusa.

Los métodos de CSW y RSW no son aconscjables para los pescados destinados a la
congelacion pero si para otros procesos industriales (Moral, 1989b). Tampaco son

aconsejables en pescados destinados a dietas con escaso contenido de sal.

En cuanto a los pescados que se congelan, deberdn ser sometidos a las operaciones de
evisceracion, descabezado, fileteado, lavado, etc., ya que ello contribuye a mantener la calidad
de los mismos durante su almacenamiento en estado congelado. La congelacion rapida en tinel
de aire o en armario de placas, proporciona productos de buena calidad para una elaboracion
posterior. No asi los métodos de congelacion en salmuera de cloruro de sodio (NaCl) que

produce un enranciamiento precoz debido a la accion prooxidante del sodio.



1l. MATERIALES Y METODOS

* Obtencitn y Preparacion del Pescado

Con el propdsito de establecer metodologlas y evaluar la calidad quimica, bioquimica y
microbiologica, se trabajo con dos especies de pescado (cazon procedente de Veracruz y la
mojarra procedente de Tampico), las cuales fueron adquiridas en los establecimientos de la

central de abasto "La Nueva Viga”.

Estos fueron obtenidos en forma de filete, sin embargo se desconoce el tiempo real de captura,
como fue transportado, las condiciones higiénicas y de manipulacion. La informacién que se
proporciono por el vendedor en relacion al tiempo de captura, transporte y almacenamiento fue

de 2 dias para todas estas operaciones, asf como las condiciones higiénicas y de manipulacion.

Una vez obtenidas las muestras (pescados) se procedio a transportarlas a 0°C, almacenadas en
un hielera con refrigerante (hielo) hasta el lugar de trabajo, en donde se cortaron en pequefios
trozos para ser homogeneizadas, pesadas y distribuidas para cada una de las diferentes
determinaciones en refrigeracién a 5°C & 1°C y en congelacion a -16°C £ 1°C, teniendo un
control a temperatura ambiente durante 24 hrs. Todas las detenninaciones se realizaron por

duplicado.

Se trabajaron cinco lotes con el fin de disminuir la magnitud del error por persona, en cuanto al
empleo de la técnica:

Lote 1. 13 de diciembre 1993 a 19 de enero 1994

Lote 2. 28 de febrero 1994 a 4 abril 1994

Lote 3. 24 de marzo 1994 a 30 abril 1994

Lote 4. 28 de abril 1994 a 2 junio 1994

Lote 5. 23 de agosto 1994 a 27 septiembre 1994
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2, Métodos para determinar el grado de Frescura
2.1 Andlisis Fisicos

2.1,1 Determinacién de pH

Por reacciones de degradacion de aminoAcidos, debido al metabolismo microbiano
principalmente se producen diversos compuestos, tales como; diéxido de carbono, hidrégeno,
amoniaco, icido sulfhidrico, 4cidos orgénicos, alcoholes, aminas, diaminas, mercaptanos y

disulfuros orgénicos.

Es importante indicar que el balance es positivo hacia la produccién de amoniaco y aminas lo
que tiende a causar un incremento en el pH. Por lo que un incremento de pH en un alimento
protelnico es indicativo de una degradacion de proteinas, en contraste con una disminucion que

indica generalmente una fermentacion de los carbohidratos presentes (AOAC, 1990).

Técnica:
Se tomaron 5 g de muestra y se les agregaron 10 ml de agua destilada, a fin de obtener una
pasta uniforme y se determind el pH con un potenciometro Sargent-Welch, con electrodos de

plata/cloruro de plata. El equipo fue calibrado con soluciones amortiguadoras de pH 4y 7.

La determinacion se realizo a temperatura ambiente (18-21°C).

2.2 Andlisis Bioquimicos

2.2.1 Determinacién de Volumen de Liberacién de Extracto (VLE)

La Capacidad de Retencion de Agua (CRA) de la carne fresca es elevada, pero disminuye
marcadamente en unas horas, y aumenta paulatinamente durante el almacenamiento. La

tendencia inversa se presenta con el volumen de! filtrado que se obtiene de un macerado, que
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se conoce como volumen de liberacion de extracto (VLE), este volumen da informacion acerca
de! deterioro bioquimico de las proteinas fibrilares (Egan et al., 1987 Andlisis Quimico de
Alimentos de Pearson, 1987).

Técnica:

Se coloco en un vaso homogenizador (Waring Commercial Laboratory Blender), 15 g de
muestra molida, se le adicioné 60 ml del reactivo de extraccion, se licué durante 2 min y el
homogenizado obtenido se filtrd para finalmente medir el volumen que se recoge en 15 min
(Eganetal,, 1987).

- El reactivo de extraccion utilizado fue: (50 ml de KH,PO, 2 0.2M y 3.72 ml de NaOH a 0.2
M con un pH de 5.8).

2,2.2 Determinacién de Proteina Soluble (PS)

Los cambios que ocurren en las protelnas del pescado durante el almacenamiento, son
relacionados a pérdida de solubilidad y de extraccion de las proteinas totales del pescado o de
un grupo particular de proteinas (miofibrilares, sarcoplasmicas o del grupo de la actomiosina)
o alin a especies particulares de proteinas como la miosina, tropomiosina o actina, Debido ala
gran cantidad de reacciones coloridas que presentan las protelnas y los aminodcidos, pueden
utilizarse métodos para determinar la presencia de enlaces peptldicos o dc aminoacidos

especlficos,

Método de Biuret

Este método se basa en la cuantificacion de enlaces peptidicos, y su interaccion con la sal
chprica formando complejos coloridos especificos de acuerdo a la sustancia, por ejemplo: para

proteina se obtiene un color violeta; proteosas y peptonas nos dan un color rosa; los péptidos

dan un color debilmente rosa y la gelatina un tono ligeramente azul (AOAC, 1990).
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La importancia de la proteina soluble reside en que gobiema la bioquimica post-morten
contribuyendo en cierto modo al sabor, olor, textura, viscosidad, procesos autoliticos,
propiedades emulsificantes y capacidad de retencion de agua, si ésta Gltima disminuye es

atribuida a [a desnaturalizacion proteica superficial y a dafo fisico en las células o membranas.

Las preparaciones de proteinas puras son raramente usadas en pruebas de solubilidad por la
complejidad en las etapas de extraccion. Sin embargo datos obtenidos de pruebas de extraccion
se usan en andlisis comparativo, con ¢l propésito de contribucion en los cambios de las

proteinas que toman lugar durante el almacenamiento (Soliman ez al., 1980).

Técnica:

Del filtrado obtenido de la prueba det VLE, se utilizé | ml y se adiciond a 4 ml del reactivo de
Biuret, todo esto se realiza por duplicado para cada muestra, dejando reposar 30 min y leer a
545 nm en un Spectro-photometer, Lambda 3B Perkin-Elmor UV/Vis,

- Se realiz6 una curva patrdn de albimina con concentraciones de 2-16 mg/ml,

- Se reporta en mg/g de alimento de proteina soluble.

2,2.3 Determinacion de Hipoxantina (Hx)

La degradacion de nucledtidos en el musculo se inicia en cuanto muere el animal o en la etapa

inicial del periodo post-morten y continda durante el almacenamiento.

Durante el proceso, el ATP es transformado a hipoxantina, como producto de descomposicion,
de tal forma que la cuantificacion de la acumulacion de éste ha sido considerado como un

indice de frescura, especialmente en productos marinos.

La cuantificacion de hipoxantina y otros productos de la degradacion post-morten de
nucledtidos como indices de descomposicion de productos carnicos y pescados, resulta

importante debido a la relativa estabilidad de estos compuestos durante el almacenamiento. Sin
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embargo estos productos Ilegan a un maximo en concentracion y posteriormente son

degradados a otros compuestos como xantina y ribosa. (ecuacion 1.10.1)

HIPOXANTINA —————— XANTINA + RIBOSA
(1.10.1)

Técnica:

Se tomaron 25 g de muestra, se homogenizaron a 0°C en licuadora con 50 ml de una solucién
de acido perclérico 0.6 M durante 30 seg se filtrd rapidamente a 0°C, posteriormente se tomé
2 ml del extracto con 7 ml de agua. Con agitacion constante se adicions 0.2 ml de una solucién

de AgNO; 1M a 0°C, el precipitado se separd por centrifugacion a 3,200 rpm durante 15 min,

se procedio a lavar ¢l precipitado con 5 ml de solucién de 4cido perclérico 0.IN contenido

0.02 M de AgNO; en agitacion constante, se centrifugd nuevamente y se descartd el liquido

obtenido, el precipitado se solubilizd con 15 ml de Acido clorhidrico IN agitando
vigorosamente, se centrifugd la solucion y se elimind el cloruro de plata. La absorbancia fué
determinada a 248 nm en un Spectro-photometer Lambda 3B (Perkin Elmer UV/Vis) usando
como blanco HCI By et al., J. Sci. Food Agric., 1964).

