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RESUMEN

El presente trabajo de Tesis pretende realizar un aporte a la industria pesquera,
en el desarrollo y utilizacion de especies marinas sin valor comercial. En este caso se
busca darle utilidad a la especie conocida como saraca (Brevoortia aurea), la cual se
pesca a lo largo del afio y principalmente como fauna acompafiante durante la zafra de
la corvina rubia (Micropogonias furnieri); al no tener valor en el mercado se la
descarta. Los volimenes capturados son considerables por lo que se decidié utilizarla
como posible fuente de materia prima para el desarrollo de alimentos. Esta especie es
pelagica y pertenece a la familia de los clupeidos, por lo cual se sospechaba debia
presentar valores elevados de acidos grasos poli-insaturado (n-3), los cuales como se
sabe aportan beneficios para la salud. Actualmente este tipo de alimentos ricos en n-3,
tiene una enorme aceptacion entre los consumidores que hoy no sé6lo buscan una
nutricién basica, sino que prefieren aquellos que mejoran su salud y por consiguiente
su calidad de vida, en un mundo donde las exigencias para los individuos son cada
vez mayores.

Para este trabajo se caracterizd, en primera instancia, la composicién quimica
del musculo de la saraca a lo largo de su ciclo biolégico, ya que en los peces cambia
considerablemente segln la especie. En una segunda instancia, conociendo las
fluctuaciones en la composicién quimica y perfil lipidico, se analizé el comportamiento
de la materia prima durante su almacenamiento congelado. Asimismo se evalué la
incorporacion de antioxidantes naturales frente a los sintéticos para evitar el deterioro
de los &cidos grasos poli-insaturados. En una tercera etapa se desarrollaron 8
formulaciones de hamburguesas de pescado, y se aproveché la matriz para enriquecer
los productos con fitoesteroles, proteinas lacticas, acido ascoérbico y acidos grasos n-3
y n-9. Se redujo el porcentaje de cloruro de sodio respecto a productos comerciales y
se evito la incorporacion de harinas o productos derivados de trigo. De esta manera se
incrementd su calidad como producto funcional, desarrollando un producto apto para
personas con celiaquia y/o hipertension. Finalmente, se evalué su almacenamiento
congelado a lo largo del tiempo.

El presente trabajo se ordené en Capitulos:

El Capitulo | corresponde a la Introduccion, y en ella se abordan, en primer
lugar, aspectos generales de la pesca y consumo de pescado, las caracteristicas de
los pescados, los aspectos generales del ciclo biolégico de los peces, la composiciéon y
los cambios quimicos. Posteriormente se desarrollaron los temas relacionados con
alimentos funcionales, tales como: el pescado y los n-3 como alimento funcional,
recomendaciones de consumo, el uso de antioxidantes naturales y la incorporacién de
nutrientes benéficos para la salud como los fitoesteroles. El final del Capitulo 1, se
refiere al desarrollo de productos conformados para la industria pesquera, haciendo
hincapié en la importancia de utilizar especies con bajo valor comercial, de descarte o
restos de otras lineas de procesamiento como materia prima.

En el Capitulo 2 se definen los objetivos generales y especificos de este trabajo
de Tesis.

El Capitulo 3 abarca la caracterizacion del tejido muscular de la Brevoortia
aurea, saraca, a lo largo de su ciclo biolégico.

El Capitulo 4 comprende el estudio del almacenamiento congelado de musculo
desmenuzado abarcando todo el ciclo biolégico, desde julio a febrero. En este Capitulo
se evalué la calidad de la proteina segun el estadio en el que se encontraban los
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ejemplares. Se incluyeron observaciones de “drip”, capacidad de retencion de agua,
desnaturalizacion proteica medida por calorimetria diferencial de barrido y observacion
de la microestructura por microscopia electronica de barrido, durante el
almacenamiento congelado a -25°C.

En el Capitulo 5, se analizan los cambios que se producen durante el
almacenamiento congelado en el desmenuzado de saraca debido al contenido lipidico
del tejido muscular en dos estadios bioldgicos previo al desove y al concluirlo. En este
Capitulo se estudié la incorporacion de diversos antioxidantes a fin de evitar la
oxidacion de los lipidos durante el almacenamiento congelado (6 meses a -25°C). Se
evaluo el uso de antioxidantes naturales frente a sintéticos. Se determinaron las
sustancias reactivas al 4cido tiobarbitdrico y se evaluaron los cambios en el color.

En el Capitulo 6, aborda el estudi6 de la calidad higiénico-sanitaria del
desmenuzado de saraca de dos estadios biolégicos (previo al desove y al concluirlo).
Se evalué la formacion de metabolitos del nitrdgeno bésico volatil total y la carga
microbiana durante 6 meses de almacenamiento congelado a -25°C; se determiné
histamina en musculo y recuentos de espinas. Ademas se analizd la presencia de
parasitos en ejemplares enteros.

En el Capitulo 7, se estudian los temas relacionados al desarrollo de productos
de pescado tales como los conformados (hamburguesas, palitos), su consumo
nacional y mundial. Este Capitulo se encuentra dividido en dos ensayos principales. El
ensayo A abarca el disefio de formulaciones de conformados de saraca con el
agregado de diferentes antioxidantes y concentrados de suero de leche. Se estudio la
efectividad de los compuestos para retardar la oxidacion lipidica de las formulaciones
crudas, durante el almacenamiento congelado. En el ensayo B se evaluaron
formulaciones con y sin el agregado de un antioxidante natural y el uso de suero de
leche con 40 o 80% de proteina. En esta etapa se estudiaron los parametros de
calidad del producto cocido y se relacionaron con las caracteristicas iniciales de la
materia prima. Se incluyeron observaciones de la composicion centesimal, perfil de
acidos grasos, rendimiento de la coccion, reduccion del tamafio, retenciéon de
humedad vy lipidos, jugosidad, analisis del perfil de textura y color. También se evalué
la aceptacién de los consumidores y la calidad microbiol6gica de los productos.

El Capitulo 8 comprende las conclusiones generales de este trabajo de Tesis
tomando en cuenta los resultados presentados en los Capitulos anteriores.
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CAPITULO |
INTRODUCCION GENERAL

I.1. La pescay consumo

El Mar Argentino es un &rea de concentracion de especies marinas
particularmente valiosas, ya que se trata de un habitat ideal para su reproduccién y
persistencia numérica. Se encuentra sobre la plataforma continental y posee bancos
pesqueros muy importantes. La pesca se basa principalmente en la obtencion de
grandes volimenes de pescado. Una de las principales especies es la merluza
(Merluccius hubbsi), la que se destina a la produccion de filete, la mayor parte se
destina al mercado europeo y americano, y una menor proporcion se destina al
interno.

La produccion pesquera argentina ha presentado una observable y conocida
reduccién en los volimenes de captura en los dltimos 15 afios. En 1998, en los
puertos nacionales, se desembarcaron 1.117.375 toneladas, mientras que para el afo
2001 solo se capturaron 878.139 toneladas, y en el ultimo afio 2011, se observé una
reduccion presentando desembarques de 725.648 toneladas. Esta reduccion de los
niveles de pescado capturados, se debe en parte a la sobre pesca que las principales
especies comerciales sufrieron las ultimas décadas. A su vez, en el Mar Argentino se
encuentran muchas otras especies que no tienen valor comercial y luego de la captura
se descartan, por lo que promover la utilizacion de estas especies es una opcion a la
hora de explotar el Mar Argentino de una manera mas sostenible.

En el siguiente cuadro se observa la disminucion y estancamiento que viene

operandose en las capturas totales, principalmente de merluza.

Tabla I-1: Desembarques de capturas maritimas totales en los principales puertos de

Argentina - Por especie y puerto- Afio 2001

Especie / ) _
Mar del Plata | Madryn | S. Antonio E | Deseado Ushuaia TOTAL
Puerto
PESCADOS
Abadejo 11713.9 2572.3 153.5 3182.2 561.4 19644.0
Anchoita 11615.2 0.2 0.7 12815.0
Caballa 4593.4 3.8 4.5 4602.0
Corvina
5667.2 6368.0
Blanca
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Merluza
] 170387.1 47375.6 6805.8 3705.2 5.2 249462.0
Hubbsi
Merluza de
57589.6 7514.7 76.9 12345.1 28217.5 111885.0
Cola
Pescadilla 11373.6 0.4 5.3 11844.0
Polaca 1011.5 689.0 1575.0 50739.7 54311.0
Saraca 203.6 225.2
SUBTOTAL | 334932.0 67619.0 7376.0 26080.0 89020.0 561675.0
CRUSTACEOS
Langostino 198.3 24.415.4 25662.9 78866.0
SUBTOTAL 316.0 24416.0 25672.0 182.0 79495.0
MOLUSCOS
Calamar
" 32183.3 92227.4 2953.4 50703.8 2.9 230272.0
ex
Vieira 5314.5 54.9 5370.0
SUBTOTAL 38083.0 92235.0 2953.0 50705.0 58.0 236933.0
TOTAL 373331.0 184307.0 10329.0 102457.0 89260.0 878139.0

Valores expresados en toneladas (tn). Fuente: MAGYP (2012)

Tabla I-2: Desembarques de capturas maritimas totales en los principales puertos de

Argentina - Por especie y puerto (t) Afio 2011

Especie/Puerto | Mar del Plata | Madryn | S. Antonio E | Deseado | Ushuaia TOTAL
PESCADOS
Abadejo 9191.8 5746.7 66.4 475.5 730.2 16269.0
Anchoita 20543.5 20759.5
Caballa 27302.9 315.8 55 0.3 131.0 27835.4
Corvina blanca 17327.0 0.4 28.0 20480.3
Merluza H.
Norte 41° 40347.8 1485.7 573.9 145.8 43296.9
Merluza H. Sur
41° 142148.8 44041.6 11437.1 6352.6 9261.5 243300.7
Merluza de cola 15606.4 15143.2 0.1 39306.8 70647.1
Pescadilla 12648.3 1.1 2.8 13185.7
Polaca 271.0 81.5 3163.9 3518.0
Saraca 46.0 77.5
Rayas nep 18131.6 774.3 12.8 19.8 234.1 20288.0
SUBTOTAL 351241.9 81444.3 12543.9 8164.0 60359.4 555614.3
CRUSTACEOS
Langostino 1290.2 20652.0 27347.7 82764.0
SUBTOTAL 1362.5 20887.1 28765.4 86200.6
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MOLUSCOS
Calamar lllex 44337.2 18324.0 75.6 12018.6 1014.0 76760.1
Vieira (callos) 4852.3 1848.6 6700.9
SUBTOTAL 49383.2 18419.7 12619.5 12018.6 2862.6 83833.2

Valores expresados en toneladas (tn). Fuente: MAGYP (2012)

En las Tablas I-1 y I-2 se presentan las capturas en los principales puertos del
pais. El total esta referido a la totalidad de los puertos incluyendo lo ingresado en los
puertos chicos. En el caso particular de la saraca, las capturas totales registradas por
MAGYP (2012) para esta especie reflejan valores de captura total de 225.2tny 77.5tn
para el 2001 y 2011 respectivamente. La diferencia con los valores de las Tablas I-1 y
I-2 para la saraca, esta dada porque gran parte de las capturas de esta especie llegan
a puertos poco importantes o son desembarcados en la costa por la flota de rada y rio.

La importancia del pescado como alimento ha crecido en forma notable en los
ualtimos decenios, a nivel mundial, debido a la toma de conciencia de los consumidores
sobre la importancia de una alimentacion sana orientada fuertemente a productos
saludables. En 1994, el consumo mundial promedio de pescado per capita fue de 13kg
(FAO, 1996) y para el 2009 alcanzé los 18.4 kg (FAO, 2011). En nuestro pais, se
alcanz6 en el 2001 un pico de consumo de 10.03 kg de pescado por persona por afio,
el cual continda en los mismos niveles en la actualidad (Bertolotti, 2010). El puerto de
Mar del Plata es el principal proveedor de productos pesqueros con destino al
mercado interno aportando el 82% a la oferta total del pais de productos procesados
en tierra. Anualmente se envian desde el puerto de Mar del Plata al mercado interno
mas de 190 productos enfriados. Los productos congelados presentan una
participacion minoritaria dentro de las ventas al mercado interno (13%, afio 2008) lo
cual se interpreta como un comportamiento poco dinamico del rubro (Bertolotti, 2010).
Esta diferencia esta directamente relacionada con la preferencia de la poblacién por
los productos frescos, cualquiera sea su nivel de ingreso, y en el cambio de la
composicion de la dieta alimenticia en los ultimos afios, donde la carne vacuna cedio
su participacion a la de pollo, pescado y cordero debido a la tendencia de tener una
dieta mas “sana y equilibrada”, con mayor énfasis en los valores nutritivos y la frescura
de los alimentos en contraposicién a su contenido en grasa saturada y colesterol. El
concepto de “sano” para el pescado presenta diferencias etarias, mostrando dos
dimensiones de la nocién de salud, por un lado nutritivo/vitaminas aspecto privilegiado
por los jévenes y por otro sano/no-graso, atributo valorado por los mayores (Errazti y
col., 2004).
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I.1.1. Clasificacion de las especies pesqueras

Una de las caracteristicas mas notables de los productos pesqueros es el gran
namero de especies en explotacién y la gran diversidad que presentan entre si. En
una gran clasificacién, se los puede dividir de agua dulce o marinos. Segun el
ambiente donde se distribuyan, presentardn algunas diferencias en su composicion
quimica y bioquimica, debidas en gran parte a las variaciones en la alimentacion. En
este trabajo de tesis abordaremos las clasificaciones y caracteristicas particulares de
las especies marinas de agua fria.

En una clasificacion mas biologica se los puede dividir por la estructura del
esqueleto, en TELEOSTOS o ELASMOBRANQUIOS.

e TELEOSTOS, son las especies de pescado que presentan un esqueleto
0seo. Incluida en esta clasificacion se encuentran las principales familias
de interés industrial, por ejemplo: Gadidae (Bacalao, merluza, polaca),
Clupeidae (sardinela, sardina, arenque), Engraulidae (anchoita,

anchoveta) y Thunidae (todas las clases de atunes).

o ELASMOBRANQUIQS, son las especies de pescado que presentan un
esqueleto cartilaginoso, también se lo define bajo el nombre de
especies de la familia de los “CONDICTRIOS”. Son conocidos dentro de

esta clasificacion, los tiburones y las rayas.

A su vez los teledsteos se dividen segun su distribucién en la columna de agua.
De esta manera tenemos a los pelagicos, que se ubican desde media agua a la
superficie, y los demersales que habitan en la profundidad del mar. En una
clasificacion mas tecnoldgica, relacionada a su composicion quimica, los pescados se
pueden clasificar segun su contenido en lipidos en magros, semi grasos y grasos. Los
peces magros, generalmente gran parte de las especies demersales (bacalao,
merluza, etc.), presentan un contenido entre el 0,1 y 2 % de grasa en el muasculo
Otras especies demersales y las mayoria de las especies pelégicas (sardina, caballa,
arenqgue, etc.), peces grasos, presentan altos contenido de lipidos mayores al 10% en
el masculo. Mientras que las especies semigrasas tienen un contenido de lipidos que
puede variar entre 2 'y 10% como es el caso del salmén entre otras especies.

Las especies pelagicas como el arenque (Clupea harengus) y la caballa
(Scomber scombrus) pueden superar el 25% de lipidos totales en musculo

dependiendo de la variacion estacional de su ciclo biolégico (Contreras-Guzman,
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2002). El cuerpo de este tipo de especies esta adaptado para desarrollar grandes
velocidades ya sea para la biusqueda de alimentos o durante las migraciones para
desovar; se movilizan en carddmenes que son capturados por distintas flotas
pesqueras en diferentes partes del mundo. Las especies pelagicas son de gran
importancia tecnoldgica en la industria pesquera dado que son las que se utilizan para
la elaboracién de una gran variedad de productos que va desde las conservas y
preservas a la harina y aceite de pescado. En la Tabla I-3 se presenta la composicion

proximal de algunas de las especies marinas que se capturan en el Mar Argentino.

Tabla I.3: Composicién quimica de algunas especies comerciales.

Especie Nombre cientifico proteina lipidos humedad cenizas
% % % %

Anchoita Engraulis anchoita 18,73 10,93 68,30 145

18,70 5.2 74,20

Abadejo Genipterus blacodes 15,72 0,82 82,02

15,81 0.86 81,94

Bonito Sardasarda 23,20 5,50 70,70

Brotola Urophysis brasiliensis 18.34 1,50 80,43

Caballa Scomberjaponicus 21,90 13,93 61.88

22,03 15,30 60.70

Calamar Illex argentinus 18,77 1,50 77,66

Castaiieta Cheilodactyius bergi 16,99 11,10 67,40

Cazén Galeorhinus glaus 28,30 0.20 72,70

Corvina Micropogonundulatus 2049 0,54 77.20

Micropogon opercularis 16,45 1.88 78,12

Micropogonias furnieri 19,20 0.80 79,23

Corvinanegra Pogonias cromis 17.93 0.11 79.57

Gatuzo Mustelus schmitti 17.44 0,20 81,70

Lenguado Paralichthys brasiiiensis 17.13 1.51 75,00

Lacha Brevoortia aurea 19.29 10.65 68,81

Lisa Mugil brasiliensis 21,46 8.35 68,77

Merluza Meriuccius hubbsi 16,45 1,88 78,12

17,14 1.29 80,23

Pescadilla Cynoscion striatus 16,62 0.25 81,38

15,95 1.87 73.36

18,67 1.82 78,38

Sardina fueguina Cupleafuegensis 14.00 8,90 70,20

[.1.2. Mdusculo de pescado

En las especies con tejido 6seo (Figura I-1, Izquierda), el musculo de pescado

se compone quimicamente de proteinas, agua, lipidos y cenizas. Generalmente no se



Introducciéon General Capitulo I — 20

incluyen los hidratos de carbono dentro de la composicion proximal ya que las carnes
de pescado presentan valores minimos; sin embargo, es importante en los mariscos.
En los pescados son valores muy bajos ya que durante la captura los individuos
gastan su glucogeno de reserva, reduciendo ain mas su contenido. La composicion
quimica varia significativamente entre las diferentes especies, y dentro de cada
especie, a su vez, varia segun la edad, el sexo, el desarrollo de las gonadas, la
estacion de afo y la fase migratoria. Ademas, en cada individuo presenta variaciones
en sus caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas segun la zona del cuerpo (lomo, cola,

vientre) y clase de musculo (claro, oscuro) que se considere.

Aleta dorsal con

radios espinose I
b -\&'" ’ \ﬁv{mﬂ /"

Aleta dorsal Mictoma {Midmero} —

/ gon radios Miocomata -——‘ =
Pierigoideo / A, . ioc
44 LEERL \ bi:::‘::d:: {Miosepto) F| lete de bacalao
wig i ’ =
‘“/ ." 5, > _. ,,2 Masa muscular— ¢

-\Jﬁ{“ ‘;’ Espinas superior
) é'\:-\:\\\\

""-\.
¥ “'ﬁ
Aleta pactoral (Q _ R sy
\

Aluta pélw Cushllas -3 Aleta anal

plaur ales Falsas costillas (“pin bones")

‘/_“\

Misculo
oscurs

"""""’/Aleta cauaa

\\‘ﬁlﬂﬁgﬂ" f*ip.s-ame( ¢

oy Seplo

E\ M harizantal ’ e A
ﬁ,ﬁ_ Masa \ i

i
e muscular \. fr
vantral i

Bacaiao Arenque

i
f

Espinas hemalas'

Figura I-1: 1zquierda: Esqueleto - Derecha: Musculatura del Pez

Basicamente la estructura muscular del pescado consiste en dos paquetes
musculares sobre cada lado de la columna vertebral y cada uno de ellos nuevamente
dividido en una masa muscular superior ubicada por encima del septo horizontal axial
y en una masa muscular ventral ubicada por debajo de este septo (Huss, 1988). Si
bien la anatomia del musculo de pescado es muy simple presenta diferencias en la
composicion quimica en las diferentes secciones del musculo.

La masa muscular oscura se caracteriza por ser una delgada linea que corre
lateralmente a lo largo del pez. Se ubica entre el masculo claro y la piel. El porcentaje
de musculo oscuro varia segun la especie (Figura I-2). En especies magras como el
bacalao alcanza un 5 % (Figura I-1) del masculo. En el caso de las especies pelagicas
como el arenque que realizan grandes migraciones (Figura I-1) puede alcanzar hasta
un 48% del muasculo. EI masculo oscuro presenta un mayor contenido de lipidos y de
mioglobina que el masculo claro, lo que es requerido por las especies pelagicas para
alcanzar méaximas velocidades.

El muasculo esquelético esta constituido por células multinucleadas, largas y
angostas denominadas fibras. Su longitud se encuentra en el orden de los centimetros

mientras que su diametro oscila entre 10 y 100 um. Se distribuyen en segmentos de
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fiboras musculares llamados miotomas y estan separados por tabiques de tejido
conectivo llamado mioseptos (Figura I-1, derecha). Los miotomas se caracterizan por
presentar forma de W y se distribuyen a lo largo de la columna vertebral.

Cuadrante de miasculos del cuerpo
visibles en un corte transversal

Masa muscular
dorsal derecha

Masa muscular
dorsal izquierda

Masa muscular
ventral derecha

Masa muscular
ventral izquierda

Albacora zona
de la cola

Bonito Listrado (Euthynus alleteratus) Tiburon (Carcharhinnus maculipinis)

Albacorilla(lsurus oxyrinchus) Cioba (Lutjanus analis)

Figura I-2: Macroestructura de los musculos de especies pelagicas de
importancia comercial, mostrando la estructura que asume el masculo oscuro.
Contreras-Guzman, (2002)

[.1.3. Ciclo Biolégico

Los peces como la mayoria de las especies presentan un periodo de desarrollo
hasta alcanzar la o las etapas de reproduccién. Para ello requiere la utilizacion de
energia. En una primera etapa los individuos juveniles utilizan la energia adquirida
para el crecimiento y la supervivencia. Al alcanzar la madurez, la cual varia y depende
de cada especie, destina esta energia a los diversos procesos reproductivos. Para
maximizar el éxito reproductivo, un individuo debe repartir sus recursos energéticos
adecuadamente y ademas, debe procurar que su descendencia nazca en las
condiciones medio ambientales adecuadas. Por lo tanto la estacionalidad con que se
produce la puesta es de vital importancia para el futuro desarrollo y supervivencia de la
descendencia (Saborido-Rey, 2008).

La edad de la primera maduracion se define como la edad a la cual un individuo

se reproduce por primera vez. Esto esta muy asociado con la talla del individuo en el



Introducciéon General Capitulo I — 22

momento de la primera maduracion. Un aspecto interesante en la ecologia de la
reproduccion es el hecho de que la edad y la talla de maduracién pueden variar dentro
de una misma especie. Hay especies, como es el caso del salmén y algunas
variedades de anguilas que se reproducen una sola vez. En la mayoria de las
especies esto no sucede y suelen presentar varios ciclos reproductivos a lo largo de su
vida. Por otro lado en aquellas poblaciones fuertemente explotadas, los peces que
demoran mas en madurar, tienen menores posibilidades de sobrevivir para dejar
herencia. Por el contrario, aquellos peces que maduran rapidamente podrian llegar a
reproducirse antes de ser capturados.

El periodo de reproduccion es estacional, esto se debe basicamente a que cada
especie procura que el medio donde se producird la descendencia sea el adecuado
para desarrollarse. El entorno debe aportar alimento apropiado, proteccion de los
predadores y unas condiciones abiéticas favorables. A su vez las hembras deben
llegar a la época de puesta con suficientes reservas energéticas. En el ciclo bioldgico
caracteristico de las especies pelagicas, el desarrollo de las génadas comienza al
finalizar el verano y se prolonga durante el invierno. Es en esta época en la cual los
individuos se alimentan intensamente del plancton que se desarrolla durante el
“‘bloom” de otofio. Una vez que los huevos alcanzan la madurez, las especies
peladgicas comienzan su desove que abarca desde el final del invierno y durante la
primavera. En estos casos las hembras generan una gran cantidad de huevos que los
libera en tandas sucesivas, de esta manera el periodo de puesta se prolonga por
varios meses. Esta es una estrategia ecoldgica para asegurar la progenie ya que de
esta manera si algin desorden ambiental se suscitare, no estarian en riesgo todos los
huevos desovados. Es caracteristico de las especies pelagicas las migraciones hacia
zonas de desove y que éstas no sean las adecuadas para la alimentacién de los
adultos. Es por ello que los individuos deben acumular energia de reserva para la
época en gque desoven ya que no dispondran de suficiente alimento durante ese
periodo, que como se comentd, puede llegar a extenderse por varios meses (Kozlova
y Khotimchenko, 2000; Massa, Fernandez-Compaz y Pennisi Forell, 2012).

