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RESUMEN

En el presente trabajo se realizo el estudio de los antioxidantes en la estabilidad de la pulpa

de anchoveta Engraulis ringens durante el almacenamiento en congelacion. Los antioxidantes
evaluados fueron: Erisorbato de sodio 0.1% +TPP 0,5% + EDTA 0.025%; TBHQ 0.02% + EDTA
0.01% y a tocoferol 0.01% + Lecitina de soya 0,5% + acido ascérbico 0.05%, las muestras fueron
empacadas al vacio, congeladas y almacenadas a -25'C, determinandose los cambios quimicos y
sensoriales durante siete meses; el testigo fue calificado como apto para el panel sensorial hasta los
tres meses. Los tratamientos evaluados sensorialmente no presentaron diferencias significativas
durante los 5 meses de almacenamiento. A los siete meses de almacenamiento se observaron
diferencias entre los tratamientos evaluados. Los resultados obtenidos de la evaluacion sensorial
indican que la mezcla TBHQ +EDTA, fue la mejor , concluyéndose que los antioxidantes
empleados mostraron un efecto protector sobre la pulpa de anchoveta almacenada en congelacion,
asi como un efecto combinado sobre el valor peroxido ( r’= 0.964); TBA (r’= 0.964) y 4cidos
grasos libres (r*= 0.996). Un incremento en los 4cidos grasos libres hasta aproximadamente 6% fue
observado, lo que indica que la actividad enzimatica no fue afectada por la congelacion ni por los

tratamientos con antioxidantes.

Palabras clave: Anchoveta, Engraulis ringens , antioxidantes, valor peroxido, acidos grasos libres



SUMMARY

In this research antioxidants effectiveness in the stability of minced anchovy Engraulis
ringens during frozen storage were evaluated. The antioxidants used were : 0,1% sodium
erisorbate + 0,025% EDTA + 0.5% TPP ; 0.02% TBHQ + 0.01% EDTA; and 0.01% o-
tocopherol + 0.05% ascorbic acid + 0,01% soy lecithin . Samples were vacuum-packed,
frozen and stored at -25 C . Chemical and sensory changes were followed for 7 months; the
blank test was found acceptable by the panel until the third moth, the treatments evaluated
by sensorial panel showed no significant differences until 5 months of storage, however at
7 months, significant differences among treatments were observed. The best result, by
sensorial evaluation was obtained with the mixture of TBHQ + EDTA, the results obtained
in this research suggest that antioxidants used protect the minced during frozen storage.
Antioxidants and storage time interaction had influence on peroxide value (r* = 0,964),
TBA (> = 0,964) and free fatty acids (r* = 0,996). An increase in free fatty acids to around
6% was observed, indicating that the enzyme activity was not affected by freezing or by

treatment with antioxidants.

Key word : Anchovy, Engraulis ringens , antioxidants, peroxide value, free fatty acids
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I. INTRODUCCION

El desarrollo de la industria pesquera peruana estd basado en su recurso anchoveta. La
biomasa de esta especie, calculada entre 8 y 15 millones de toneladas al afio, permite que la
exportacion de harina y aceite de pescado, productos pesqueros tradicionales, constituya, el
aporte mas importante a la generacion de ingresos, dentro del sector pesquero,
representando, un aproximado de 2% del PBI .

La anchoveta es un pequeio pelagico con tamafios comerciales que fluctuan entre los 12 y
16 cm, es muy fragil, de elevado contenido graso, dificil de manipular, y de morfologia
poco adaptable a las operaciones de procesamiento aplicadas para otras especies pesqueras.
Estas caracteristicas, sumadas a sus gigantescos volimenes de captura y su bajo costo, la
condicionan para ser usada en la produccion de harina y aceite de pescado.

Diversos intentos para la transformacion de esta especie en alimentos de consumo humano
directo, tales como concentrados proteicos, sazonado- deshidratado’ productos tipo
“delicatessen”, no han resultado exitosos debido a inconvenientes tecnologicos, falta de
habito alimentario y en gran parte porque sus costos de manufactura los situaban fuera del
alcance popular °.

En la actualidad, como parte de la politica de apoyo alimentario para la poblacion de
escasos recursos, se resalta el desarrollo de anchoveta en conservas bajo diversas
presentaciones: en salsa de tomate, agua y sal, ahumado en aceite, etc. Con fines de
exportacion a mercados europeos, algunas compaiiias ubicadas en la zona sur del pais,
Pisco y Tambo de Mora principalmente®, utilizan la anchoveta para la preparacion de

anchoas.



Recientemente se ha dado importancia al desarrollo de productos elaborados a base de
pulpa de anchoveta desmenuzada como otro enfoque de diversificacion en el uso de esta
especie para consumo humano directo. Esta tecnologia encuentra como uno de sus
principales retos el prevenir o reducir, la aparicion de olores y sabores indeseables
ocasionados por la oxidacion del contenido graso basicamente por exposicion al oxigeno al
desmenuzar el musculo integral ©® (masculo oscuro y ordinario). La complejidad de los
procesos de oxidacion no permite que estos inconvenientes sean evitados mediante
temperaturas de congelacion. Adicionalmente al efecto de exposicion al oxigeno, la
oxidacion de los lipidos en el pescado esta influenciada por factores inherentes al
espécimen tales como: el nivel de compuestos heminicos, la presencia de iones metalicos y

la cantidad de grasa ¢

. Estos factores son de dificil control en los procesos
tecnoldgicos, de alli la necesidad de buscar métodos alternativos para reducir la velocidad
de la oxidaciéon en carne de pescado graso; al respecto una amplia gama de compuestos

antioxidantes ha sido evaluada, de lo cual se conoce que la efectividad de los antioxidantes

depende del tipo de producto pesquero y de su forma de distribucion en el producto’.

Sweet'®, refiere que los antioxidantes fendlicos aplicados a los filetes de pescado
congelado no demostraron efectividad en evitar la rancidez oxidativa, probablemente
debido a su inadecuada distribucion en la muestra o por no ser apropiados para este tipo de
producto. Diversos antioxidantes como el butil hidroxitolueno (BHT), butil hidroxianisol
(BHA), propil galato (PG), terbutil hidroxiquinona (TBHQ) y eritorbato de sodio han sido
evaluados en pulpa de pescado congelada; resultando el TBHQ el mas efectivo como
inhibidor de la rancidez y el eritorbato de sodio, como inhibidor en el desarrollo de sabores

. 1
indeseables .



Tomando en cuenta la importancia de diversificar el uso de la anchoveta en el consumo
humano directo se desarrolla el presente trabajo. Se intenta contribuir con informacion
sobre el tema evaluando, mediante andlisis quimico y sensorial, el efecto de la aplicacion de
algunos antioxidantes solos o combinados con EDTA y/o tripolifosfato de sodio en la

estabilidad de la pulpa de anchoveta durante el almacenamiento en congelacion.



II.- GENERALIDADES

2.1. OXIDACION

Debido a que los lipidos de origen marino son altamente insaturados, estos sufren una
oxidacion o deterioro espontaneo derivado de la reaccion de sus acidos grasos insaturados

, 5,9,12,13,14
con el oxigeno ©%'*13

). El resultado de una prolongada oxidacion de las grasas es la
evolucion de rancidez acompafiada de una pérdida de palatabilidad debida al desarrollo de
sabores y olores indeseables, inclusive de textura, asi como de la pérdida de valor
nutricional. ¥

Otras causas involucradas en el deterioro de las grasas se refieren a la accion enzimatica o
microbiana. Entre los catalizadores usuales se presentan la luz, el calor y ciertas impurezas,
tales como el agua y los metales '*'>!%1%),

El proceso de oxidacion es complejo, en un inicio los cambios sensoriales no son
detectables, en tanto que ocurre un gradual aumento en la concentracion de peroxidos. La
duracion de este periodo de iniciacion estd relacionada con el tipo de grasa y su
susceptibilidad a ser oxidada. Un segundo periodo, denominado de reaccion o propagacion,
determina la presencia evidente de olores y sabores desagradables debido al aumento
acelerado del contenido de peroxidos . El segundo periodo representa un estado muy
complejo en el que tiene lugar rapidamente la oxidacion, se desarrollan la rancidez y los
olores y sabores asociados con ella y el contenido de perdxidos aumenta en proporcion
acelerada . El desarrollo de esta etapa no significa la finalizacion de las reacciones de
iniciacién, ya que el desarrollo de estas ultimas ha sido observado durante etapas de

almacenamiento o vida util del alimento !¢



La correlacion supuesta entre la estimacion del contenido de productos de oxidacion
(peroxidos, aldehidos o cetonas) y la evolucién de la oxidacion revela la importancia de los
métodos de analisis quimicos y sensoriales.!!>'®

Ha sido claramente establecido que la susceptibilidad a la oxidacion de los lipidos es
causada por factores intrinsicos , tales como la composicion de los lipidos, especialmente el
contenido de &cidos grasos poliinsaturados, el contenido de humedad, la integridad, niveles
de antioxidantes. Los factores extrinsecos que influyen en la oxidacion son la
concentracion del oxigeno, la luz y la temperatura. ®%!¢17

En alimentos procesados por métodos tradicionales, la susceptibilidad a la oxidaciéon es
muy baja en alimentos enlatados, intermedia en los alimentos congelados y muy alta en los
productos secos.®!®). Las estrategias para prevenir la oxidacion en los alimentos involucran
métodos fisicos y quimicos. Dentro de los métodos fisicos se incluyen el mantenimiento de
la estructura del alimento, inactivaciéon de enzimas (blanqueado), control de humedad y
temperatura, uso de empaques que impidan el paso de la luz y la reduccién de la

-z ; (5,12,16
concentracion de 0X1gen0( 12,16

La rancidez es un problema observado en las especies grasas principalmente cuando éstas
son almacenadas en congelacion o deshidratadas. La vida util de las especies grasas durante

el almacenamiento congelado generalmente esta determinada por el inicio de la rancidez ®.