- Se realiz6 un curva patron de Hipoxantina (reactivo) con una concentracién de 0,02-0,1

pmol/ml

- La concentracion de hipoxantina en la solucion de dcido clorhidrico se determina por

interpolacion en una curva patron en un rango de [0.02 - 0.2 pmoles/ml)
- La cantidad final de hipoxantina se reporta en pinol/g de muestra.

- Concentraciones superiores a | pmol de hipoxantina/g de muestra son considerados como

indicadores de pérdida de frescura en pescados.
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2.2.4 Determinacidén de Bases Voldtiles Totales (BVT)

Es un pardmetro que puede ser indicativo del deterioro, porque durante la degradacion de
proteinas mediada por el crecimiento microbiano, se producen una serie de compuestos
volétiles, que presentan ofores desagradables, tal es el caso de los compuestos diaminados

como: putresina, cadaverina y escatol.

De Ia misma manera se produce amoniaco, que también es un producto de degradacién de los
nucledtidos. Durante el deterioro, el dxido de trimetilamina, que se encuentra naturalmente en
la mayorfa de los productos marinos, es reducido a trimetifamina el cuél es volétit y de carécter
fuertemente bisico (AOAC, 1990).

Técnica:
En un matraz erlenmeyer se colocaron 50 ml de solucion de dcido borico al 2% y unas gotas de
indicador de rojo metilo, a 10 g de muestra inolida se le agregd 2 g de dxido de magnesio con

300 m! de agua y perlas de ebullicion contenidos en un matraz macrokjeldhal.

Se montd un aparato de destifacién macrokjeldhal, se recuperaron aproximadamente 100 mi,, y
se procedio a titular la solucidn destilada utilizando BC! 0.1N, al mismo tiempo se corrio un
blanco de reactivos bajo las mismas condiciones.

- La cantidad de bases volétiles totales (BVT) se calcula con la siguiente ecuacion:
mg BVT/100g = (V-' V)}xNHC)x 14/mx (100)
E£n donde: V = Volumen de HCI utilizado para la muestra.
V = Volumen de HCi utilizado para el blanco mi
N = Normalidad de! HC! utilizado

m = Peso de la muestra en gramos

- Valores de BVT superiores 2 20 mg /100 g son indicativos de descomposicion.
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2,3 Andlisis Microbiolégicos
2,3.1 Determinacién indirecta de Carga Microbiana (TTZ)

Debido a los procesos enzimaticos que tienen lugar durante el metabolismo acelerado, {as sales
de tetrazolio pueden ser reducidas por bacterias, levaduras y semillas en germinacion, las sales
de cloro o bromo del 2,3,5-trifeniltetrazolio han sido ampliamente utilizadas como reactivos
para pruebas de viabilidad y como colorantes vitales en microbiologla. Es por esta razén que
usando los mismos principios, la reduccion de estas sales para producir trifenilformazan puede

ser utilizada como un indicativo de la presencia de microorganismos en productos alimenticios,

La reduccion de las sales de tetrazolio es el hecho de que en forma oxidada los compuestos
son incoloros y completamente solubles en agua, en tanto que en su forma reducida presentan
una intensa coloracion rojo-cereza y se tornan insolubles en agua, presentando alta solubitidad

en solventes orgénicos,

Al utilizar este proceso de oxido-reduccion, la interpretacion de resultados involucra la
cuantificacion del formazén producido por los microorganismos presentes cn el alimento y la
interpolacion en una curva de calibracion en que se relacionen la produccion de formazan con

¢l crecimiento microbiano (Moojani ¢t al,, Food Science, 1957).

Técnica:

Utilizando como principio la reduccion de las sales de clore o bromo del 2,3, 5-trifeniltetrazolio
como indicativo de la presencia de microorganismos, se pes6 5 g de muestra con 30 ml de
agua destilada estéril, se homegenizé en un vaso de licuadora estéril, 1a solucion fué transferida
a un matraz erlenmeyer estéril para adicionarle 0.5 ml de la solucion de trifeniltetrazolio y 5 mi
de la solucién amortiguadora estéril. Se incub6 a 37°C durante § hrs, el formazén producido
fue extraido con 30 ml de alcohol butilico, la fase se separd por centrifugacién a 3,500 rpm por

15 min, 1a absorbancia se leyd a 485 nm frente a un blanco de alcohol,
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- La cantidad de formazin se obtiene por interpolacion de la ahsorbancia en una curva patron

obtenida, midiendo la absorbancia a 485 nn de soluciones butandlicas de formazan (1-10

ug/ml).

- El formazan se obtiene por reduccion de 1 g de 2,3,5-trifeniltetrazolio con 1g de dcido
ascorbico, disueltos en 25 mi de agua destilada, sc adicions 5 m! de hidroxido de sodio al

10 %. La reduccién se realiza en 20 min después de los cuales la solucidn se neutraliza.

- El formazdn se recupera por filtracion, se lava con agua sobre papel filtro y se seca a 37°C.

2.3.2 Determinacién directa de Carga Microbiana: Cuenta Estindar (CE)

Es una prucba precisa para evaluar deterioro microbiano. Este anilisis da idea del mancjo que
s¢ ha dado al producto, en ¢l caso del pescado desde su captura hasta la distribucion y

almacenamiento,

Después del sacrificio los mecanismos de defensa son detenidos, con lo que facilita que las
bacterias se puedan multiplicar y distribuir a través de los tejidos, que se ven invadidos por los
microorganisimos contamihantes, csta invasion se halla afectada por fa carga microbiana def
intestino del animal y la condicion fisiologica inmediatamente antes de su sacrificio, ast como la

velocidad de enfriamiento, para la conservacion del producto (AOAC, 1990).

Téenica:
Para conocer la calidad en cuanto al deterioro por microorganismos, se tomd S g de muestra

con 30 ml de agua destilada estéril, fue homogenizado en un vaso de licuadora estéril, se tomd

I mly se hicieron las diluciones correspondientes (107 a 1070 por duplicado), las cuales fucron
sembradas en un medio agar para métodos estindar y se incubd a 37°C + 1°C durante 72 hrs

en una incubadora (Thelco, Precision PS. Scientific).
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2.4 Anilisis Estadistico

Para la interpretacion de los resultados se utilizé la estadistica de analisis de varianza (Anova),
Ia cual se basa en la distribucion de probabilidad F, con un nivel de significancia (ct) igual a
0.01%, se contd con el paquete estadistico SP.SS/PC+, version 2.0 permitiendo estudiar la
diferencia significativa en los parametros de estudio como pH, VLE, Hx, TTZ, CE, PS y BVT,

considerando como variables la época del afo, especie y tiempo de almacenamiento.

Para explicar la diferencia entre una variable de estudio en los diversos tratamientos y periodos

de almacenamiento, se utilizo la distribucion de X2 al 0.01% y la estadistica de Valores
Criticos de Hartley's al 0.01%.

2.5 Estudio Cinético

Con el propdsito de analizar el deterioro quimico, bioquimico y microbioldgico de las dos
especies de pescado en las condiciones bajo estudio (refrigeracion a 5°C & t°C y congelacion a
-16°C £ 1°C), se realizo el estudio cinético y utilizando los resultados estadisticos de los cinco
lotes (valores promedio finales) para las diferentes prubas: pH, VLE, Hx, TTZ, CE, PSy BVT,
se obiuvieron las ecuaciones de orden de reaccion para las dos especiesa través (.'iel paquete

Sigma Plot version 5.0.
A continuacién se presenta el ejemplo para el Cazon (prueba de pH en refrigeracién 5°C £1°C)

Tiempo (dias) 0 3 5 7 ’
Media 6 6.2 6.4 6.9

Miiximo 6.1 6.7 7.1 8.3
Minimo 58 59 6.1 6.2

Cilculo:

Tabla, 2.9.1 Datos cstadisticos de cazon, durante ¢l

almacenaiento en refrigeracion.
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Datos de regresion:
a=591
b=0,135
=095

Ecuacion de orden de reaccién abtenida de la grafica:

pH = 6.0087 + 0.0034 t +0.00192 ¢*
r=0.9964

Con el fin de evaluar la susceptibilidad entre las especies seleccionadas, se calcularon las
energfas de activacidn Gnicamente para BVT ¢ Hx mediante la4 ecuacion de Arrhenius (1). A
continuacion se describen los cilculos para la Mojarra (prueba de BVT en
refrigeracion5°C:+1°C)

Célculo;
La ecuacion de Arrhenius
logk=logA. Ea
230RT
(0}

En donde:

k = constante de velocidad

Ea = energia de activacidn

R = constante de los gases (8.314 J/K mol)

T = temperatura absoluta

A = es una constante
Velocidad = [ concentracion)

T tempo 2)
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[A] elevada al orden de reaccion )

Las datos utilizados corresponden a la prueba de BVT en refrigeracién a los cinco dias de

almacenamiento en mojarra.