Se estima que el 75% de la energia en peces es digerida, esta energia neta
tiene los siguientes destinos: metabolismo basal (26%), metabolismo activo (16%),
crecimiento (0-18%) y reproduccién (0-18%). Al comenzar la época de reproduccion
una mayor proporcion de la energia disponible pasa a ser asignada a las tareas de
reproduccion. Tras el ciclo reproductivo la energia serd utilizada para tres fines,
supervivencia, crecimiento y reproduccion posterior. Por lo general las especies que
sobreviven a la primera maduracién sexual destinan la energia sobrante a la

reproduccion y al crecimiento (Saborido-Rey, 2008).
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[.2. Componentes funcionales en alimentos

[.2.1. Los alimentos funcionales

El concepto actual de nutricion estd evolucionando. La «nutricion adecuada», se
entendia antiguamente como “suficiente”, dirigida a evitar déficits de nutrientes, sin
embargo, actualmente dejo de ser la meta en las sociedades desarrolladas. En las
Ultimas décadas emergio el concepto de la alimentacién como “nutricion 6ptima”. Su
objetivo esta en la calidad de vida y el bienestar integral del individuo. La nutricion
adquiere un nuevo enfoque terapéutico y preventivo; participa en la promocién de la
salud y es ya considerada como factor de proteccion ante una larga serie de
circunstancias patolégicas (Silveira Rodriguez, Monereo Megias y Molina Baena,
2003).

En la dltima fase del siglo XX, se inici6 en Japdén la comercializacion de
alimentos especialmente formulados para cumplir con una funcién de salud. A estos
alimentos se les categorizO6 como FOSHU (Foods for Specified Health Uses) y
marcaron el inicio de una nueva era en la industria alimentaria: la era de los Alimentos
Funcionales. Este concepto ha sido acufiado para describir alimentos con ingredientes
capaces de producir efectos saludables, cuya elaboracion no sélo contempla su
calidad nutricional, sensorial y tecnoldgica, sino que también aportan fitoquimicos u
otros agentes bioactivos que contribuyen al bienestar del consumidor. El concepto
detras del término es que su consumo esta dirigido a mantener una condicién de salud
y/o reducir un riesgo de enfermedad, especialmente del tipo enfermedades crénicas no
transmisibles (Lutz, 2009). De esta manera comenzaron a surgir los alimentos
funcionales, que se definen como aquellos alimentos que brindan algun tipo de
beneficio para la salud. Son alimentos procesados que contienen ingredientes que

ayudan a funciones corporales especificas, ademas de ser nutritivos, deben ser:

¢ Alimentos manufacturados a partir de ingredientes naturales (no son una
capsula, polvo o tableta).
e Alimentos que deben consumirse como parte de la dieta diaria.
e Alimentos que cumplen un papel especifico en las funciones del ser
humano, incluyendo:
v' mejoramiento de los mecanismos de defensa biolégica
v' prevencion o recuperacion del paciente de una enfermedad
especifica
v' control de las condiciones fisicas y mentales

v retardo en el proceso de envejecimiento
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Los alimentos funcionales pueden tener un papel importante en la reduccién de
diversas enfermedades, debido a que pueden facilitar cambios en las dietas sin
grandes esfuerzos ya que no influyen directamente en cambios de habitos alimenticios
(Shahidi, 2004).

[.2.2. Lipidos presentes en los alimentos

Se entiende por grasas alimentarias a todos los lipidos de los tejidos vegetales y
animales que se ingieren con los alimentos. Son sustancias organicas, insolubles en
agua y solubles en solventes organicos. Como se sabe, las grasas se diferencian de
los aceites por el punto de fusion, las grasas son solidas a temperatura ambiente
mientras que los aceites son liquidos. Esto esta relacionado con el mayor contenido de
acidos grasos insaturados presente en la composicion de los aceites, y que en los
peces de aguas frias, tiene la funcionalidad bioldgica de que los lipidos corporales no
solidifiquen por las bajas temperaturas del ambiente.

Los lipidos son un grupo muy heterogéneo de moléculas que usualmente se
clasifican de diversas maneras. Una clasificacibn los divide en dos grupos,
dependiendo de que posean en su composicién lipidos saponificables o lipidos no
saponificables. Dentro de los lipidos saponificables se encuentran dos subgrupos, el
de los lipidos simples, que son moléculas que solo contienen carbono, hidrégeno,
oxigeno, y el de los lipidos complejos, que ademas de contener en sus moléculas
carbono, hidrégeno y oxigeno, también contienen otros elementos como nitrégeno,
fésforo, azufre u otra molécula como un glucido (Tabla I-4). A los lipidos complejos se
les denominan lipidos de membrana pues son los principales compuestos que forman
las membranas celulares. Los lipidos presentes en los alimentos son, en su mayoria,
mezclas de triglicéridos (compuestos por 3 acidos graso unidos a un glicerol) y en
menores cantidades estan presentes los otros lipidos.

Los acidos grasos son constituyentes importantes en la nutricion humana.
Proporcionan 35 - 40 % del valor cal6rico de la dieta en naciones industrializadas con
alto nivel de vida, siendo un 10 - 15 % menor en pueblos de bajos recursos (FAO,
1997). Aportan 9 kcal/g consumido, actian como transportadores de vitaminas A, D, E
y Ky pro-vitaminas como los carotenos. En la alimentacion de los recién nacidos son
fundamentales, ya que aportan suficiente energia en un volumen reducido,
correspondiente a la capacidad de sus estobmagos. En los alimentos en general dan
mayor saciedad, influyen en la textura, en la sensacién de suavidad, palatabilidad y

también en el sabor y el aroma.
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Tabla I.4: Lipidos, clasificacién y estructura quimica
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Los &cidos grasos son cadenas lineales con numero par de atomos de carbono.
El largo de la cadena varia entre 4 y 30 atomos de carbono. También se diferencian
por la presencia de dobles enlaces y por la configuracion cis o trans de los mismos.
(Tabla I-5) (Fennema, 1996).

En los pescados la composicion de los acidos grasos esta influenciada por
diferentes factores tales como la familia biologica, las condiciones ambientales
(salinidad, temperatura, época del afio), la composiciéon de &cidos grasos del alimento
habitual y el estado de estrés fisiolégico (ayuno, migracién, desove). Existen
importantes diferencias entre los acidos grasos de los animales marinos y los de otros
grupos de organismos. En los pescados existe una mayor diversidad en la longitud de
las cadenas, contando desde 14 hasta 24 atomos de carbono. Pueden alcanzar a
contener de 1 a 6 insaturaciones, generando un promedio de insaturacion superior al
de las grasas animales y los aceites vegetales. Presentan diversas formas isoméricas,
generando las estructuras n-3, n-4, n-5, n-6, n-7, n-9 y otras. En los lipidos marinos
predomina la estructura n-3 y en los peces de agua dulce la n-6. En los aceites de
pescado han sido identificados mas de 90 acidos grasos, aunque no mas de 20
exceden el 1 % y solo 10 u 11 existen en cantidades suficientes para influir en las
propiedades fisicas o quimicas de las grasas.

En la Tabla I-6, se presentan los perfiles de acidos grasos de distintas especies
marinas, 3 magras y 3 grasas. Los aceites marinos presentan una alta proporcion de
acidos grasos poli-insaturados (PUFASs) n-3 y escasa cantidad de sus precursores de
18 carbonos (&cido linoleico y acido linolénico) (Introzzi, 1995). Entre los PUFAs de la
serie n-3 presentes en los lipidos de pescado se destacan: acido eicosapentaenoico
EPA (C20:5 n-3), acido docosapentenoico DPA (C22:5 n-3) y acido docosahexaenoico
DHA (C22:6 n-3) (Tironi, 2005).
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Tabla I.5 : Nomenclatura de los principales &cidos grasos.

Nombre comun

Nombre sistematico

Abreviatura
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Familia de
acido graso

Acidos Grasos

Saturados
(SFA)

Céprico
Laurico
Miristico
Palmitico
Estearico
Araquidico
Behénico
Lignocérico

Decanoico
Dodecanoico
Tetradecanoico
Hexadecanoico
octadecanoico
Eicosanoico
Docosanoico
Tetracosanoico

10:0
12:0
14:0
16:0
18:0
20:0
22:0
24:0

Acidos Grasos

insaturados

(MUFA)

Palmitoleico
Oleico
Gadoleico
Cetoleico
Eracico
Nervonico

9-hexadecenoico
9-octadecenoico
11-eicosaenoico
11-docasaenoico
13-docasaenoico

15-tetracosaenoico

16:1
18:1
20:1
22:1
22:1
24:1

Acidos Grasos Poli-insaturados

(PUFAS)

Linoleico (LA)
a -linolénico (ALA)
y -linolénico (GLA)

dihomo- y -linolénico

Araquidoénico (ARA)

EPA

Adrénico

9,12-
octadecadienoico

9,12,15-
octadecatrienoico

6,9,12-
octadecatrienoico

8,11,14-
eicosatrienoico
5,8,11-eicosatrienoico
5,8,11,14-
eicosatetraenoico
5,8,11,14,17-
eicosapentaenoico
7,10,13,16-
docosatetraenoico
7,10,13,16,19-
docosapentaenoico
4,7,10,13,16-
docosapentaenoico
4,7,10,13,16,19-
docosahexaenoico

18:2

18:3

18:3

20:3
20:3

20:4

20:5

22:4

22:5

22:5

22:6
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Tabla 1.6: Composicidon de acidos grasos (% en peso total de acidos grasos) de lipidos
totales*. (Huynh y Kitts, 2009).

Especies Magras

Especies Grasas

Acidos

Salmon

Grasos Merluza Abadejo Capelan Sardina Rosado Arenque
C14:0 1.06+0.49 | 1.84+0.37 | 6.37+0.50 | 3.66+1.22 | 3.53+0.56 | 3.99 +0.48
C16:0 21.70+1.95 | 14.96+1.45 | 1059 +1.11 | 15.85+2.80 | 14.78 +0.73 | 18.35 + 1.08
C17:0 1.08+0.22 | 0.44+0.02 | 045+0.10 | 0.78+0.43 | 0.83+0.47 | 0.74+0.26
C18:0 7.18+1.08 | 4.02+0.81 | 1.06+0.17 | 3.95+0.46 | 3.19+0.13 | 2.55+0.33

Total SFA [32.40+2.97% | 21.57 +1.22° | 19.31 + 1.08" | 25.20 + 4.17° | 23.07 + 1.05° | 26.21 + 1.25"
C16:1n-11 | 0.22+0.19 | 0.26+0.14 | 0.31+0.07 | 0.60+0.16 | 0.38+0.05 | 0.28 +0.05
C16:1n-9 0.62+0.54 | 0.11+0.06 | 0.26+0.03 | 0.29+0.11 | 0.30+0.05 | 0.150.02
C16:1n-7 253+063 | 1.88+0.31 | 9.88+1.12 | 2.84+0.49 | 4.09+0.43 | 6.03+0.78
ci7:1 0.30+£0.09 | 015+0.13 | 0.78+0.13 | 0.06 +0.09 | 0.08+0.03 | 0.84+0.08
C18:1n-11 | 0.18+0.08 | 1.51+0.28 | 0.59+0.05 | 0.27+0.98 | 0.99+0.15 | 0.13+0.08
C18:1n-9 9.65+028 | 7.18+1.26 | 4.97+065 | 416+0.29 | 11.26+1.14 | 23.78 +4.70
C18:1n-7 455+055 | 3.02+021 | 1.94+0.29 | 1.96+0.27 | 3.19+0.20 | 3.42+0.41
C18-1n-5 0.13+£0.04 | 0.40+0.06 | 0.59+0.06 | 0.18+0.09 | 0.58+0.11 | 0.28 +0.05
C20:1n-11 | 051+0.22 | 3.74+1.19 | 0.35+0.18 | 1.27+0.14 | 3.98+0.71 | 0.38+0.23
C20:1n-9 0.83+028 | 406+1.29 | 1550+1.45 | 0.97+0.45 | 214+0.39 | 520+1.31
C22:1n-11 | 0.44+0.20 | 415+027 |14.36+1.15| 1.09+0.61 | 565+0.87 | 6.37 +1.77
C22:1n-9 0.19+0.06 | 051+0.15 | 213+0.42 | 0.21+0.07 | 0.75+0.0 | 0.30+0.17
Total MUFA |21.88 +1.99° | 27.68 + 2.48°°| 52.86 + 2.32% | 14.21 + 1.75° | 34.99 + 2.22° | 48.12 + 2.57°
C16:2n-6 0.13+0.04 | 0.14+0.06 | 0.16+0.05 | 0.36+0.11 | 0.25+0.03 | 0.17 +0.03
C16:2n-4 0.47+013 | 014+0.04 | 0.14+0.07 | 0.46+0.15 | 0.21+0.04 | 0.21+0.02
C16:3n-6 0.34+0.13 | 0.12+0.05 | 0.46+0.09 | 0.26+0.15 | 0.48+0.06 | 0.61+0.09
C18:2n-6 0.92+021 | 0.85+0.25 | 1.18+0.17 | 1.49+0.13 | 1.49+0.15 | 0.99 +0.22
C18:3n-6 0.15+0.04 | 0.15+0.05 | 0.42+0.09 | 0.17+0.12 | 0.08+0.02 | 0.19 +0.06
C18:3n-3 0.30+£0.15 | 0.29+0.10 | 0.27+0.04 | 0.93+0.16 | 1.17+0.16 | 0.41+0.08
C18:4n-3 043+024 | 059+0.26 | 0.76+0.08 | 2.32+0.24 | 1.51+0.11 | 1.03+0.23
C20:2n-6 0.32+028 | 0.12+0.03 | 0.57+0.05 | 0.46+0.15 | 0.33+0.06 | 0.19+0.12
C20:4n-6 1.95+0.33 | 0.78+0.09 | 050+0.12 | 1.02+0.33 | 0.60+0.09 | 0.64+0.12
C20:4n-3 0.36+0.04 | 0.35+0.07 | 0.63+0.07 | 0.86+0.19 | 1.13+0.07 | 0.36+0.10
C20:5n-3 | 1291+1.51 | 12.37+0.69 | 7.85+0.67 | 11.43+1.08 | 8.17+0.78 | 8.74+0.88
C21:5n-3 049+021 | 0.34+01 | 046+004 | 0.40+£0.06 | 0.34+0.05 | 0.35+0.03
C22:5n-3 1.25+0.09 | 1.58+0.19 | 0.97+0.14 | 2.01+£0.38 | 3.19+0.09 | 0.78 +0.08
C22:6n-3 | 22.08+1.28 | 28.98+1.73 | 9.95+0.30 | 32.65+3.44 | 19.34+1.11 | 858+ 1.55
Total PUFA | 43.46 + 1.52° | 47.57 + 2.06° | 24.56 + 2.16° | 56.81 + 3.64% | 38.89 + 2.02" | 24.21 + 2.62°
n-3 PUFA |38.41+1.12°| 44.89 +1.80° | 20.90 + 1.89" | 51.21 + 3.58% | 35.03 + 1.89" | 20.59 * 2.25"
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n-6 PUFA | 456 +0.21% | 2.51+0.30° | 3.26 +0.41° | 453 +0.64% | 3.26 + 0.41b | 2.93 + 0.54°

*Los resultados se presentan media + desviacion standart (n = 8). ** Supraindices
diferentes entre las filas de especies magras y entre las filas de especies grasas

indican diferencias significativas entre los grupos de especies (p< 0.05).

[.2.3. Consumo de acidos grasos n- 3 en la dieta

La importancia y por ende, el incremento del consumo de pescado a nivel
mundial esta asociado a los descubrimientos sobre la importancia nutricional de sus
componentes. Esto produjo notables modificaciones en los habitos de consumo de
amplios sectores de la poblacion, que considera al pescado como un alimento “sano”.
Segun las recomendaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2004)
limitar el consumo de grasas, sustituir las grasas saturadas por grasas insaturadas y
tratar de eliminar los &cidos grasos trans de la dieta, debe ser una tendencia que
comienza en la infancia y debe continuar a lo largo de toda la vida. Para ello la
poblacion debe tener accesibilidad y disponibilidad de los alimentos sanos. La
incorporacién de dietas moderadas en grasa, pero ricas en acidos grasos mono-
insaturados (MUFAS) y poli-insaturados (PUFASs) generalmente disminuyen los niveles
de colesterol de baja y muy baja densidad (LDL y VLDL) y triglicéridos en la sangre
(IFIC, 2005), de esta manera se contribuye a atenuar el riesgo cardiaco. Por estas
razones el consumo de pescado es una opcién “sana”, ya que los productos marinos
son ricos en PUFA como acido a-linolénico (ALA), acido eicosapentaenoico (EPA) y
acido docosahexaenoico (DHA), una fuente de proteinas de alto valor biolégico, menor
contenido de grasa que el resto de los productos de origen animal, y proveedores de
vitaminas y fésforo.

El cuerpo humano puede sintetizar acidos grasos saturados (SFA) y MUFA
pero no todos los PUFAs de cadena larga (IFIC, 2005). Por esto, algunos PUFAs de
cadena larga son reconocidos como acidos grasos esenciales, y es necesario
incorporarlos a través de la dieta. La falta de estos acidos grasos durante un periodo
de tiempo resulta en sintomas clinicos adversos (dafios de crecimiento, lesiones
cutaneas y anormalidades neuroldgicas). Hay dos subclases de PUFA de cadena
larga: acidos grasos n-3 (n-3) y &cidos grasos n-6 (n-6). Ejemplos de n-3 son: a-
linolénico 18:3 (ALA), eicosapentaenoico 20:5 (EPA) y docosahexaenoico 22:6
(DHA) y de n-6 (n-6): &cido linoleico 18:2 (LA), acido gamma-linoleico 20:3 (GLA) y
acido araquidénico 20:4 (ARA).
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l.2.4. EPA, DHAYy la salud

El aumento del consumo de n-3 ha sido asociado en numerosos estudios con
efectos benéficos potenciales sobre la salud. Los notables avances en el estudio de
la relacion entre alimentacion y patologia humana han permitido un gran crecimiento
en la prevencion y el tratamiento de las enfermedades. Los PUFAs son componentes
estructurales importantes de las membranas fosfolipidicas de los tejidos de todo el
cuerpo y en especial, de la retina y el cerebro, desde la concepcion, embarazo e
infancia, e indudablemente, durante toda la vida (Connor, 2000). El ALA es esencial
para los seres humanos y es el precursor de EPA y DHA, estos ultimos constituyen
precursores de moléculas activas importantes para el organismo.

El EPA produce efectos:
e Hipotrigliceridémicos (a nivel del LDL y VLDL)
¢ Hipocolesterolémicos (aumento del flujo biliar y del transporte reverso
de colesterol)
¢ Antiinflamatorios (formacién de leucotrienos de la serie 5)
¢ Antitrombdtico (formacién eicosanoides de la serie 3)

e Hipotensor (permite la relajacion de la musculatura vascular)

Su consumo se asocia con la prevencion de las enfermedades
cardiovasculares. En este sentido, estos acidos grasos han mostrado que
disminuyen la agregacion plaquetaria y los fendmenos inflamatorios que agravan los
cuadros de ateromatosis (De Caterina, 2011).

El DHA es un &cido graso esencial para el desarrollo y la funcion del sistema
nervioso, por lo cual es muy importante en la etapa de gestacion y de crecimiento
(Valenzuela, Sanhueza y Nieto, 2002; Valenzuela y Sanhueza, 2009). Los beneficios
de su consumo son:

Para la madre:

e Permite embarazos mas prolongados.
e Disminuye la insulino resistencia y la diabetes gestacional.
e Disminuye el riesgo de depresién post-parto
Para el bebé:
e Mejora agudeza visual y percepcién de los colores
e Mejora la capacidad de aprendizaje y de memorizacién

¢ Disminuye la incidencia de déficit atencional
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Algunos de los efectos mas importantes de PUFAs se relacionan con su
conversion enzimética en una serie de metabolitos oxigenados denominados
eicosanoides. Dentro de los mismos se incluyen las prostaglandinas, tromboxanos,
leucotrienos, hidroxiacidos y lipoxinas. Los eicosanoides se forman directamente a
partir precursores como ARA-n6, GLA-n6 y EPA-n3 a partir de mecanismos
enziméaticos o especificos. De cada acido graso se genera una serie de prostanoides
y leucotrienos con diferentes propiedades bioldgicas. La actividad fisiolégica que
desarrollan las prostaglandinas es controlar la agregacién plaquetaria o la inhibicién
del efecto de la hormona antidiurética en el rifion. Los leucotrienos son formados en
respuesta a estimulos inmunoldgicos y no inmunoldgicos. Variando los acidos grasos
de la dieta es posible influir en el tipo de eicosanoides sintetizados, permitiendo
modificar en cierta manera el curso de una enfermedad por medio de la alimentacion
(Molinas, Torrent y Burgos, 2007).

1.2.5. Fuente de &cidos grasos n-3

Los alimentos de origen marino (alga, peces, mariscos) son una buena fuente
de EPA y DHA, especialmente los peces grasos (anchoas, sardinas, caballa,
arengue). Los aceites vegetales, como los de canola y lino aportan ALA (Valenzuela,
Sanhueza y Nieto, 2000). Mientras que el LA, se encuentra principalmente en
vegetales y aceites vegetales como los de de girasol, soja, y maiz. El GLA se puede
encontrar en aceites de semillas como grosella negra y primula, y el ARA en productos
de origen animal como carne bovina, aves y huevos. Algunas recomendaciones sobre
los requerimientos diarios de acidos grasos poli-insaturados se presentan en la Tabla
I-7.

Sin embargo, los niveles de estos acidos grasos consumidos por la poblacién
generalmente son insuficientes debido al bajo consumo de alimentos que los
contienen. Dado que los &cidos grasos n-6 y n-3 compiten en el organismo por las
mismas enzimas, pero tienen roles biologicos diferentes, se debe tener en cuenta el
equilibrio entre ellos en la alimentacién. Las recomendaciones de la OMS (2004) es
una relacion n-6/n-3 de 5/1 a 10/1. En la mayoria de los paises de Occidente se
consume una dieta muy desequilibrada a favor de los n-6 (relacién n-6/n-3 = 20/1),
como es el caso de nuestro pais, con un elevado consumo de aceite de girasol. Por
otro lado, Jiménez-Colmenero (2007) indica que esta relacion no deberia superar un
valor de 4. Como no existe competencia metabdlica entre los acidos grasos n-3 y los
insaturados no esenciales representados principalmente por el &cido oleico (18:1, n-9),

la sustitucion parcial de aceites ricos en acido linoleico (aceite de girasol) por aceites
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ricos en acido oleico contribuiria a restablecer el balance n-6/n-3 necesario. A su vez
el aumento en la dieta de productos ricos en acidos grasos de la familia n-3
favoreceria el balance de la relacién n-6/n-3 que en la actualidad se encuentra en
nuestras dietas.

En Argentina las enfermedades del sistema circulatorio son las principales
causas de muerte, y son responsables del 30% del total de las defunciones anuales
(INDEC, 2012) Esto ubica al pais, en la ultima década, en cuarto lugar en mortalidad
cardiovascular en América (PROPIA, 2005).

[.2.6. Recomendaciones sobre el consumo diario de lipidos

Como se comentd anteriormente las recomendaciones de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS 2004) indican que la relacién ideal n-6/n-3 debe encontrarse
entre 5/1y 10/1. A su vez, la relacién recomendada entre PUFAs y SFA se encuentra
entre 0.4 y 1.0 (Jiménez-Colmenero, 2007). Por tal motivo, el disefio de alimentos
corrientemente ingeridos por la poblacién, con su grasa modificada por disminucién de
acidos grasos saturados e incorporaciébn de &cidos grasos n-3 y n-9, serian
alternativas mas saludables. La fortificaciébn de alimentos con estos acidos grasos es
un area emergente, dentro del campo de desarrollo de nuevos alimentos funcionales,

de interés comercial y académico (Lee y col. 2005).

Recomendaciones en el consumo de PUFA

Con respecto a la cantidad recomendada de PUFA, EPA y DHA, aln no estan
del todo establecidas, ya que en diferentes paises se han estimado cantidades
distintas. Valenzuela y Sanhueza (2009) y Maestre del Cura (2012) presentaron tablas
con recopilaciéon de estos datos mundiales de consumo de EPA y DHA; en la tabla I-7
se presentan los valores recopilados por dichos autores. Moore y col. (2012)
recomiendan un consumo diario de al menos 500 mg/dia de EPA + DHA en los adultos
saludables. La American Heart Association (AHA, 2010) recomienda 1000 mg/dia para
las personas con riesgo cardiovascular. En el caso especifico de las madres y
nodrizas se recomienda un consumo de DHA no menor a 300 mg/dia y en el caso de
los lactantes y escolares la recomendacion estd en torno a 150 mg/dia de DHA

(Valenzuela y Sanhueza, 2009).
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Tabla 1.7: Ingesta recomendada de PUFA EPA y DHA realizadas por distintos

organismos internacionales. (Maestre del Cura, 2012 y Valenzuela y Sanhueza, 2009)

Organismo

Poblacién

Recomendacion

World Health Organization
(WHO)

Adultos en general

6-10% de la energia diaria de
PUFA
5-8% PUFA n-6
1-2% PUFA n-3

American Heart Association
(AHA)

Adultos Sin
Enfermedad

Cardiovascular

Comer pescado dos a tres

veces a la semana

Adultos Con
Enfermedad

Cardiovascular

lg/dia de EPA+DHA
(Preferiblemente de aceite de
pescado)

Adulto con
Triglicéridos Elevados

2-4 g/dia de EPA+DHA

British Nutrition Fundation
(BNF)

Poblacién adulta entre
19-50 afios

EPA + DHA 1.25g/dia

Department of Health of
United Kingdom

Adultos en general

200 mg/dia

European Academy of
Nutrition Science

Adultos en general

200 mg/dia

International Society for the
Study of Fatty acids and
Lipids (ISSFAL)

Adultos en general

650 mg/dia de EPA+DHA

220 mg/dia al menos de cada

uno
National Institute of Health of | Mujeres embarazadas .
_ 300 mg/dia
U.S. y en lactancia
National Health and Medical .
Adultos en general 190 mg/dia

Research council (Australia)

indice de aterogenicidad y trombogenicidad

Los nutricionistas actualmente, estan dando énfasis a las dietas equilibradas, a

la relacion entre los diferentes acidos grasos que componen un alimento. Varios

autores utilizan los indices de aterogenicidad y trombogenicidad a la hora de
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caracterizar y presentar una relacion del perfil de acidos grasos de un alimento y los
riesgos para la salud, principalmente de las enfermedades coronarias (Lopez-Lépez y
col., 2009; Subhadra y col., 2006; Ulbricht y Southgate, 1991; Kaya y Turan, 2010).
Estas patologias representan la principal causa de muerte a nivel mundial (PROPIA,
2004). En otras palabras, estos indices permiten tener una idea entre la relacion de
acidos grasos saludables y los perjudiciales presentes en un alimento, asociandolos
con el impacto en la salud que puede causar ese alimento al consumidor. Siguiendo

los trabajos previos de Andrés y col. (2011), se utilizaron las siguientes indices:

indice de Aterogenicidad
IA= [C12:0 + (4xC14:0) + (C16:0)]/[(n-6 PUFA + n-3 PUFA)+MUFA]  Ecuacién I-1

indice de Trombogenicidad
IT = [C14:0+C16:0+C18:0]/[(0.5xMUFA) + (0.5xn-6 PUFA)+(3xn-3 PUFA) + (n-3
PUFA/n-6 PUFA)] Ecuacion 1-2
Donde:
PUFA=18:2n-6 + 18:3n-3 + 20:4n-6
MUFA= incluye los isbmeros de 16:1 + 18:1.
La concentracién de los acidos grasos se expresa en g/100.