En el animal vivo, la ingestion y regeneracion de los antioxidantes evita el deterioro
oxidativo de los compuestos bioldgicos importantes. Luego de la muerte, los sistemas de
proteccion se agotan y no son capaces de regenerarse. Por lo tanto, el musculo del pescado

estd expuesto a reaccionar con el oxigeno del aire ®.



En el musculo de pescado, existen 2 tipos de lipidos, los cuales estan involucrados en las
reacciones de oxidaciéon. Los triglicéridos o lipidos de reserva y los fosfolipidos . La
contribucién de ambas clases de lipidos en el desarrollo de la rancidez es aun materia de
discusion. A diferencia de los triglicéridos que se encuentran formando depoésitos grasos,
los fosfolipidos forman parte de la membrana, estos aunque en pequefas cantidades,
exponen una gran area superficial facilitando las reacciones de oxidacion. Potencialmente,
los fosfolipidos son mas importantes en el inicio de la oxidacioén al contener una mayor
cantidad de acidos grasos poliinsaturados que los triglicéridos. *'®

Es interesante notar que las especies de carne blanca como el bacalao, no son propensas a la
rancidez durante el almacenamiento ain cuando ellas contienen fosfolipidos altamente
insaturados. Esas especies virtualmente no contienen triglicéridos o mioglobina en el
musculo. Esto implica que uno o ambos componentes tienen implicancias importantes en

la estabilidad durante el almacenamiento. ®!”

2.2. MECANISMOS DE OXIDACION

La reaccion espontdnea de los lipidos con el oxigeno atmosférico es conocido como
autoxidacion y es el proceso que normalmente conduce al deterioro oxidativo de los
- 12,20 e . . . .
alimentos '**”. La reaccion del oxigeno con los lipidos insaturados (LH) involucra los
e ., (12,20 21) :
procesos de iniciacion, propagacion y terminacion . En el pescado, la gran cantidad
de acidos grasos poliinsaturados presentes, la hacen altamente susceptibles a la oxidacion
mediante este mecanismo®?. El primer paso en la oxidacién es la pérdida de un 4tomo de
hidrogeno del &tomo de carbono central de la estructura pentahidrica presente en la mayoria

. . 13,22
de los 4cidos grasos con més de un doble enlace."**?



La sustraccion del hidrogeno tiene lugar preferentemente en atomos de carbono en los
cuales la energia de disociacion del enlace es baja. La energia de disociacion del enlace C-
H se reduce en la vecindad de los grupos funcionales alquenos, la sustraccion de los atomos
de hidrogeno tiene lugar mas rapidamente en los grupos metileno situado entre 2 grupos
alquenos de un 4cido graso poliinsaturado . El radical formado, se deslocaliza a lo largo de
cinco atomos de carbono de la region 1,4 pentadienilo y la reaccion con el oxigeno tiene

s . 12,1
lugar preferentemente por adicion a uno de los carbonos terminales de esta estructura.'>'®

-CH= CH-CH;-CH = CH- > CH= CH-CH-CH= CH-+H°

Contrario a la molécula nativa, el radical lipidico (L°) “**® reacciona muy rapidamente
con el oxigeno atmosférico formando un radical peroxido (LOO°®), el cual puede
nuevamente escindir un hidrogeno de otra acilcadena produciendo un hidroperdxido
(LOOH) y un nuevo radical L°. Esta propagacion continia hasta que uno de los radicales
es removido mediante reaccion con otro radical o con un antioxidante del cual resulta un
radical A° mucho menos reactivo. Los hidroperoxidos producidos en cantidades
relativamente grandes durante la propagacion son insipidos y por lo tanto, quiza sea es una
sorpresa que el ampliamente usado Valor perdxido generalmente guarda escasa correlacion
las propiedades sensoriales. *

La iniciacién tiene lugar por la pérdida de un hidrégeno, por una especie reactiva,
tal como un radical hidroxilo, lo que provoca la iniciacion de la oxidacion en presencia de
trazas metalicas, luz o calor, sin embargo, en los aceites hay a menudo trazas de
hidroperdxidos que pueden haberse formado por la accion de enzimas durante el procesos

@
de extraccion @2,



La iniciacion secundaria por rotura homolitica de hidroper6xidos es una reaccion de

relativamente baja energia y representa normalmente la principal reaccion de iniciacion de
. ., . . (12,21)

la oxidacion en aceites comestibles .

El radical resultante (L°), por la iniciacion secundaria, o por la sustraccion del hidrégeno

del LH por una especie reactiva, reacciona con el oxigeno para formar el radical peroxilo

(LOO®). En el proceso de propagacion, el LOO® reacciona con LH para formar los

. ;. . . . s 7 21
hidroperoxidos, los cuales son los productos primarios de la autooxidacion. "

I » Lt E
LtO » LU
100° + LH > I00H 4L°

Los antioxidantes (AH) pueden romper esta reaccion en cadena reaccionando con el radical
LOO° formando radicales estables (A°), los cuales no reaccionan con los LOOH o forman

productos no radicales

LOO° + AH - > LOOH + A°
A° + LOO-° >

Productos no
A° + A° > radicales




LOO° + LOO"®

v

LOO®°+ L° Productos no
radicales

v

Le+Le° >
En las reacciones de terminacion los radicales libres se combinan para formar moléculas
con electrones apareados, estas son reacciones de baja energia, pero estan limitados por la
baja concentracion de radicales y por la necesidad de que los radicales posean la
orientacion adecuada para que se produzca la reacciéon. %)
Los radicales alcoxilo formados por descomposicion de hidroperoxidos pueden
descomponerse a su vez liberando hidrocarburos, alcoholes o aldehidos volatiles que dejan
de estar unidas al esqueleto del glicerol, También pueden formarse alcoholes y cetonas no
volatiles.
Loa aldehidos volatiles contribuyen de tal forma al aroma de los aceites oxidados que el
hexanal se toma como valor de referencia para el control de productos de oxidacion
secundaria formadas durante la oxidacion lipidica. '?
Los hidroperoxidos lipidicos y algunos de sus productos de degradacion pueden interactuar
con las membranas y enzimas. Estas reacciones con los componentes biologicos son de
mucho interés para los bioquimicos, debido a que pueden afectar las funciones vitales de la
célula (142021
Ademads de la descomposicion para formar productos secundarios, los hidroperdxidos

formados a partir de 4cidos grasos poliinsaturados pueden sufrir reacciones de oxidacion

posteriores para formar dihidroxiperéxidos y moléculas con anillos que contienen oxigeno.

(12)



En el musculo del pescado, existen un gran nimero de mecanismos y catalizadores
potenciales que pueden estar involucrados en las reacciones de activacidon para generar
especies de oxigeno activos. Estos incluyen mecanismos no enzimaticos que involucran a
proteinas heminicas tales como mioglobina, hemoglobina y el citrocromo, asi como el
hierro libre y los iniciadores enzimaticos tales como la lipooxigenasa y la
ciclooxigenasa.'”

En realidad algunos de estos mecanismos tienen poca importancia. Por ejemplo, aunque
algunas enzimas como la lipooxigenasa han sido reportadas en pescados en etapas post-

mortem, sin embargo, el impacto en el desarrollo de la rancidez es atin cuestionable. Lo

mismo puede afirmarse sobre el rol del oxigeno singlete en la oxidacion de los lipidos.

2.3. ACTIVACION DEL OXIGENO

La interaccion del oxigeno con los acidos grasos insaturados es una reaccion importante
que ocurre en una gama amplia de condiciones; sin embargo la interaccion directa es
extremadamente lenta debido a que la iniciaciéon de la oxidacion de los acidos grasos
insaturados requiere de una forma activa de oxigeno ?%'**?

El estado basal de los acidos grasos insaturados corresponde al estado singlete, el cual es
dimagnetico (dos electrones pareados en la tltima capa). En contraste, el estado basal del
oxigeno se encuentra en el estado triplete (paramagnético), con dos electrones desapareados
que tienen el mismo spin pero estan en diferentes orbitales, de alli que la reactividad del
oxigeno triplete con los acidos grasos insaturados es una reaccion prohibida debido a la

restriccion presentada por el spin 721222,

10



Esta restriccion molecular del oxigeno, ocasionada por el spin puede ser superada por
cualquiera de los siguientes mecanismos de iniciacion:
» El oxigeno singlete
= Especies activadas o parcialmente reducidas de oxigeno (peroxido
de hidroégeno, anion superoxido, radical hidroxilo)
»= Complejos activos de oxigeno y hierro
» Ruptura homolitica de los hidroperoxidos ocasionada por el hierro,

que generan radicales libres

2.4. OXiGENO SINGLETE

El oxigeno singlete puede existir en dos formas caracterizadas por diferentes estados de
energia:

A) una forma a 37 Kcal. por encima de su estado basal, los electrones desapareados
se encuentran en diferentes orbitales con spin en direcciones opuestas.