1.V ={25.89)/432,000=5.9%10 * mg/100 g/s

2. k=V/[AP=59x10"/[25.89) *= 8.9 mg/100 g/s
3. logk=-7.05 '

4, T=213+5°C=218K

5 UT=36x10"

Ambiente 1 1 41,76 24x10% ] 5.7x10 3.4x10° .23
Refrigeracion | § | 2 15,89 £9510% | 89510* | 3.6x10° | .7.08
Congelacion | 22 ] 3 23.59 7.5%10° | Sx10™ | 3.8x10° | -9.23

Tabls, 2,9,2, Datos para calcular Ia Ea de BVT, durante e} almacenamiento de

1a mojarra a diferentes condiciones de almacenamiento.

La-ecuacion | representa una linea recta, en la cual al graficar log k contra 1/T, se obtiene una
pendiente que esté dada por -Ea/2.30R,; en donde se desprende la Energia de Activacion. (Ea).
Datos de regresion;

a=2222

b=-8121

r=+0.998

6. Pendiente = - Ea/2.30R
Ea = -(Pendiente) (2.30R)
Ea= - (-8121 K) (2.30) (8.31 J/K mal) x (1 k}/1000 J)
Ea=155.22 kl/mol
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2.6 Método General

NOTA: t = TIEMPOEN DIAS

CENTRO DE ACOPIO
CENTRAL DE
ABASTOS
PESCADO
"~ EN
FILETE
I
I |
MOJARRA CAZON
(TELEOSTEO) (ELASMOBRANQUIO)
HOMOGENIZACION HOMOGENIZACION
REFRIGERACION 5 C| | | CONGELACION-16° C| | REFRIGERACIONS® C _l- CONGELACION -16° C
t=0, t=3 t=0,1=8 t=0,1=3 1=0,1=8
1=5,4=1 £=22, =36 t=5,t=1 1=22, =36
DETERMINACION DE:

pH, BV, Hy, 117, CE
VLEy bS.

ESTUDIO ESTADISTICO
Y CINETICO (Hxy BVT)

sl



11l RESULTADOS Y DISCUSION

Se presentan a continuacion los resultados obtenidos de las pruebas realizadas en S lotes (por
duplicado), de cazon y mojarra, almacenados en refrigeracion a 5°C +1°C y congelacion a -
16°C £1°C. Estos resultados fueron analizados estadisticamente para obtener la media (%) y el

coeficiente de variacion (CV).

31 pH

En la figura 3.1 se puede observar que el pH del cazon y la mojarra fue aumentando en el
transcurso del almacenamiento en refrigeracion, con una tendencia de 2o0. orden. Este
comportamiento, se considera de segundo orden, ya que los valores aumentan paulatinamente
probablemente debido a la produccién continua de bases nitrogenadas, y conforme alcanza el
pH neutro la elevacion de éste pardmetro se acentiia, Este comportamiento fue mas evidente

en el cazon,

Por otro lado, en congelacion (figura 3.2) la variacion del pH, que también presenta una
tendencia de 20. orden, aparentemente logra un valor maxinio y después tiende a perinanecer

constante, nuevamente en el cazon resulta més evidente este comportamiento.

Al observar de manera aislada los valores de pH (Tabla 3. 1y 3.2) indican un deterioro mayor
para el cazon, representado por el diferencial (). Esto fue evidente tanto en la condicion de
refrigeracion como en congelacién, la explicacién es que esta especie tiene una fraccion
importante de compuestos nitrogenados no proteicos (CNNP) como la urea y el oxido de
trimetilamina, al sufiir desaminacion se ven incrementadas las bases volatiles totales y por lo

tanto incrementa el pH, atin en etapas tempranas de almacenamiento,

Asi mismo los valores de pH alcanzados en la congelacion, son menores a los obtenidos en

refrigeracion, debido a que a temperaturas de -16°C disminuye significativamente la actividad
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acuosa, como consecuencia decrece la velocidad de las reacciones que producen la
degradacion de los compuestos nitrogenados, tanto las debidas a las propias enzimas del

masculo, como las derivadas de! desarrollo de microbiano.

El pH no se correlaciona significativamente a la aplicacion de los métodos cinéticos (Ea),
debido a la produccién de diversos compuestas como: dioxido de carbono, hidrogeno,
amoniaco, dcido sulfhidrico, acidos orgénicos, alcoholes, aminas, diaminas, mercaptanos y
disulfuros organicos, derivados de diferentes procesos de descomposicion. Asimismo se puede

establecer que los valores de pH para elasmobranquios no son indicativos fieles del deterioro
actual,
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Ecuaciones del compotamicnto cinético:

pH=6,008+0.034 £ +0.019 * (Cazén)
pH=6.343+0,002 1 +0,0084 {* (Mojarra)

Cazén y Mojarra
pH
7.5
7.0 1
pH 6.5 4
604
505 A LJ L]
0 2 4 6 8
Tiempo (Dias)
o Cazén _ @ Mojarra

Fig. 3.1 Cambios en ¢l valor de pH, durante 7 dlas
de almaccnamiento cn refrigeracién a $°C

+1°C.
CAZON MOJARRA
Orden de Rx 2 Orden de Rx 2
pH Tiempo pH
(dlas)

6.0 0 6.3

6.1 3 6.4

6.5 3 6.5

6.9 1 6.1

Tabla 3.1 Valores de pH, durante 7 dias de

almacenamiento en refrigeracion a 5°C &
1°C, con un  CV= 204 % vy
C.V.=0935% para Cazén y Mojarma
respectivamente.

Ecuaciones del comportamicnto cinético:

pH=5.99740.026 t - 0.0005 l (Cazdn)
pH=6,35240.009 t - 0.0002 t* (Mojarra)

Cazbn y Mojarra
pH

15
70
plt 65
60

s&s v v v L

0 10 20 30 40
Tiempo (Dias)
¢ Cazén ® Mojarra

Fig. 3.2 Cambios en el valor de pH, durante 36 dias
de aimacenamiento en congelaclén a -16°C +

1°C.
CAZON MOJARRA
Ordet de Rx 2 Orden de Rx 2
pH Tiempo pH
(dlas)
59 0 6.3
6.1 8 6.4
6.3 22 6.4
6.2 36 6.4

Tabla 3.2 Valores de pli, durantc 36 dias de
almacenamicnto cn  congelacién a
-16°C£1°C, conun C.V.=0Y96%y
C.V. = 0.522 % para Cazén y Mojarra
respectivamente.
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3.2 Bases Voldtiles Totales (BVT)

Al realizar el cstudio cinético de la evolucién de bases voltiles totales en condiciones de
refrigeracidn, el comportamiento se ajustd a un modelo de 20. orden, mientras que Ja

congelacion el comportamiento fue de 3 orden, para ambas especies.

Durante el almacenamiento del cazon en refrigeracion a 5°C (figura 3.3), en las primeras etapas
se observa que la velocidad de degradacion de compuestos bésicos del tipo de TMAO, DMA,
y la actividad catalitica que genera ¢l NH;, derivada de la desaminacion de proteinas y
nucledtidos es todavia incipicnte y para la mojarra se mantiene relativamente constante por un

amplio perfodo.

Particularmente en el cazon la produccion de BVT se ve incrementada a partir del tercer dia, es
importante sefialar que el aporte de BVT por la degradacion de TMAQ es significativo, debido
a que la presencia de este compuesto se encuentra de manera natural en mayor concentracion

en esta especie, llegando a obtener valores de 4 veces mayor a los obtenidos en la mojarra.

La NOM-027-5SA-1993, indica un méximo de 30 mg/100 g, por lo que al confrontar los
valores de BVT con la especificacion se observa que la mojarra alcanza una concentracion de
BVT de 29.01 mg/100g a los 7 dias en refrigeracion a 5°C, por lo tanto de acuerdo a este

pardmetro estaria en tiempo limite para consumo (tabla 3.3).

Por otro fado para el cazén, desde el tercer dia de evaluacion presentd valores por arriba de
dicha especificacion (38.84 mg/100g), llegando a alcanzar fos 109.53 mg/100g a los 7 dias.
Este valor tan alto se debe, como se discutio con anterioridad a los compuestos nitrogenados
no proteicos que se eicuentran presentes de manera natural en mayor cantidad en los pescados
elasmobranquios que en los teleosteos, Con lo anterior se puede establecer que la

especificacion de BVT no es valida para los elasmobranquios, dado que un animal recién
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capturado puede rebasar esa concentracion. Es evidente que la especificacion en la NOM-027-

SSA1-1993 no toma en cuenta las diferentes especies.

Con lo anterior se encuentra que este parimetro es indicativo solo para estudios de
almacenamiento en donde se realiza un monitoreo contra tiempo inmediatamente después de In

caplura y se establece el perfil evolutivo de estos compuestos.