Estos indices dan una idea de la calidad nutricional de los lipidos (Jankowska y
col.,, 2010). En un alimento saludable, se buscan indices de aterogenicidad y
trombogénicos o mas bajos posibles. Esto indica que es mas rico en acidos grasos

saludables que perjudiciales.

1.2.7. Deterioro de los acidos grasos poli-insaturados.

En los lipidos del musculo de pescado, debido a la gran inestabilidad de los
acidos graso poli-insaturados, ocurren dos tipos de reacciones de deterioro a saber:
o Hidrolisis

. Oxidacion

La hidrdlisis de un lipido consiste en la ruptura de un enlace éster entre un acido
graso y un alcohol mientras que la oxidacion lipidica es la incorporacion de una
molécula de oxigeno molecular a la estructura de un lipido. Ambas reacciones llevan a

una reduccion en la calidad nutricional de los lipidos presentes en los alimentos.
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La oxidacion lipidica, es una reaccion quimica que requiere de tres etapas
(Iniciacion, Propagacion, Terminacion). Y como resultado final se producen sustancias,
algunas de las cuales, presentan sabores y olores desagradables. Estos olores y
sabores son muy caracteristicos e inmediatamente se los asocia con el gusto a
‘rancio”, incluso algunas pueden ser toxicas. Algunas de estas reacciones también
pueden contribuir a cambios de textura mediante uniones covalentes a las proteinas
musculares.

La intensidad con la cual los pescados o productos de la pesca son susceptibles
al deterioro de los lipidos depende principalmente de la cantidad y calidad de los
lipidos que los constituyen. Las especies grasas dada la abundancia de lipidos en el
masculo, son particularmente susceptibles a la degradacion lipidica, la cual puede
ocasionar severos problemas en la calidad, incluso durante el almacenamiento a
temperaturas bajo cero. Durante el almacenamiento del pescado, aparece una
cantidad considerable de &cidos grasos libres (AGL) y otros productos de hidrolisis
como diglicéridos y monoglicéridos. La reaccién tiene mayor repercusion en el
pescado no eviscerado que en el eviscerado, probablemente por la presencia de
enzimas digestivas. Los triglicéridos presentes en los depdsitos de grasas son
hidrolizados por la trigliceril-lipasa, originada en el tracto digestivo o liberada por
ciertos microorganismos (Maestre del Cura, 2012).

El alto contenido de PUFAs presentes en los pescados y productos de la pesca,
enriquece notablemente su valor nutricional pero desde el punto de vista tecnolégico
presentan un serio problema respecto de su estabilidad y conservacion. Los acidos
grasos poli-insaturados son compuestos muy susceptibles a reacciones de oxidacion
en presencia de oxigeno, produciendo sabores, olores y colores desagradables;
compuestos que pueden ser incluso téxicos para la salud por sus efectos citotoxicos y
genotoxicos. La oxidacién origina radicales libres y perdxidos, los cuales estan
asociados a algunos tipos de cancer, arteriosclorosis, artritis, enfermedades
neurodegenerativas y con el proceso de envejecimiento (Hoberman y San George,
1988; Alghazeer, Saeed y Howell, 2008; Maestre del Cura, 2012).

El tiempo de almacenamiento y conservacion se ve disminuido en este tipo de
productos debido a la susceptibilidad de los mismos; por lo cual muchos
investigadores estudian la manera de aumentar la vida 0til de los productos ricos y/o
enriquecidos con &cidos grasos poli-insaturados (Andrés, Zaritzky y Califano, 2009;
Balev y col., 2009; Magsood y Benjakul, 2009; Moore y col., 2012; Sanchez-Alonso,
Haji-Maleki y Boderias, 2007).
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[.2.8. Mecanismo de oxidacion de los lipidos insaturados

La oxidacién de los lipidos se produce mediante varias reacciones (Figura I-3).
En los alimentos, los lipidos, pueden oxidarse por medio de mecanismos enzimaticos y
no enzimaticos (también llamados quimicos). La oxidacion no enzimética es un
proceso no espontaneo, primero se deben formar radicales libres de los sustratos
lipidicos. Se cree que la auto-oxidacion (oxidacién en presencia de oxigeno molecular)
es la principal reaccion implicada en el deterioro de los lipidos. Tienen lugar por
mecanismos de radicales libres y segun Fennema (1996) se caracterizan por:
e Una marcada inhibicion por especies quimicas que interfieren
con otras reacciones de radicales libres,
e Estan catalizadas por la luz y por sustancias capaces de producir
radicales libres,
e Alta produccién de hidroperéxidos, ROOH,
¢ Rendimiento cuanticos superiores a la unidad cuando las
reacciones de oxidacién se inician por la luz,
e EIl periodo de induccibn es mayor cuando se inician con un

sustrato puro.

La oxidacion, después de su etapa de iniciacion, se transforma en una reaccién
en cadena de dificil control, aumentando su velocidad muy rapidamente en un corto
espacio de tiempo. En la Figura | - 3 se presentan las diferentes reacciones quimicas
que se producen a lo largo la oxidacion de los lipidos. Las moléculas ya oxidadas no
pueden retornar a su estado original. Por lo tanto, este proceso no se puede revertir,

pero se puede retardar con el uso de antioxidantes.

a) RH>R +H’ (requiere de catalizador)
b) R+ 02> ROO’

ROO'+ RH> R+ ROOH
c) R+R>R-R

2 ROO'>ROOR + 02

ROO" + R"™>ROOR

Figura I-3: Mecanismo de la auto-oxidacion. a) Iniciacion; b) Propagacion; c)
Terminacion.
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Iniciacion

En un comienzo, debido a la inestabilidad de algunas moléculas orgénicas y a la
presencia de uno o mas factores catalizadores, se forma el primer radical libre. A partir
qgue una molécula de acido graso pierde un protén. Los factores que mas influyen en la
formacion de los radicales libres y que catalizan el proceso de oxidacion son, entre
otros: la presencia de iones metalicos en el producto (aportados por la sal o por los
condimentos), el calor o la luz, la presencia de enzimas, un medio alcalino, la
presencia de moléculas con alto nivel de instauraciones en su estructura y la

disponibilidad de oxigeno para reaccionar.

Propagacién

Después de la etapa inicial, continua la de Propagacién, donde el radical libre es
atacado por una molécula de oxigeno y se forma otro radical libre, el radical perdxido
(ROOQ- ). Este radical peréxido ataca a una nueva molécula de acido graso, que
también pierde un atomo de hidrégeno, formando un hidroperéxido y un nuevo radical
libre, iniciando un proceso en cadena. Si el oxigeno disponible es suficiente y ningln
antioxidante estd presente en el producto, esta etapa continuard degradando el
producto.

Terminacion
Es la ultima etapa del proceso, durante la cual, dos radicales libres interaccionan entre
si formando un producto estable. Los peroxidos se combinan, formando moléculas
mas estables y los hidroperdxidos forman diversas moléculas con funciones &cidas,
aldehidicas, alcohdlicas, cetbnicas, etc. En esta etapa, todo el material es degradado
irreversiblemente, llevando a la descomposicion total del producto, generando olor
rancio y cambio de color, demostrando la oxidacion. El desagradable olor rancio es el
resultado de la formacion de varias moléculas volatiles, algunas de las cuales poseen
sabor desagradable y son potencialmente toxicas. Para que este proceso se paralice,
se debe provocar la etapa de Terminacion artificialmente, incorporando un antioxidante
al sistema. El antioxidante aporta atomos de hidrogeno al sistema, que reacciona con
los radicales libres y los peroxidos formados. De esta manera se evita que éstos
ataquen a otras moléculas impidiendo la formacién de nuevos radicales libres. La
molécula del antioxidante al perder el hidrégeno ya no cumple su fin, de tal modo que
va perdiendo potencia a medida que las moléculas van cediendo atomos de hidrégeno
al sistema.

La susceptibilidad de las sustancias organicas a la auto-oxidacion depende de la

capacidad de donar hidrogeno. Los &cidos grasos mas insaturados son mas
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susceptibles a iniciar la auto-oxidacion que los saturados. Los productos carnicos
cocidos (carnes rojas), durante el almacenamiento, son mas susceptibles a la
oxidacion lipidica que el producto almacenado crudo. Esto se debe a que las
operaciones de calentamiento alteran el balance de prooxidante/antioxidante propio
del tejido en el alimento porque se mezclan catalizadores de oxidacion con lipidos, y
esto promueve la oxidacion de la mioglobina, liberando el hierro de las proteinas e
inactivando enzimas antioxidantes (Lee y col., 2006 a).

Frecuentemente los hidroperdxidos son conocidos como los productos primarios
de la oxidacién, son compuestos sin sabor y olor. Estos compuestos se caracterizan
por su inestabilidad. Su descomposicidon origina productos secundarios de la
oxidacién, como aldehidos, cetonas y alcoholes. Estas sustancias son volatiles y estan
asociadas a olores y sabores desagradables, relacionados con la rancidez en los
alimentos. Estas moléculas volatiles son percibidas en muy bajas concentraciones,
aun en valores inferiores a 1 ppm (Frankel, 1998). Los aldehidos, generados durante
la descomposicién de los hidroperéxidos pueden reaccionar con compuestos con
grupos amino libres para dar lugar a compuestos de interaccion, también denominados
compuestos terciarios. Dichos compuestos y sus polimeros son los responsables de la
aparicion de pigmentos de color pardo.

[.2.9. Control de la velocidad de la oxidacion de los lipidos en los alimentos.

Varios factores estan relacionados con el proceso de oxidacion de los lipidos, sin
embargo éstos pueden ser controlados con herramientas que provee la tecnologia de
alimentos. Estas son las llamadas barreras para reducir la velocidad de reaccion de
oxidacion de los lipidos, como por ejemplo:

¢ Reducir la temperatura de almacenamiento del producto;

e Reducir el oxigeno circundante;

e Inactivar o eliminar los compuestos pro-oxidantes o la propagacion
de la reaccion de oxidacion;

e Utilizar compuestos antioxidantes

[.2.10. Antioxidantes utilizados en alimentos

Como se describié en la seccion anterior, los &cidos grasos insaturados son
inestables en presencia de oxigeno, luz y a las elevadas temperaturas. Motivo por el

cual es sumamente necesario utilizar antioxidantes para evitar el deterioro.
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Existen distintos tipos de antioxidantes que se utilizan para alimentos, estos
puede ser: sintéticos o naturales. EI empleo de antioxidantes naturales es una
alternativa mas saludable respecto a los sintéticos muy eficientes y tradicionalmente
usados para controlar el deterioro en alimentos. El empleo de antioxidantes naturales
puede, ademas, reforzar la actividad de los sistemas antioxidantes enddgenos
aportando una proteccion extra para el estrés oxidativo. Los alimentos adicionados con
antioxidantes naturales pueden ser considerados como alimentos funcionales ya que
proveerian de una mejor condicién de salud al consumidor (Valenzuela, Sanhueza y
Nieto, 2003)

Antioxidantes naturales

Los antioxidantes naturales son compuestos polifenélicos que se encuentran
comunmente en hierbas, especias, frutas y otros materiales de origen vegetal.
Algunos antioxidantes naturales utilizados en alimentos son los tocoferoles y los
extractos de romero, té, orégano, salvia, subproductos de la industria del aceite de
oliva, entre otros. Los componentes mas conocidos de los alimentos con actividades
antioxidantes son las vitaminas A, C y E; el B-caroteno; algunos flavonoides, el selenio
mineral y, Ultimamente, el licopeno compuesto.

En los dUltimos afios se realizaron varias investigaciones para obtener
antioxidantes naturales aprovechando los subproductos del procesamiento de frutas y
vegetales como de la almendra, uva, tomate, arandano, albahaca y brocoli (Pinelo,
2003; Garrido y col., 2007; Conde, 2009). Estos tipos de antioxidantes son conocidos
como extractos, oleoresinas o extractos vegetales y son objeto de numerosos estudios
para evaluar sus propiedades y potenciales aplicaciones. Sin embargo el efecto de
estos compuestos sobre la estabilidad oxidativa de un sistema alimenticio especifico
puede ser impredecible, ya que se ve afectada por las condiciones de oxidacion y las
caracteristicas de los lipidos del sistema, y otras sustancias activas con propiedades
prooxidantes o antioxidantes (Estévez y Cava, 2006). Se obtienen por hidrodestilacién
y son llamados “aceites esenciales”, se caracterizan por ser altamente aromaticos.
Para minimizar los aromas propios de los extractos, se les puede realizar una
extraccion por solvente (etanol, metanol, acetona, hexano, etc.) y asi mantener las
caracteristicas beneficiosas del poder antioxidante. De esta manera, los “aceites
esenciales” pasan a llamarse “oleoresinas” (Martinello y Pramparo, 2005).

Los extractos de plantas, generalmente son utilizados por sus caracteristicas
aromaticas. Pero estos a su vez presentan una fuerte actividad como donador de
atomos de protones (He) lo que los vuelve potentes antioxidantes. Los antioxidantes

fendlicos se pueden dividir en 4 grupos generales:



Introducciéon General Capitulo I — 40

e acidos fendlicos (géalico, rosmanico y cafeico)

e diterpernos fendlicos (carnosol, carnosico, rosmanol, y rosmadial)
o flavonoides (quercetina, catequina, naringenina y kampemferol)

e aceites volétiles (eugenol, carvacrol, timol y mentol).

Algunos pigmentos de plantas como las antocianinas y la antocianidrina pueden
actuar como quelantes de metales y donadores de He para el radical oxigeno. El té y
los extractos de semillas y piel de uva contiene catequinas, epicatequinas, acidos
fendlicos, proantocianidinas y resveratrol, los cuales contribuyen a la actividad
antioxidante (Brewer, 2011). Algunos extractos de plantas son como carnosol,
rosmanol, rosmariquinona y rosmaridifenol son mejores antoxidantes que el BHA de
origen sintético (Richheimer y col., 1996; Carvalho y col., 2005). Los antioxidantes mas
efectivos son aquellos que interrumpen la formacién de radical libre. Usualmente
contienen compuestos con anillos aromaticos o fendlicos. Estos antioxidantes donan
He a los radicales libres que se forman durante la oxidacion y el antioxidante se vuelve
un radical. Este radical es estabilizado por resonancia del electrén del anillo aroméatico
y la formacién de la estructuras de quinona (Fennema, 1996). La caracteristica comun
de los flavonoides como flavona, flavonol y flavonona es la estructura basica del flavan
de 15 carbonos (CeC3Cs; Figura I-4). La estructura es de 3 anillos (A, By C) y los
distintos flavanoides se diferencian por el nivel de saturacién del anillo C. La capacidad
de los compuestos polifenélicos de actuar sobre los radicales libres producidos
durante la oxidacion, depende de la estructura, del nimero y la distribucién de los
grupos -OH libres del flavanoide (Lupea, Pop y Cacig, 2008). Flavanoides con mayor
namero de grupos hidroxilo, son mas efectivos que los antioxidantes con uno solo. Por
lo que los compuestos que presentan estructuras 3,4-orto hidoxilo presentan mayor
actividad antioxidante (Geldof y Engeseth, 2002). Algunos flavanoides como
naringinina pueden actuar como secuestrantes de metales uniéndolos a su estructura
en el grupo 5-hidroxilo y 4 oxo.

Las mezclas de tocoferoles naturales son muy utilizadas por la industria de los
alimentos, estan compuestas por d-o, d-, d-y y d-d tocoferol y pueden ayudar al
mantenimiento de la frescura y vida util de los productos. Estos antioxidantes estan
siendo cada vez mas conocidos y aceptados entre los consumidores, ya que son una
forma de la vitamina “E”. Sin embargo, se debe tener en cuenta que la declaracion del
contenido nutricional de vitamina “E” en la etiqueta, debe reflejar la composicién de los
diferentes tocoferoles de la mezcla utilizada como antioxidante. Existen dos fuentes de
mezclas de tocoferol, las cuales estan clasificadas de acuerdo al contenido principal

de las especies quimicas que lo constituyan. Se distinguen “a alta” y “o baja”. El
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“‘oalta” se utiliza generalmente como un nutriente, porque tiene una alta actividad de
vitamina E debido a su concentracion mayor de tocoferoles o y B. Los a tocoferol

tienen mayor actividad antioxidante frente a la rancidez oxidativa in-vivo que in-vitro en

un alimento.
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Figura I-4: Estructura general de los flavonoides (Brewer, 2011)

También son muy buenos antioxidantes, pero no tan buenos como los de “a
baja”, que tienen una concentracion mayor de tocoferoles y y & y una baja
concentracion de tocoferoles o y B. La actividad antioxidante de los tocoferoles y es
mas potente fuera del organismo, en alimentos, respecto a 8, o a. Por lo tanto, las
mezclas con alto contenido en “no a-tocoferol” son aptas como antioxidantes en
alimentos y aplicaciones industriales. Ademéas las mezclas de tocoferoles son
resistentes a los pasos de procesamiento de alimentos a altas temperaturas, poseen
una baja volatilidad, buena solubilidad en grasas y aceites y han sido probados en
numerosos productos (aceites, margarinas, panificados, carnicos). Los tocoferoles
también pueden ser producidos por sintesis quimica, y poseen la misma estructura
guimica y propiedades que los anteriormente descriptos.

El extracto de uva también presenta actividad antioxidante. Se extrae de las
semillas, cavo y ollejo de la uva roja con la que se realizan los vinos. La capacidad
antioxidante de los vinos se encuentra asociada al contenido de polifenoles como
flavonoides y acido fendlico (Radovanovic, Radovanovic y Jovancicevic, 2009). La
composicion de los compuestos fendlicos varia por la variedad de uva, el medio
ambiente, las condiciones climaticas, el tipo de suelo, el grado de madurez y el
proceso para la obtencion del vino (Jayaprakasha, Singh y Sakariah, 2001;
Hatzidimitrioua, Nenadisa y Tsimidou, 2007; Xu y col., 2010). Touns y col., (2009)
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reportaron variaciones entre variedades de uvas en el contenido de fenoles totales,
flavonoides y taninos. La composicion de los fenoles en extracto de semillas y piel de
uva contienen: catequinas, epicatequinas, epicatechina-3-O-gallato, &acido fendlico,
acido cafeinico, quercitin, myricetina, proantocianidinas y resveratrol (Figural -5y | -
6; Hatzidimitrioua, Nenadisa y Tsimidou, 2007).
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Figura I-5: Antioxidantes &acidos fendlicos.
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La mayoria de estos compuestos tienen fuerte actividad antioxidante, y se

encuentran en los vinos rojos. Resveratrol, quercitina y rutina se encuentran

generalmente en los extractos de piel de uva, mientras que catequina y epicatequina

se encuentran en las semillas de uva (Figural -7y - 8).

Los fenoles de las semillas de uva se desgrasan con solvente, luego se extraen

con metanol y se secan bajo vacio. Hu y Skibsted (2002) observaron que el extracto

de semillas de uva, inhibe tanto la hidroperoxidacion de los lipidos como la formacién

de propanal en los sistemas de emulsién. El resveratrol, tiene una fuerte actividad

antioxidante, mayor que el propil galato, vanillina, fenol, BHT, y a-tocoferol (Murcia y

Martinez-Tome, 2001). Esto puede deberse a que presenta 2 anillos fendlicos y mayor

cantidad de —OH que el propil galato, el fenol, el BHT y el a-tocoferol.
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Antioxidantes sintéticos

Los antioxidantes sintéticos mas frecuentemente utilizados en la industria de los
alimentos son butil hidroxitolueno (BHT), butil hidroxianisol (BHA), Galato de Propilo y
ter-butilhidroquinona (BHTQ). Estos compuestos tienen la desventaja de ser muy
volatiles y hay estudios que demuestran que son perjudiciales para la salud,
promotores de enfermedades como el cancer (Hettiarachchy y col., 1996). Debido a
esto, en la actualidad existe una importante presion de los consumidores que incentiva
la elaboracién de productos que provengan de fuentes naturales y que sean
producidos por tecnologias no contaminantes (Valenzuela y Nieto 1995; Damechki y
col. 2001).
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Muchas veces se utilizan agentes quelantes de metales, también llamados
antioxidantes secundarios, en conjunto con los antioxidantes descritos anteriormente.
La funcién de estos agentes es evitar que los iones metélicos que estén presentes en
el sistema, puedan catalizar las reacciones de oxidacion, evitando también la
formacion de complejos coloridos. Entre los agentes quelantes mas utilizados estan el
acido citrico y el EDTA.

Lee y col. (2006b) controlaron la oxidacion en productos carneos (hamburguesas
de pavo y salchichas frescas de cerdo) conteniendo acidos grasos poli-insaturados n-3
mediante una combinacion de extracto de romero (0.2 % p/p) como secuestrante de
radicales libres, citrato de sodio (0.5 % p/p) como quelante de metales y eritorbato de
sodio (1 g/kg producto) como reductor. En estudios previos sobre hamburguesas de
carne bovina, con o sin incorporacion de n-3, evaluaron diferentes combinaciones de
gquelantes (tripolifosfato de sodio, citrato de sodio), reductores (eritorbato de sodio) y
secuestrantes de radicales (BHA, mezcla de tocoferoles y extracto de romero)
encontrando los mejores resultados con la combinacion citrato, eritorbato y romero
(Lee y col. 2005). Meindert Pelser y col. (2007) elaboraron salchichas fermentadas con
sustitucién parcial de la grasa de cerdo por aceite de lino y canola pre-emulsificada o
con aceites de lino y pescado encapsulados, logrando productos aceptables, mas
saludables, aunque la vida util de las que contenian aceite de lino o aceite de pescado
encapsulado fueron menores debido al aumento de la oxidacion lipidica. En trabajos
previos del grupo se desarrollaron hamburguesas de carne enriquecidas con n-3 de
pescado y aceite alto oleico utilizando antioxidante natural de mezcla de tocoferoles
con el agregado de una oleorresina de oregano-romero como antimicrobiano (Pennisi
Forell y col., 2010).

Los antioxidantes estan reglamentados en el Codigo Alimentario Argentino
(2005) en el capitulo VII “Aceites y Grasas”, articulo 523 bis (resol. 2012 del 19/10/84)
y especifica su uso para el agregado en aceites y grasas vegetales comestibles, con la
exclusion de su uso en los aceites de oliva de presién no refinados. Fija ademas, para
cada una de estas sustancias 0 sus mezclas, las dosis maximas permitidas, variables
en cada caso, entre 100 y 200 ppm, salvo en tocoferoles naturales o sintéticos los que
se pueden agregar en concentracion que no exceda la necesaria para lograr el efecto

deseado.

[.2.11. Los fitoesteroles

Desde hace afios se conoce que los fitoesteroles (esteroles vegetales con

estructura similar al colesterol) producen efecto hipocolesterolémico, por lo cual se les
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considera como importantes aliados en la prevencion de las enfermedades
cardiovasculares (Valenzuela y Ronco, 2004). De esta manera entran en juego como
alimentos funcionales, aquellos desarrollos que incorporen fitoesteroles en su
formulacion. Son reconocidos como un componente importante de una dieta saludable
y de dietas disefiadas para reducir la hipercolesterolemia. El United States National
Cholesterol Education Program ha recomendado un suplemento de la dieta con
fitoesteroles de 2 g/dia para la reduccion del colesterol, lo que disminuiria el colesterol
LDL por aproximadamente un 10 % (Ostlund, 2007). Su incorporacion en alimentos
corrientes seria una alternativa a los suplementos. Se han realizado numerosos
esfuerzos para desarrollar métodos de dispersion de los fitoesteroles, dada su
naturaleza hidrofébica y su tendencia a formar cristales estables. A pesar que la
“primera generacion” de productos apuntaba a incorporarlos en alimentos de alto
contenido graso, la “segunda generacion” se orienta principalmente a formulaciones de
alimentos de bajo contenido graso (Moreau, 2005).