B) A 22 Kcal. por encima de su estado basal, los electrones ocupan la ultima capa

en el mismo orbital y tiene spin opuestos."' >

Debido a que las reacciones del oxigeno con las moléculas orgéanicas tienen que proceder
via la transferencia del par de electrones (los cuales deben tener spin opuesto), el oxigeno

. L . . . . 17,22,23
singlete es bioldgicamente mas reactivo que el oxigeno en su estado triplete !"**%.

11



En sistemas bioldgicos, especies activas de oxigeno, tales como el singlete, (‘0,), radical
hidroxilo (OH®), anién superdxido (O%), y el peroxido de hidrogeno (H,O,), pueden ser

. o s s 12,20,22
generados por mecanismo enzimaticos y no en21mat1cos( ,20.22) .

Pigmentos naturales tales como las hematoporfirinas y flavinas pueden servir como
sustancias fotosensitizadoras para producir 'O, _en presencia del O, y la luz visible. Enzimas
como microsomal oxidasa, lipooxigenasa y prostaglandina sintetasa pueden directa o

.. 1
indirectamente generar O,

La inclusion de bloqueadores (scavengers) del oxigeno singlete , tal como - caroteno y o —
T . 1 . . .y (20,22)
tocoferol, pueden inhibir los mecanismos 'O, y reducir la oxidacién .
, . 1 . . . . ... . ., .,
El oxigeno singlete (' O;), bajo ciertas circunstancias puede iniciar la oxidacion lipidica esto
puede ocurrir a través de una reaccion fotocatalitica en la cual una molécula “sensible” es
excitada, primero a su estado singlete, luego a su estado triplete. En éste estado puede

reaccionar con los sustratos via reacciones tipo I para producir radicales y O,, mientras

que las reacciones tipo II producen el oxigeno singlete

Zens — w '3Zens . 3Zens

Reaccidntipo | 4 3Sens —® 30 (Reacciones tipo II)

I

Cige

Eadicales He ¥



Los compuestos ‘“sensibles” para la generacion del oxigeno singlete incluyen a los
compuestos porfirina (mioglobina, hemoglobina, citocromo C, vitamina Bj;). El
mecanismo de catalizacion de la oxidacion lipidica del oxigeno singlete difiere del
mecanismo tipico de la abstracciéon del hidrogeno, el 'O, reacciona directamente con el

doble enlace *%%)

2.5. RADICAL HIDROXILO

La adicion de un tercer electron a H,O, forma el radical hidroxilo (HO-), la mas potente
especie de oxigeno reactiva. Este radical es capaz de interactuar con casi cualquier
molécula 7

In vivo, las fuentes de radical hidroxilo, incluyen la ruptura homolitica del enlace O—O del

. .., ., . (20,1322
H,0; el cual es catalizado por el calor, radiacion y la reaccion Fenton-Haber-Weiss (20,13,22)

Fe*" + 0Oy =2 Fe’" + O,

Fe** + H,0, > Fe*' + HO- + HO

Estos radicales pueden también ser generados por transferencia de electrones, oxidacion

. . . : . 20
enzimética, por lipooxigenasas y ciclooxigenasas.*"

2.6. ANION SUPEROXIDO
La aceptaciéon de un electrén por el >0, produce un radical anion superéxido (O,%)!62%%2,

Los radicales superéxido son formados en casi todas las células vivas (Halliwell, 1978b;

Bast y Haenen, 1984) ®?. Diversos procesos enzimaticos tales como la xantina oxidasa,

13



citocromo P450 oxidasa, aldehido oxidasa, y la cadena de trasporte de electrones de la

mitocondria pueden generar anion superdxido (O;)

La autoxidacion de la catecolamina, hidroquinona, mioglobina, hemoglobina pueden
también producir anion superoxido (O;%). El peroxido de hidrogeno puede interactuar con
el anion superoxido por la via de la reaccion catalizada por el hierro (Haber-Weiss) para
generar el radical hidroxilo."2"

Fe' + 0,c > Fe’' + 0,

Fe*" + H0, < Fe'' + HO- + HO'

0y + H,0, = O, +HO- + HO
El anién superoxido puede ser bloqueado por el superéxido dismutasa o por compuestos

que puedan reaccionar rapidamente con el anion tal como la vitamina C, tioles,

hidroquinonas y catecol

2.7. PEROXIDO DE HIDROGENO

La adicidon de un segundo electron al radical anidon superdxido forma un i6n perdxido no
radical (O*) a pH fisiolégicos, el i6n peroxido inmediatamente toma su forma protonada
para producir el peroxido de hidrogeno. El perdxido de hidrogeno puede formarse
espontaneamente a partir del superdxido o puede ser generado enzimaticamente por la
superdxido dismutasa, xantina oxidasa, glucosa oxidasa (20.22)

El perdxido de hidrogeno en si mismo no es nocivo para los compuestos bioquimicos, sin

embargo, por la reaccion Fenton-Haber-Weiss puede producir radicales hidroxilos.!2%!32%

0° + H,0, = O, +HO- + HO
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2.8. RADICAL PERHIDROXILO

El radical perhidroxilo (HO,°) es el acido conjugado de (O ;) y es un oxidante mas fuerte
que el superdxido. El radical HO,° puede iniciar directamente la oxidacion de los lipidos en
la membrana celular donde O, no puede realizar esta labor, porque no puede penetrar la
membrana. Cuando este radical se aproxima a un compuesto rico en protones este se

. (20,22
convierte en el compuesto protonado HO,°, el cual es muy reactivo.**?

2.9. COMPLEJOS METAL OXIGENO

Los metales de transicion son catalizadores extremadamente importantes en la generacion
de radicales libres 7

Aunque la reaccion de Haber-Weiss es termodindmicamente exotérmica, un metal de
transicion, Fe o Cu, es necesario para catalizar la reaccion. (20), de otra manera la reaccion
es demasiado lenta para explicar la formacién de agentes oxidantes %,

El hierro es el compuesto mas frecuentemente considerado en este aspecto, debido a su
amplia disposicion en sistemas bioldgicos. El esquema general para la produccion de
radicales hidroxilo mediante la reaccion de Fenton es la siguiente:

O,c+M'_, O,+ M

H,0, + M"!'  __, OH®° +OH + M"
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2.10. OXIDACION LIPIDICA NO-ENZIMATICA
Las proteinas heminicas y el hierro libre juegan un importante rol en la oxidacién de los
lipidos. Los iones de hierro pueden tomar parte en las reacciones de transferencia de

electrones con el oxigeno molecular.

Fe?™+0, > [Fe-0,]*" > Fe*™ +0>,
0,+H"™ > HOO°

2HOO° = H,0,+2

Se piensa que el superdxido (07) ni el peroxido de hidrégeno (H,0,) causan directamente la
oxidacion lipidica. La oxidacion requiere de especies de oxigeno mas reactivo tal como el
radical hidroxilo. El superéxido (07,), mediante reacciones puede convertirse en H,O,, los
cuales reaccionan con el Fe*" (reaccion Fenton) para formar radicales hidroxilo.

Fe*' + H,0, > Fe’ + HO° + HO'
Esta forma de oxidacion puede ser evitada por las peroxidasas y quelantes del hierro.
El hierro también tiene otro rol en la oxidacion de lipidos, causa descomposicion de

perdxidos lipidicos.

Fe’" + LOOH > Fe** LOO° + HO

Las proteinas heminicas son una fuente abundante de hierro en las especies pelagicas.
Estas proteinas que contienen Fe son capaces de propagar la oxidacion de los lipidos por

medio de reacciones Redox ¥
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2.11. ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes en alimentos pueden ser definidos como cualquier sustancia capaz de
retardar, prevenir o inhibir el desarrollo de la rancidez o la aparicion de otros compuestos
de deterioro debido a la oxidacion. Los antioxidantes retardan el desarrollo de off-flavours,
prolongando el periodo de induccion, la adicidon de antioxidantes después de finalizado este
periodo, no es efectivo en evitar la rancidez '*%%.

El efecto de la concentracion de un antioxidante en la velocidad de autooxidacion
depende de muchos factores:
¢ Estructura del antioxidante
¢ Condiciones de la autooxidacion
e Naturaleza de la muestra que esta siendo oxidada
Frecuentemente los antioxidantes pierden su actividad a altas concentraciones y se
comportan como prooxidantes al intervenir como promotores de las reacciones de
iniciacion."? La actividad de los antioxidantes por donacién del atomo de hidrogeno no
solo esta limitada a los fenoles, Endo y col. mencionado por Shahidi ¥, han sugerido que
el efecto antioxidante de la clorofila en la oscuridad ocurre por un mecanismo similar.
Los antioxidantes son mas efectivos en extender el periodo de inducciéon cuando son
adicionados a un aceite que no ha sufrido mucho deterioro, siendo poco efectivos en
retardar la descomposicion de lipidos ya deteriorados, por lo que se recomienda que los
antioxidantes deben ser adicionados a los alimentos tan pronto como sea posible para

. ., o (12,162425
alcanzar su méaxima proteccion contra la oxidacién. #6242
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2.12. TIPOS DE ANTIOXIDANTES

De acuerdo a su modo de accion los antioxidantes pueden ser clasificados como : 1%!¢-2)
Tipo I .- Bloqueadores de radicales libres

Tipo II.- Quelantes de los iones metalicos

Tipo IIL.- Eliminadores de oxigeno (oxygen scavengers) los cuales reaccionan con este

en sistemas cerrados (acido ascorbico, sulfitos, glucosa oxidasa).