Para la congelacion (figura 3.4) la tendencia en las dos especies fue de 3™ orden, es decir se
presenta una inhibicién en la actividad acuosa y fluidos, teniendo como consecuencia una
disminucion en la velocidad de degradacion de TMAO, por lo tanto la expresion de las
reacciones de desaminacion en las primeras etapas de almacenamiento se mantuvo constante

durante el estudio.

Al realizar el andlisis de los valores alcanzados (Tabla 3.4) en ¢l cazdn almacenado en
congelacion, la concentracion de BVT a partir del octavo dia ya s¢ encontraba fuera de
especificacion (48.85 mg/100g), posteriormente fue aumentando muy lentamente hasta
alcanzar una concentracion de 53.78 mg/100g a los 36 dias. En contraste para la mojarra la
concentracion de BVT se¢ mantuvo constante a partir del octavo dia (23.72 mg/100g), es
probable que en los primeros dlas de almacenamiento, se hayan presentado zonas en donde el
agua ligada ain no cristalizara, permitiendo condiciones para una catalisis enziméatica
incipiente. Este comportamiento puede deberse a la presencia de compuestos solubles, propios
del misculo de la mojarra principalmente al nitrogeno no proteico, proteinas de bajo peso
molecular y sales que existen en el fluido extracelular durante la congelacion y que inciden
sobre los fendmenos de cristalizacion, causando variaciones en la presion osmética y
consecuentemente mayor o menor salida de liquido intracelular. Esto conduce de manera
adicional a alteraciones irreversibles en las células como resultado de dafios estructurales, de la

dislocacion de funciones o de ambos fenomentos a la vez.

Al calcular la Energfa de Activacion (Ea), aparentemente la reaccion de reduccion del oxido de

trimetilamina (OTMA) a dimetilamina (DMA), que finalmente es transformada a amoniaco
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(NH;) (reaccion 1.6.6 a 1.6.8, pag. 24-25), presento un valor de 180.88 kJ/mol para cazon y
155.22 klimol para mojarra, indicando un ligero aumento en la susceptibilidad al deterioro en
Ia segunds, lo cual no es significativo puesto que 1a Ea estd representando solamente un
proceso global y la sumatoria de eventos encadenados, asimismo considerando también que las
bases voldtiles estan a expensas del TMAO y de compuestos nitrogenados, Ja Ea se tomard
como dato empirico, ya que la evaluacién debe realizarse para cada una de las etapas en

particular,

El coeficiente de variacidn (CV) en 12 determinacion de BVT en refrigeracion para cazdn es
16.32% y para mojarra 9.3%, en congelacion 8.58% y 8.93% respectivamente, valores que
resultaron mayores del 5 % reportado en la bibliografia (Cantillo Beato, 1994), una posible
explicacion para ello es que se trabajo con § lotes de cada especie con diferentes periodos de
captura, historias de almacenamiento, manipulacion, transporte y temperatura de
almacenamiento hasta su venta al pablico. Con lo que se puede justificar la variacion en Ja

determinacidn de los § lotes.
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Ecuaciones del comportamiento cinético:

BVT=29.491-3.1211+2.079 ¢ (Cazén)
BVT=15.088+2.590 1-:0.085 t* (Mojarra)

Cazbn y Mojarra
BVT
150.0
_ 1250
é‘ 100,0 4
E 75.0 A
5 50404
&
25.0
0.0 + T T T
0 2 4 6 8
Tiempo (Dias)
o Cazén u Mojarra

Fig. 3.3 Variaciones en la concentracion de Bases Valdtiles
“Totales, durante 7 dias de almacenamicnto en

refrigeraciéna 5°C £ 1°C.

CAZON MOJARRA
Orden de Rx 2 Orden de Ry 2
BVT Tiempo BVT
(mp/ 100} (dias) (mg/ 100}
29.49 0 1508
38,84 3 2289
65.87 5 25.89
109.53 7 29,01

Ecuaciones del cormportamiento cinéiico:

BVT=28.640+3.7891-0.179 * +0.002 t* (Cazdn)

BVT=15.103+1.6841-0.085 t*+0.001 t* (Mojarra)
Cazdén y Mojarra
BVT
80,0
a 60,0
=]
S
fsf 40.0
E 20,0
0-0 v ¥ T v
0 10 0 30 40
Tiempo (Dias)
¢ Cazén ® Mojarra

Flg. 3.4 Variaciones ¢n la concentracion de Bases Valdtiles
almacenamicnto en

Totales, durante 36 dias de
congelacidna -16°C £ 1°C.

CAZON MOJARRA
Orden de Rx 3 Orden de Rx 3
BVT Tiempo BVT
(mg/100g) (dias) (ng/100g)
28.69 0 15.10
48.85 8 231
52,80 22 23.59
53.78 36 21.04

Tabla 3.3 Valor de Bascs Voldtiles Totales, durante 7 dfas
de alnncenamicnto en refrigeracidn a 5°C
19C, canun C.V. = 16.32 %y C.V.=9.13% para
Cazon y Mojarra respectivamente

Tahla 3.4 Valor dc Bases Voldtiles Tolales, durante 36 dias
de almacenamicnto cn congelacibn a -16°C 2 1°C,
con up C. V.= 858% y CV.=893% para
Cazon y Mojarra respectivamentc.
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Cazdny Mojarra
Energia de Activacion
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0.00330 0,00340 0.00350 0,00360 0.00370 . 0.00380 0,00390
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o Cazén #» Mojuma J
Cazon Mojarra
Condicidn 1/T log k log k
*Ambiente 3.39x 10 -5.23 -5.23
Refrigeracion (5°C) 3.59x10° -7.82 -7.05
Congelacion (-16°C) 3.88x 10 -9.95 -9.24

* Candicion utilizada para contar con mas elementos para el calculo

Fig. 3.8 Energia de activacion (Ea), de bases voldtiles totales durante el deterioro
del pescado a diferentes condiciones de almacenamiento.

Cazon Ea = 180.88 kJ/mol
Mojaira Ea = 155,22 kJ/mol

Tabla. 3.5. Valores de la Ea para BVT.
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3.3 Hipoxantina (Hx)

Al realizar el estudio cinético de la concentracién de hipoxantina en funcion al tiempo de
almacenamiento (figuras 3.6 y 3.7), se encontré que tanto la refrigeracion como la

congelacion, se ajustaron a un comportamiento de Jer. orden.

En la figura y tabla 3.6 se observa que al inicio del experimento existen bajos niveles de Hx
(0.205 pmol/g y 0.293 pmol/g para cazon y mojarra respectivamente) en refrigeracion, lo que
significa que en los primeros estadios post-morten del pescado los niveles de adenosin-
difosfsto (ADP), adenosin monofosfato (AMP) e inosina-5'-monofosfato (IMP) son
relativamente altos (reaccion 1.6.2 y 1.6.3, pag. 22). A medida que transcurren los dias y
dependiendo del método de conservacion, los niveles de ecstos compuestos descienden
estableciéndose un aumento paulatino de los niveles de inosina (INO) e hipoxantina (Hx), a
expensas del IMP (reaccion 1.6.4 y 1.6,5, pag. 22). Esto explica que a los 5 dias se obtenga el
valor maximo de Hx (1.233 pmol/g) para mojarra y a los 7 dias (0.858 pmol/g) para cazdn,
posteriormente este nivel coniienza a decaer principalimente en la mojarra, ya que continta el
proceso de degradacion, lo cual para el cazon durante el tiempo de estudio, no se observa esta

distninucion,

Las marcadas diferencias entre especies en 1a velocidad de degradacion del IMP, pueden estar
relacionadas con la cantidad de fosfatasas o S-nucleotidasas e IMP existentes en la célula
muscular, a las diferencias de actividad de estas enzimas, asf como a los niveles iniciales de

ATP en el musculo,

En la congelacion (figura 3.7) se observa la misma tendencia de tercer orden, sin embargo; los
valores imximos alcanzados son menores para las dos especies, ya que la congelacion reduce
la velocidad de las reacciones bioquimicas debido a la disminucion de la actividad acuosa

(Aw), quedando solo una incipiente actividad.



En los resultados obtenidos durante el almacenamiento en congelacion a -16°C en el transcurso
de 36 dias (tabla 3.7), el valor de Hx para cazon aumenta muy poco (0.198 pmol/g a 0.270
umol/g). Es importante sefalar que un valor de Hx muy elevado como ocurrié en la mojarra
(0.738 pmol/g) a los 8 dias en congelacion a -16°C, puede indicar que en este tejido se
presentaron condiciones favorables de movilidad acuosas que permitieron una actividad

enzimatica, favoreciendo la degradacion.