Los fitoesteroles son compuestos de origen vegetal y su estructura es similar al
colesterol, del cual se diferencian Gnicamente en un grupo metilo o etilo en su cadena
lateral (Figura 1-9). Entre los esteroles mas destacados se encuentran el campesterol,
el B-sitosterol y el estigmasterol. Los esteroles son estructuralmente similares a los
estanoles, estos ultimos se diferencian por estar saturados mediante hidrogenacion y
estan presentes en la naturaleza con menor frecuencia. Todos deben ser incorporados
a través de la dieta ya que no son sintetizados por el organismo humano. El consumo
de fitoesteroles en la dieta varia entre las distintas poblaciones y culturas. El consumo
habitual en una dieta occidental es de aproximadamente 100 - 300 mg de esteroles
vegetales y 20 - 50 mg de estanoles por dia, mientras que las dietas orientales y de las
personas vegetarianas, la ingesta alcanza niveles mayores, de aproximadamente 300-
500 mg al dia.

CH,
CH,

Diferencia

Sitoesteol Colesteol

Figura I-9: Diferencia entre Fitoesterol (Izquierda) y Colesterol (Derecha).
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El nivel elevado de colesterol en sangre constituye un importante factor de
riesgo para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares. Niveles de colesterol en
sangre entre 200 y 240 mg/dl son considerados hipercolesterolemias moderadas y se
consideran severas si superan este nivel maximo. El 80% del colesterol circundante en
el plasma estd determinado por el genotipo del individuo, donde la edad y estados
fisiolégicos, como la menopausia en la mujer, incrementan los niveles. EI 20 %
restante proviene de la dieta (Rossi y col.,, 2002). La digestion y absorcion del
colesterol se produce en el intestino. Es transportado hasta la superficie de la
microvellosidades de las células epiteliales en la superficie de las micelas mixtas. Se
estima que un 50% del colesterol se reabsorbe, y al ser una molécula que no se
metaboliza, la Unica opcion para eliminarlo es a través de las deposiciones
(Valenzuela y Ronco 2004).

Hay numerosos estudios que indican que el consumo de fitoesteroles y
fitoestanoles reducen los niveles de colesterol total y colesterol LDL tanto estadistica
como clinicamente, en pacientes hipercolesterolémicos y normocolesterolémicos
(Moreau, Whitaker y Hicks, 2002; Jones, Raeini-Sarjaz, y Ntanios, 2000; Platy
Mensick, 2001; Ostlund y col., 2002). Este descenso se observo en dietas normales y
en aquellas con bajo contenido lipidico (De Graaf y col., 2002; Jones y col., 2003),
por lo cual son considerados como importantes aliados en la prevencion de las
enfermedades cardiovasculares (Valenzuela y Ronco, 2004). La Food and Drug
Administracion de los Estados Unidos (FDA, 2000) autorizd la declaracion en las
etiquetas, referente a la asociacion del consumo de fitoesteroles de origen vegetal y la
reduccion del riesgo de enfermedades coronarias, estableciendo que su consumo
diario disminuye tanto el colesterol total en sangre como el LDL en pacientes con
hipercolesterolemia leve o moderada.

La absorcion intestinal de esteroles y estanoles es menor que la de colesterol
(alrededor de un 5 %) y son eliminados con mayor rapidez por la bilis, por lo que su
concentracion sanguinea es menor (100 veces menos que el colesterol circulante).
Asi, del campestanol ingerido se absorbe alrededor de un 13 %, del campesterol un 10
%, del estigmasterol un 5 % y del sitosterol un 4 % (Heinemann, Axtmann y von
Bergmann, 1993). El sitostanol apenas se absorberia. Sin embargo, los esteroles y
estanoles tienen mayor afinidad por las micelas que el colesterol, debido a su gran
hidrofobicidad. En consecuencia, pueden desplazar facilmente al colesterol de las
micelas, reduciéndose de esta manera la absorcion de colesterol (Melnikov, Seijen ten
Hoorn y Eijkelenboom, 2004).

El efecto hipocolesterolémico de los fitoesteroles y fitoestanoles se atribuye a

tres acciones metabdlicas (Valenzuela y Ronco, 2004) (Figura I-10):
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a) Inhiben la absorcion a nivel intestinal del colesterol, tanto de origen dietario
como biliar. Al ser mas lipofilicos que el colesterol, desplazan competitivamente a las
moléculas de colesterol de la micela mixta, reduciendo de esta manera el colesterol
disponible para que penetre a las células epiteliales. Los fitoesteroles, fitoestanoles y
el colesterol que no son absorbidos, son excretados.

b) Inhiben la reesterificacion del colesterol a nivel de la actividad de la enzima
especifica, acilCoA-colesterol-aciltransferasa (ACAT). De esta manera, el colesterol no
se puede incorporar a los quilomicrones y se estimula el eflujo hacia el lumen intestinal
del colesterol no esterificado.

¢) Aumentan la actividad y la expresién del transportador tipo ABC, acelerando
el eflujo de colesterol desde las células intestinales al lumen intestinal y eliminandose

durante la excrecion.
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Figura 1-10: Mecanismo de accion de fitoesteroles y fitoestanoles

La adicion de fitoesteroles y fitoestanoles se ha aplicado en varios productos
alimenticios. Trabajos recientes han demostrado que el consumo de margarinas
enriquecidas con o-sitosterol, campesterol y stigmasterol, o con el derivado
hidrogenado sitostanol, administradas a individuos moderadamente
hipercolesterolémicos, producen reducciones del colesterol circulante de un 10 % en
promedio, y de un 8 % en el colesterol LDL, sin afectar el contenido de colesterol de
alta densidad (HDL) y el nivel de triglicéridos. El consumo promedio de fitoesteroles

para estos estudios fue de 1.5 - 2.2 g/dia y el de sitostanol de 2.0 g/dia (Amundsen y
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col.,, 2002). Mata (2007) estudio el consumo de margarinas con fitoesteroles, donde
su proporcion fue de 2.5 g diarios, con la consiguiente reduccion de 20 mg (11 %) en
el LDL. La accion conjunta de esteroles y estanoles produjo una disminucion del
colesterol total plasmatico y del colesterol LDL, sin modificar los niveles de colesterol
HDL.

Otros estudios indican que el consumo de 2 g/dia de esteroles o estanoles
puede reducir el riesgo de enfermedad coronaria en un 25 %, efecto que se considera
mas significativo que la reduccion de la ingesta de grasa saturada (Law, 2000; Jones,
Raeini-Sarjaz y Ntanios, 2000; Hicks y Moreau, 2001). Mientras que en un trabajo
posterior, Katan y col. (2003) concluye que una ingesta media de 2 g/dia de esteroles
0 estanoles reduce los niveles de colesterol LDL en un 10 %.

Todos estos componentes, que potencialmente mejorarian la calidad de vida de
las personas, podrian incorporarse a diversos alimentos como productos carnicos,
leches, jugos, yogurt y margarinas, entre otros. Las politicas relativas a la alimentacion
deberian promover el desarrollo, la produccion y comercializacion de productos
alimenticios que contribuyan a una dieta saludable y estén en conformidad con las
recomendaciones nacionales e internacionales en materia de alimentacion (OMS
2004).

1.3. Desarrollo de productos conformados en la industria pesquera

[.3.1. Argentina como productor

Como ya se ha mencionado, Argentina es por excelencia un pais exportador de
pescado. La situacion pesquera del pais es similar a lo que sucede en otros paises y
es consecuencia de diversos factores. En primer lugar, hay una fuerte disminucion de
las capturas en las ultimas décadas, lo que pone de manifiesto en las dificultades que
tienen los buques para completar sus bodegas. Esto que lleva a que los productos
pesqueros procedentes de las especies tradicionales, suelan presentar un mayor valor
en el mercado, ya que son un recurso cada vez mas limitado. Simultaneamente, miles
de toneladas de pescado sin valor comercial son descartadas: enterradas o enviadas a
la elaboracion de harina y aceite de pescado. Esto indica que existen especies
excedentes que por sus caracteristicas (sabor, apariencia, forma fisica, ejemplares
juveniles, cantidad de espinas, musculo muy blando, alto contenido en grasa o de
pequefio tamafio, de dificil procesamiento, etc.) tienen poca aceptabilidad y no son
consideradas comercialmente aptas para el consumo directo. Por otro lado, dada la
importancia nutricional del pescado hay un continuo aumento de la demanda de parte

de los paises importadores, sobre las especies de importancia comercial, para
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abastecer sus crecientes mercados internos. Por ello, la incorporacion de nuevas
tecnologias con el objetivo de ofrecer al mercado nuevos productos obtenidos a partir
de especies de bajo valor comercial, actualmente descartadas o subexplotadas,
parece ser una opcion no solo interesante desde el punto de vista econémico, sino de
alto impacto sobre la sustentabilidad.

Realizando una estimacion sobre las capturas mundiales de pescado, se calcula
que el 72% de lo desembarcado en puerto es utilizado en el mercado interno como
pescado fresco, congelado, o para la produccion de enlatado o salado. El 28%
restante es utilizado para el proceso de harina de pescado, alimento para animales o
incluso utilizado como fertilizante sin tratamiento previo. A su vez, entre la gran
variedad de especies pesqueras, el pescado destinado para consumo humano
presenta un rendimiento entre el 25 a 70% de la materia prima como producto
comestible. Considerando como parte Gtil del pescado, al tronco sin cabeza y sin
visceras, ni aletas, por lo queda incluida la columna vertebral y la piel sin escama. Al
referirnos especificamente al rendimiento de filet, este valor depende no sélo de las
caracteristicas previamente mencionadas con respecto a la anatomia de la especie,
sino también de la eficiencia manual del operario. Lo que conlleva a estimar que las
partes no aprovechables para consumo humano supera el 50% del volumen total del
pescado industrializado para consumo humano. A nivel mundial se estima que 20
millones de toneladas anuales de pescado no aprovechado, son destinadas para la
industria harinera (Minozzo, 2010). Esto demuestra que una buena parte del pescado
es descartado y no es utilizado para el consumo humano, a pesar de su valor nutritivo.
De los restos de procesamiento de fileteado, la carne que queda retenida es de buena
calidad alimentaria y se podria extraer para elaborar productos de mayor valor
afadido, siguiendo las caracteristicas sensoriales plateadas por los consumidor a los

que se dirigen y de los posibles mercados compradores.

[.3.2. Desmenuzado de pescado

El desmenuzado de pescado es la carne que se obtiene al separar el musculo
de la piel y las espinas en un equipo separador, frecuentemente de banda y tambor
perforado. La utilizacion de desmenuzado de pescado presenta una muy buena
ventaja industrial. Permite la posibilidad de modificar o desarrollar formulaciones para
productos incorporando facilmente diversos ingredientes o aditivos (Sanchez-Alonso,
Haji-Maleki y Borderias, 2007; Sanchez-Alonso, Solas y Borderias, 2007; Sanchez-
Alonso y Borderias, 2008). En este sentido se podria hablar de la eliminacion de unos

constituyentes y de la incorporacion de otros nuevos. Dentro de estos Ultimos se



Introducciéon General Capitulo I — 52

pueden diferenciar dos funciones importantes de la incorporacion: desde un punto de
vista tecnoldgico se pueden modificar las propiedades fisicoquimicas de los productos
elaborados y desde un punto de vista funcional, la posibilidad de la incorporacién de
ingredientes nutracéuticos y permitir que el producto final obtenido pueda enriquecerse
en compuestos beneficiosos para la salud, que ademas puede tener su importancia a
nivel de marketing. (Moreno Conde, 2010). Se puede buscar de “imitar un producto” lo
que no se refiere Unicamente a obtener una réplica exacta del producto original, sino
que también se puede obtener un producto similar con imagen de “sano” y “nutritivo” a
un precio mas economico (Borderias y Pérez Mateos, 1996).

Por otro lado, el desmenuzado de pescado se aprovecha nutricionalmente como
alimento de alto valor proteico y alto contenido en acidos grasos poli-insaturados.
Puede ser utilizado como alimento para personas, en especial para nifios o ancianos,
que temen consumir pescado por causa de las espinas, facilitando y aumentando, de

esta manera, el consumo de carne de pescado.

[.3.3. Obtenciéon de desmenuzado mecanicamente

La obtencion de desmenuzado de pescado se logra de diferentes maneras. La
tecnologia desarrollada para separar la carne de los huesos fue disefiada por los
japoneses en los afios "40 con el objetivo de obtener el tejido muscular del esqueleto
de varias especies de pescado luego de ser fileteados de manera convencional (Field,
1988). Incluso se la utiliza para aumentar los rendimientos de carnes rojas, aviares
entre otras.

Existen varios equipos para la separacion mecéanica, la base del funcionamiento
de todos es igual, separar la carne de las espinas, huesos y piel. La ventaja de utilizar
este tipo de equipamiento, es recuperar el musculo que queda retenido en los “restos”,
durante el proceso de fileteado (espinazo, recortes como el corte en V donde se sacan
los “pin bons”) aumentando el rendimiento de carne. A su vez, se puede utilizar para
obtener desmenuzado con especies diferentes a las tradicionales y que por alguna
caracteristica particular no son utilizadas como alimento.

La obtenciéon de desmenuzado de pescado se realiza mediante una serie de
etapas. Estas dependeran del producto final al que se destine y de la materia prima de
la que se parta. Si se utilizan los restos de la industria del filetado (espinazos,
recortes), se pasan directamente por el equipo, siempre trabajando con material fresco
y controlando las medidas higiénico-sanitarias. Si se utiliza pescado entero, el proceso
requiere etapas intermedias. Para ello, se debe recepcionar y acondicionar el pescado,

lavar, descabezar, eviscerar y realizar algun tipo de corte o fileteado, como el
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“mariposa”, para facilitar la exposicion del tejido muscular, para extraer solo el musculo
sin el pasaje de piel, espinas y escamas. En esa etapa cuando se utilicen especies
grasas; se debe incorporar algun aditivo antioxidante, ya que, el musculo de pescado
es muy susceptible a la oxidacion. Una vez que se obtiene el desmenuzado, los acidos
grasos poli-insaturados quedan mas expuestos al oxigeno y a la accion pro-oxidante
del hierro de la mioglobina, provocando un desencadenamiento en el proceso de
oxidacion lipidica (Chan y col., 1997 y Sohn y col., 2007).

[.3.4. Equipamiento.

En este trabajo de investigacion el equipamiento utilizado fue un separador de
piel y espinas BAADER 694. EI mecanismo de separacion es de banda y tambor
cribado, se basa en la extraccion del musculo de pescado, utilizando pescado en
forma de tronco (sin cabeza y sin visceras) o en trozos tal como recortes de filetado
(cortes V 0 J) ingresa al equipo a través de una tolva y es presionado por una banda
flexible mévil, contra la parte externa de un cilindro de acero inoxidable perforado. El
musculo pasa a través de las perforaciones, mientras que las espinas, los huesos y la
piel son retenidos en la parte exterior del tambor y son retirados mediante una
rasqueta. De esta manera se logra la separacion del musculo de la piel y las espinas,
asegurando que el desmenuzado resultante presente una consistencia similar al de la
carne picada reteniendo parte de la textura. El tamafio del orificio del tambor perforado
gue se utilice depende, por lo general, de la especie con la que se trabaje. Cuando se
trata de pequefias especies pelagicas, el tamafio de orificio aconsejado suele ser de 2
0 3 mm ya que si fuese mas pequefio se originarian alteraciones irreversibles en la
capacidad de retencion de agua y aumentaria el riesgo de degradacion proteica
durante su mantenimiento congelado. Cuando se trata de especies de mayor tamafio

gue poseen espinas mas grandes, el orificio recomendado es de 4 mm.

[.3.5. Almacenamiento

La carne de pescado es muy susceptible al deterioro si ho se acondiciona en
frio inmediatamente después de la captura. La mejor manera de evitar el deterioro y
mantener sus caracteristicas como recién capturado es almacenarlo congelado.
Durante el proceso de congelacion y el posterior almacenamiento congelado, algunas
reacciones quimicas y enzimaticas se producen en el musculo, causando cambios
irreversibles en la funcionalidad de las de proteinas, cambios organolépticos y pérdida

de nutrientes. Para evitar el deterioro lipidico se deben incorporar antioxidantes, es
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recomendado congelar inmediatamente luego de su obtencion y evitar su
mantenimiento refrigerado. Dada las caracteristica estructurales del musculo de
pescado, los tecn6logos recomiendan para su conservacion en estado congelado
temperaturas inferiores a los -18°C. Bardn y col. (2007), comprobaron en la trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss), que existian mayores alteraciones sobre lipidos y
proteinas del pescado congelado durante un periodo de conservacion de 13 meses a -
20°C que a -80°C.

Los problemas que pueden suscitarse durante el almacenamiento congelado
son la oxidacién, desnaturalizacion y agregacién de las proteinas miofibrilares. Se
producen compuestos como hidroperéxidos y carbonilos, que influyen en el sabor y el
olor. Ademas se producen entre cruzamientos inter e intramolecular, se forman
puentes disulfuro y ditirosina; se fragmentan otras cadenas péptidicas, lo que causan
una disminucion en la solubilidad proteica. Todos estos procesos, provocan cambios

en la textura y la funcionalidad de las proteinas (Lund, Haviid y Skibsted, 2007).

[.3.6. Desarrollo de productos con desmenuzado

Al desarrollar un producto alimenticio uno de los principales puntos es conocer
las caracteristicas de la materia prima, incluyendo la composicion quimica, las
caracteristicas fisicas y la carga microbiol6gica. En el caso del pescado, en la mayoria
de las especies, se observan cambios fisiol6gicos a lo largo del ciclo biol6gico. Y estos
cambios, influyen directamente en la composicién quimica, las propiedades fisicas del
musculo y se traducird en las caracteristicas del producto que se desarrolle. Por lo
tanto, al trabajar con una especie desconocida o con poca informacién, la primera
etapa de trabajo se debe basar en caracterizar la materia prima y sus variaciones a lo
largo del ciclo biologico de la especie. Una vez analizadas, es importante evaluar el
método de conservacion mas adecuado para mantener las caracteristicas iniciales del
pescado.

A partir del musculo de pescado desmenuzado se puede elaborar una amplia
gama de productos. En particular, la industria pesquera lo utiliza para desarrollar
productos como hamburguesas, bastones, salchichas. También es la base para la
elaboracion del surimi utilizado para desarrollar una infinidad de productos de imitacion
como es el kani-kama, que simula a la pata de centolla. El desmenuzado de pescado,
es una matriz que permite la incorporacion de diversos ingredientes, lo que le otorga
una gran versatilidad para desarrollar un sinfin de productos, de diferentes sabores,
colores, texturas incluso formas. Dentro de esta versatilidad de productos, se puede

incorporar no solo ingredientes con finalidad tecnoldgica, también permiten la el
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agregado de compuestos nutracedticos, como son las fibras, &acidos grasos,
fitoesteroles dando lugar al desarrollo de alimentos funcionales, productos buscados
por las nuevas generaciones de consumidores por sus beneficios para la salud
(Sanchez-Alonso, Haji-Maleki y Borderias, 2007). ElI musculo de pescado
desmenuzado permite reformular y ampliar la oferta al mercado de un gran abanico de
productos pesqueros innovadores, atractivos y mas saludables a precios competitivos.

Actualmente existe gran interés por el consumo de productos sanos y de
“aspecto fresco”, de facil y rapida preparacion o incluso listos para consumir. Uno de
los productos por excelencia, considerado como “comida rapida” son las
hamburguesas. Las mismas pueden ser de carne, pollo o pescado. A su vez los
gobiernos estan promoviendo una tendencia mundial para reducir el consumo de sal
de sodio agregada a todo tipo de alimentos (AHA, 2006), para reducir las
enfermedades relacionadas con la hipertensién.

La formulacién de productos conformados, tipo hamburguesas, se realizan
principalmente con desmenuzado de merluza, se les adiciona en algunos casos grasa
0 aceite, pan, pan rallado, agua, condimentos, sal y en algunos casos se agrega
texturizado de soja. Se les realiza un rebosado con pan rallado y se someten a un
rapida fritura superficial que fija el rebozado y le otorga el color y sabor caracteristicos.
Este tipo de producto se comercializa congelado. El pan rallado y el texturizado de
soja se agregan con la intencion de separa la estructura del pescado y evitar que la
textura final sea compacta y elastica. En el caso de las hamburguesas de pescado que
tradicionalmente se consumen en Argentina, estan disefiadas para consumirlas fritas o
al horno ya que se las comercializa rebozadas y pre-fritas. Esta caracteristica que las
hace muy atractivas limita, en cierta medida, el concepto de saludable. Desde un el
punto de vista nutricional este tipo de productos presenta algunas caracteristicas que
pueden considerarse como negativas:

e El pre-fritado que aumenta la incorporacibn de grasas no
saludables en el producto

e La dosis de cloruro de sodio incorporado oscila entre el 1.5y 2
%, que puede ser perjudicial para las personas propensas a
tener enfermedades cardiovasculares.

e El agregado de harina de trigo en forma de pan rallado, limita el
consumo de estos productos en las personas que padecen de
celiaquia.

Estos ingredientes tipicos, presentes en las hamburguesas tradicionales,
pueden ser eliminados, sustituidos o remplazados de las formulaciones y desarrollar

nuevos productos con similares caracteristicas a los tradicionales, de buena
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aceptacion y con propiedades que los vuelvan benéficos para la salud del consumidor.
A su vez volverlo apto para aquellos consumidores con algun tipo de patologia que por
las caracteristicas propias de los productos tradicionales no los pueden consumir.
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CAPITULO I
OBJETIVOS

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es desarrollar productos alimenticios a
partir de una especie marina grasa, subutilizada, con alto contenido de acidos grasos

poli-insaturados (saraca, Brevoortia aurea) y enriquecidos con fitoesteroles.

Objetivos especificos:

1. Determinar periddicamente los cambios en la composicién quimica del
tejido muscular a lo largo del ciclo biol6gico de la especie Brevoortia aurea.

2. Caracterizar el desmenuzado de musculo fresco, en diferentes etapas
del ciclo bioldgico de la especie

3. Estudiar la estabilidad del desmenuzado proveniente de musculo fresco
pre y post desove, congelado a —25 °C, y asi determinar el periodo maximo de
almacenamiento.

4. Evaluar la efectividad de diversos antioxidantes naturales o sintéticos
incorporados en el desmenuzado fresco de saraca en pre y post-desove, y su
estabilidad frente a lo oxidacion de los lipidos durante su almacenamiento
congelado a -25°C.

5. Determinar la calidad higiénico-sanitaria del desmenuzado de saraca
para su utilizaciébn como materia prima segura en alimentos.

6. Desarrollar productos conformados, elaborados a partir de
desmenuzado de saraca y enriquecidos con fitoesteroles.

7. Evaluar la efectividad del uso de antioxidantes naturales en el desarrollo
de los conformados de saraca.

8. Comparar la efectividad como emulsificante en la formulaciéon de
conformados de saraca del concentrado de suero lacteo con 40% de proteina
frente al mismo tipo de producto con un contenido proteico de 80%.

9. Analizar los parametros de calidad del producto crudo, tales como
estabilidad a la oxidacion, desarrollo microbiano y calidad higiénico- sanitaria
para las distintas formulaciones ensayadas.

10. Evaluar los parametros de calidad de los conformados cocidos:
rendimiento en coccion, capacidad de retencion de lipidos y agua, jugosidad,

textura, color y evaluacién sensorial.
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11. Estudiar, durante 6 meses, los cambios en los parametros de calidad de
medallones cocidos en funcion de la formulacion y el tiempo de almacenamiento
a -25°C.

12. Evaluar la vida util de los productos conformados durante el
almacenamiento a —25°C.

13. Determinar el valor calérico, el contenido de acidos grasos insaturados
de los productos cocidos y su relacion con las dosis diarias recomendadas.
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CAPITULO IlI
CARACTERIZACION DEL CICLO BIOLOGICO

Brevoortia aurea

El Mar Argentino se caracteriza por su gran diversidad de especies marinas. Un
gran numero de las mismas se encuentran muy explotadas e incluso en sus limites de
explotacion, mientras otras especies son consideradas como descarte o sin valor
comercial y son desechadas a bordo. Una de las especies sub-explotadas, muy comun
en la plataforma costera bonaerense, es la lacha o saraca, cuyo nombre cientifico es

Brevoortia aurea.

[11.1. Género Brevoortia

Las especies del género Brevoortia habitan el &area costera del Atlantico
Sudoccidental desde Nueva Escocia (45° N) hasta Argentina (40° S). Son especies
pelagicas, lo que significa que tienen comportamientos de habitat en toda la columna
de agua, principalmente en aguas someras aunque pueden ser halladas a veces a
profundidades de 60 m o mas, forman grandes cardimenes, se alimentan de plancton,
son capaces de vivir en un amplio rango de concentracion salina sin que se vea
afectado su metabolismo, se desplazan en aguas marinas costeras e incursionan en
bahias y estuarios. Los géneros de Brevoortia que habitan los mares del norte con
frecuencia son capturados en grandes volimenes mientras que el género que habita el
hemisferio sur (Brevoortia aurea) es considerada especie sin valor comercial. Los
pequefios volimenes capturados son utilizados como carnada para otras especies de

mayor valor como es el caso del besugo (Pagrus pagrus) (Cousseau y Perrota, 2000).