Los antioxidantes del Tipo I reaccionan con los radicales de alta energia, convirtiéndolos en
productos termodindmicamente mas estables. Los antioxidantes fendlicos son efectivos en

retardar la aparicion de la rancidez en carnes, independientemente que esta sea catalizado

(26) 1:16.12.25)

por hierro heminico y no heminico”, actian donando un hidrogeno al radica
Los antioxidantes del Tipo II previenen la formacion de radicales libres en los alimentos,
entre los mas comunes tenemos al EDTA, acido citrico, las diferentes formas del acido
ascorbico, tienen propiedades quelantes o secuestrantes sobre los iones metalicos, estos
aditivos, excepto el EDTA, no presentan problemas toxicologicos, debido a que se
encuentran en forma natural en los alimentos y en los procesos metabolicos del

(12

organismo''? . Los antioxidantes Tipo III, no estan asociados con la adicion de aditivos

especificos sino con el control de de los factores ambiéntales tales como la reduccion del
. . . 12

nivel de oxigeno, temperatura, contenido de humedad .

Numerosas moléculas naturales o de sintesis tienen propiedades antioxidantes. Para su

utilizaciéon en alimentacion, la eleccion se basa sobre los productos que presentan, al
, . . . , - Q@.

maximo posible, las siguientes caracteristicas “":

e Ser seguro

e No impartir color, olor ni sabor
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e Ser efectivo a bajas concentraciones
¢ Facilidad para ser incorporado en el alimento
e Mantener la actividad antioxidante después del proceso

e Ser estable en el producto terminado

Estar disponible a bajo costo

2.13. ANTIOXIDANTES SINTETICOS
2.13.1. BUTIL HIDROXITOLUENO Y BUTIL HIDROXIANISOL

El BHA y el BHT, ambos son extremadamente solubles en grasa, pero insolubles en agua,
ambos tiene un buen efecto en relacion a la estabilidad en los productos terminados, aunque
el BHA es ligeramente mejor que el BHT.

El BHT es mucho mas efectivo como antioxidante en grasa animales que en grasa vegetales
Entre las multiples aplicaciones del BHA, esta la de proteger el sabor y color de los aceites
esenciales y es considerado el mejor antioxidante probado hasta ahora para esta aplicacion
El BHA es efectivo en controlar la oxidacion de los 4cidos grasos de cadena corta (como
los encontrados en el coco y la semilla de palma). El BHA es uno de los més antiguos
antioxidantes utilizados para evitar la rancidez, existen evidencias de su utilizacion desde
1940, en 1950 fue colocado en la lista como aditivo GRAS. En 1980 se report6 que el uso
de BHA a niveles altos producia tumores en el estomago de los roedores. En 1990 se
solicité al FDA retirar el BHA de la lista GRAS y solicitar su inclusiéon como sustancia

prohibida en alimentos. **¥
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Debido a esta solicitud, el FDA convoc6 a un panel de expertos para revisar la informacion
y los datos obtenidos al utilizar BHA, la federacion de sociedades americanas de Biologia
experimental (FASEB) invitd6 a la presentacion de todo tipo de informacion relevante
relacionada al uso de BHA. El reporte final (1994) afirmo que el BHA no es carcinégeno
clase I, y que no existe riesgo al ser consumido en los niveles de exposiciéon normales. '
Debido a su naturaleza volatil, el BHA y el BHT son importantes aditivos usados como
material de empaque, debido a su capacidad para migrar dentro del alimento.

Con este proposito, estos antioxidantes son adicionados directamente en el material de
empaque que van a estar en contacto directo con el alimento (formando la capa interna) o

(24)

como una emulsion en la capa interna del empaque. Un efecto sinergista ha sido

demostrado entre el BHA y el BHT.

2.13.2. TERBUTIL HIDROXIQUINONA (TBHQ)
Es considerado como el mejor antioxidante para proteger aceites utilizados en frituras.
El TBHQ puede ser usado s6lo o en combinaciéon con el BHT y el BHA, en
concentraciones maximas de 0.02% o 200 ppm. concentraciones referidas con el contenido
de grasa. El TBHQ es soluble en grasa y no forma complejos con el Fe y el cobre (efecto
que si es observado con el propil galato). Los agentes quelantes, tales como el acido

citrico realzan las propiedades del TBHQ. ¥

2.13.3. GALATO DE PROPILO
Buena actividad antioxidante para estabilizar grasas vegetales y animales; el PG pierde su
actividad durante el procesamiento a los cuales se aplica calor por lo que no es adecuado en

aplicaciones de fritado donde la temperatura excede los 190°C
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El PG forma quelatos con el Cuy el Fe, dando coloraciones azul negruscas, por lo que es
recomendable el uso de PG con acido citrico (quelante).
Buena actividad sinergica con el BHA y el BHT, sin embargo no esta permitido su uso con

el TBHQ. *¥

2.14. ANTIOXIDANTES NATURALES

Los antioxidantes en los alimentos pueden originarse de compuestos que estan presentes en
el alimento en forma natural o de las sustancias formadas durante el procesamiento.

Los antioxidantes naturales son compuestos polifendlicos que estan presentes en todas las
partes de las plantas, estos compuestos son multifuncionales y pueden actuar como:

e Agentes reductores (eliminadores de radicales libres)

¢ Como quelantes de metales

e Como “quenchers” del singlete de oxigeno

Como ejemplos de antioxidantes fendlicos cominmente encontrados en las plantas
tenemos: Flavonoides, derivados del acido cindmico, tocoferoles y dacidos organicos
polifuncionales. Los flavonoides y el 4&cido cindmico son conocidos antioxidantes
primarios (actiian eliminando radicales libres). Los chalcones (precursores de los flavones

y flavanones) también presentan actividad antioxidante. >
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2.15 ASPECTOS LEGALES DEL USO DE ANTIOXIDANTES

La Directiva Europea 95/2 “? sobre aditivos alimentarios define a los antioxidantes, como

las sustancias que prolongan la vida util de los productos alimenticios protegiéndolos

frente al deterioro causado por la oxidacion de las grasas y los cambios de color.

El Codex “® | justifica el uso de aditivos alimentarios tnicamente si ello ofrece alguna

ventaja y no presenta riesgos apreciables para la salud de los consumidores, a continuacion

se presentan las dosis recomendadas por ambas organizaciones

Antioxidantes Directiva 95/2 Codex Alimentarius
EDTA ( E 385) 75 mg/kg 75 mg/kg Pescado, filetes y
Pescado en conserva productos pesqueros
congelados, incluidos los
moluscos, crustaceos y
equinodermos
TBHQ (E 319) 200 mg/kg Tocino, |200 mg/kg Manteca de cerdo,
aceite de pescado, grasas de | aceite de pescado y otras grasas
vacuno. de origen animal
Alfa tocoferol (E 307) 0,1 g/kg cereales, 500 mg/kg manteca, grasa de
galletas, bizcochos leche anhidra
Lecitina (E 322) 10 g/kg cereales, Buenas practicas de

galletas, bizcochos

manufactura

Acido ascérbico

(E 300) quantum satis ZUMOS 'y
néctares de fruta, aceites y
grasas de origen animal

Buenas practicas de
manufactura en jugos de fruta

Fosfatos de sodio

(E 339) hasta 1 g/kg en
cereales

1000 mg/kg zumos de fruta,
néctares, suero en polvo

Eritorbato de sodio

(E 316) 1500 mg/kg.
Conservas y semiconservas
de pescado, pescado carne
roja congelado .

Acido eritorbico, , buenas
practicas de manufactura
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III . PARTE EXPERIMENTAL

3.1. MATERIAL Y METODOS

3.1.1 MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

A. MATERIALES

Papel de filtro Whatman N° 41
Papel de filtro Whatman N° 2
Pipetas volumétricas y serologias
Buretas

Pizetas

Cajas de carton parafinado
Contenedores de plastico

Bolsas de polietileno

Peras de decantacion

Vasos de precipitacion

Tubos de prueba
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B. EQUIPOS

Congelador de placas de contacto, NISSIN, Modelo BF 400D,
Capacidad 480 Kg. Refrigerante Freon 22.

Maquina empacadora a vacio, MULTIVAC, modelo AG-800,
Germany.

Separador de carne, BIBUN, serie 80NF2DX12, Japan

Balanza , UWE , capacidad 61 + 0.001Kg, modelo FW-61

Cortador mezclador de carne, BIBUN, serie SCP-2B-1, capacidad 15
Kg., Japan

Evaporador rotatorio, TOKIO RIKAKIKAI Co. LTD, tipo . N-1, Serie
10901040. Japan.