Las reacciones de defosforilacion y desaminacion de adenosintrifosfato (ATP) a hipoxantina
(Hx), (reaccion 1.6.1 a 1.6.5, pag. 21-22) ocurrieron de una manera més intensa en el cazon
que en la mojarra, estos resultados son sumamente importantes, si se considera que los niveles
de Hx se emplean como indicadores de Ia calidad (frescura). Esto sugiere que para que la Hx
pueda ser considerada como un pardmetro valido de calidad y para no caer en decisiones

erroneas, es necesario conocer la evolucion de este compuesto en cada especie.

Al calcular las energias dc activacion (Ea) para el cazon se obtuvo un valor de 2.88 kJ/mol y
26.78 kJ/mol para mojarra, estos valores indican que la degradacion de ATP a Hx fue mucho

mas intensa en el elasmobranquio que en el teleosteo.

Retomando los valores de la energia de activacion (Ea) en la figura 3.8, para el cazon se
muestra un comportamiento con mucha dispersion, ya que el valor de congelacion es mayor
que el de refrigeracion, esto se debe a que la reaccion de desaminacion y defosforilacion del
ATP es compleja (transcurre en varias etapas), por lo que el pardmetro Ea, no tiene un
sentido fisico sencillo y representa cierta funcion de las energias de activacién de las
etapas particulares o incluso una magnitud empirica, Sin embargo en este caso seria mis
correcto llamarlo energia de activacién efectiva o empirica, ya que no estd siendo un

pardmetro fiel en cuanto a la susceptibilidad de una especie a otra,
El coeficiente de variacion (CV) en la determinacion de Hx en refrigeracion para cazén es

27.29% y para mojarra 29.00%, en congelacion 16.566% y 30.145% respectivamente, valores

(ue como se mencioné anteriormente resultaron mayores del 5 % reportado en la bibliografia

6!



(Cantillo Beato, 1994), una posible explicacion para ello es que se trabajo con 5 lotes de cada
especie con diferentes periodos de captura, diferentes historias de almacenamiento,
manipulacion, transporte y temperatura de almacenamiento y ademas la época del aflo en que
se obtiene el pescado. Con lo que se puede justificar la alta variacion en la determinacion de los

5 lotes.
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Ecuaciones del comportamiento cinético:

Hx=0.205+0.026 1+0.057 * -0.0023 t* (Cazén)
Hx=0.293+0.512 1-0.082 *+0.0035 ¢’ (Mojarra)

Cazén y Mojama
Hx
210
1.5
2
g w
E
0.8
0.0 1 T T v
0 2 4 6 8
Tiempo (Dias)
o Cuzbn » Mojana

Fig. 3.6 Cambios cn Hx, durame 7 dlas de
almacenamiento en refrigeracién a 5°C %

1°C.
CAZON MOJARRA
Ordende Rx 3 Orden de Rx 3
Hx Tiempa Hx
(jemol/g) {dias) (umol/p)
0.205 0 0.293
0,452 3 1.182
0.690 5 £.233
0,858 7 1.04

Tabla 3.6 Valores de Hx, dutante 7 dias de
almacenamiento  en

5°C+1°C, con un

refrigeracion a
CV. = 219% y

CV.=29.00% para Cazén y Mojarra
respectivamente.

Ecuaciones del contportamicnto cinético:

Hx=0.198+0.0121-0.0007 £ +1.12x10°t.} (Cazén)
Hx=0.293+0.0841-0.0041 £ +0.0001 ¢* (Mojarra)

Cazdn y Mojarra
Hx

Tiempo (Dias)

o Cazbn » Mojarra

Fig. 3.7 Cambios en Hy, durante 36 dias de almacenamicnto
cn congelacién a +16°C + 1°C.

CAZON MOJARRA
Orden de Rx 3 Orden de Rx 3
Hx Ticimpo Ix
(umol/p) (dlas) (umoV/p)
0.198 0 0.293
0.261) 8 0,738
0.258 22 0.752
0.270 36 0.532

Tahla 3,7 Valores de Hy, duranie 36 dlas de almacenamiento
en congelacion o -16°C£1°C. con un CV.=
16.566% y C.V.= 30.145% para Cazon y Mojarra
respectivaniente.
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Cazény Mojarra
Energla de Activacidn
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Cazén Mojarra

Condicion /T log k log k

*Ambiente 339x 10" 523 .5.23
Refrigeracion (5°C) 3.59x 107 -5.64 -5.82
Congelacion (-16°C) 3.88x 107 -5.35 -6.03

* Coadicion utilizada para contar con mas elementos para el cilculo.

Fig. 3.8 Energia de activacion (Ea), de Hipoxantina (Hx), durante el deterioro
del pescado a diferentes condiciones de almacenamiento.

Cazon Ea = 2,88 kJ/mol
Mojarra Ea = 26.78 kJ/mol

Tabla, 3.8 Valores de la Ea para Hx,
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3.4 Crecimiento Microbiano

Prueba de Trifeniltetrazolio (TTZ) y Cuenta Estindar (CE)

Al realizar el estudio cinético para la mojarra durante la evolucion del trifenilformazén
producido por reduccion microbiana en refrigeracion, el comportamiento se ajustd a un
modelo de 3™ orden (figura 3.9). Al inicio se observa un aumento, lo que indica que las
bacterias viables psicrofilas presentes en el pescado se desarrollaron rapidamente en los
primeros 3 dias de almacenamiento, manteniéndose practicamente constante el resto del

estudio (hasta 7 dfas).

Para el cazoén el comportamiento se ajustd a un modelo de 20. orden (figura 3.9), se puede
apreciar un incremento paulatino en todo el intervalo, al comparar los valores obtenidos entre
las dos especies se puede sugerir que s establecen condiciones diferentes de dxido-reduccion

entre las especies.

En ¢l caso de la mojarra el crecimiento microbiano evaluado como cuenta estindar (figura
3.10), mostré una cinética de 3* orden con una fase logaritmica o exponencial (log) constante.
Para el cazon la reaccion es de 20. orden comenzando con una fase de retardo al inicio y un

ligero crecimiento constante a lo largo del estudio.

Al confrontar los valores de trifenilformazén producido con la cuenta estindar (Tablas 3.9 y
3.10) se observa que los microorganismos que degradan al cazon parecen tener vias diferentes
de reduccion que generan los propios microorganismos y los asignables a la propia naturaleza
del musculo, de esta forma cuando la cuenta estandar indica valores del orden de 2,888 UFC/g
la cantidad de tﬁfenifformazén formado, llega a solo 1.17 pg/ml, llegando a producir
concentraciones finales de 1,619 pg/ml y 39,900 UFC/g, en tanto que las 1,385 UFC/R
presentes en la mojarra producen més de 1.5 pg/ml, alcanzando valores de 4.5 pg/ml cuando

se incrementan a mas de 100,000 UFC/g.
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Asl mismo la disminucién en los valores de CE es 39,900-2,888 UFC/g de microorganismos
presentes en cazon produce un decremento de solo 1.619-0.17 pg/ml de trifenilformazén
producido en 7 dias y una disminucién de 101,000-1,385 UFC/g en mojarra producen un
decremento de 4.513-1.581 pg/ml de trifenilformazén.

En cuanto a las especificaciones de la norma de calidad (NOM-027-SSAI-1993), se observa
que en ninguno de los 2 casos se rebasa el valor indicado, atin cuando el producto se encuentra

en franca descomposicion,

Por otro lado, un aspecto de suma importancia fue que se puso en evidencia que no existe
relacion entre el valor establecido por ia norma y el aspecto sensorial del pescado, ya que para
estos valores de microorganismos se apreciaba Ia presencia de olores y sabores objetables,

pérdida de textura y consistencia,



REFRIGERACION

Cazdn y Mojarra
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Fig. 3.9 Evolucion en la cuenta indirecta (TTZ) de
microorgimsmos, durante 7 dias  de
almacenamicnto cn refrigeracion a 5°C £

1°C.

CAZON MOJARRA
Orden de Rx 2 Ordende Rx 3
T2 Ticinpo TTZ

(g/mi) (dlas) (pg/ml)
0.170 0 1.581
0.776 ) 4.062
1,192 5 3.86)
1,619 7 4.513

Tabla 3.9 Vatores de trifenitformazan, durante 7 dias
de almacenamiento en refrigeracion a $°C
£ 1°C, con un CV=3032% vy
C.V.=20.15% para Cazin y Mojarra
respectivamcnte,

Cazén y Mojarra
CE
160000.0
130000.”
2 100000.0 -
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Fig. 3.10 Evolucion en la cuemta dirccta (CE) de
microorganismos,  durante 7 dias  de
atmacenamicnto en sefrigeracion a 5°C £ 1°C.