[11.1.1. Especie Brevoortia aurea

Se conoce bajo el nombre de saraca en Argentina, lacha en Uruguay, savela en
Brasil y brazilian menhaden en Estados Unidos. Se distribuye desde Salvador de
Bahia (12° S) hasta Bahia Blanca (40°S) habitando en zonas estuariales (Figura IlI-1).
Es una especie pelagica de la Familia Clupeidae, (Cousseau y Perrota 2000). En
Argentina no tiene valor comercial, por lo cual se descarta en grandes voliumenes
entre los meses de julio y octubre durante la pesca de la corvina rubia. Esta pesca se
realiza en la bahia de Samborombdn, sobre las costas de la provincia de Buenos
Aires. Las mayores concentraciones de saraca se encuentran en profundidades

menores a 10 m. Los ejemplares adultos efectian desplazamientos migratorios, Lopez
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Cazorla (1985) encontr6é una correlacion positiva entre el comportamiento migratorio y
la temperatura del agua, observo la presencia de peces adultos en las costas de Bahia
Blanca en el periodo primavera-verano con temperatura del agua entre 16° y 23°C y
ejemplares de escasa talla durante el otofo-invierno, con temperaturas entre 5° y
10°C. En las costas de Mar del Plata la captura se realiza en el periodo octubre-
febrero principalmente.
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Flgura - 1: Area de captura de saraca.

La edad y el crecimiento fue estudiado por Lopez Cazorla (1985), mediante la
lectura de escamas y por la frecuencia de tallas. Este autor observé que el rango de
edades entre 0 a 11 afios se correlaciona con el intervalo de tallas entre 3 y 40,5 cm.
Se consideran juveniles, a los ejemplares con edades entre 0 y 2 afios; las hembras
entre 3y 11 afios abarcan un intervalo de talla de 22,5 a 40,5 cm. Los machos de 3 a
8 afios abarcan el intervalo de 21 a 36 cm. Los ejemplares juveniles de saraca de
tallas menores a 29 mm presentan una alimentacion a base de zooplancton,
principalmente de copepodos. La anatomia de su aparato digestivo se caracteriza por
poseer denticién, escasas branquispinas y un intestino corto. En cambio en los
ejemplares adultos existe una transformacion del tracto digestivo con el consecuente
cambio en la alimentacion. A medida que crecen pierden la denticion, aumenta tanto el
namero de branquispinas como el largo del intestino y en la alimentacion comienza el
predominio de fitoplancton, preferentemente de diatomeas (Cousseau y Perrota,
2000). Desde el punto de vista ecolégico esta especie es de suma importancia en la
zona ya que es la Unica especie costera que constituye el nexo entre la productividad

primaria y las tramas tréficas superiores.
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Con respecto al area y época reproductiva Acha (1999) encontré que es un
desovante multiple con fecundidad anual indeterminada. Dicha inferencia se basé en
la observacién de un proceso continuo de maduracion desde la etapa pre-vitelogenica
hasta el estadio final de hidratacion. A su vez esto se corrobor6 por la presencia de
hembras maduras con foliculos post-ovulatorios y oocitos vitelados (estadio de puesta
parcial); esto es una indicacion que luego de desovar una camada de oocitos,
desarrolla una nueva camada que sera seguidamente liberada. Es decir, cada hembra
desovard en varias oportunidades dentro de una estacién reproductiva y con una cierta
frecuencia. Se estima que una hembra de B. aurea desova cada 8 dias como término
medio, durante la estacién reproductiva. Acha (1999) observo la presencia de huevos
de Brevoortia aurea en muestras de plancton durante casi todo el afio, principalmente

durante la primavera, de septiembre a enero.

[11.1.2. Composicion quimica

La saraca al igual que otras especies marinas pelagicas como: anchoa, arenque,
caballa, bonito y atln, se caracterizan por ser pescados grasos, con valores que
pueden ser superiores el 20% de grasa en el mdsculo. En la composicion de los
lipidos intervienen fundamentalmente los 4cidos grasos poli-insaturados (n-3 y n-6)
que son benéficos para la salud (Adkins y Kelley, 2010; Connor, 2000 y OMS,
2004). Estas especies forman parte de la llamada “dieta mediterranea”, reconocida
mundialmente como un patron de alimentacion saludable, considerado ideal para la
prevencion de las enfermedades cardiovasculares y el cancer (Royo, 2004). A su vez
la Asociaciébn Americana del Corazén (AHA) recomienda para una nutriciéon saludable,
en individuos sin riesgo cardiovascular, consumir al menos dos raciones de pescado
“azul” a la semana (AHA, 2006).

Existe poca bibliografia sobre la composicién quimica y variaciones estacionales
de esta especie como en muchas de las especies del Mar Argentino. En el caso
particular de la saraca, fue poco estudiada, en parte por la escasa importancia
comercial que presenta en la region. Una de las causas por la cual dicha especie no
se consume se debe a la gran cantidad de espinas presentes en toda su estructura
muscular. El uso de especies marinas sub-explotadas es una alternativa para
desarrollar nuevos productos saludables. Debido al alto contenido de lipidos en
musculo de saraca (Pennisi Forell, Califano y Manca, 2009) este puede ser utilizado
como alternativa para desarrollar productos saludables, a precios accesibles. En las
especies peldgicas, la calidad y la composicion de los lipidos asi como las proteinas,

varian de acuerdo al ciclo biolégico. Los cambios en la composiciéon influyen



Brevoortia aurea Capitulo Il - 62

directamente en las caracteristicas tecnoldgicas que se pueden aplicar a la hora de
definir el desarrollo de nuevos productos.

[1.1.3. indices morfométricos

Se sabe que es muy marcada la relacion entre las variaciones del estado
fisiolégico y la composicion muscular (Encina y Granado-Lorencio, 1997). Los bidlogos
utilizan indices morfolégicos para expresar la dindmica en la utilizacion de la energia
enddégena de 6rganos tales como goénadas, higado y la masa corporal (Collins y
Anderson, 1995). Uno de estos indices es el Factor de Condicion (FC) que se utiliza
para definir el estado fisico y fisiolégico que expresa, de alguna manera, el estado de
bienestar de cada ejemplar. Otro es el indice o Factor Somaético (IS) que indica el
estado nutricional, al relacionar la energia almacenada como lipidos corporales y
proteinas que pueden ser movilizados para enfrentar los requerimientos en periodos
sin alimentacion (Jobling, 1995). Otro de suma importancia es el Indice
Gonadosomatico (IGS) que expresa el estado y grado de desarrollo de las gbnadas
del animal.

En este Capitulo se estudiaran los cambios en la composicién quimica del tejido
muscular de la especie Brevoortia aurea a lo largo de su ciclo biolégico y se

relacionaran con los parametros morfomeétricos.

[11.2. MATERIALES Y METODOS
[11.2.1. Material utilizado.

Se estudiaron ejemplares frescos de saraca, Brevoortia aurea, capturados en el
litoral bonaerense. Las muestras se recolectaron cada 45 - 60 dias, dependiendo
principalmente de la capturas de esta especie por la flota costera que desembarcaban
en los puertos de Mar del Plata y Lavalle (Figura llI-2).

Se analizaron un total de 133 ejemplares adultos, durante los meses de julio de

2008 a mayo de 2009, abarcando un ciclo biol6gico completo.

[11.2.2. Preparacion y acondicionamiento de las muestras

Las muestras capturadas se acondicionaron en cajones con abundante hielo
hasta su llegada al Ilaboratorio. Inicialmente se determinaron las medidas

morfométricas y peso para todos los ejemplares enteros.
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Figura Ill- 2: Zona de captura de Brevoortia aurea

Las medidas registradas fueron: Longitud Total (LT), Ancho Total (AT), Peso
Entero (PE), Peso Eviscerado (PEv) y Peso de las Goénadas (PG). Se utilizé un
ictiometro de 1000 mm para las medidas de longitud total y una balanza eléctrica
Mettler PK 4800 de precision 0.001g.

Se determind el sexo y el estadio de madurez sexual segun los parametros

macroscoépicos descriptos por Acha (1999) Tabla IlI-1.

Tabla lll- 1: Escala macroscopica de madurez gonadal de Brevoortia aurea (Acha,
1999).

Estadio Hembra Machos

| ovarios de reducido ) o
_ . . Testiculos filiformes
Juvenil tamarfio y translicidos

Ovarios amarillos claros,
Il voluminosos, ocupan

En maduracion hasta parte anterior de la Testiculos blanquecinos
cavidad. Se observan

ovocitos a simple vista

Ovarios ocupan la
1l totalidad de la cavidad. Idem anterior, al presionar

En desove Los oocitos hidratados se | los elimina liquido lechoso

observan a simple vista
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Ovarios flaccidos y _
_ Testiculos amatrillentos,
v congestionados, parecen _
_ _ esperma residuales, con
En pos-desove sacos vacios, 00citos _ o
_ _ tintes grisaceos o azules
vitelados residuales

Testiculos de escaso

\Y Ovarios grisaceos con _ _
o volumen, amarillento y sin
En reposo tunica engrosada
esperma
[11.2.3. Calculo de parametros morfométricos
Aleta Doreal g _ Linea Lateral Aleta Caudal
Y/ ;,/ 7 ! Pendulo Caudal \\
_ e

N o) ) ) 9 N S==
Boca 5999, ' = \\\ =\
N7 A2 Anal\\\\i_‘,

AT Figura lll- 3: Anatomia del Pez

7 LT: Longitud comprendida entre el extremo frontal y la bifurcacion de la
aleta caudal, expresada en centimetros (Figura III-3).

» AT: Longitud comprendida entre la aleta dorsal y la aleta ventral, expresada
en centimetros (Figura 11-3).

» PE: Peso total del ejemplar, expresado en gramos.

> PEv de la canal: Peso tras la diseccion del paquete abdominal, incluyendo el
tracto gastrointestinal, el higado y las glandulas digestivas, el tejido adiposo
periabdominal y las gbnadas, expresado en gramos.

> PG: Peso de los 6rganos sexuales, incluyendo los conductos ovaricos o
espermaticos, expresado en gramos.

Para cada individuo se calcularon, ademas, los siguientes indices:

111.2.4. indices Morfolégicos

Factor de condicién eviscerado (FCev)

Relaciona el peso de la canal eviscerada y el largo al cubo expresado en
porcentaje. Factor de Fulton (Nash, Valencia y Geffen; 2006).
FCev =100 X PEV/ LT3 Ecuacion 1ll-1
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indice gonadosomatico (IGS)

Relaciona el peso total de las gonadas y el peso total del animal sin las
gonadas expresada en porcentaje.
IGS =100 X PG / (PT — PG) Ecuacion 111-2

indice somatico (IS)

Relaciona el peso de la canal eviscerado y el cuerpo entero expresado en
porcentaje:
IS= 100 X PEv/ PT Ecuacion 111-3

[11.2.5. Determinacion del sexo y estadio sexual

Se determiné el sexo y estadio sexual de cada ejemplar por analisis histoldgico
del tejido gonadal. Una seccion del mismo se almacendé en formol 10% para su
fijacion. La observacion del tejido se realizd en el laboratorio de histologia del INIDEP.
Las muestras fijadas en formol fueron deshidratadas en un equipo Histoquinet y
observadas al microscopio. Las génadas se clasificaron segin el grado de madurez e
hidratacién de los ovocitos en maduracién (Estadio Il), desoves parciales (Estadio IlI),

posdesove (Estadio IV) y reposo (Estadio V) segun lo propuesto por Acha (1999).

[11.2.6. Andlisis de composicién centesimal

Se determiné el contenido inicial de humedad, cenizas, proteinas y lipidos del
tejido muscular. Se tomaron 3 hembras y 3 machos de cada muestreo, el tejido
muscular de cada ejemplar fue homogenizado por separado y fueron analizados por

duplicado.

Humedad

Se secaron 2 g de muestra en estufa de vacio a 95 — 100 °C hasta llegar a peso
constante. Antes de pesar el residuo seco, las muestras se llevaron a temperatura
ambiente en desecador. A las muestras se las mezcl6 con arena, lavada y calcinada
previamente, para disgregarla y facilitar el secado. El porcentaje de humedad de las

muestras se expres6 como g de agua/100 g de producto.

Cenizas
Se pesaron aproximadamente 0.8-1 g de muestra en cdpsulas de porcelana y se
carbonizaron sobre mechero. Esto permite quemar toda la materia organica en forma

controlada y asi evitar la pérdida de muestra por proyecciones, que se fundan o
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formen inclusiones de carbono y que no se incineren adecuadamente en la mufla.
Luego se calciné en mufla a 550 °C hasta cenizas blanco-grisaceas. Al concluir el
programa de calcinacién, las muestras se dejaron enfriar en la mufla hasta una
temperatura de 40 — 50 °C y se las colocé en un desecador hasta llegar a temperatura
ambiente antes de realizar la pesada. El contenido de cenizas se expres6 como g de
cenizas/100 g de producto.

Proteina

Se determind el contenido proteico mediante el método de Kjeldahl-Arnold-
Gunning (método 24.027, AOAC 1984). Se mineralizé en un equipo digestor (DK20,
Velp, Italia) acoplado a un lavador-neutralizador de gases (SMS Scrubber, Velp, Italia).
Se pesaron 0.5 g de muestra y se coloc6 en tubo de digestiébn con 4 g de mezcla
catalizadora (10 g de K,SO, o0 Na,SO,4 1 g de CuS0O,.5H,0) y 15 ml de H,SO,
concentrado. La mezcla se calent6 segun el programa establecido para musculo de
pescado, primero suavemente hasta que ceso el desprendimiento de espuma; y luego
enérgicamente hasta completar la digestion de la materia organica (color azul verdoso
translucido). Se dejo enfriar. El tubo se destild6 por arrastre de vapor en un equipo
destilador automético (UDK127, Velp, Italia) y se colocé a la salida del refrigerante un
erlenmeyer con 40 ml de H3BO; al 4 % e indicador Mortimer (rojo de metilo-verde de
bromocresol) para recoger el NH; destilado, cuidando que el extremo del tubo quede
sumergido en la solucion del erlenmeyer. En forma automatica, se dosifico
cuidadosamente agua y NaOH 32 % hasta que la solucion tomdé color marrén
indicando la neutralizacién del acido y la alcalinizacion del medio. Se destil6 hasta
alcanzar 150 ml en el erlenmeyer colector. El destilado se titul6 lentamente con
agitacion constante con H,SO, 0.065 N hasta que el indicador viré a su color original
(naranja). Se realiz6 en similares condiciones un blanco de reactivos sin muestra
agregada.

Se utilizé el factor de conversion de 6.25 g proteinas/g N, para calcular el

porcentaje de proteinas de la muestra, mediante la siguiente expresion:

(V Muestra — V Blanco) x N Acido x 0.014 x 6.25
g Muestra

% Proteina = 100

Ecuacion lll-4

El contenido se expres6 como g de proteina/100 g de producto.
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Lipidos

Se utiliz6 el método de Bligh y Dyer modificado por Tanamati y col. (2005). Cada
muestra de 10 gramos se homogeniz6 en un equipo (Virtis, Gardiner, NY) de cuchillas
con 25ml de cloroformo, 50ml metanol durante 2 minutos. Se agregé 25ml de
cloroformo, se homogeniz6 30 segundos, se realiz6 un tercer homogenizado con 20ml
de agua destilada durante 30 segundos y se centrifugé a 4500 rpm. Se transfirié la
fase inferior (cloroférmica) a un bal6on pesado y se evaporé el solvente en un
rotavapor. Se determind el contenido de lipidos por diferencia de pesada. El contenido

se expres6 como g de lipidos totales / 100 g de producto.

Perfil acidos grasos

Se realiz6 sobre fases grasa extraida por el método Bligh y Dyer (111.2.6 Lipidos).
Los analisis se realizaron en el Laboratorio de Calidad de la empresa Omega Sur,
Parque Industrial Savio, Batdn-Mar del Plata. Se utiliz6 un cromatdgrafo de gases
marca Shimadzu GC-17A, con inyector Split, y detector de ionizacién de llama, con
columna capilar de silica fundida Omegawax Supelco 320 (30 m/0,32mm id/0,25 um).
Se us6 nitrégeno como gas transportador, a un flujo de 25cm/seg y las condiciones
cromatogréficas fueron: temperatura del detector 250 °C, temperatura del puesto de
inyeccion 260 °C y temperatura inicial del horno de 190 °C que se aumentd
progresivamente hasta llegar a 225 °C.

La esterificacion de los acidos grasos se realizé segun la norma ISO 5509:2000.
0.1 g de la fase grasa extraida en frio fue disuelta en hexano grado HPLC, se le
agreg6 0.3 ml de KOH en metanol y se agité vigorosamente durante 2 minutos. Se
dej6 reposar para que precipiten los jabones potasicos. Se agregé NaCl en solucion
sobresaturada y se agitdé vigorosamente. Este procedimiento transforma los acidos
grasos en sus derivados mas volatiles, los ésteres metilicos de acidos grasos,

condicién necesaria para su posterior analisis por cromatografia gaseosa.

[11.2.7. Andlisis estadistico

Se realizaron andlisis de varianza (ANOVA) y el test de Tukey para las
comparaciones de pares de medias, considerdndose como significativo un nivel de
P<0.05. Se realizaron regresiones lineales de los pardmetros fisico-quimicos y
morfométricos con la talla de los individuos de cada estadio. Las observaciones se
informan como el valor medio correspondiente + la desviacidén standard. Se utilizaron
los programas SYSTAT (SYSTAT, Inc., Evanston, IL) e InfoStat (grupo InfoStat,

Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina).
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[11.3. RESULTADOS Y DISCUSION
[11.3.1. Caracteristicas del muestreo

En la Tabla 1lI-2 se presentan las medias y sus correspondientes desvios
estandar de las medidas morfométricas obtenidas en los diferentes muestreos durante
el ciclo anual julio 2008 mayo 2009. Se observaron diferencias significativas en las
siguientes variables analizadas: Largo Total (LT), el Ancho Total (AT) y el Peso Entero
(PE). En el rango de tallas muestreadas, de 28.1 a 41.0 cm de largo total, no se
encontraron diferencias significativas entre hembras y en machos en cada periodo
analizado (P > 0.01). Si bien la talla de primera madurez es de 32 cm (Acha, 1999), se
encontraron ejemplares adultos de talla menor a dicho valor.

Los ejemplares de mayor tamafo se presentaron en julio con una media de
38.1 + 2.22 cm y los ejemplares de menor tamafio correspondieron a enero con una
media 33.2 £ 2.65 cm. En la Figura lllI-4, se detalla la distribucion de tallas de los

ejemplares analizados.

Tabla Ill- 2: Valores Largo Total, Ancho Total y Peso entero.

NO
ejemplares

Julio 20 38.10+2.22°¢ 11.46+0.81° 686.67+114.05°
Septiembre 20 34.03+2.52% 10.58+0.84" 546.72+131.89"
Octubre 20 34.39+2.16 % 11.08+0.66 576.46+118.98%
Diciembre 20 35.82+2.34 "™ 10.20+0.83% 474.56+99.13%°
Enero 20 33.20+2.652 9.91+0.81%° 432.55+114.24°
Marzo 20 33.74+2.73% 10.09+0.92% 493.22+132.84%*°
Mayo 13 33.22+1.71° 9.78+0.64% 435.24+87.58%

* Los resultados se muestran como medias * desviacion standard. **Medias con

una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

En relacion al peso total, los ejemplares de mayor peso correspondieron al mes
de julio, 686.67 g. Mientras que los de menor peso total fueron los muestreados
durante enero; presentando ejemplares del orden de los 200 g. En la Figura lll-4 y la
Figura Ill-5, se presenta la distribucion y el recuento de tallas de todos los ejemplares
analizados. El ancho total fue entre 8.3 y 13 cm. El ejemplar que presentd el ancho
menor, se correspondidé con el ejemplar de menor talla y peso, mientras que el de

mayor ancho total correspondié a un ejemplar de julio.
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Las tallas mas abundantes correspondieron al rango entre 33 y 36 cm, y no se
observaron diferencias significativas entre hembras y machos. Esto se correlaciona
con los valores encontrados por Lopez-Cazorla (1985) de 36 cm para hembras y 33

cm para machos en ejemplares adultos.
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Figura IlI- 4: Distribucion de tallas muestreadas a lo largo del afio.
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Figura lll- 5: Recuento total de tallas de saraca a lo largo del afio.
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Se determiné el sexo y el estadio de madurez sexual de manera macroscoépica
segun la Tabla Ill-1 y se corroboré por analisis histolégico de las génadas. De los 133
ejemplares analizados, se identificaron 96 hembras y 37 machos. Con respecto a los
estadios sexuales, se observo que las génadas de los ejemplares capturados en julio
se encontraban en su mayoria en reposo (Estadio V) y algunos comenzando a
madurar sus gonadas (Estadio Il). Todos los ejemplares de septiembre presentaron
sus gonadas en maduracion (Estadio 1), mientras que todos los ejemplares de octubre
ya se encontraban en desove (Estadio Ill). En diciembre se encontraron ejemplares en
desove (Estadio Ill) y en pos-desove (Estadio IV). Los ejemplares de enero se
encontraron finalizando los desoves (Estadio IV) y algunos ejemplares en reposo
(Estadio V), mientras que todos los ejemplares de marzo estaban en reposo (Estadio
V). En mayo se encontraron tanto ejemplares en reposo como en comienzo de
maduracioén (Estadio 11).

Del analisis histolégico de las gbnadas durante el ciclo bioldégico, se pudo
determinar la presencia de foliculos postovulatorios (indicadores de desove reciente) y
ovarios con atresias avanzadas (postdesove y reposo), lo que permiti6 analizar la
distribucién anual. Se observo que la especie presenta un ciclo marcado de desove en
los meses de primavera-verano (desde octubre hasta enero) que coincide con lo
reportado (Macchi y Acha, 2000). Durante este periodo se encontraron gonadas con
ovocitos vitelados (Figura 1l1-6), atresias alfa y foliculos post-ovulatorios, lo que indica
gue se encontraban realizando puestas parciales y por otro lado, también en la ultima
etapa de este periodo, se encontraron ejemplares en post-desove. El estadio de
reposo se extiende durante los meses de marzo a julio, las génadas analizadas en
este periodo presentaron atresias de tipo alfa, beta y gama, ovocitos
previtelogeneticos y la tlnica ovarica engrosada (Figura IlI-7). Los ejemplares
analizados entre el mes de julio a septiembre presentaron estructuras en
previtelogénesis y ovocitos vitelados lo que indicé el paso de los ejemplares de reposo

a maduracion.
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Figura lll-6: Corte histolégico de génada maduras Brevoortia aurea (hembra —
izquierda; macho — derecha; en Estadio Il y Estadio Ill, oocitos vitelados y foliculos
postovulatorios en hembras). Microscopio invertido (Olympus IX70, con camara
digitalizadora Olympus DP71) - 10x.

Hembra: Estadio Il ovocitos vitelados de gran tamafio (Ov), membrana pelucida
evidente (M) y elementos foliculares (Ef: células de la granulosa y teca)
Macho: Estadio Il testiculo maduro con espermatozoides (Ez) de apariencia
desordenada.
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Figura l1-7: Corte histologico de génada en reposo Brevoortia aurea (hembra —
izquierda; macho — derecha; en Estadio V, tejido con atresia).Microscopio invertido
(Olympus 1X70, con camara digitalizadora Olympus DP71) - 10x.

Hembra: Estadio V presencia de ovocitos previtelogeneticos (Pv) con gran nimero de
atresias (at) en diferentes fases de reabsorcion.
Macho: Estadio V paredes testiculares engrosadas y presencia de células en las
primeras fases de la espermatogenesis. (Ec: espermatocitos)

[11.3.2. Célculo de parametros morfométricos

A partir de los datos morfométricos se obtuvieron los indices morfoldgicos: el
Factor de Condicion eviscerado (FCev), el indice Somatico (IS) y el indice
Gonadosomatico (IGS). Estos indices permiten evaluar la dinamica de la utilizacion de
energia enddgena de érganos tales como génadas, higado y la masa corporal (Collins
y Anderson, 1995). Es muy marcada la relaciéon entre las variaciones del estado
fisiolégico y la composicion muscular (Encina y Granado-Lorencio, 1997).
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En la Figura 1lI-8 se presentan las variaciones en el IGS e IS, mientras que la
Figura 11I-9 corresponde a los cambios en el FCev. El IGS presentd diferencias
significativas (P<0.001) entre los distintos periodos, desde julio a octubre las gonadas
aumentan significativamente su tamafo, de octubre a diciembre durante el desove el
tamanfo se reduce significativamente y se mantiene en este tamafo hasta julio donde
comienzan a desarrollarse nuevamente. Se encontraron gonadas pequefias durante el
reposo, menores de 15 g, mientras que en el desove se encontraron génadas de
mayor tamafio, hasta de 110 g. El aumento en el peso de las génadas se debe al
desarrollo y crecimiento de las células sexuales (formacién de organelas, acumulacion
de nutrientes durante el desarrollo de gametos femeninos y masculinos, crecimiento
del vitelo, formacién de vacuolas lipidicas en ovoplasma e hidratacion previa al
desove). En la Figura IlI-8 se observa el cambio del peso de las gbnadas a medida
gque avanza el ciclo de desove; presentan un peso maximo al comienzo del periodo de
desove (octubre) reflejado en su IGS de 13.9 y un minimo en el post-desove (marzo),
con un IGS de 1.85. El peso de las génadas de machos en cada periodo fue menor al
de las hembras. El IS presentd un comportamiento inverso al IGS también con
diferencias muy significativas (P<0.001). El elevado indice somatico durante el reposo,
indica la alta cantidad de energia de reserva que almacena en musculo la especie,
para destinarlo a las diferentes necesidades durante el periodo de reproduccion y
llegar con éxito al desove. El IS disminuye a medida que el individuo consume,
principalmente, los lipidos durante el ciclo biol6égico (Tabla 11I-3). Por otro lado se
observa que finalizado el desove en diciembre-enero, presenta rapida recuperacion de
su condicion fisiologica. Estos cambios IS se reflejan directamente en la composicién

guimica del musculo.
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Figura lll- 8: Cambio anual a lo largo del ciclo biolégico de: indice somético (izquierda)
e indice gonodosomatico (derecha). Las barras expresan el error standard de la

media.