Balanza analitica, METTLER PM 100 , Rango/sensibilidad 110/
0.001 gr.

Balanza analitica, METTLER H35AR , Rango/sensibilidad 160
/0.0001 gr.

Espectrofotometro de doble haz. Rango UV a VIS, SHIMADZU,
modelo UV-200 . Japan.

Homogeneizador, NISSEI, Modelo IS-3BH

Bomba de vacio, IKEDA SCIENTIFIC, Modelo PSW

Centrifuga, KOKUSAN, Tipo H-100B4.

Bafio Maria, MEMMERT, Tipo WB10.

PT shaker, R.K.I, IKEMOTO RIKAKOGYO Co. LTD.
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C. REACTIVOS
¢ Cloroformo J.T. Baker, 99.9% pureza, grado ACS
=  Metanol , Omnisol ® , 99.98% pureza, grado HPLC
= Sulfato de sodio anhidro, Mallinckrodt, puro, grado ACS
= Almidon soluble, p.a, Merck
» Acido etilendiaminotetraacetico EDTA, pureza, 99%,grado reactivo,
Erba
»  Acido 2-tiobarbiturico, 98% de pureza, Merck
* Yoduro de potasio, pureza 97%, grado p.a, Riedel-de Haén
= Tert-butylhydroquinone, pureza 97%, para sintesis, Merck
»  Acido ascérbico, pureza 99.7%, grado reactivo, Merck.
» DL-a Tocoferol acetato, grado alimentario, Merck.
= Eritorbato de sodio, grado reactivo, Paesel.
»  Acido acético glacial, pureza 99.9%, ACS, Fisher Scientific.
» Acido oleico, grado USP, Mallinckrodt
= Benceno, pureza 99.8%, para Espectroscopia, Merck
= Acetato cuprico, pureza 99%, grado reactivo, Merck
= Piridina, pureza 99.5%, p.a, Merck
= Tripolifosfato de sodio, grado alimentario, Marca Hellmuth Carroux

= Acido tricloroacético, pureza 99.5%, grado USP, Riedel-de Haén
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3.2. LUGAR DE EJECUCION

El presente estudio se llevd a cabo en los laboratorios de fisico quimica, y en la Planta

Piloto de alimentos congelados del Instituto Tecnologico Pesquero del Pera

3.3. OBTENCION DE LA MUESTRA

La anchoveta capturada fue inmediatamente enfriada en un sistema pescado: agua: hielo
(2:1:1), a una temperatura 0°C £ 1, y transportada hasta las instalaciones del Instituto
Tecnologico Pesquero, (ITP). El tiempo desde la captura hasta el inicio del proceso fue de
menos de 20 horas. En el diagrama de flujo se presentan las etapas seguidas para la

obtencion de la pulpa de anchoveta.

3.4. PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA

En planta, la anchoveta fue lavada, descabezada /eviscerada manualmente, sometida a un
proceso de pelado quimico por friccidon utilizando una malla anchovetera y una solucion de
acido acético (0.15%) por 20 minutos, la proporcion pescado solucion de pelado fue 1:1.
Posteriormente la materia prima sin piel fue lavada y pasada a través de una separadora de
carne, con una criba de 3 mm de didmetro, la pulpa obtenida fue distribuida en 4 porciones
de 7,5 Kg. (T; T1, T2, y T3) cada uno, inmediatamente sometida a los tratamientos con

antioxidantes.
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DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA OBTENCION
DE LA PULPA DE ANCHOVETA

Materia prima

l

Descab./eviscerado

l

Eliminacion piel Por friccion en solucion
acido acético (0,15%)

Lavado
Descarnado Separador de carne
con criba de 3 mm
Tratamientos Agregado de
antioxidantes
A
C lacid
ongelacion 18°C
Almacenamiento -25°C
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3.5. AGREGADO DE ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes fueron agregados a la pulpa, utilizando un cortador-mezclador de carne
en las siguientes concentraciones:

T = Testigo.

T1 = Eritorbato de sodio (SE) 0.1% + Tripolifosfato de sodio (TPP) 0.5%+ EDTA

0.025%

T2 =TBHQ 0.02%+ EDTA 0.01%

T3 = a - tocoferol 0.01% +Lecitina de soya 0.5% + 4cido ascorbico 0.05%.
Los antioxidantes liposolubles agregados (TBHQ, y a-tocoferol) fueron calculados en
relacion a la cantidad de grasa en la pulpa y disueltos en 3 mL de aceite vegetal / kg de
pulpa. El acido ascorbico, SE, TPP y EDTA fueron calculados en relacion al peso de la

pulpa y antes de ser adicionados fueron disueltos en agua (50mL/kg de pulpa).

3.6. ACONDICIONAMIENTO Y CONGELACION DE LAS MUESTRAS

Después de acondicionadas con sus respectivos tratamientos, las muestras fueron colocadas
en cajas de carton parafinado de 48 x 25 x 6 cm, las cuales fueron convenientemente
rotuladas y congeladas en un congelador de placas por 4 horas. Los bloques congelados
fueron cortados utilizando equipo con una cierra cinta de acero inoxidable, en porciones de
aproximadamente 300 gramos y colocadas en bolsas nylon / polietileno, selladas al vacio y

almacenadas en una camara de almacenamiento a —25°C £+ 1 durante 210 dias. A los 30,
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60, 90, 120, 150 y 210 dias se extrajeron las muestras por duplicado para el andlisis

quimico y sensorial.

3.7. DETERMINACION DE ANALISIS QUIMICOS
3.7.1. DETERMINACION DE PROTEINA CRUDA “*
La muestra es digerida utilizando 4acido sulftrico y sulfato de sodio como catalizador, el
amonio resultante es liberado por la accion del alcali y el destilado es recibido en una

solucion acida.

% Proteina = (Blanco — S)*N*0,014*20*100* 6,25

gramos de muestra
S =mL. de NaOH utilizado para en la muestra
0,014 = m eq gramo de nitrégeno

N = Normalidad del NaOH multiplicado por el factor de correccion

3.7.2. DETERMINACION DE GRASA CRUDA @
La muestra molida y seca fue sometida a una extraccion continua en un extractor Soxhlet
con éter dietilico anhidro, luego del proceso el solvente fue removido por destilacion y el

residuo obtenido pesado es reportado como grasa.

% Grasa Cruda= (W2 - W1)*100

S
W1 = Peso del balon vacio
W2 = Peso del balon con grasa

S = Peso de la muestra
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3.7.3. DETERMINACION DE CENIZAS *
Se obtiene por calcinacion de la muestra a una temperatura entre 500 — 600°C
% Ceniza = (B — C)*100
S
B = Peso en gramos del crisol mas las cenizas
C = Peso en gramos del crisol vacio

S = Peso de la muestra

3.7.4. DETERMINACION DE HUMEDAD ®®

La muestra es secada en una estufa a 101°C por 16 — 18 horas, la pérdida de peso es
reportada como Humedad.
% Humedad = (B —C)*100
S
A = Peso de la muestra en gramos
B = Peso del pesa filtra mas la muestra antes del secado

C = Peso del pesa filtro después del secado

3.7.5. VALOR PEROXIDO @”

Previamente, los lipidos fueron extraidos utilizando una mezcla de cloroformo: metanol:
agua ( 2:2:1,8) de acuerdo a lo recomendado por Bligh y Dyer(30). Luego se determino el
Valor peroxido, La estimacion de peroxidos se basa en la capacidad de estos de liberar

Yodo de una solucion de Yoduro de potasio en acido acético glacial.
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El indice de perdxido de una grasa es una medida de su contenido de oxigeno reactivo,
expresado en términos de miliequivalentes de oxigeno por 1000 g grasa o como milimoles

de perdxido por kilogramo de gras (1 milimol = 2 miliequivalente)',

3.7.6. ACIDOS GRASOS LIBRES ©"

Se tomaron aproximadamente 100 mg. de lipido extraido, se evaporo el solvente, se
agregaron 5 mL de benceno, y 1 mL. de acetato cuprico + piridina, se agito por 2 minutos
y se centrifugo por 5 minutos,. La fase superior fue leida en un espectrofotometro a 715

nm. Se prepard una curva de calibracion empleando como estandar 4cido oleico.

3.7.7. VALOR DEL TBA ©?

Se tomaron 5 gramos de pulpa, se adiciond 25 mL. de TCA al 7,5% mezclandose por 1
minuto, se filtro y se tomaron 5 mL. del filtrado en un tubo de prueba, se le agrego 5 mL.
del reactivo de TBA se incubo por 40 minutos a 90°C, se enfriaron los tubos y luego se
determino la densidad optica de la solucion a 532 nm. Las absorbancias fueron convertidas

a mg de MA utilizando una curva de calibracion preparada con 1,1,3,3 tetraetoxypropano

3.7.8 . EVALUACION SENSORIAL @3

Las muestras fueron descongeladas a temperatura de refrigeracion, cortadas en forma
rectangular utilizando un cuchillo de acero inoxidable, envasadas en bolsas de nylon
polietileno con un peso de 20 g aproximadamente, selladas y colocadas en agua hirviendo

por 5 minutos. La evaluacion fue realizada por un panel de expertos entrenados en el
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analisis de pescados, conformado por 10 personas. A cada persona se le presentaba 2
unidades del testigo (T) y de cada uno de los tratamientos (T1, T2, y T3) para la evaluacion
del olor, textura y sabor. Se utilizd una escala descriptiva de 1 a 5, donde 3 determina el

limite de aceptacion, tal como se muestra en la tabla siguiente.