CAZON MOJARRA
Orden de Rx 2 Orden de Rx 3
CE Tiempo CE
(UFClg) (dfas) (UFC/g)
2,888 0 1,385
2,562 3 21,700
15,800 5 80,300
39,900 7 100,000

Taltla 3,10 Vatores de CE, durante 7 dias de almacenamicnto
en refrigeracion a 5°C &+ 1°C, con un
CV=56.93% y CV.=24.21% para Cazén y
Mojarra respectivamente.
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En congelacion (figura 3.11 y 3.12) el cambio en produccion de trifenilformazan por accion
microbiana y la cuenta total se ajusté a un comportamiento de 3er. orden similar en las dos
especies, observando primero una disminucién del nimero de bacterias, posiblemente debido al
efecto de la temperatura y posteriormente un ligero aumento con una fase constante. Esta
disminucion de la velocidad de crecimiento al inicio puede deberse a que hay destruccion de las
bacterias psicrofilas y por lo tanto predominan las de tipo psicrotrofico, que acaban siendo la
causa de las alteraciones. Asi mismo puede considerarse la desnaturalizacion reversible o
irreversible de determinadas enzimas limitantes de la velocidad, y la supresion general de la

sintesis enzimatica a bajas temperaturas.

Al contrario de lo que ocurre en los alimentos conservados a temperaturas por encima de 0°C,
en los congelados no existe correlacién entre los recuentos de microorganismos viables, y el
producto de su metabolismo, lo que dificulta la apreciacion de la calidad de estos productos.
Es decir; no existe correlacion entre los recuentos de UFC y la produccién de TFF, asf a los 10
dias de almacenamiento cuandn el resultado de la prueba de TTZ disminuyd; la CE disminuy6
ligeramente y luego aumentd, no viéndose reflejada en la produccién del TFF, la cual se
mantuvo constante, El decremento inicial indica que se manificstan en el pescado los cambios
autoliticos causados por sus propias enzimas (deterioro bioquimico), con lo que aumenta la
reserva de nutrientes nitrogenados (aminodcidos y aminas) y la glucosa, necesarios para el
crecimiento bacteriano, posteriormente a partir de estos compuestos las bacterias remanentes
pueden reproducirse, manteniendo un equilibrio de oxido-reduccion, todo esto en un ambiente

restringido de movilidad acuosa.
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CONGELACION

Cazén y Mojarra
TTZ

Tiempo (Dias)

& Cazon ® Mojarra

Flg, 3,11 Evolucién en la cuenta indirecta (TTZ) de
microorganismos, durante 36 dias de
almacenamiento en congelacion a -16°C +

1°C.
CAZON MOJARRA
Orden de Rx 3 Orden de Rx 3
T2 Ticmpo TTZ
(pg/ml) {dias) {pg/ml)
0.170 0 1.581
0.061 3 0.608
(.130 22 0.598
0.040 36 0.120

Tahla 3.11 Valor de trifenilformazan, durante 36 dias de
almacenamicnto en congelacion a -16°C *
1°C, con un C.V. = 46.86% y C.V.=26.91%
para Cazdn y Mojarra respectivameniie.

Cazén y Mojarra
CE
120000
9000.0 A
®
g 6000.0
B 30000
|
0.0 - T v
1t 20 3
-3000.0 1)
Tiempo (Dias)
o Cazon » Mojarra

Fig. 312 Evolucién en la cuenta directa (CE) de
mictoorganismos,  duranie 36 dias  de
almacenamiento en congelacion a -16°C % 1°C.

CAZON MOJARRA
Ordende Rx 3 Orden de Rx 3
CE Tiempo CE
(UFClp) _(dias) {UFC/p)
2888 0 1385
3478 8 869
3634 22 60
7092 36 9512

Tabla 312 Valores de CE, durante 36 dias de
almacenaniento en congelacién a -16°C = 1°C, con
un CV. = 60.5)% y C.V.=27.18% para Cazon y
Mojarra respectivamente.



3.5 Yolumen de Liberacion de Extracto (VLE) y Proteina Soluble (PS)

En el cazdn el volumen de liberacion de extracto (VLE) en condiciones de refrigeracian,
disminuyd paulatinamente, mientras que en la mojarra aumenté hasta el tercer dia y finalmente
disminuyo (figura 3.13 y Tabla 3.13), por otro lado la proteina soluble (PS) disminuyo en
ambos casos (figura 3.14 y Tabla 3.14). Este comportamiento podria indicar una capacidad de
retencion de agua mayor, lo que no es congruente si se relaciona con el deterioro bioquimica
de las proteinas, ya que la conformacion de la mayoria de clas usualmente sigue un modelo
general, en el cual una fraccion substancial de 1a cadena por el lado hidrofdbico esta localizada
hacia el centro de la molécula. Otra explicacion del incremento en la capacidad de retencion de
agua, puede deberse a que las moléculas de agua también se adhicren a aquellos lados de la
cadena en donde estan expuestos grupos hidrofébicos, formando una barrera altamente
organizada y mediante enlaces hidrofébicos-hidroﬁlicos entre moldculas, como sucede en la
formacion de “clusters”. Klots propuso un tipo bastante diferente de interaccion entre ¢l agua y
las cadenas no polares laterales de las proteinas. Comprobd que las cadenas no polares de
ciertos aminodcidos son andlogas a productos de los que se sabe forman grupos cristalinos y
dado que en la macromolécula de proteina existe gran nimero de estos grupos, se concluye
que éstos actian mancomunadamente para inducic una “ordenacion estabilizada del agua en

una disposicion cristalina microscopica” (Fennema, 1989).

Por otro fado, 1a estabilidad de 1a estructura tridimensional de las moléculas de proteinas es
altamente dependiente de una red de puentes de hidrogeno, muchos de los cuales son mediados
a través de moléculas de agus, lo que provocard un incremento en la retencidn de agua af tratar

de mantener 1a estabilidad del sistema.

Es necesario discilar metologias para la detenninacion de fa capacidad de retencion de agua,
para los productos que s¢ sometan a un tratamicnto de conservacion, por tiempos

prolongados.
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REFRIGERACION

Cazény Mojarra Cazény Mojarra
VLE PS
20,0 6.0
180 1 5.0 -
S 160 2
o & 404
; 140 ] ¢
12,0 1 3.0 4
10.0 r T T 20 ; y— .
0 2 4 6 8 0 2 4 6 i
Tiempo (Dias) Tiempo (Dias)
¢ Cazén ® Mojarra o Cazin ® Mojarm
Fig. 3.13  Evolucion en la capactdad de retencion de Fig, 3.14 Evolucién ¢n It proteina soluble (PS), durinte
ngua (VLE), duramte 7 dias de 7dias de almacenamicnto en refrigeracion a
almacenamiento ¢n refrigeracion a $°C & sCi°C.
1°C.
CAZON MOJARRA CAZON MOJARRA
Orden de Rx 3 Ordende Rx 3 Orden de Rx 3 QOrden de Rx 3
VLE Tiempo VLE PS Tiempo PS
(ml) _{dias) (ml) (mg/p) (dias) (mg/g)
16.8 0 16.6 3312 0 3.331
15.9 k) 17.1 3.689 3 4.089
15.0 5 14.2 2849 5 1.557
119 7 12.5 2462 7 3.045
Talbla 313 Valores de VLE, durante 7 dias de Tabla 3.14 Valores de PS, durante 36 dias de almacenamicato
almacenamiento en refrigeracion a 5°C + en refrigeracion a 5°C + 1°C.
1°C.
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Asimismo la congelacion presenta el mismo comportamiento (figura 3.15y 3.16, Tabla 3.15 y
3.16) en VLE y PS, como se sabe causa la formacion de cristales de hielo inter e intracelular,
los cuales llevan al rompimiento en las células, via ruptura de membranas y desordenes
ultraestructurales de células y tejidos, esto sumado a otros factores como el estado fisiologico
del pescado, la velocidad en el proceso de congelacion, el tiempo de almacenamiento y
variaciones de temperatura pueden causar una apariencia seca en los tejidos de los pescados

descongelados.

De este modo la deshidratacion de moléculas de proteinas por la refrigeracion y congelacién,
que resulta de un rompimiento del sistema de puentes de hidrogeno, y de Ia exposicion de
regiones hidrofobicas o hidrofilicas, de moléculas proteicas. Estas regiones expuestas y
reactivas pueden reaccionar con otros compuestos derivados de la oxidacion de lipidos o de la
reaccion con formaldehido que proviene de la degradacion del TMAO. Asimismo interacciones
hidrof6bicas-hidrofbicas e hidrofilicas-hidrofilicas, podrian tomar lugar dentro de la misma
molécula proteica, causando deformacion de la estructura tri-dimensional o entre moléculas
proteicas adyacentes, induciendo a interacciones proteina-proteina y una consecuente
agregacion de grupos no polares de otros compuestos tales como alcoholes, cidos grasos y

aminoAcidos.