Brevoortia aurea Capitulo 11l - 73

Tabla IlI- 3:Comparacion del indice somatico de ejemplares de Brevoortia aurea a lo
largo del ciclo bioldgico.

Mes N Medias + S.D.

Julio 20 88.99+281°

Septiembre 20 85.30 +1.94°

Octubre 20 82.46+1.95%

Diciembre 20 90.18 +1.85°¢

Enero 20 89.99 +1.95 ¢

Marzo 20 90.33+1.77°¢

Mayo 13 90.98 +1.86°

* Los resultados se muestran como medias + desviacién standard. **Letras diferentes
dentro de la misma columna indican que los valores medios difieren significativamente.
(P <0.05).

El FCev permite estimar las modificaciones temporales del buen estado de los
peces bajo las influencias de factores externos (ambiente) e internos (fisiol6gicos),
independiente de la longitud. Ya que existe un elevado numero de factores
intervinientes en el “buen estado” del pez (Granados-Lorencio, 2002), el FCev varia
segun la especie, morfotipo, sexo, edad, estado de madurez, estado reproductivo,
época del afio y ambiente acuatico. Es Util para comparar poblaciones de una misma
especie, en distintos ambientes. Para evitar el efecto debido al estado reproductivo de
los ejemplares con gonadas hidratadas, se midi6 el factor de condicion de ejemplares
eviscerado. Este factor permite observar cambios a lo largo del ciclo anual, se
observaron diferencias significativas entre los muestreos realizados. El “peor estado
de condicion”, se encontré en ejemplares de diciembre, valores que se correlacionan
con el final de la época de desove. En enero si bien se encuentran algunos ejemplares
en desove su factor de condicion es mejor que en diciembre (Figura I11-9), periodo en
el cual comienzan a recuperarse del estadio de desove y ademas coincide con una
mayor disponibilidad de alimento en el habitat. El FCev aumenta en marzo
coincidiendo con el florecimiento de plancton de otofio. En septiembre se observa otro
aumento en el FCev vy coincide con el florecimiento de plancton a comienzos de la

primavera, etapa del afio donde la saraca encuentra alimento en abundancia.
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Figura lllI- 9 Variacion del Factor de Condicion eviscerado de los ejemplares de saraca
a lo largo del ciclo biol6gico. Las barras expresan el error standard de la media.

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P > 0.05)
[11.3.3. Andlisis de la composicién centesimal

Se observd que en esta especie el contenido de lipidos en el musculo varié
significativamente a lo largo del ciclo, siendo una especie semi-magra entre octubre y
enero. En diciembre alcanzé valores de 3% de lipidos en musculo, mientras que en
julio alcanzé valores de mas de 20% presentando ejemplares con 28% de lipido en
musculo. La reduccién del contenido lipidico entre julio y diciembre (Figura IlI-10), se
debe al esfuerzo energético que requiere para desarrollar génadas y la movilizacion de
los lipidos que invierte el pez para el desarrollo de los huevos o el esperma (Tocher,
2003), con el fin de asegurar la descendencia.

El gasto energético esta dado por la migracion hasta las areas de puesta y por la
inadecuada alimentacién durante el desplazamiento, debido a escasez de alimento en
el trayecto. Otra causa de la reduccién de lipidos, esta dada por el aumento en el
tamafio de los érganos reproductivos, que disminuyen el espacio de la cavidad
abdominal y el individuo no puede alimentarse correctamente, por lo que la energia
gue requiere para todo el proceso proviene principalmente de los lipidos de reserva
(Huss, 1988). Por otro lado entre enero y septiembre la especie atraviesa los periodos
de post-desove, reposo y comienzo de la maduracion donde acumula gran cantidad de

lipidos (23%). Este marcado aumento, se debe principalmente a la buena alimentacion
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Composiciéon Proximal anual de Brevoortia aurea
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Figura lllI- 10: Composicién quimica de musculo de saraca en un ciclo
bioldgico. Las barras expresan el error standard de la media.

gue logran en dicha etapa. La cantidad y calidad del alimento disponible les permite
recuperarse y acumular energia para el siguiente ciclo reproductivo. Durante el final de
la primavera y en el otofio disponen de abundate alimento ya que son periodos de
florecimiento de las microalgas, lo que permite la rapida recuperacion. Otros autores
encontraron variaciones similares en la composicidbn en otras especies pelagicas.
Nielsen y col. (2005) encontraron este comportamiento en arenque (Clupea haerngus),
Zaboukas y col. (2006) observd una reduccion similar del 59.2 % de los lipidos en
bonito (Sarda sarda) y Huss (1988) en el arenque del Mar del Norte.

El contenido de agua, por el contrario, se comporté inversamente, presento
cambios significativos entre los periodos, aument6 significativamente desde la
maduracion hasta alcanzar en promedio el 78% al término del desove. Durante el
periodo de post-desove pierde agua llegando a 67% y se mantiene estable hasta
octubre. Como han citado otros trabajos, se observé una fuerte correlacion entre el
contenido de lipidos y el de agua en el tejido muscular de B. aurea (Figure IlI-11),
siendo:
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% humedad = 79.961 - 0.7928 x % lipidos Ecuacion Il1-5
R*=0.9425 (P<0.001).
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Figura llI- 11: Relacion lipidos vs. contenido acuoso en musculo B.
aurea

El contenido agua+grasa constituye cerca del 80% de la composicion del
musculo de algunas especies (Huss, 1988). Mientras que las proteinas los minerales y
las fibras se mantienen constantes (Nielsen y col., 2005).

Usydus y col. (2011) no observaron diferencias significativas en el contenido de
proteinas de ejemplares de bacalao (Gadus morhua); arenque (Clupea harengus) y
salmon (Salmo salar), presentando valores de 17.4 + 0.9%, 18.1 + 0.5% y 18.4 = 0.7%
respectivamente. Estos valores se correlacionaron con los resultados obtenidos en
saraca, presentando un promedio de 17,99 *+ 1,18% a lo largo del afio. Por otro lado,
las cenizas presentaron diferencias significativas (P<0.001), la diferencia se observa
en julio con contenido minimo de 1.09 £ 0.17% y maximo de 1.7 + 0.05% en diciembre.
El resto del afio los valores no presentaron diferencias significativas presentando un
contenido medio de 1.36 + 0.16 %.

[11.3.4. Perfil de &cidos grasos

Como se observo, el contenido de lipidos en musculo es dependiente de la
época del afio y del estadio sexual en el que se encuentre. Siendo minimo en
diciembre y maximo en julio, este mismo comportamiento fue observado por Zlatanos
y Laskaridis (2007) en especies como anchoa (Engraulis encrasicholus) y caramel
(Spicara smaris). La composicién del perfil de los acidos grasos (Tabla 111-4) muestra

marcadas diferencias a lo largo del afio. Se observa que para todos los periodos los
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acidos grasos mas abundantes son el palmitico (16:0), palmitoléico (16:1), oleico
(18:1), EPA (20:5) y DHA (22:6). Esta observacion se correlaciona con los datos
reportados por Guner y col. (1998); Karakoltsidis, Zotos y Constantinides (1995);
Zlatanos y Laskaridis (2007) y Huynh y Kitts (2009). En el periodo de desove, de julio a
diciembre se observd un menor contenido de palmitico presentando su menor
contenido en octubre (23.98 * 1.43%), aumentando significativamente durante el resto
del afio alcanzando un maximo en marzo (32.36 + 1.26%). En el caso del palmitoléico
el valor maximo se observé en julio (13.54 + 1.72%) disminuyendo significativamente
en diciembre (6.25 + 1.78%) reduciendo a la mitad su contenido. En relacién al oleico,
su menor contenido se observd al finalizar el desove entre diciembre y enero (15%),
aumentando significativamente en marzo cuando alcanzdé la época de reposo. Con
respecto al contenido de EPA varia entre 4.09 = 0.94% en marzo y 8.09 £ 1.27% en

septiembre y el DHA presenta un maximo en diciembre de 18.68 £ 7.77% y un minimo
en marzo 4.09 £ 0.94%.
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Figura IlI- 12: Variacion anual del contenido total de SFA, Total de &cidos grasos
saturados; Y MUFA, Total de acidos grasos monoinsaturados; > PUFA, Total de

acidos grasos poliinsaturados. *Las barras expresan el error standard de la media.

En la Figura 1llI-12 se presenta la variacion anual de acidos grasos saturados
(SFA), acidos grasos mono-insaturados (MUFAs) y acidos grasos poli-insaturados
(PUFASs). Respecto al contenido total de SFA, el mayor contenido se observé durante
los meses de enero a julio donde se encontraba en posdesove y reposo. En marzo
alcanzé un maximo de 46.14 + 1.30%. Entre septiembre y diciembre presentd una
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reduccion a 35-36%. Para los MUFAs se observé un menor contenido en diciembre
(26%) mientras que el resto de los meses aument6 a 36-37%. El menor contenido de
PUFAs se observo en los meses de enero a mayo entre 12 y 19% cuando los
ejemplares se encontraban en posdesove e iniciando el reposo. Ademas se observo
que la relaciébn de n3/n6 fue elevada (6.27), por lo que el consumo del mismo
permitiria mejorar el balance 20/1 de la relacion n6/n3 que actualmente se incorpora
en las dietas occidentales. Los expertos de FAO (1997) recomiendan consumir 5/1 de
n-6/n-3. Valores similares de PUFAs y de la relacién n3/n6, fueron descriptos por
Huynh y col. (2007) en musculo de arenques del Pacifico durante el periodo de reposo

y post desoves.

Tabla Ill- 4: Acidos grasos de musculo de B. aurea (entre paréntesis se indica el

namero de muestras analizadas)

Acido Julio Septiembre  Octubre  Diciembre  Enero  Marzo Mayo
Graso 9) (5) (5) (1) (10) (6) (8)

C14:0 6.29+  6.49+0.86 657+ 428+1.82° 890+ 833+ 7.03.z%
0.78° 0.55" 147 110 0.47°

C16:0 2541+ 2455+1.61° 2398+ 2514+571 27.85+ 3236+ 27.46%
1.74° 1.432 a 1.68%  1.26° 1.79°

C17:0 298+  213+0.65"° 219+ 154+051 175+ 131+ 171
0.39°¢ 0.47° ab 03 0.31*  0.39%

C18:0 338+  297+0.342 3.25+ 457+133 495+ 413+ 365+
0.52% 0.28% cd 031% 042" 052

YSFA 3805+ 36.15+346% 3599+ 3554%7.77 4345t 46.14% 39.86%
2.26% 2.732 2 215" 1.30° 1.72®

C16:1n-7 1354+ 1168+1.00 1260+ 6.25+1.78% 1076+ 1027+ 913+
1.72¢ bed 1.79% 215"  1.05" 1.72°

Cci17:1 250+ 1.79+048°° 164+ 081+045° 116+ 091+ 081+
0.50° 0.86 % 037%* 017®  0.78°

C18:1n-9 1858+ 1852+219* 2208+ 15.67+431 1557+ 23.08+ 20.13+
2.70% 4.09° 2 2.00° 307"  427®

C20:1n-9 301+ 243+0.49°° 051+ 323+124 177+ 308+ 370+
0.78° 0.16° cd 0.63° 069  047°

SMUFA  37.63 34.42:416°° 36.83+ 2597+7.11 2926+ 3734+ 3376+
+2.93° 6.91° 2 2.88%  325° 5.12°¢

C182n-6 235+ 187+084"° 161+ 1.02+049 128+ 118+  0.85%
0.69°¢ 0.95%° ab 021%® 049% 0.26°

C18:3n-3 131+ 1.00+0.14® 188+ 046+0.19%° 113+ 057+ 056+
0.36"° 1.21° 0.41%° 021  034%

C18:4n-3 194+ 2.36+0.62°% 2.95+ 0.60+0.18% 182+ 131+ 115+
0.58°¢d 0.77° 0.20% 0.35%° 0.24%®
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C20:55n-3 598+ 8.09 +1.27° 6.85 + 6.31+2.44 6.15 + 4,98 + 7.93 +

1.18% 1.12% ab 1.79%®  0.26° 1.50°
C22:6n-3 901+ 1260+1.38°° 931+ 1868+7.77 1014+ 409+ 880+
1.90% 4.00% ¢ 296%®  094%  399%
SPUFA 2059+ 2593+4.25° 2261+ 2693+9.65 2076+ 1213+ 19.29%
3.45% 8.05° b 3.98® 185" 545%
Sn-3 18.24 24.06 20.99 26.06 19.48  10.96 18.44
Sn-6 2.35 1.87 1.61 1.02 1.28 1.18 0.85
Sn-3/yn- 776 12.86 13.03 25.54 15.21 9.28 21.68

6

*Los resultados se presentan media + desviacion standard.**Supraindices diferentes en una
misma fila indican diferencias significativas entre las especies (p<= 0.05). Y} SFA, Total de
acidos grasos saturados; ) MUFA, Total de acidos grasos monoinsaturados; > PUFA, Total

de acidos grasos poliinsaturados

[11.4. CONCLUSIONES

Es una especie que presenta marcados cambios en su ciclo biolégico, como se
ven reflejados en los indices morfométricos y en los cambios quimicos de la
composicion proximal del musculo. Dichos cambios estan relacionados a un periodo
de fuerte alimentacién luego del periodo de desove. El periodo de reposo e inicio de
maduracién gonadal concuerda con los meses de alimentacién y acumulaciéon de
grasa en el masculo abarcando el periodo de febrero a agosto. Esta acumulacion de
energia luego la destinara para la etapa de migraciéon, maduracién gonadal y desove.
Por otro lado, la época de desove concuerda con un periodo de menor alimentaciéon y
mayor desgaste fisioldégico abarcando desde septiembre-octubre a diciembre-enero
(Acha y Macchi, 2000).

El aprovechamiento del musculo de Brevoortia aurea en lugar de especies
blancas tradicionales, desde el punto de vista nutricional, es una buena opcién para
realizar productos saludables. Esto se debe al importante contenido de acidos grasos
poli-insaturados, especialmente docosahexaenoico (DHA), eicosapentaenoico (EPA) y
oleico que presenta. Ademas el elevado contenido de n-3 frente al contenido de n-6
permite mejorar el balance nutricional en el consumo de acidos grasos.

Es importante evaluar la composicion de la materia prima en cada estadio, para
definir en que tipo de producto es mas apta tecnolégicamente. De esta manera, las
saraca pescadas entre octubre y mayo, que contienen un contenido de lipidos

intermedio entre 3 y 10% podrian ser utilizadas para desarrollar productos tipo



Brevoortia aurea Capitulo 11l - 80

hamburguesas, nuggets. Mientras que las saracas capturadas entre julio y octubre, en
la etapa final del reposo y al inicio de la maduracién; y que presentan un mayor
contenido de lipidos en musculo, podrian utilizar para desarrollar productos
emulsionados del tipo de salchichas o pastas untables, aprovechando la variacion

estacional del contenido lipidico.
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CAPITULO IV
ALMACENAMIENTO CONGELADO DE DESMENUZADO DE MUSCULO DE
SARACA: CAMBIOS EN LAS PROPIEDADES TECNOLOGICAS DE LA
PROTEINA

IV.1. Congelacion y almacenamiento congelado

A mediados del siglo XIX, se comenzd a utilizar el sistema de refrigeracion
mecanica para preservar alimentos del rpido deterioro y para finales del mismo siglo
el congelado del pescado era una importante industria en los EEUU. Sin embargo la
calidad inicial de los productos pesqueros congelados era muy deficiente y el proceso
no era bien entendido. En el siglo XX tras el avance en los equipos de congelado, se
observé que para mejorar la calidad del pescado congelado se debia congelar
rapidamente. Se desarrollaron equipos como los congeladores de placa que
aumentaban la velocidad de congelado por conduccién. Durante las ultimas décadas,
desde el inicio del empleo del frio como sistema de conservacion, se observé una
mejora continua en el proceso, maquinarias y equipos, logrando mejorar la calidad del
producto en las plantas de congelacion y de esta manera competir en satisfacer las
exigencias del mercado.

Segun datos de la FAO (2011), en 2009, de la totalidad de pescado destinado
para consumo humano a nivel mundial, el 28.1 % se destind para productos
congelados; representando 34.793 x 10° tn de pescado, el 10.2 % para curado, el 14.4
% para conservas y el 46.8 % para consumo fresco. Argentina en 2009 export6
productos de la pesca, en su gran mayoria congelados, por un valor de 1147.876x10°
U$D, ubicandose el pais, en el puesto 25 de este rubro del mercado exportador (FAO,
2011).

La congelaciéon de pescados y mariscos se realiza normalmente para controlar
la oferta en relacion a los rapidos cambios de la demanda del mercado, y asi
beneficiarse con los periodos de volimenes de captura abundantes. La congelacion es
un método de conservacion de alimentos que inhibe de manera parcial o total la
actividad de:

e Enzimas
e Microorganismos
e Metabdlismo.
El masculo congelado inevitablemente pierde alguno de los atributos de calidad

del pescado fresco (Sigurgisladottir y col., 2000). Durante el almacenamiento se
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producen cambios en el olor, sabor, color y fundamentalmente en la textura. Dichas
alteraciones dependeran del manejo previo del pescado, tanto a bordo de la flota
pesquera como durante el procesamiento en planta hasta obtener el producto
congelado. Se han publicado numerosos trabajos sobre el efecto de la congelacion,
analizando en particular el comportamiento bioquimico de las proteinas de musculo de
pescado (Love y col., 1965; Gill, Keith y Smith-Lall, 1979; Hurling y McArthur, 1996;
Refsgaard, Brockho y Jensen, 1999; Tironi, Tomés y Afion, 2010). Se ha establecido
que la estructura del masculo fresco se modifica durante la congelacién y posterior
almacenamiento congelado. Estos cambios se deben al encogimiento de la fibras
musculares que resultan del movimiento de agua hacia los espacios extracelulares
que ocurren debido a la formacion de hielo (Sigurgisladottir y col.,, 2000). La
desnaturalizacion de las proteinas ha sido asociada con los cambios en la textura,
observadas en el muisculo de pescado almacenado congelado, tal como el
“‘endurecimiento”. También se encuentra relacionada con otras alteraciones
funcionales tales como un aumento en la perdida de fluidos, cambios en las
propiedades de unién y gelacion (Tironi, 2005).

Numerosos aspectos relativos a las caracteristicas del musculo de la saraca no
fueron estudiados y se desconocen. En el presente Capitulo se caracterizara la
composicion quimica del musculo de esta especie con distintos estadios de madurez,
para explorar la posibilidad de ser usado como una materia prima alternativa en
reemplazo de las especies tradicionales. Asimismo, las proteinas de musculo de
pescado sufren cambios quimicos y fisicos durante el almacenamiento congelado que
resultan en una pérdida de calidad (Sotelo, Pifieiro y Pérez-Martin, 1995 y Ninan,
Bindu y Joseph, 2010), lo que tiene una influencia directa en la factibilidad tecnoldgica
de desarrollar nuevos productos. Por lo tanto, se pondra énfasis, también, en el
estudio de los cambios que produce el almacenamiento congelado del musculo
desmenuzado de saraca en los siguientes parametros: capacidad de retencion de
agua, pérdidas por “drip”, Indice de la Actividad de la Emulsion, desnaturalizacion

proteica y microestructura.

IV.2. MATERIALES Y METODOS

IV.2.1. Preparacion del desmenuzado de pescado

El trabajo experimental correspondiente a este Capitulo se realiz6 con individuos
frescos del mismo estadio sexual y factor de condicién eviscerado (l1.2.2) Se

seleccionaron cuatro estadios de madurez sexual: Julio (en reposo - Estadio V), fines
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de Agosto (madurez incipiente - Estadio Il), Diciembre (desove - Estadio Ill) y Febrero
(post-desove - Estadio 1V) (Acha, 1999).

Las saracas (B. aurea) se capturaron entre diciembre 2008 (Figura IV-1) y
agosto 2009 en las costas de la provincia de Buenos Aires, en la bahia de
Samborombén, en cuatro épocas diferentes: diciembre 2008, febrero 2009, julio 2009
y agosto 2009.

El muestreo se realizdé sobre un total de 11 cajones (214.45 kg) de pescado
fresco. La pesca fue realizada con redes para pelagicos por pescadores profesionales
y transportados en hielo hasta el Instituto Nacional de Investigacién y Desarrollo
Pesquero (INIDEP), Mar del Plata, Buenos Aires, Argentina. Luego del desembarque,
el pescado fue acondicionado y almacenado en cajones con hielo. Se utilizaron
ejemplares de talla mayor a los 32 cm lo que nos asegura trabajar solo con ejemplares
adultos. Se utilizaron al menos 10 ejemplares en post rigor mortis para realizar la

determinacion del andlisis proximal de cada estadio.

Figura IV- 1: Saracas capturadas en diciembre 2008.

Todos los pescados fueron eviscerados, lavados, fileteados, cuereados
manualmente y para la obtencion del desmenuzado sin espinas se utiliz6 una
“Separadora de Piel y Espinas” Baader modelo 694 (Libeck, Alemania) equipada con
un tambor con perforaciones de 3 mm de diametro. El proceso de separacién se
realizé en la planta Frigo Sur S.A. y se trabajo a temperatura entre 4 y 6 °C. El
desmenuzado fue acondicionado en bolsas de plastico de baja permeabilidad al
oxigeno Cryovac BBA4L (Sealed Air Co., Buenos Aires Argentina), termoselladas, de
50g cada una (Figura IV-2).
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Figura IV- 2: Muestras acondicionadas en bolsas de baja permeabilidad Cryovac
BBA4L.

IV.2.2. Congelacién de las muestras.

Las muestras envasadas se congelaron rapidamente a -30°C en un congelador
de placa, se mantuvieron a dicha temperatura por 24 hs y se transfirieron a un freezer
a -25°C donde se almacenaron durante 6 meses. Cada 2 meses (0, 2, 4 y 6 meses) se
tomaron 13 bolsas que se utilizaron para evaluar la capacidad de retencion de agua, la
pérdida por “drip”, el indice de actividad de la emulsion, la desnaturalizacion proteica y
observar la microestructura del tejido. Asimismo se determiné la composicion proximal

de las muestras frescas para cada estadio.
IV.2.3. Analisis Proximal

Explicado en 111.2.6.
IV.2.4. Capacidad de retencion de agua (WHC)

La capacidad de retencién de agua (WHC%) se midi6é por sextuplicado utilizando
un método de centrifugacion, segun la técnica descripta por Eide, Borresen y Strom
(1982). Se colocaron 2 g de desmenuzado de musculo en un soporte, el que se
introdujo en un tubo de centrifuga Falcon de 50ml. Las muestras se centrifugaron
(Combi-514R, HANIL Science Industrial, Corea) durante 5 minutos a 2500 rpm y 10°C,
el liquido que no era retenido dren6 a través de una membrana de poliéster de 400 um
y se recolecto en el fondo del tubo (Figura 1V-3).
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Cada muestra fue pesada antes y después de centrifugar, para determinar la
pérdida de peso correspondiente.

Figura IV- 3: Sistema de cilindros de acrilico (A'y C) con una
membrana (B) para la determinacion de la capacidad de retencion de agua
de los desmenuzados de saraca almacenados congelados

IV.2.5. Pérdidas por “drip”

En este estudio, el término “drip” ha sido usado para describir el exudado
producido luego del descongelado de las muestras de carne y se lo determiné
siguiendo la metodologia propuesta por Burgaard y Jorgensen (2010). Se colocaron
cuatro muestras de aproximadamente 50 g dentro de recipientes adaptados con
mallas de nylon de 8 mm (Figura IV-4), para permitir el drenado durante la
descongelacion de las mismas a 4 °C durante 16 h. Las muestras se colocaron en la
camara refrigerada cubiertas por una pelicula plastica para evitar la deshidratacion
superficial. Cada muestra fue pesada antes y después de descongelar. La medida se
expres6 como pérdida de fluido porcentual respecto al peso de muestra congelada

inicial.

Pérdida por Drip (%)= (peso del disco inicial — peso del disco final)/ peso del disco

inicial) x 100 Ecuacion 1V-1



Almacenamiento Congelado Proteinas Capitulo IV - 86

Figura IV- 4: Sistema para realizar la determinacion del drip en muestras de 50 g

de desmenuzado de saraca.

IV.2.6. Desnaturalizacién Proteica

Para estudiar la desnaturalizacién proteica se utilizé un calorimetro diferencial de
barrido (DSC-Q100, TA Instruments, EEUU) que opera con nitrégeno liquido,
perteneciente al CIDCA de La Plata. Se incluy6 en este estudio muestras de tejido sin
congelar como controles de los distintos estadios.

Las muestras (aprox. 15mg) se colocaron en capsulas de aluminio,
asegurandose un buen contacto entre la muestra y la base de la céapsula.
Posteriormente se sellaron las capsulas herméticamente. Se obtuvieron los
correspondientes termogramas, sometiendo a las muestras a un programa de
calentamiento entre 20 °C y 120 °C, con una velocidad de calentamiento de 10 °C/min.
Se estimaron las maximas temperaturas asociadas a las transiciones térmicas asi
como la entalpia total de desnaturalizacién térmica de proteinas musculares al menos

por triplicado (RadiCevi¢, Raicevic y Niketic, 2002).