Tabla 1. Tabla de evaluacion sensorial. (*)

Puntaje Calificacion Descripcion

Sabor y olor agradable, caracteristico de la especie, a
5 Muy Bueno  pescado muy fresco
Textura muy elastica y muy jugosa.

Buen sabor y olor, a pescado fresco.

4 Bueno Textura elastica y jugosa.
Sabor y olor fuerte a pescado, libre de sabor y olor
3 Regular rancio o afiejo.

Textura poco jugosa, poco eldstica, no es pastosa

Olor y sabor ligero a rancio y/o afiejo.
2 Malo
Textura arenosa, pastosa o seca.

Olor y sabor muy desagradable, rancio y/o afiejo.

1 M 1
Uy malo Textura muy pastosa o muy seca

(*)Tabla desarrollada en el Instituto Tecnoldgico Pesquero del Pert
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3.8. ANALISIS ESTADISTICOS

Los resultados quimicos (Valor peroxido, TBA, acidos grasos libres) y sensoriales (olor,
sabor y textura), fueron sometidos a un andlisis de normalidad y homogeneidad de varianza
para discernir la aplicacion de pruebas paramétricas o no paramétricas. Aplicandose luego
el ANOVA y comparaciones multiples de Duncan para las pruebas paramétricas y
Friedman para las no paramétricas. El analisis univariante fue aplicado para determinar el
efecto del antioxidante y del tiempo de almacenamiento durante el periodo de estudio.
Todas las evaluaciones se trabajaron a un nivel de confianza del 0,05%. Se utilizo el

paquete estadistico SPSS 10.
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IV. RESULTADOS

Los resultados obtenidos durante el desarrollo del presente estudio se presentan en las
siguientes tablas:

COMPOSICION QUIMICA

En la Tabla 2 se presentan los datos referidos a la composicion quimica del filete y de la

pulpa de anchoveta

Tabla 2. Composicidon quimica de la materia prima

Filete con piel Pulpa obtenida luego retiro
(%) piel (%)
Humedad 72.4 78.9
Grasa cruda 8.3 39
Proteina cruda 17.7 15.9
Cenizas 1.4 1.1

Se puede apreciar una disminucion del contenido de lipidos por efecto del retiro de la piel

VALOR PEROXIDO

El testigo mantiene el valor inicial hasta los 30 dias, luego se observa fluctuaciones durante
todo el periodo de almacenamiento, alcanzando el méximo valor a los 210 dias (10,5
meq/Kg). En general, el testigo presentd durante todo el almacenamiento valores mas altos
que los obtenidos para las muestras con antioxidantes, €stas presentan una disminucion en
el valor peroxido en el primer mes de almacenamiento, para luego presentar valores
fluctuantes, T1 alcanzo su valor mas alto a los 90 dias (7,6 meq/Kg), T2 a los 210 dias (
7,1 meq/Kg) y T3 a los 150 dias (8,8 meq/Kg)

Se puede observar en la Tabla 3 que los valores peroxido fueron consistentemente bajos en

las muestras tratadas con antioxidantes comparados con el testigo,
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Tabla 3. Variacion del VP en la pulpa de anchoveta empacada al vacio y almacenada en

congelacion a -25°C

Dias Testigo T1 T2 T3
0 6,2+0,1 6,2+0,1 6,2+0,1 6,2+0,1
30 6,1+ 0,07 2,8%+£0,07 44°+0,17 2,8%+£0,07
60 5,5°+0,14 44°10,12 42°+0,56 3,02+ 0,07
90 8,9°+0,11 7,6°+0,35 2,9%+0,35 2,3%+0,14
120 4,8°+0,11 3,5%+0,07 3,6*+0,14 8,1°+0,42
150 9,7° + 0,49 5,1°+0,23 5,5+ 0,23 8.8° +0,10
210 10,5°+ 1,13 3,8°+0,2 7,1%+ 0,84 5,92+ 1,30

Letras iguales en la fila indican que no existen diferencias significativas.
Letras diferentes en la fila indican que existen diferencias significativas.

ACIDOS GRASOS LIBRES
En la Tabla 4 se puede observar el incremento constante de los 4cidos graso libres durante
el almacenamiento congelado de la anchoveta. Los 4cidos grasos libres se incrementaron en

todos los tratamientos.

Tabla 4. Variacion de lo &cidos grasos libres (%acido oleico) en pulpa de anchoveta
empacada al vacio y almacenada a -25°C

Dias Testigo T1 T2 T3
0 1,1£0,17 1,1+0,17 1,1£0,17 1,1+0,17
30 1,7* £0,17 1,8+0,11 1,2 £0,25 1,5 +0,05
60 1,5%+ 0,08 2,8°+0,04 2,4°+ 0,08 2,6°+0,14
90 42%+0,03 4,5% 10,06 4.4 + 0,06 4,7°+0,13
120 3,8 £0,13 4,8° +0,07 4,7° +0,03 4,9 °+ 0,07
150 47 £0,12 5,0+ 0,20 6,15+ 0,1 55°+0,3
210 6,1 +0,27 5,6+ 0,27 5,9%+0,1 6,6°+ 0,1

Letras iguales en la fila indican que no existen diferencias significativas.
Letras diferentes en la fila indican que existen diferencias significativas.

ACIDO TIOBARBITURICO

De los resultados obtenidos se puede apreciar que los valores mas altos fueron obtenidos en
el testigo durante todo el periodo de almacenamiento, lo que indicaria un efecto protector

de los tratamientos aplicados
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Tabla 5. Variacion del TBA (mg. de MDA/kg. muestra) en pulpa de anchoveta empacada
al vacio y almacenada en congelacion a -25°C

Dias Testigo T1 T2 T3

0 0.4 + 0,05 0.4 + 0,05 0.4 + 0,05 0.4 + 0,05
30 3,.2° £0,49 0,9* +0,20 3,2° +0,30 3,6° +0,31
60 3,7° £0,40 0,9° +0,03 2,7° +0,03 1,2* +0,05
90 3,4* +£0,06 0,7° £0,01 1,8 +0,06 2,4 +£0,16
120 43* £0,13 1,4° £0,30 2,8° +0,06 1,7° £0,14
150 6,4° +1,08 1,7+ 0,53 4.2°+£0,05 2,6+ 0,25
210 6,6° +£0,26 3,2°+0,35 42° +0,19 2,1°+0,14

Letras iguales en la fila indican que no existen diferencias significativas.
Letras diferentes en la fila indican que existen diferencias significativas.

Evaluacion sensorial

Tabla 6. Evaluacion del olor de la pulpa de anchoveta almacenada a —25 °C

Dias Testigo T1 T2 T3

0 4,5°+0,5 4,6+04 4,6+04 44+0,5
30 3.840,6 4,1+0,7 4,1+0,7 3,6+0,7
60 3,5°+0,5 4,0 + 0,4 4,3°+0,4 3,7+ 0,6
90 33%+0.4 3,9°+0,5 3,7°+0,3 3,7°+0,5
120 32%+0,5 3,4*+0,5 3,5 +0,5 3,4+ 0,6
150 2,7°+0,8 3,5%+0,1 3,6°+0,2 3,6°+0,3
210 2,9+ 0.4 3,3 40,3 3,6°+0,3 3,0 +0,3

Tabla 7. Evaluacion del sabor de la pulpa de anchoveta almacenada a —25 °C

Dias Testigo T1 T2 T3

0 4,5+0,7 48+0,5 45+0,5 4,7+0,5
30 3,7+03 4,1+04 3,9+0,3 3.940,5
60 4,1 +0,4 4,0+0,2 43+0,3 42+04
90 3,4+04 39+0,5 3.840,3 3,7+0,5
120 3,00+ 0,6 3,7°+0,4 3,8°+0,3 3,6°+0,6
150 2,5%+0,8 3,6°+0,6 3,6°+0,6 3,4°+£0,4
210 2,9°+ 0,4 3,5%+0,6 3,6°+0,7 3,4%°+0,6
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Tabla 8. Evaluacion de la textura de la pulpa de anchoveta almacenada a —25 °C

Dias Testigo T1 T2 T3
0 4,7+ 0,4 48+03 45+05 45+05
30 3.6+0,5 4,0+ 0,6 43+03 3.840,6
60 3,6+ 0,4 43°+03 42°+03 44°+03
90 3,0° £0,5 40°+0.2 41°+03 41°+0,2
120 3,1* £0,5 3,8°+0,3 3,9°+0,4 3,8°+0,5
150 2,6 £04 3,7°+0,5 4,1°+02 4,0°+0,3
210 2,9 £02 4,0°+0,1 3,8°+0,5 3,8°+0,6

Letras iguales en la fila indican que no existen diferencias significativas.
Letras diferentes en la fila indican que existen diferencias significativas.