A temperaturas comunes de congelacion (-10° a -20°C) més del 90% de la humedad se
congelard, produciendo un aspecto aspero y un incremento en la concentracion de solutos
solubles en la vecindad de las macromoléculas. Un incremento en la concentracion de sales
afecta la permeabilidad celular y se sabe que las propiedades de las proteinas causan
rompimiento de enlaces electrostaticos. Esto puede favorecer cambios conformacionales y
agregacion de los conglomerados proteinicos de actina y miosina. El incremento en la
concentracion de soluto como resultado de la congelacion, involucrard un incremento en la
concentracion de ciertos cationes, tales como el calcio y el magnesio causado por salida de las
cisternas del reticulo sarcoplasmico. El incremento en la concentracion de esos cationes causa

la contraccion del musculo, es decir la interaccion actina y miosina.
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CONGELACION

Cazén y Mojarra
VLE
28.0
220 1
A
i 19.0 4
; 169
13.0 4
10.0 y T T
0 10 20 30 40
Tiempo (Dias)
& Cazén 8 Mojarra

Fig, 3.15 Evolucién en la capacidad de retencion de

agua (VLE), duante 36 dias dc
almacenamiento en congelacion a -16°C
1°C.
CAZON MOJARRA
Orden de Rx 3 OrdendeRx 3
VLE Tiempo VLE
(ml) (dias) (m)
16.5 [)] 16.6
19.6 3 208
15.7 22 204
17.0 16 20.0

Tabla 3.15 Valores de VLE, duranie 36 dlas de
ahnacenamicnto en cobgelacion a-16°C £
1°C.

Cazdn y Mojarra
PS
70
6.0
ic)
50
£
£ a0
10
2.0+ T v v
0 10 20 30 40
Tiempo (Dias)
¢ Cazén ® Mojarra

Fig. 3.16 Evolucidn en la proteina soluble (PS), durante
36 dias de almacenamicnto en congelacion

2+16°C# 1°C.

CAZON MOJARRA

Orden de Rx 3 QrdendeRx 3
[ Tiempe P§

(mg/g) (dias) (mg/e)
3312 0 3.331
3172 8 4.518
4498 22 4.015
6412 36 3.0712

Tabla 3.16 Valores de 'S, durante 36 dias de almacenas
micato en congelacidn a-16°C £ 1°C.
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3,6 Resultados del Andlisis Estadistico

Para el analisis estadistico se utilizo ANOVA y X? (prueba de homogeneidad)) calculados con
¢l paquete sp.ss/pc. Version 2 (Anexo I). Para las diferentes pruebas se analiz la influencia de
la época del ailo y las condiciones de almacenamiento (refrigeracion a 5°C y congelacion a

-16°C), entre las diferentes especies de pescado (Elasmobranquio y Teleosteo).

Efecto de la Refrigeracién

Para evaluar el efecto de la condicion de almacenamiento entre especies, se realizo el siguiente
anélisis estadistico, tomando Gnicamente como ejemplo la determinacion del Lote 4 (28 abril
1994 - 2 junio 1994).

Se observa que no hubo diferencia significativa (Ds) durante el almacenamiento en
refrigeracion. para cazon y mojarra en las pruebas de pH y TTZ (tabla 3.7.1). El cazén no
presenta diferencia significativa, mientras la mojarra si presenta una diferencia significativa en
las prueiaas de BVT, Hx y CE en esta condicion, lo que nos indica mayor cstabilidad para el
cazon que la mojarra, Los valores alcanzados para BVT fueron de 57.05 mg/100 g de cazon y
de 25.95 mg/100 g para mojarra durante el almacenamiento para Hx 0.362 pmol/g para cazon
y 0.969 pmol/g para majarra, finalmente para CE los valores son de 4,617 UFC/g y 51,422
UFC/g de respectivamente,

Nota:
C = Cazbn M= Mojarra
X =Media DS = Desviacion Estandar
F =T calculada Ds = Diferencia significativa

N = No existe diferencia significativa

S = Si existe diferencia significativa
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PRUEBA |

DS F Ds
calculada L

M | c ] M _J]ClM
pH 626 | 65 [ 0.078 [ 0026 [4688] 1330 | N | N
BVT 5705 | 25.95 | 9.902 | 1.765 | 2.087 | 18340 | N | §
Hx 0326 | 0969 | 0.116 | 0.144 | 7721 | 1826 | N | S
TTZ 1232 | 4,196 | 0330 | 0414 [ 1406 | 2430 | N | N
CE 4,617 | 51,422 | 2,599 | 18,361 | 8.057 | 1,075,784 [ N | N

Tabla 3.7.1 Valores del anilisis estadistico para cazén y mojarra cn
refrigeracion 5°C, Hartley's (0.01%), F de tablas 16.69

Efecto de la Congelacién

Para evaluar el efecto de la congelacion se realizd de igual manera el anélisis estadistico de los
datos, se encontrd que como era de esperarse la temperatura influyé en la velocidad de
reaccion, ya que como se discutid con anterioridad la congelacion disminuye el agua
disponible del musculo, retardando en lo posible reacciones enzimaticas y el crecimiento de
microorganismos. Por lo tanto se observa que no hubo diferencia significativa durante el
almacenamiento en congelacion para ambas especies en las pruebas de pH, BVT y CE (tabla
3.7.2). En contraste, los pardmetros de Hx y TTZ si hubo diferencia significativa entre especies
llegando a tener una concentracién promedio de Hx de 0.091 pmol/g y de TTZ de 0.255ug/ml
para cazén durante el almacenamiento, para la mojarra con una concentracion de Hx de 0.832
pmol/g y de TTZ del 459 pg/ml. '

X DS F D
PRUEBA chlculada

C M C M C M C M
pH 6.11 46 0.035 0.018 | 1.285 0.33 N N
BVT 4130 | 24.95 | 4.090 | 2.001 | 3.002 1.127 N N
Hx 0.091 0.832 0.015 0.114 | 0,176 25.189 N S
TTZ 0.255 1.459 0.109 } 0386 | 17.91 2,111 S N
CE 165.5 1,592 3227 | 3994 | 0.729 72.42 N N

Tabla3.7.2 Valores del andlisis cstadistico global para cazén y mojarra
en congelacion a -16°C, Hartley's (0.01%), F de tablas 16.69
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Anilisis Global

En los resultados estadisticos globales (valores de ambas especies en dos tratamientos)

presentados para cazon y mojarra, no se encontrd diferencia significativa para la determinacion

de pH y CE entre las especies en los 5 lotes. En contraste se estableci6 diferencia significativa

para los parimetros de BVT, Hx y TTZ entre las especies, esto sugiere que las
especificaciones de las normas no son vélidas. Por lo cual seria conveniente realizar

especificaciones de calidad de acuerdo a la especie (Elasmobranquio y Teleosteo) y

condiciones de almacenamiento. A continuacion se presenta un ejemplo del andlisis estadistico
global (Lote 4, Anexo ).

PRUEBA X DS F Ds
C M C M cilculada
pH 6,305 6,49 0,098 | 0.0185 3.573 N
BVT 59.29 28.35 9.605 | 2.741 9.591 S
Hx 0311 0.832 0.096 { 0.0817 17.085 S
TTZ 1.046 4.164 0.302 0.995 8.979 S
CE 11,924 | 31,423 6,825 | 10,301 2,489 N

Tabla3.7.3 Valores del andlisis estadistico global para cazén y mojarra

Hartley’s (0.01%), F de tablas 7.35
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3.7 Anilisis y Resultados del Grada de Deterioro

CAZON

A continuacion se presentan los valores de pH, Hx y BVT (figura 3.17.1 y 3.17.2, Tabla 3.17),

considerando 7 dias de almacenamiento en reftigeraciona 5°C.

Al comparar los valores obtenidos con la Norma (NOM-027-SSA-1993) (Tabla 3.18) la
cantidad inicial y final de BVT, no corresponde con el limite establecido, como se habia
mencionado anterformente, los pescados que pertenecen al grupo de elasmobranquios
presentan mayor contenido de compuestos nitrogenados no proteicos (CNNP), que en muchos

casos son volatiles, es importante establecer otro valor de aceptacion para esta especie.

En cuanto al parametro de aceptacion microbiolégico (>10,000,000 UFC/g), se observd que
durante ¢l estudio, se obtuvieron valores menores a dicho limite, por lo que es conveniente
establecer para este parametro de calidad valores de acuerdo ala especie, ya que cada pescado
presenta un tipo de contaminacién (flora banal, etc.), que causa las alteraciones importantes

que lo hace finalmente no apto para consumo.

Cuando se consideran los valores en congelacion a -16°C el cazon, mostré valores maximos de
Hx y BVT a los 36 dias de alimacenamiento y un pil ligeramente elevado, cabe hacer notar
que estos valores no corresponden al grado méaximo de deterioro, la textura se encontraba
francamente estropeada. De la misma forna para e} deterioro microbiologico no existe
correlacion entre los recuentos de CE (Cuenta estandar) y los valores de TTZ (Cucnta
indirecta), por lo que la determinacion de estos parametros no resultan indicativos del grado de
deterioro en esta condicidn.