IV.2.7. Microestructura por microscopia de barrido electrénico (SEM)

Se evaluo el efecto del almacenamiento congelado en la microestructura de las
fiboras musculares y la interaccion entre las mismas utilizando un microscopio
electronico de barrido. Se fracturaron a mano pequefias piezas de desmenuzado (5 x
5 x 5 mm) para exponer la estructura interna del desmenuzado. El tejido se fijo

inicialmente durante toda la noche en buffer de glutaraldehido en cacodilato de sodio.



Almacenamiento Congelado Proteinas Capitulo IV - 87

Las muestras fijadas fueron lavadas tres veces en buffer de cacodilato de sodio. Se
deshidrataron en un gradiente de etanol al 70, 80, 90, 95 y 100% durante 10 minutos.
Por dltimo las muestras fueron sumergidas en hexametildisilazano por 5 minutos y se
dejaron secar a temperatura ambiente. Se montaron en placas de aluminio y se
recubrieron con una delgada capa de oro/paladio en un Denton Vacuum desk II.
Luego del recubrimiento, las muestras se observaron en un microscopio electrénico de
barrido JEOL, modelo JSM 6460 LV a 15kv (JEOL, Tokyo, Japdn) perteneciente a la

Universidad Nacional de Mar del Plata.

IV.2.8. Propiedades de la emulsion

Se determin6 el indice Actividad de la Emulsion (IAE) y la Estabilidad de la
Emulsion (EE) de la solucién de proteinas sarcoplasmaticas y miofibrilares de musculo
de saraca. El aislado proteico se extrajo y se analiz6 cada dos meses, durante el

periodo de almacenamiento congelado para los desmenuzados de julio y diciembre.

Aislamiento de proteinas sarcoplasmaticas y miofibrilares de saraca

Para la extraccion de la solucién de proteinas de musculo de pescado se siguié
la técnica de Borderias, Jimenez-Colmenero y Tejada (1985). Se homogenizaron 15 g
de musculo descongelado de saraca (24hs en heladera 4°C) con 60 ml de solucion
0.6M de NaCl a pH 7, se homogenizé en un homogenizador de cuchillas, (Omni-Mixer;
Omnimixer International, EEUU) a bajas revoluciones, durante 1 minuto en bafio de
hielo. Se llevé a volumen final de 360 ml con la solucién de 0,6M de NaCl. Se dej6
24hs en heladera y se fitr6. Luego se centrifugd a 4°C, durante 15 minutos a 5000
RPM en una centrifuga (Combi-514R, HANIL Science Industrial, Corea). De esta
manera se separ0 la grasa y el tejido conectivo de la solucién de proteinas
sarcoplasmaticas y miofibrilares.

Se determiné el contenido de proteinas por método de Kjeldahl-Arnold-Gunning
(factor N = 6.25) utilizando 20 ml de solucién proteica y siguiendo con la metodologia

explicada en 111.2.6. Proteina

Determinacion del IAE

Para el IAE se sigui6 la técnica de Palazolo, Mitidieri y Wagner (2003) basada en
la técnica de Pearce y Kinsella (1978). A partir de la solucién proteica obtenida en
IV.2.8., se prepard una solucion proteica de concentracion 3 mg/ml con buffer fosfato
0.01M; 0.6M NaCl; pH 7. 120ml de la solucién proteica se emulsioné con 40ml de

aceite de maiz a 18000RPM en un homogeneizador provisto de un rotor-estator
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(Omni-Mixer; Omnimixer International, EEUU) en bafio de hielo. R4pidamente se
traspasaron 3 alicuotas de 50ul de la emulsion en tubos con 5 ml de solucion de 0.1%
SDS; 0.01M buffer fosfato; 0.6M NaCl; pH 7. Se invirti6 cada tuvo tres veces y
rapidamente se midi6é la absorvancia a 500nm en un espectrofotometro (modelo UV-
1800, Shimadzu Company, Japon). La absorbancia se midié inmediatamente, para la
determinacion del IAE, y a los 10 minutos luego de preparada la emulsion, para
evaluar la estabilidad. El IAE se calcul6 segun:

IAE=4.606 x A x D/ (L x C x @) (m?/g) Ecuacion V-2
EE= 4.606 x At10 x D/ (L x C x @) (m?/g) Ecuacion 1V-3
Donde:

A= Absorbancia a 500 nm de la emulsién a tiempo 0

At10= Absorbancia a 500 nm de la emulsién a los 10 minutos de realizada
D=Factor Dilucion de 100

L=Camino 6ptico 0.01m

®= Volumen Aceite/Volumen Emulsion 40/160 =0.25

C=Concentracion de la solucion de proteinas 3mg/ml (3000g/m®)

IV.2.9. Andlisis Estadistico

Explicado en 111.2.7.

IV.3. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.3.1. Composicion en los diferentes estadios de madurez sexual

Los resultados correspondientes al analisis del musculo de Brevoortia aurea se
observan en la Tabla IV-1, los mismos corresponden a cuatro estadios de maduracion
a lo largo del ciclo biologico.

Asi como en el Capitulo Ill, nuevamente se observo que los ejemplares de julio
(invierno) donde las gbénadas se encontraban en reposo (Estadio V), presentaron
mayor contenido en lipidos (20.6 + 7.0%) en muasculo. Por otro lado los ejemplares de
agosto presentaban sus gonadas en estadio Il (maduracion) y el contenido de lipidos
en el musculo mostraba una tendencia a decrecer con respecto a julio (Estadio V),

llegado diciembre — febrero (verano) los ejemplares se encontraban en desove y post-
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desove, y el contenido de lipidos en masculo alcanz6 un minimo (3.2 + 2.7%). Por otro

lado, el contenido de proteinas se mantuvo constante con valores cercanos al 18%.

Proteinas Cenizas

Estadio Humedad Lipidos
V (julio) 64.2+56" 20.6+7.0° 152+15°
Il (agosto) 63.4+19° 19.4+2.6°2 18.6 + 0.9 2 1.3+03°
NINCINENIDN 78.7 + 2.8 2 32+27° 18.6 + 1.4 2 1.7+0.1°

IV (febrero) 74.1+05°? 71+0.6° 18.4+0.3% 1.3+0.1°

Tabla IV-1: Composicién proximal del masculo de Brevoortia aurea en diferentes
estadios de madurez sexual* (expresados como % en base himeda). *Valores
promedio + desviacién standard (n=6). ** Supraindices diferentes dentro de la misma

columna indican que los valores medios difieren significativamente (P <0.05)

IV.3.2. Efecto del almacenamiento congelado en la desnaturalizacién proteica

El proceso de congelacion y el almacenamiento congelado producen
desnaturalizaciéon en las proteinas del musculo de pescado, la cual afecta su calidad.
La intensidad en la desnaturalizacion depende de cada especie (Hastings y col., 1985;
Tironi, Tomas y Afién, 2010) y del estado de madurez sexual en el que se encuentren
(Paredi y Crupkin, 1997). Por lo tanto se utilizé calorimetria diferencial de barrido para
determinar la extension de desnaturalizacion de las proteinas miofibrilares y comparar
los resultados con los obtenidos con tejido fresco.

En todas las muestras analizadas los termogramas fueron cualitativamente
similares. Presentaron una endoterma bifasica, donde el primer pico corresponde a la
temperatura de transicién térmica de la miosina, las proteinas sarcoplasmaticas y el
colageno (TI), el segundo pico representa la temperatura de desnaturalizacién de la
actina (TIl). A modo de ejemplo en la Figura IV-5 a, b, ¢ y d se muestran curvas
correspondientes a los estadios de desove (diciembre), posdesove (febrero), reposo
(julio) y maduracién (agosto), respectivamente.

Con el fin de describir los termogramas, la temperatura maxima de los picos fue
utilizada para representar la temperatura de la transicion. Las entalpias parciales de
desnaturalizacion de los componentes principales (miosina y actina) no se calcularon
individualmente ante la dificultad de separar ambos picos correctamente, por ello se
registraron sélo las entalpias totales de desnaturalizacion. El estadio biolégico de las
muestras no tuvo efecto sobre las temperaturas méaximas del pico Il (74.7 °C — 77.6

°C) en el musculo fresco (P<0.05). Sin embargo Tl del desmenuzado sin congelar
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present6 cambios durante el ciclo de desove, presentando un méximo en diciembre
(53.5 °C) y un minimo en julio (51.4 °C). La congelacion provocé una disminucion
promedio de 0.4°C en el valor de TI, y la entalpia total disminuyé en un 13 % en
comparacion a la de las muestras sin congelar (Figura 1V-6).
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Figura IV- 5: Termogramas correspondientes a las transiciones de
desnaturalizacion proteica en funcion del tiempo de almacenamiento congelado a -25
°C. a. Diciembre. b. Febrero. c. Julio. d. Agosto. Fresco: —— inicial. Congelado: ........

t=0meses; ———-t=2meses, —-—-— t=4 meses; —--— - — t =6 meses

A medida que aumentoé el tiempo del almacenamiento congelado el proceso de
desnaturalizacion fue en aumento y se vio reflejado en la disminucién de la entalpia de
desnaturalizacion medida por DSC, hasta alcanzar un 60 % del valor inicial luego de
los 6 meses de almacenado. Sin embargo, ambos picos se pudieron observar incluso
al final del experimento, sin presentar cambios en las temperaturas de las transiciones
(Figura IV-5 a, b, c y d, Figura IV-7).
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La desnaturalizacion por congelamiento de actomiosina puede estar causada por
la formacion de puentes disulfuro, de hidrégeno y enlaces hidrofébicos (Jiang, Hwang
y Chen, 1988). Matsumoto (1980) inform6 sobre la formacion de agregados en el
musculo de pescado durante el almacenamiento congelado. Los resultados
encontrados en este trabajo de Tesis concuerdan con los resultados encontrados por
Schubring (1999) para Pollachius virens, quien reportd que el area de la endoterma

bifasica disminuia a medida que el tiempo de almacenamiento aumenta.
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Figura IV- 6: Comparacion de la temperatura del pico | antes y después de
congelar (tiempo = 0), de muestras capturadas en diferentes meses del afio. Las

barras expresan el error standard de la media.

Il Sin Congelar, Congelado
4.0 I I '—m— Diciembrel
g . ~ o Febrero

57 T A Junio
- 3.0 ? *#\ivAgosto _
S 20- et ” i,
< 1.0 é 4
0.5 I

0 2 4 6

tiempo (meses)

Figura IV- 7: Cambios en la entalpia de desnaturalizacion de las proteinas del
musculo de saraca almacenado a -25°C capturados a diferentes estados de
maduracién B Diciembre, @ Febrero, A Julio y ¥ Agosto. Las barras expresan el

error standard de la media.
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IV.3.3. Cambios en la capacidad de retencidon de agua y pérdidas por “drip” debido al

almacenamiento congelado

La capacidad de retener agua de las proteinas, es una propiedad que les
permite retener liquidos a pesar del efecto de la gravedad o presion aplicada. Esta es
una de las propiedades funcionales mas importantes de las proteinas y esta capacidad
de ligar agua es un factor limitante a la hora de desarrollar productos de origen
proteico. La determinacién de WHC y la pérdida de agua por drip permiten evaluar la
interaccion agua-proteina y determinar la funcionalidad de la proteina evaluada
(Zhang, Mittal y Barbut, 1995; Anese y Gormley, 1996 y Zayas, 1997). A su vez a nivel
comercial, la pérdida por goteo es un problema de tipo econdémico, que afecta
principalmente a quien la comercializa. Reduce el peso de la carne y provoca una
acumulacién de liquido alrededor de ésta, de aspecto poco agradable, o que ocasiona
rechazo por parte del consumidor. Ademas, para el que procesa la carne, es una
pérdida de proteina animal ya que a menudo se desecha el jugo producto del goteo
(Morén-Fuenmayor y Zamorano-Garcia, 2003) que se genera durante el proceso de
descongelacion.

En este trabajo se observd que la capacidad de retener agua disminuyo
ligeramente, mientras que la pérdida por drip al descongelar las muestras aumento6 a
lo largo del almacenamiento congelado, tal como se observa en la Tabla IV-2. Sin
embargo, la pérdida por drip se mantuvo por debajo del 2% indicando que la calidad

de la proteina no varié significativamente durante el afio.

Tabla IV- 2: Cambios en la capacidad de retencién de agua (WHC) y pérdidas por
“drip” en desmenuzado de tejido muscular de B. aurea a lo largo del almacenamiento

congelado a -25 °C.

Tiempo de WHC’ (%) Pérdidas por “drip”” (%)

almacenamiento (n=6) (n=4)

(meses) Diciembre Julio Diciembre Julio
0 82.7+29* 80.0+1.8% 0.76+0.01° 0.01+0.001°
2 79.2+34% 783+29% 0.76+0.10° 0.25+0.11°
4 64.1+24" 76.4+6.0° 0.77+0.11° 0.54+0.02°
6 642+1.3° 765+38% 1.81+0.08* 0.81+0.11°

*Los resultados se muestran como medias + desviaciéon standard; el nimero de
muestras analizado se da entre paréntesis. **Supraindices diferentes para medias de

la misma variable indican que los valores medios difieren significativamente (P <0.05).
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En cuanto a la capacidad de retencion de agua del tejido desmenuzado fresco
previo a la congelacion, se observaron valores medios de 90.00 (+ 2.04) % y 96.04 (+
1.06) % en diciembre y en julio respectivamente. Estas diferencias pueden estar
atribuidas al periodo de desove del afio. Nielsen y col. (2005) trabajaron con filetes
frescos de arenque (Clupea harengus) y encontraron que la capacidad de retencion de
liquidos en otofio fue significativamente mayor que en primavera e invierno. Esta
caracteristica se la atribuye al estado de madurez de las gonadas.

Esta pérdida en la capacidad de retener agua, es atribuida a la desnaturalizacién
de las proteinas miofibrilares y ha sido previamente informada por otros autores en
diferentes especies marinas. Los factores que influyen la capacidad de retencién de
agua del musculo se pueden categorizar como factores internos o externos. Factores
internos como por ejemplo la especie, la edad, el tamafio, el tipo de musculo, el
contenido de grasa intramuscular y la condicién del tejido post mortem. Factores
externos son la alimentacién, la estacion del afo, la ubicacién de la captura y la
manipulacién luego de la muerte (Magnea, 2009). Magnea (2009) describié cambios
en WHC en musculo de Gadus callarias, el cual aumenta durante el periodo de rigor
mortis. Por lo cual periodos cortos de rigor mortis provocaria un menor descenso del
pH lo que resultaria en un aumento de la retencién de agua. A su vez las diferencias
estacionales afectan el proceso de rigor mortis, la condicibn del musculo, la
disminucion del pH durante el rigor mortis y el WHC.

Magnea (2009) no observé cambios significativos en relacion al drip y WPC
durante el almacenamiento congelado en filetes de abadejo (Gadus morhua) y de
carbonero (Pollachius virens). Manteniendose el drip entre 4y 5 % y entre 75y 76% el
WHC para pescado congelado inicial y almacenado durante 1 mes a -25°C. El
aumento en el drip y la disminucién en la WHC son, el resultado de cambios en la
proteina que causan la alteracion de sus propiedades funcionales. Esta pérdida de
funcionalidad puede deberse a diversos factores de distinto origen como la velocidad
de congelacion que influye sobre el aumento en el tamafio de los cristales de hielo o
bien a la desnaturalizacion por la via enzimética que produce la formacién de
dimetilamina y formaldehido, que producen entrecruzamientos (cross-links) entre las
proteinas, provocando una reduccion de la solubilidad proteica, favoreciendo la
agregacion y generando por lo tanto una pérdida en las propiedades funcionales de las

proteinas (Burgaard y Jorgensen, 2010; Gongalves y col., 2008; Ruilova, 2008).
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IV.3.4. Estructura de las fibras de proteinas de musculo de pescado con microscopia
electronica de barrido — SEM

La observacion de las muestras por SEM permite determinar el estado de la
estructura, la disposicién y la interaccion de las fibras musculares. El tejido
desmenuzado, almacenado por 6 meses presentd mayor numero de agregaciones,
interacciones y contraccion, lo que provocé mayor resistencia del masculo a la fuerza
de cizalla (Figura IV-8). Los cambios observados en la microestructura del masculo
explican en parte la pérdida en la capacidad de retencién de agua y el aumento en las
pérdidas por drip durante el almacenamiento congelado. Otwell y Giddings (1980)
reportaron que el tiempo de almacenamiento prolongado en calamar da como
resultado deshidratacién en las fibras y compresion debido al crecimiento de los
cristales de hielo ubicados por fuera de las células. En consecuencia, el
almacenamiento congelado causa deshidratacion parcial de los espacios de las
miofibrillas, volviendo a los miofilamentos mas compactos, duros y posiblemente

favoreciendo su entrecruzamiento.

Figura 1V- 8: Microscopia Electronica de Barrido de musculo desmenuzado de
Brevoortia aurea almacenado congelado a -25°C. A-B Inicio del almacenamiento, bar

= 5um; C-D 6 meses de almacenamiento, bar =5 um.

Matsumoto (1980) propuso que durante las primeras etapas de conservacion
congelado, los filamentos de actomiosina se presentan agregados lateralmente y
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entrecruzados. Este entrecruzamiento y agregacion de la actomiosina, tiene lugar en
una disociacion de la misma en actina f y miosina acompafiada de una agregacion de
ambas proteinas. El endurecimiento homogéneo de las miofibrillas provocado por la
congelacién disminuiria la probabilidad de fractura a lo largo de las zonas Z y los
entrecruzamientos miofibrilares provocarian la disminucion de la resolucion de la fibra.
Ademas podria estar influenciado por la descomposicion por via enzimatica del éxido
de trimetilamina (OTMA) en dimetilamina y formaldehido que es comun en las

especies marinas como los gadiformes.

IV.3.5. indice de actividad de la emulsion

Las proteinas tienen la capacidad de formar emulsiones y esta propiedad juega
un papel importante en sus diversas aplicaciones en alimentos. Varios factores y
condiciones influyen en las propiedades de emulsificacion, estos incluyen:
caracteristica estructural y quimica, por ejemplo el contenido y arreglo de los
aminoacidos, peso molecular, regiones hidrofobicas y condiciones que prevalecen en
el medio (temperatura, pH y efectos i6nicos). El musculo de pescado estd compuesto
por proteinas sarcoplasmaticas y proteinas miofibrilares mientras que el estroma forma
parte del tejido conectivo. La carne de los animales de carne roja tienen una
composicion similar, aunque contienen mas estroma que el pescado.

Las proteinas sarcoplasmaticas estan formadas por muchos tipos de proteinas
solubles en agua. El contenido de proteina sarcoplasmaticas del musculo de pescado
varia con la especie, pero en general es mas alta en pescados pelagicos tales como la
sardina y la caballa e inferior en los demersales tales como el bacalao, la merluza o la
los peces planos (Suzuki, 1987).

Estos polipéptidos también se conocen con el nombre genérico de miogeno; son
fundamentalmente globulinas y albuminas pertenecientes a los sistemas que
intervienen en el metabolismo celular, como el de la glucolisis, al igual que enzimas
como las catepsinas, la creatina kinasa y la mioglobina. Estos grupos de proteinas se
caracteriza por ser buenos agentes emulsificantes y por retener una gran cantidad de
agua, lo que evita perdidas de humedad durante el proceso de coccion de los distintos
productos carnicos, tienen la capacidad de coagular y formar geles cuya textura es
muy deseable en diversos alimentos.

Las proteinas miofibrilares son las que forman las miofibrillas, y estan
constituidas por varias proteinas. En el caso del pescado, la actina y la miosina son las

proteinas con mayor relacién en las propiedades funcionales y de la textura del
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musculo. Las propiedades funcionales del musculo tienen interés tecnolégico y estan
relacionadas con los cambios a nivel de las proteinas miofibrilares.

La habilidad de las proteinas para emulsionar grasas es de gran importancia
tecnolégica, particularmente en la industria de los embutidos de pasta fina y productos
similares. Las proteinas son moléculas anfifilicas con actividad surfractante y se
ubican en la interfase agua-aceite. Esta habilidad es una propiedad funcional
relacionada con las caracteristicas de superficie de las moléculas. Varia entre las
diferentes proteinas, incluso se ve afectada por el perfil de aminoacidos y la estructura
que presenta la proteina, la concentracion, la solubilidad de las proteinas, el pH, la
fuerza ibnica y la temperatura del medio (Terrejon Ramos, 1996). Hay una estrecha
relacién entre la capacidad de emulsionar, la viscosidad y la hidrofobicidad superficial
de las poteinas (Mohan y col., 2008).

Para analizar los datos de IAE obtenidos se consideraron tres factores: el
momento de la captura correspondiente al estadio de reposo y desove del ciclo
biolégico (julio y diciembre respectivamente), el tiempo de almacenamiento del
desmenuzado (0, 2, 4 y 6 meses) y el tiempo transcurrido desde la preparacién de la
emulsion (0 y 10 minutos). El analisis de varianza indico que tanto el momento de la
captura como el tiempo transcurrido desde la preparacion de la emulsion tuvieron un
efecto significativo en los valores de IAE, asi también como todas las interacciones
dobles y la interaccion triple. El tiempo de almacenamiento no tuvo un efecto
significativo en esta propiedad, ya que los IAE de los desmenuzados de julio y
diciembre no presentaron diferencias significativas durante los 6 meses de

almacenamiento congelado.
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Figura IV- 9: IAE de proteinas de musculo de pescado
(sarcoplasmaticas+miofibrilares) durante su almacenamiento congelado a -25°C.
(n=6). Los resultados expresados media + desviacion standard. t0= B t10=" Medias

con letra diferente son significativamente diferentes (P<0.05).
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Terrejon Ramos (1996) observé que tanto en filetes como en desmenuzado de
bacalao (Gadus morhua), no presentaba diferencias significativas en IAE durante 36
semanas de almacenamiento congelado. La estabilidad de la proteina para formar
emulsiones durante 6 meses de almacenamiento congelado puede deberse a la
disponibilidad de los grupos hidrofilicos-hidrofébico que presentan las moléculas de
proteina.

En cambio, los IAE observados al cabo de 10 minutos presentaron una
disminucion significativa (Figura 1V-9). Se observé que las emulsiones realizadas con
el desmenuzado de julio presentaron valores de IAE mayores que el desmenuzado de
diciembre, a lo largo del almacenamiento congelado. Las muestras al inicio del
almacenamiento presentaron valores de IAE t0=54.4, t10=37.8 en desmenuzado de
julio y IAE t0= 44.4, t10= 18.7 en desmenuzado de diciembre. Al finalizar el sexto mes
de almacenamiento congelado, el comportamiento del IAE no presenté diferencias
significativas, los resultados fueron t0=48.3 y t10=24.9 en el desmenuzado del mes de

julio y t0=37.2 y t10= 27.5 en el desmenuzado de diciembre.

IV.4. CONCLUSIONES

La composicion del musculo de Brevoortia aurea presenta cambios estacionales
importantes en el contenido de lipidos y humedad, en relacién al ciclo reproductivo de
la especie. Cuando la especie se encuentra biolégicamente en reposo, y sus 6rganos
sexuales no se encuentran desarrollando ovocitos ni espermatocitos, el contenido de
lipidos en musculo alcanza el valor maximo de 20% y mientras que el contenido de
humedad llega a valores minimo (63%). A medida que la especie comienza a
desarrollar sus érganos sexuales y se prepara para la época de puesta, el contenido
de lipidos en musculo disminuye hasta el 3%, mientras que la humedad aumenta
significativamente hasta alcanzar valores de 78%. El consumo de lipidos del muasculo
de pescado esta asociado a la necesidad biol6gica que presentan las especies para
desarrollar tanto los 6rganos sexuales, como asi también el esfuerzo energético
requerido para migrar a las zonas de desove. El contenido de proteinas y ceniza no
varia significativamente a lo largo del ciclo.

Si bien el contenido de proteina no varia durante el ciclo biolégico, se
observaron diferencias a través de los termogramas obtenidos por DSC en
desmenuzado fresco en los distintos estadios. Se encontré que en diciembre (desove)
presenta un pico maximo asociado a la desnaturalizacion de miosina, proteinas
sarcoplasmicas y colageno a 53.5°C, mientras que para julio dicha temperatura fue
inferior (51.4°C). El almacenamiento congelado a -25°C, provocé la desnaturalizacion

de las proteinas de musculo, influyendo en las propiedades funcionales y la estabilidad
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de las mismas, la que se evidencié en una disminucion del cambio entalpico total a
medida que aument6 el tiempo de almacenamiento. Esta desnaturalizacion se vio
reflejada también en la disminucion de la capacidad de retencion de agua (WHC) y en
el aumento de las pérdidas por drip tanto en los desmenuzados de julio como de
diciembre. A su vez, las imagenes obtenidas por SEM mostraron cambios en la
estructura, disposicion e interaccion de las fibras musculares. Al final del
almacenamiento se observaron estructuras de agregacion entre fibras que explicarian
en cierta medida las pérdidas en la funcionalidad de las proteinas en relacién al WHC
y al drip. En cambio, el indice de actividad de la emulsion no varié a lo largo del
almacenamiento congelado de las muestras de diciembre y julio. Indicando que las
muestras, a pesar de presentar desnaturalizacion, son estables para formar
emulsiones a lo largo del almacenamiento congelado.