En la Tablas 6, 7 y 8 se puede apreciar que hasta los 210 dias de almacenamiento los
valores para olor, sabor y textura estuvieron dentro de los limites de aceptabilidad para los
tratamientos evaluados, excepto para el testigo el cual solo fue aceptable hasta los 120
dias.

A los120 dias, se observa que no existen diferencias significativas (p > 0.05 ) entre el
testigo y los tratamientos en relacion al atributo olor; sin embargo los atributos textura y
sabor si presentaron diferencias significativas (p < 0.05).

A los 150 dias, no se considero al testigo en la evaluacion estadistica, se concluye que no
existen diferencias significativas (p>0.05)en relacion al sabor, textura y olor entre los
tratamientos evaluados.

A los 210 dias, la textura y el sabor fueron similares entre los tratamientos con
antioxidantes (p>0,05), sin embargo existio diferencias en olor (p< 0,05), siendo T2 el

mejor tratamiento.
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V. DISCUSION

La composiciéon quimica proximal del filete con piel y de la pulpa obtenida luego del
tratamiento con acido acético al 0,15% es mostrada en la Tabla 2. Como se puede apreciar,
el tratamiento previo con el acido acético al 0,15% permite retirar el 52% del contenido de
grasa cruda de la pulpa de anchoveta, esta disminucién del contenido lipidico se debe
principalmente a la eliminacion de la grasa subcutdnea, formada bésicamente por
triglicéridos, este proceso, ademas de disminuir el contenido de grasa y de contribuir
indirectamente con la estabilidad de la pulpa, mejora el color

Los antioxidantes y el tiempo de almacenamiento mostraron un efecto combinado sobre el
valor peroxido (r* =0.964). De manera general, se puede observar que se mantuvieron por
debajo de 10 meq. Peroxido/kg. , excepto para el testigo a los 210 dias. Al respecto,

Ludorff y Meyer, mencionado por Karacam

sefialan que para pescado muy fresco, el
valor deberia ser menor a 2 meq /Kg, para pescado calificado como regular no mayor que 5
meq. /Kg; mientras que en el limite, donde se perciben los cambios en el sabor, en el
rango de 8 — 10 meq. /Kg. Estos valores han sido sugeridos para pescados enteros. Por otra
parte, Huss " afirma que los hidroperéxidos producidos en cantidades relativamente
grandes durante la propagacion son insipidos y por lo tanto, valor peroxido generalmente
guarda escasa correlacion las propiedades sensoriales.

En el presente estudio, el valor inicial relativamente alto de VP (6.2 meq./kg) puede ser
debido al efecto de molido de la pulpa durante el proceso, ya que en esta etapa, al

desintegrarse el musculo, se presenta una mayor exposicion al oxigeno, permitiendo de esta

forma la interaccion de los lipidos y el oxigeno. El valor inicial fue tomado luego del
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proceso de congelacion, de modo que ese valor refleja el efecto del proceso de congelacion
sobre la pulpa

En general el comportamiento del valor peroxido es irregular, muchas veces después de
alcanzar un valor maximo se observan comportamientos erraticos, esto también ha sido

26 . . ,
@9 quien afirma que las fluctuaciones observadas podrian estar

observado por Shibata
relacionadas con los productos inestables formados durante la oxidacion o por problemas
relacionados con el método de preparacion de la muestra o el pesaje de la misma.

El testigo mantiene el valor inicial hasta los 30 dias, luego se observa fluctuaciones durante
todo el periodo de almacenamiento, alcanzando el méaximo valor a los 210 dias (10,5
meq/Kg).

Se puede observar en la Tabla 3 que los valores peroxido fueron consistentemente bajos en
las muestras tratadas con antioxidantes comparados con el testigo, Se conoce que la
presencia de cobre y hierro en aceites acelera la rancidez, por esta razéon la utilizacion del
EDTA, en el tratamiento del pescado podria retardar la aparicion de la rancidez. ©®, por
otra parte, las proteinas heminicas son una fuente abundante de hierro en las especies
pelagicas, estas proteinas que contienen Fe son capaces de propagar la oxidacion de los
lipidos por medio de reacciones Redox, el hierro reacciona con el peroxido de hidrogeno a
través de la reaccion de Fenton generando el radical hidroxilo. ¥

En el caso de las muestras con EDTA, se ha observado valores bajos de VP, esto podria ser
debido al complejo formado entre éste compuesto y el hierro, Se conoce que este complejo
EDTA- FE es un eficiente destructor de hidroperdxidos lipidicos (Svingen y col , 1979
mencionado por Kelleher ©”

A los 120y 150 dias, se observan diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05),

presentando el testigo y T3 los valores mas altos. Por otra parte el testigo, fue calificado por
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el panel con un puntaje cercano al limite de aceptacion a los 120 dias y rechazado a los 150
dias, mientras que puntajes similares fueron asignados por el panel para las muestras
tratadas con antioxidantes. Similares resultados han sido reportados por Ghadi and Leura

G%  para pulpa congelado de anchoveta, los cuales

(1977), mencionados por Karacam
fueron calificados como aceptables hasta los 4 meses de almacenamiento a -18°C.

A los 210 se observaron diferencias significativas entre los tratamientos (p< 0,05), siendo
T2 el que presentd mayor valor perdxido. Sensorialmente, T3 se encuentra en el limite de
aceptacion en relacion al atributo olor, mientras que T2 y T1 presentan valores aceptables
en relacion a los atributos evaluados. (Tabla 6)

La baja formacion de peroxidos en los tratamientos y atn en el testigo esta relacionada con
la escasa presencia del oxigeno en las muestras empacadas al vacio, al eliminar parte de

G¥ comparo muestras de aceite

este compuesto, se frena la oxidacion. Al respecto Ackman
de pescado en capsulas de gelatina almacenadas a 40 °C en un ambiente de nitrégeno y en
oxigeno y observd que el valor peroxido disminuia en las muestras almacenadas con
nitrogeno, y aumentaba gradualmente en las almacenadas en un ambiente de oxigeno.
Trabajos posteriores llevados a cabo por NMFS presentaron evidencias de la disminucion
del valor perdxido en aceite de pescado en capsulas de gelatina almacenadas en nitrogeno
de 2,4 a 1,7 meq/Kg luego de 2 afios de almacenamiento a 5°C %

Se ha demostrado que los compuestos de color rosado formados por la reaccion del 4cido
tiobarbitirico con los lipidos oxidados representan una medida del nivel de oxidacion de
los alimentos grasos ©*4%4!

Durante la autooxidacion de los 4acidos grasos poliinsaturados, el malonaldehido es

producido y estos productos de oxidacion secundaria son altamente reactivos y permanecen
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unidos a otras sustancias alimenticias. Un tratamiento acido/calor del alimento,
. . (1 (39.41)

presumiblemente libera el malonaldehido

Los antioxidantes y el tiempo de almacenamiento mostraron un efecto combinado sobre el

acido tiobarbiturico (r* = 0.964).

Una relacion inversa entre los valores de TBA y los puntajes sensoriales del sabor y olor

fue observada para el testigo durante el periodo de almacenamiento, sin embargo esta

relacion no fue observada en las muestras tratadas con antioxidantes. Similares resultados

han sido reportados por Moledina “*?

en pulpa obtenida del Flounder (Pleuronectes
americanus) almacenada en congelacion a —25°C

Si tomamos como referencia el valor de 4 mg. de MDA/Kg, propuesto por Kurade @ para
pescado congelado, las muestras testigo solo serian aceptables hasta los 120 dias, T2 so6lo
hasta los 150 dias; mientras que T1 y T3 atin a 210 dias presentaron valores por debajo del
valor considerado como limite. Asimismo, Dawson y col. (1978), mencionados por
Karacam ©* proponen como limite de calidad superior un valor de 4 ug. malonaldehido /g
carne.

Si aplicamos los criterios anteriormente mencionados, los resultados para el testigo guardan
una estrecha relacion con lo reportado en el analisis sensorial, donde el panel acepta al
testigo solo hasta los 120 dias (4,3 mg MDA/Kg), mientras que a los 150 dias es rechazado
(6,4 mg MDA/Kg).

Siu “? evaluaron los contenidos de malonaldehido en productos frescos y procesados de
carne y pescados expendidos en los supermercados y encontraron que el 60 % de las carnes
frescas presentaron valores entre 1 — 6 mg.MDA/Kg.; el porcentaje restante presentd

(44)

valores por debajo de 1 mg.MDA/Kg. Por otra parte, Shamberger reportan valores de

malonaldehido encontrados en diferentes muestras alimenticias comerciales, para el pollo

41



fresco senalan valores entre 4 a 7,7 mg MDA /Kg, mientras que para carne de res fresca
los valores flucttian entre 1,2 y 7,2 mg MDA/Kg. En relacion a la amplia fluctuacioén en
observada para la carne de res, los autores sefialan que podria estar relacionada con los
diferentes tiempos de afiejamiento que se aplica en la comercializacion de la carne de res.
Los valores encontrados en los 2 tipos de carne sefialados, se encuentran dentro de los
valores encontrados en el presente trabajo, resultados de TBA similares también fueron
reportados por Crawford **, en muestras de filetes de merluza empacados al vacio con
antioxidantes (mezcla de BHA, BHT, propilen glicol y Tween ) congelados y almacenados
por 12 meses a -26 °C, y encontraron fluctuaciones de 0.4 — 3 mg MDA/Kg para el
testigo, el valor mas alto fue observado a los 6 meses; mientras que las muestras tratadas
con antioxidantes fluctuaron de 0,9 .- 1,4 mg MDA/Kg. Las pequenas diferencias
observadas en la prueba TBA no fueron percibidas por el panel sensorial.