Con el objeto de definir con mayor precision el tiempo limite de consumo del cazon
(elasmobranquio), se debe prolongar el periodo de almacenamiento en refrigeracion hasta que

se pueda observar la calda del valor de Hx.
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Cazon Carin

Refrigeracion Cangelacivn
- T1Z Hx T2
7.0 4 L7.0 7.0
“-—__‘.‘___’_./-
S04 5.0 - 5.
30 4 X L 3.0
. 1.0
1.0 A SN
“—‘z'—:“’"ﬂﬁ
10 . . . 10 1.0 4 T . y A
0 2 4 G 8 0 10 20 3o 40
Tiempo (Dias) Tiempo (Dins)
[ ot wix  aTiz | l ephl Wik A T'I‘ZJ

Fig, 3.17.2 Evolucion del dererioro et los diferentes parimelros,

Fig. 3.17.1 Evolucion del deterioro en los diferentes .
durante ¢l almaceramicmio en congelacion a +16°C

pariimetros, durutte ¢l alitacenamicnto cn

refrigeracion a $°C £ 1°C. £)°C.
Tralamiento Dia | pH Hx TTZ CE BVT
(umol/p) | (umoliml) | (UFC/p) { (mg/100i)
Inicial 0 6.0 0.205 0.170 2,888 29 49
Refrigeracion 5°C 7} 69 | 0858 1619 39,900 109.5
Congelacion -16°C 36 6.2 0.270 0.040 7,092 583.78

Tubla 317 Limiles de aceptacion experimentales para el cazon cu los diferentes tratamicnos.

pH Hx CE BVT
>05 > Ipmollg > 10,000,000 UFC/g | > 30 mgp/100g

Tabla 3.8 Limites de aceptacion teoricos (NOM-027-8SA1-1993)

¢ No extste correlacion
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Tomando como base la especificacion que existe de la norma en BVT de >30mg/100g (NOM-
027-SSAI-1993), se pueden hacer algunas consideraciones; a pesar de que a los 5 diasy 7 dias
de almacenamiento en refrigeracion a 5°C el valor cae todavia dentro de especificacion (25.89 y
29.01 mg/100g, tabla 3.3 pag. 60), se obtuvo un valor de pH de 6.5, para Hx de 1.233 pmol/g
¢l cual estd fuera de especificacion, para CE fue de 80,300 UFC/g que equivale a 3.863
pmol/m! en TTZ, y el pescado mostraba una franca descomposicion. Resulta de suma
importancia recalcar, que estos pardmetros de las normas no estan siendo indicativos del
deterioro. Estos valores altos de pH, Hx, CE y TTZ se explican si se analiza que esencialmente
provienen de la desaminacion de nucledtidos, proteolisis de las proteinas del masculo (actina-
miosina), autolisis enzimética llevada a cabo por las enzimas propias del musculo y de las
proteinas, degradacion de TMAO, todo esto ocasiona una hidrolisis proteinica aumchtando los

sustratos disponibles para un mayor crecimiento de microorganismos.

Durante la congelacion a -16°C en la mojarra, se obtuvieron los valores de pH, Hx y BVT fuera

de especificacion a los 22 dias de almacenamiento.

En cuanto al deterioro microbiano no existe correlacidn entre los recuentos de CE (Cuenta
Estandar) y los valores de TTZ (Cuenta indirecta) en congelacion, por lo que la determinacion

de estos parametros no son indicativos del grado de deterioro en esta condicion.

Se observo que los valores obtenidos son menores en la congelacion, porque la disminucion de la

temperatura reduce la velocidad de las reacciones bioquimicas, pero no inactiva a las enzimas.

A manera de andlisis globul,‘ tomando en cuenta el deterioro bioquimico, quimico,
microbioldgico y sensorial, se dan las siguientes propuestas para la comercializacion (compra-
venta) en el mercado de estos productos: para el cazén un pH de 5.8-6.1, BVT de 23.4-32.48
mg/100g, Hx de 0.017-0.860 pmollg, TTZ de 0-0.365 pg/ml y CE de 18-8,600 UFC/g,

9



Asimismo se proponen los siguientes valores: pH de 6.1-6.5, BVT de 9.8-19.88 mg/100g, Hx
de 0.039-0.78 pmol/g, TTZ de 0.285-4.1 pg/m! y CE de 40-2,260 UFC/g.
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Mojarra Mojarra

Refrigeracion Congelacion
Hx TTZ Fix 1Tz
7.0 . .- e 70 70 4 L7,
- - et
5.0 4 5.0 5.0 - 8.0
3.0 + 3.0 3.0 4 -34
4 4
Lo ;r/'—"ﬁ' - 1.0 1o ]>ccl—4 r1o
1.0 4 T T T .10 -10 T T T .10
0 2 4 6 L] 0 10 20 30 40
Tiempn (Dias) ‘Fiemjro (Dias)
| epll  milx  ATTZ | L oy miix  aTTZ I
Fig. 3.19.1 Evolucion  del deterioro en los Fig. 3.19.2 Evolucion dei deterioro en los difercntes
diferemtes pardmelros, durante ¢! pard L durante ol alinag jent
almacenamienio en refrigeracion a en congelacion a -16°C & {°C.
5°C«1°C,
Tratamiento Dia | pH Hx T1Z CE BVT
(umol/g) | (pmol/mb) | (UFC/g) | (mg/100g)
Inicial 0 | 63 0.293 1.581 1,385 15.80
Refrigeracion $°C 5 6.5 1.233 3.863 80,300 25.89
Congelacion -16°C 22 [ 64 0.752 0.598 7.460 23.59
Tabla 3,19 Limites de aceptacion experimentales para la mojarra en los diferentes tratamicntos.
phl Hx CE BVT
> 6.5 > {pmolig > 10,000,000 UFC/g > 30 mg/100g

Tabla 3.20 Limites de aceplacion teoricos (NOM-027-5SA1-1993)

* No exisle correlacion
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1V, CONCLUSIONES

E ot

. Se encontraron diferencias en la cinética de deterioro bioquimico y microbioldgico en las dos

especies de pescado.

. El deterioro fue més rapido para la mojarra que p‘BI‘B el cazén, con excepcion de la evolucién

de bases volatiles totales.

. Tomando como base los indices de deterioro bioquimico, quimico, microbiolégico y

sensorial, se establecié como tiempo limite para el consumo de cazén 7 dias, mientras que

para mojarra 5 dias durante el almacenamiento en refrigeracion.

El pH no puede ser usado como tinica medida del grado de frescura, sin embargo los
limites pueden dar informacion de! posible deterioro del pescado, asi como también la

diferencia entre uno fresco y uno en proceso de-descomposicion.

. Los niveles iniciales de bases volétiles totales para las especies estudiadas variaron

significativamente, se presentan valores iniciales muy elevados para el cazon, encontrandose

practicantente en el limite establecido por la norma.

. Los valores finales de bases volétiles totales para la mojarra no rebasaron los niveles

establecidos por la norma, a pesar de que el producto estaba deteriorado, por lo cual se

propone establecer normas independientes para cada especie.

. Las determinaciones de: hipoxantina, bases volétiles totales y el analisis microbiofogicos,

resultan ser validos como indicadores del grado de frescura de pescados almacenados en
refrigeracion, no asi las determinaciones de proteinas solubles y volumen de liberacién de
extracto, las cuales se consideran validas solamente para el pescado en estado fresco, y no

para aquellos sometidos a un tratamiento de conservacion en refrigeracion o congelacion,
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. La energla de activacion (Ea) en las reacciones de deterioro estudiadas, representd un
significado empirico dificultandose enormemente su interpretacion en los alimentos, debido a
fas miltiples alteraciones que ocurren durante la interrelacion entre los diferentes

componentes, al igual que tampoco se consideran respuestas microbiologicas (TTZ, CE).

. En pescados congelados no existe correlacion directa entre los recuentos de
microorganismos viables y el grado de deteriora microbiano (prueba de TTZ y CE), lo que
dificulta fa apreciacion de la calidad de estos productos. Haria falta estudiar con detalle que
tipo de comportamiento dxido-reductivo se presenta o si hay factores adicionales en los que

los microorganismos produzean componentes celulares con posibilidad de reduccion.
10. La cuantificacion de Hx es un pardmetro indicativo del deterioro en la calidad del pescado.

t1.Considerando de manera integral se propone en este estudio que fos valores para venta en ef
mercado (menudeo-mayoreo) para tomar la decision de consumo sean de:

PRUEBA CAZON MOJARRA
pH 58-6.1 6.1-6.5
BVT 1234-324mg/l00g | 9.8-19.8mg/il0g
Hx 0.017 - 0.86 umol/g { 0,039 -0.78 pmol/g
TTZ 0 - 0.365 pmol/ml 0.285 - 4.1 pmol/ml
CE 18 - 8,600 UFClg 40-2,260 UFClg
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