Al comparar los resultados de VP y TBA, se observa, en el caso del testigo, que a valores
altos de VP le corresponden valores altos de TBA, sin embargo esto no es observado en los
tratamientos, se puede inferir que los antioxidantes aplicados bloquean de manera eficiente
los radicales provenientes de la descomposicion de los peroxidos, lo cual se refleja en

46 en pulpa de

valores de TBA bajos. Similares resultados fueron reportados por Salas
jurel empacada en bolsas de polietileno de alta densidad, almacenada a —20 °C observaron
valores maximos de POV le corresponden valores altos de TBA a los 30 dias de
almacenamiento.

Los antioxidantes y el tiempo de almacenamiento mostraron un efecto combinado sobre
los 4cidos grasos libres (r* = 0.996). Ashton ¥, afirma que el incremento en los 4cidos

grasos libres es una caracteristica post-mortem, como resultado de la hidrélisis enzimatica

de los lipidos esterificados. Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que en
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todos los tratamientos los acidos grasos libres se incrementaron durante el almacenamiento
congelado, lo cual indica que las enzimas lipasas y fosfolipasas estuvieron activas a la
temperatura de — 25°C. Las muestras con antioxidantes mostraron valores mas altos de FFA
comparada con el testigo, similares resultados han sido reportados por Mai ©. Al respecto,
Ushkalava y col. (1974), mencionado por Mai ©® en un estudio de oxidacion de la grasa
del pescado reportaron que en presencia de compuestos fenolicos, los FFA se acumulan
mas rapidamente debido a la accion de los fenoles en la hidrdlisis de las grasas. En el
presente estudio, solo se ha empleado antioxidante fenélico, TBHQ, en T2, sin embargo el
efecto de mayor formacion de FFA fue observado también en T1y T3

La tasa de incremento de los FFA es lenta hasta los 30 dias de almacenamiento,
incrementandose luego hasta los 90 dias, posteriormente se observa un lento incremento
hasta los 210 dias. La relacion entre lipolisis y oxidacion de los lipidos es alin un tema de
debate, generalmente, se acepta que los acidos grasos libres se oxidan mas facilmente que
los esterificados, especialmente cuando enzimas como la lipooxigenasa estd involucrada,
especialmente en pulpa cruda. Sin embargo, existe evidencia que indica lo contrario ®.los
resultados encontrados en este estudio, sugieren que éstos proporcionarian un efecto

protector.
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VI. CONCLUSIONES

Los antioxidantes mostraron un efecto protector sobre la pulpa de anchoveta
almacenada en congelacion hasta los 210 dias, el testigo solo fue aceptable
sensorialmente hasta los 120 dias.

Los tratamientos y el tiempo de almacenamiento mostraron un efecto combinado
sobre el valor peroxido (r* =0.964), sin embargo no se observé una relacion entre
¢éste y el analisis sensorial.

Los tratamientos con antioxidantes y el tiempo de almacenamiento mostraron
también un efecto combinado sobre los valores TBA (r* = 0.964) y FFA (r* =0,996),
asimismo se observo una relacion entre el % de acidos grasos libres, el TBA y el
analisis sensorial.

El TBA es el mejor indicador quimico de los cambios que ocurren durante el
almacenamiento de la pulpa de anchoveta, los menores valores fueron obtenidos
para T1 y T3; sin embargo a los 210 dias, el analisis sensorial califico con puntajes
mas altos al tratamiento T2.

Los antioxidantes no inhiben la formacion de los acidos grasos libres.
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VII. ANEXOS

ANEXO 1

CURVA DE ACIDOS GRASOS LIBRES (FFA)

Preparacion del Estandar:
Se pesa en una fiola de 10 mL aproximadamente 0.01 g de acido oleico en la balanza

analitica.

Peso fiola =9.1880 g Peso fiola + Ac. Oleico = 9-1982  Peso ac oleico = 0.0102 g.

Del peso molecular del acido oleico se sabe que 1 mol =282.5 g

Se enrasa la fiola con benceno; obteniendo una solucién madre cuya concentracion es 1,02
mg/mL 6 3.61 pmol/mL

Procedimiento

*= En tubos de ensayo con tapa rosca, se toman las siguientes alicuotas para la curva las

cuales se llevaran a un volumen final de 5 mL benceno.

Tabla 1. Absorbancias depmol acido oleico a 715nm

Volumen (mL) pmol acido oleico Vol. C¢Hg (mL) Absorbancia

(715 nm)
0 0 5.0 0
0.5 1.805 4.5 0.123
1.0 3.610 4.0 0.220
1.5 5415 3.5 0.350
2.0 7.220 3.0 0.450
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Anadir 1 mL de reactivo acetato de cobre/piridina (una solucién acuosa al 5% de
acetato de cobre es preparada y filtrada, luego el pH es ajustado a 6.0 — 6.2 usando
piridina).

Agitar los tubos en un vortex.

Centrifugar a 1500 rpm por 5 minutos.

Leer en el espectrofotometro a 715 nm.

Figura 1. Relacion entre umol de 4cido oleico y absorbancia

0.5
0.4 -
0.3
0.2 1

Absorbancia

0.1 1

0 2 4 6 8
umol acido oleico

r=0.9991, a=0.0032,b=0.0624
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ANEXO 2
CURVA DEL 1,1,3,3 - TETRA ETOXIPROPANO (TEP)
PREPARACION DEL ESTANDAR

Densidad del TEP : 0.92 g/mL Pureza : 97%

Se toman 100 uL. del TEP y se disuelven en 1000 uL de etanol, (0.42umol/ul), se toman

50 uL y se enraza en fiola de 250 mL con agua destilada (0.084nmol/ul)

Procedimiento

Preparacion de la curva:

* En tubos de ensayo con tapa rosca, se toman las siguientes alicuotas para la curva las
cuales se llevaran a un volumen final de 5000 puL con solucion de TCA al 7% ( acido

Tricloroacético), se hicieron triplicados para cada punto..

Tabla 1 Absorbancia de nanomoles de TEP a 538 nm

Volumen (uL) TEP nmol Vol. TCA (uL) Absorbancia

(538 nm)
0 0 5000 0
25 2.1 4975 0.0385
50 4.2 4950 0.0735
100 8.4 4900 0.1310
200 16.8 4800 0.2500
400 33.6 4600 0.4790
600 50.4 4400 0.7150
800 67.2 4200 0.9415

= Agitar los tubos usando un vortex.

* Afadir 5 mL de reactivo TBA 0.02 M ( mezclar 1 g de propilengalato + 1 g de EDTA +
2.88 g de TBA, solubilizar completando 1 L con agua destilada).

» Asegurar los tubos con cinta teflon y posteriormente taparlos.

= Agitar ligeramente los tubos usando un vortex.
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Luego se llevan los tubos a bafio Maria a 90°C por 40 minutos.

Dejar enfriar y leer en el espectrofotometro a 538 nm.

Figura 2. Relacion entre namoles de TBA y absorbancia

Absorbancia
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80

r=0.9998, a=0.01072597, b=0.013917308
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ANEXO 3

Figura 3. Anchoveta luego del Figura 4. Obtencion de la pulpa de anchoveta
proceso de pelado

Figura 5. Pulpa antes de la congelacion
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Figura 6. Pulpa de anchoveta Figura 7. Trozado de la pulpa de
congelada anchoveta

Figura 8. Pulpa de anchoveta congelada y sellada
al vacio
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ANEXO 4

Analisis univariante

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: valor peréxido

Type lll Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 261,607° 27 9,689 56,169/,000
Intercept 1783,143 1 1783,143 1,034E4/,000
dias 87,067 6 14,511 84,123(,000
tratam 54,739 3 18,246 105,775|,000
dias * tratam 119,801 18 6,656 38,583(,000
Error 4,830 28|,173
Total 2049,580 56
Corrected Total 266,437 55
a. R Squared = .982 (Adjusted R Squared = .964)

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: Acido
tiobarbiturico

Type Il Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 162,2342 27 6,009 55,653],000
Intercept 281,120 1 281,120 2,604E3(,000
dias 91,786 6 15,298 141,690(,000
tratam 29,791 3 9,930 91,976(,000
dias * tratam 40,656 18 2,259 20,920(,000
Error 3,023 28],108
Total 446,377 56
Corrected Total 165,257 55

a. R Squared = .982 (Adjusted R Squared = .964)
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Dependent Variable: Acidos grasos libres

Tests of Between-Subjects Effects

Type Il Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 184,726° 27 6,842 474,941(,000
Intercept 741,468 1 741,468 5,147E4(,000
dias 176,855 6 29,476 2,046E3(,000
tratam 2,548 3(,849 58,968(,000
dias * tratam 5,322 18(,296 20,526(,000
Error ,403 28|,014
Total 926,597 56
Corrected Total 185,129 55

a. R Squared = .998 (Adjusted R Squared = .996)
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