Si bien la desnaturalizacién de las proteinas es inherente al proceso de
congelacién y a lo largo del almacenamiento congelado, el problema se puede atenuar
optimizando el mecanismo de transporte, el almacenamiento y los tiempos de
procesamiento para la obtencion de productos. También es importante seleccionar el
equipo de congelacion adecuado para reducir los tiempos de congelacion. La mejor
técnica es congelar rapido, asi minimizar la formacion de cristales de hielo y de esta
manera reducir las pérdidas por drip y WHC. Asi, se podria utilizar la saraca como
materia prima de excelente calidad nutricional en el desarrollo de nuevos productos,
ampliar el mercado y obtener una mayor rentabilidad de los productos realizados con

esta materia prima.
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CAPITULO V

ALMACENAMIENTO CONGELADO DE DESMENUZADO DE MUSCULO DE
SARACA: EFECTO DEL AGREGADO DE ANTIOXIDANTES

V.1. Oxidacion de los lipidos durante el almacenamiento congelado

En los Capitulos anteriores se observo que Brevoortia aurea es una especie rica
en lipidos durante el mes de julio (20%), mientras en diciembre alcanza un minimo
(3%). Nutricionalmente es una buena fuente de proteina y de acidos grasos
esenciales. También se observé que durante los 6 meses de almacenamiento
congelado, si bien presentd un cierto grado de desnaturalizacion de sus proteinas, no
perdid en forma significativa las propiedades funcionales tales como su capacidad de
retener agua, formar emulsion, etc. Por lo cual podemos decir, que el desmenuzado de
saraca congelado a -25°C presentd una buena calidad y estabilidad de sus proteinas
musculares durante 6 meses de almacenamiento a dicha temperatura. Esto nos
permite considerarlo como una buena opcién conservarlo congelado y utilizarlo como
materia prima para el desarrollo de productos a base de desmenuzado de pescado.
No obstante, no debemos olvidar que la saraca presenta un alto contenido de acidos
grasos poli-insaturados a lo largo del afio, los cuales son susceptibles a la oxidacion.
Es por ello que es necesario evaluar la incorporacion de algin agente protector de la
misma.

Como hemos visto en el Capitulo 1, se pueden incorporar a los alimentos
antioxidantes de diversos origenes, ya sean sintéticos o naturales. La tendencia
mundial es reducir el uso de los antioxidantes sintéticos por sus comprobados efectos
nocivos para la salud y promover el uso de los naturales. El empleo de antioxidantes
naturales es una alternativa mas saludable respecto a los sintéticos, si bien estos
altimos son muy eficientes y han sido tradicionalmente usados para controlar el
deterioro en alimentos. El empleo de antioxidantes naturales puede, ademas, reforzar
la actividad de los sistemas antioxidantes enddgenos aportando una proteccion extra
al estrés oxidativo. Los antioxidantes naturales provienen de diversos origenes
(plantas, hierbas, frutos) y estan en continuo estudio (Pinelo, 2003; Garrido, 2007;
Conde, 2009).

Debido al elevado contenido de PUFA en el musculo de pescado, los productos
marinos de especies grasas son muy susceptibles a la pérdida de calidad debido a la
oxidacion lipidica, incluso durante el almacenamiento a muy bajas temperaturas. A su

vez, es mayor el efecto de la oxidacion en los productos elaborados con musculo
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desmenuzado de pescado ya que los lipidos al quedar mas expuestos al oxigeno
circundante pueden oxidarse con mayor facilidad. Por lo tanto, la oxidacion se vuelve
un proceso de deterioro acelerado, provocando cambios de color, olor y sabor. Asi, la
acumulacién de productos secundarios de la oxidacion son los responsables de
desarrollo de color amarillo oscuro en la capa superficial y subsecuentemente en
profundidad de las capas del masculo (Balev, 2009).

Al incorporar antioxidantes en productos de la pesca estos pueden actuar por
diversos caminos, como secuestrante de iones metdlicos, barriendo radicales y
descomponiendo peréxidos. En alimentos los antioxidantes inhiben la peroxidacién de
los lipidos, interfiriendo en la formacién de hidroperéxidos conjugados de productos
primarios de la oxidacién y los compuestos volatiles productos secundarios de la
oxidacion.

En este Capitulo se aborda el efecto del agregado de diferentes antioxidantes
naturales (extracto de uva y tocoferoles) frente al uso de un antioxidante sintético
(terbutil hidroxi quinona, BHTQ) en desmenuzado de saraca. Se busca evaluar entre
ambas opciones de antioxidantes naturales, cual se comporta mejor en la prevencion
de la oxidacion de los lipidos del desmenuzado almacenado congelado, considerando
también la posibilidad de un comportamiento diferente segun el estadio sexual de los
ejemplares capturados.

Trabajos previos demostraron que el antioxidante de extracto de uva es rico en
cantidad y calidad de polifenoles. Los polifenoles de uva blanca son considerados
potenciales antioxidantes y se dividen en dos grupos, los extraibles (flavonoles como
guercitin, catequinas, eipocatequinas) y los no extraibles (proactociandinas y taninos)
ambos grupos muestran efectos positivos en el campo de la nutricién y la salud
(Sanchez-Alonso y col., 2008). La capacidad antioxidante de los polifenoles ha sido
bien estudiada, tanto para lipidos en productos naturales como para modelos de
lipidos. Los flavonoides actlan como antioxidantes, donando electrones y parando la
cadena de los radicales (Grosso y col., 2013). Ademas los flavonoles de uva retardan
la oxidacion ya que pueden quelar a los metales promotores de la oxidacion de los

lipidos (Pazos y col., 2006).

V.2. MATERIALES Y METODOS
V.2.1. Material utilizado.

El ensayo se realiz6 con saracas frescas capturadas en las costas de la
provincia de Buenos Aires, en la bahia de Samborombdn en julio y diciembre de 2009.

El pescado fresco fue donado por la Pesquera Pagos de Santos y desembarcado en el
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puerto de Gral. Lavalle. Se utilizaron 4 cajones (110kg) en Julio y 3 cajones (88 kg) en
Diciembre. El pescado desembarcado fue acondicionado en abundante hielo y
transportado rapidamente hasta el Instituto Nacional de Investigacion y Desarrollo
Pesquero (INIDEP), Mar del Plata, Buenos Aires, Argentina. Los ensayos fueron
realizados con ejemplares adultos de saraca de talla mayor a 32 cm.

V.2.2. Preparacion del pescado

Una vez recibido el pescado en el laboratorio de muestreo del INIDEP, se
prepararon inmediatamente los filetes y se determiné el rendimiento de la operacién
como:

Rendimiento (%):
((Peso Pescado Total- Peso desmenuzado)/ Peso Pescado Total) x 100

Ecuacion V- 1

V.2.3. Preparacion del desmenuzado

Para la obtencion del desmenuzado se siguid la metodologia explicada en
IV.2.1, utilizando una separadora Baader 694. Luego se procedio a la incorporacion de
diferentes antioxidantes, en forma inmediata a medida que se generaba el
desmenuzado. Se evaluaron 4 formulaciones diferentes, dos de ellas contenian
antioxidantes naturales (extracto de uva o tocoferoles naturales), la tercera un
antioxidante sintético (BHTQ) y la cuarta no tuvo agregado de antioxidantes para
utilizarse como control. La experiencia se realiz6 con los desmenuzados de los
diferentes estadios de julio y diciembre. Los antioxidantes y dosis utilizadas se
presentan en la Tabla V — 1.

En este trabajo, las dosis utilizadas se seleccionaron siguiendo resultados
observados en bibliografia y en funcién de ensayos previos en trabajos del grupo. En
todos los casos se trabajé dentro de los limites méximos permitidos y/o recomendados
por la USDA, FDA, OMS vy siguiendo lo establecido en el Codigo Alimentario Argentino
(CAA).

El extracto de semillas de uva fue provisto por la empresa Indena de Francia; se
incorpor6 al producto en una proporcion de 700ppm, para alcanzar una dosis de
catequinas de 100 ppm, ya que en trabajos previos esta concentracion de catequinas
era efectiva para reducir la oxidacion de los lipidos en musculo de pescado (Tang y
col., 2001; Magsood y Benjakul, 2009; Pazos y col., 2010 y Brewer, 2011).
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Tabla V- 1: Composicién y dosis de los antioxidantes utilizados en

desmenuzados de saraca capturadas en julio y diciembre.

; Dosis
. Nombre _ Dosis
Antioxidante _ Composicion compuesto
Comercial Evaluada _
activo
Extracto de Leucocianidinas 97% 700 ppm
: Leucoselect®- _ _ _ 100ppm de
semillas de Catequina+epicatequina  por kg de )
Indena catequinas
Uva 13.4% pescado
64% de no a Tocoferol
1000 ppm
Mezcla de Tocoferol 70% o 6.46% wa d 700ppm de
or e
Tocoferoles AOMsa y 46.20% Pord Tocoferoles
pescado
0 17.74%
Terbutil- )
_ _ 150ppm en relacion al
hidroxi- )
BHTQ _ BHTQ 97% contenido de grasa en
quinona
desmenuzado.
Merck

En el caso de los tocoferoles se utilizé la mezcla al 70% provista por la empresa
AOM S.A. de Argentina. La dosis utilizada fue de 1000 ppm, conteniendo 700 ppm de
a, Y y 0 tocoferoles. En trabajos previos del grupo, se utiliz6 esta dosis y se observaron
buenos resultados frente a la oxidacion de los lipidos en hamburguesas de carnes
rojas enriguecidas con acidos grasos poli-insaturados (Pennisi y col., 2010). En todas
las normativas consultadas, tanto en el caso del extracto de semillas de uva como de
los tocoferoles no hay limite en su uso, son considerados por la USDA y FDA como
compuestos GRAS (generalmente reconocidos como seguro) y se pueden incorporar
sin limite en cuanto se sigan las Buenas Préacticas de Manufactura (BPM).

Con respecto al antioxidante sintético (BHTQ), se utiliz6 una dosis de 150 ppm
en relacion al contenido total de lipidos del alimento, de esta manera se trabajo por
debajo del limite permitido para este compuesto que es de 200 ppm (FSIS, 2007).

V.2.4. Incorporacion de antioxidantes en el desmenuzado de pescado

Se prepararon soluciones etandlicas (etanol absoluto, Merck) en las dosis
determinadas de cada antioxidante. El antioxidante se incorpord con un vaporizador al
desmenuzado a medida que éste se obtenia. Luego se homogenizé durante 1 minuto.
Se prepararon 45 bolsas con 50g de muestra para cada antioxidante y en cada

periodo analizado (Julio y Diciembre). Se realiz6 el mismo procedimiento para las
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muestras control, donde solo se incorpor6 etanol con un vaporizador y se homogenizo
de igual manera que las muestras con antioxidante. Se utilizaron bolsas de baja
permeabilidad al oxigeno Cryovac (BBA4L, permeabilidad al O,: 35 cm®/24 h/m?/105 Pa,
y permeabilidad al CO,: 150 cm®24 h/m,/105 Pa) provistas por Sealed Air Co.,
Buenos Aires, Argentina. Para estos ensayos se utiliz6 un total de 18 kg de
desmenuzado fresco de saraca para los dos periodos evaluados.

V.2.5. Congelacién de las muestras
Explicado en IV.2.2.

V.2.6. Oxidacién lipidica

Para la determinacion de la oxidacién lipidica se utiliz6 el método del &cido
tiobarbitarico el cual reporta las sustancias reactivas al TBA (TBARS), segun las
modificaciones propuestas por Tironi, Tomas y Afdn, (2007). Este analisis se realiz
por cuadruplicado sobre 2 g de muestras elegidas al azar. Para precipitar la proteina
presente y solubilizar las TBARS se us6 acido tricloroacético (TCA) 10 % y se coloco
en bafo de agua-hielo, homogeneizando la mezcla durante 30 segundos en Omni-
mixer (Omni-Mixer; Omnimixer International, EEUU) a baja velocidad.

Luego se filtré por papel. Se tomaron 2 ml de filtrado y se colocaron en un tubo
con 2 ml de reactivo TBA 0.5 % (preparado en agua el dia de uso y sonicado 30
minutos), dejando reaccionar en bafio termostéatico a 70 °C durante 30 minutos. Luego,
se enfrié bajo canilla y se midi6 la absorbancia (A) a 532 nm en un espectofotometro
(UV1800, Shimadzu Company, Japén).

Las TBARS se expresaron como mg de malonaldehido (MDA)/kg producto:

N° TBARS = mg MDA/kg producto=  Asz, X M X Va x Ve x1000 Ecuacion V - 2

ExLXxm

Donde:

M: masa molecular del malonaldehido (72g)

Va: volumen alicuota (2ml)

Ve: volumen extracto (15ml)

E: coef. de extincién molar del complejo coloreado.(1,56x10° M)
L: camino 6ptico (1cm)

m: masa de muestra
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Las determinaciones de TBARS se realizaron cada dos meses hasta alcanzar
los 6 meses de almacenamiento congelado.

V.2.7. Color

Las mediciones de color se llevaron a cabo con un colorimetro triestimulo
Minolta CR-400 (Minolta CR-400, Minolta Corp., Ramsey, New Jersey, USA). Este
equipo es un analizador compacto triestimulo del color reflejado por superficies, el cual
consta del respectivo cabezal de medida (area de medicion de 8 mm de diametro) y un

procesador de datos DP-301.

+L

Figura V- 1: Espacio croméatico

Se extrajeron muestras a los 0, 2, 4 y 6 meses de almacenamiento congelado,
se las acondicion6 a temperatura ambiente, y se efectué la medida de color sobre la
cara externa de las mismas por sextuplicado.

El color fue descripto a través de la luminosidad L* y la cromaticidad por los
parametros a* y b*. El parametro L* varia desde 100 para un blanco perfecto a 0 para
el negro, a* representa rojo cuando es positivo, y verde cuando es negativo, y b*

representa amarillo cuando es positivo y azul cuando es negativo (Figura V- 1).

V.2.8. Disefio experimental y analisis estadistico de los resultados

Se considerd un disefio con dos factores: tipo de antioxidante y tiempo de

almacenamiento congelado. Las determinaciones de TBARS y color se realizaron
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cada 2 meses hasta alcanzar los 6 meses de almacenamiento congelado. El andlisis
de los resultados se efectud segun lo explicado en 111.2.7.

V.3. RESULTADOS Y DISCUSION
V.3.1. Rendimiento

Con respecto al rendimiento de la obtencion de desmenuzado a partir de
pescado entero, se observd que los ejemplares capturados en el mes de julio
presentaron un rendimiento de 33.02+0.96% mientras que en diciembre fue de
26.27+2.41%. Estas diferencias significativas en los rendimientos de los distintos
periodos, puede deberse a las condiciones fisiolégicas de los ejemplares. En julio los
ejemplares presentan un alto contenido de grasa en el musculo, lo que se refleja en un
indice Somatico (IS) mayor con respecto a los valores de IS en diciembre, cuando la
saraca se encuentra finalizando el periodo de desove.

Rodriguez Guerrero (2007) observé que el rendimiento en caballa (Scomber
Scombrus) es de 30% y este valor puede variar dependiendo del tamafio de los

ejemplares y de la época.

V.3.2. Oxidacion lipidica

En el desmenuzado de julio (Figura V-2) se observd, una efectividad similar
desde el inicio del almacenamiento hasta alcanzar los 2 meses de almacenamiento
para los desmenuzados con el BHTQ vy el extracto de semillas de uva. Las muestras
con BHTQ y uva presentaron valores iniciales de TBARS para los antioxidantes de
0.42 + 0.06 mg MDA/kg y 0.42 + 0.09 mg MDA/kg respectivamente. Continuando el
almacenamiento, el antioxidante BHTQ mantuvo su efectividad con valores de TBARS
por debajo de 1 mg MDA/kg, mientras que el extracto de uva, si bien fue aumentando,
el nimero de TBARS durante el almacenamiento también se mantuvo menor a 2 mg
MDA/kg de desmenuzado, considerado como limite de aceptabilidad sensorial en
cuanto a la oxidacion de lipidos (Dalgaard, Gram y Huss, 1996; Chow, 2000;
Georgantelis y col., 2007).

La mezcla de tocoferoles present6 un valor inicial de TBARS de 2.39 + 0.05 mg
MDA/kg, similar a las muestras control, y a diferencia del comportamiento de los otros
antioxidantes mostr6 un descenso en los TBARS al avanzar el tiempo de
almacenamiento. En el control se observd una oxidacion considerable desde el
comienzo del almacenamiento (2.00 + 0.22 mg MDA/kg), la que fue aumentando

significativamente a lo largo del tiempo, alcanzando el valor maximo a los 6 meses de
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almacenamiento. También en las muestras con extracto de semillas de uva o BHTQ,
los valores de TBARS aumentaron durante el almacenamiento.

El orden de efectividad debido al antioxidante independiente del factor tiempo
de almacenamiento para las muestras de julio fue BHTQ (0.69 + 0.30 mg MDA/kg) >
extracto de UVA (1.26 + 0.81 mg MDA/kg de alimento) > mezcla de tocoferoles 70
(1.62 £ 0.63 mg MDA/kg) > control (3.14 = 0.86 mg MDA/kg de alimento).

Con respecto al desmenuzado de diciembre, las muestras presentaron valores
mayores de TBARS (Figura V - 3), el contenido de lipidos de esos ejemplares era
menor que en julio, 3% vs. 20%, respectivamente, por lo que si lo expresamos en base
lipidica la cantidad de malonaldehido formada en diciembre es todavia mas importante
respecto a julio, estimamos que podria deberse a las altas temperaturas alcanzadas
en diciembre ya que, si bien la temperatura se mantuvo controlada una vez que los
ejemplares llegaron al INIDEP, pueden haber sido mayores a bordo del pesquero y
durante el transporte. El control present6 valores elevados desde el inicio de la
experiencia (3 mg MDA/kg) y fue aumentando significativamente a lo largo del
almacenamiento a -25 °C. La efectividad de los antioxidantes en relacién al tiempo de
almacenamiento fue: mezcla de tocoferoles 70 (1.68 + 0.68 mg MDA/kg) > BHTQ (2.06
+1.74 mg MDA/kg) > extracto de UVA (2.3 £ 1.64 mg MDA/kg) > control (4.30 £ 1.74
mg MDA/kg). Si bien se observd que el antioxidante mas efectivo para el
desmenuzado de diciembre fue la mezcla de tocoferoles 70%, no logré mantener los
TBARS por debajo de 2 mg MDA/kg, luego de cuatro mes de almacenamiento
congelado. EI BHTQ vy el extracto de semillas de uva tampoco mantuvieron los valores
de TBARS por debajo de 2 mg MDA/Kg, a partir del cuarto mes de almacenamiento.
En el caso de la muestra control se observé que los valores iniciales de TBARS fueron
de 3.11 + 0.20 mg MDA/Kg.

Evaluando la efectividad de los antioxidantes antes de alcanzar los 4 meses de
almacenamiento donde todas las muestras con antioxidantes se encontraban por
debajo del limite de aceptabilidad sensorial observamos que la media de oxidacién no
presenté diferencias significativas entre el antioxidante sintético (0.82 + 0.30 mg
MDA/kg) y los antioxidantes naturales (tocoferol 1.07 + 0.25 mg MDA/kg y extracto de
uva 1.12 + 0.72 mg MDA/kg).

El comportamiento creciente de TBARS para las muestras de pescado también
fue observado por otros autores. Sdnchez-Alonso y col. (2008) observo este aumento
en muestras de desmenuzado de caballa (Trachurus trachurus) con 5.5 % de lipidos y
adicionadas con antioxidante obtenido de pulpa de uva blanca al 2 y 4 % durante el

almacenamiento congelado. Pazos y col. (2010) observaron el comportamiento en
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muestras de desmenuzado y filetes de caballa almacenadas con diferentes extractos
antioxidantes (pino, nuez, uva) observando que la mayor efectividad estaba dada por
el extracto de uva con mayor numero de monémeros de catequinas. Los polifenoles
menos polimerizados presentaron mayor actividad como antioxidantes (Plumb y col.,
1998; Tourifio y col., 2005).

N
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Figura V - 2: Sustancias Reactivas del TBA (TBARS) de desmenuzado de julio
almacenado congelado a -25°C durante 6 meses. Las barras expresan el error

standard de la media.
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Figura V - 3: Sustancias Reactivas del TBA (TBARS) de desmenuzado de
diciembre almacenado congelado a -25°C durante 6 meses. Las barras expresan el

error standard de la media.

® BHTO X Control + Tocoferol ~ Extracto Uva
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Los extractos de semilla de uva comerciales son una buena fuente de
proantocianinas de baja a media polimerizacion (2.4 unidades monoméricas) y
muestran una buena habilidad para donar electrones, quelar iones férricos y estabilizar
antioxidantes (Pazos y col., 2010). El efecto antioxidante del extracto de uva en los
desmenuzados de saraca, se debe al elevado contenido de polifenoles presentes en
dicho extracto, la dosis utilizada contenia 100 mg de catequinas, compuesto con gran
actividad como antioxidante ya que su efecto se basa en que prolonga el periodo de

induccién del proceso de oxidacién (Pazos y col., 2010).

V.3.3. Color

Se evalué el color superficial de los desmenuzados durante su almacenamiento
congelado con el fin de evaluar el cambio de coloracién en relacion al proceso de
oxidacién de los lipidos. Los pardmetros medidos fueron: luminosidad L, a* y b*.

Con respecto al desmenuzado de julio (Figura V-4) no se observaron diferencias
significativas en la luminosidad (L) al inicio del almacenamiento, entre los diferentes
antioxidantes ensayados. Al avanzar el tiempo de almacenamiento, se observd un
aumento de L en los desmenuzados con antioxidantes de uva, control y BHTQ
alcanzando valores de luminosidad de 64-65 mientras que la mezcla de tocoferoles no

presentd cambios.
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Figura V- 4: Cambios en los parametros L* en desmenuzado de julio con la
incorporacion de distintos antioxidantes almacenados a -25°C durante 6 meses. Las barras

expresan el error standard de la media.

En la Figura V — 5 se presentan los valores de los pardmetros a* y b* de los
desmenuzado de julio con los diferentes antioxidantes. El parametro a* present6
diferencias significativas entre las distintas muestras siendo para control (4.00 + 1.41)
< BHTQ (4.46 + 0.97) < tocoferol (5.04 + 1.05) < extracto de uva (5.65 + 1.01). Al inicio
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del almacenamiento, se observé una mayor coloracién anaranjada para las muestras
con extracto de uva (a*= 7.47 + 0.26) sin presentar diferencias con las formulaciones
con tocoferoles (a*= 6.45 + 0.46), mientras que los tocoferoles tampoco difirieron
significativamente, al inicio del almacenamiento, de las muestras con BHTQ (a*= 5.91
+ 0.58) o de las formulaciones control (a*= 5.50 + 1.08). A su vez se observo que
todos los antioxidantes evaluados presentaron una reduccion significativa de este
pardmetro durante el primer mes de almacenamiento y luego se mantuvo sin
variaciones durante el resto del almacenamiento congelado. Este mismo
comportamiento lo observé Sanchez-Alonso y col. (2011) en muestras de
desmenuzado de caballa adicionadas con acido caféico y fibra dietaria de trigo como
antioxidante.

El pardmetro b* (Figura V — 5) también arroj6 diferencias significativas entre los
desmenuzados de julio al comienzo del almacenamiento, reiterdndose un mayor valor
para la muestra con extracto de semillas de uva. Tanto los desmenuzados con
antioxidantes como el control presentaron un comportamiento creciente en el valor b*
a lo largo del almacenamiento, lo que se asocia con la coloracion amarilla tipica de los
productos de oxidacion (Sanchez-Alonso y Borderias, 2008).

Sanchez-Alonso y col. (2011) observd, en muestras de desmenuzado de caballa
con 6 % de lipidos en musculo, adicionadas con antioxidante acido caféico y fibra de
trigo, el mismo comportamiento en el parametro de luminosidad; L* presentaba
pequefias diferencias al inicio del almacenamiento, principalmente debido a las
caracteristicas de color que puede aportar el antioxidante incorporado. También
observaron en las muestras con antioxidante que la reduccién del pardmetro a* era
menor que en la muestra control, esto se correlaciona con el efecto inhibidor de cada
antioxidantes, a la reduccién de la oxidacion de la hemoglobina y al menor numero de
productos de peroxidacion de los lipidos. Algunos autores proponen la reduccion del
parametro a* en especies pelagicas como una medida indirecta para evaluar la
oxidacién de la hemoglobina presente en musculo de pescado como asi también de
los lipidos oxidados (Undeland, Ekstrand, y Lingnert, 1998). Esto es especialmente
importante para especies como jurel cuyo muasculo contiene grandes cantidades de
hemoglobina, un activador conocido de la oxidacion de lipidos (Richards y Hultin,
2000; Richards, Modral y Li, 2002; Undeland, Hultin y Richards, 2002).



Almacenamiento Congelado Antioxidantes Capitulo V - 110

14 Control |14 EBHT Q
12 12 - T
10 - o -
g - g -
6 - I B
4 4 4 =
2 B 2
D 1 T 1 D m
i f* =i h*
ma [ 4 B md m? md &
14 - Tocoferol || 14 - Extracto de UVA -
12 T T I
10 ~
B 4
B 1 I
4 I
2 .
I:I T T 1 +
a* b* a
mo m 4 5 ] m? m4d B

Figura V - 5: Cambios en los parametros a* y b* en desmenuzado de julio con la
incorporacion de distintos antioxidantes almacenados a -25°C durante 6 meses. Las

barras expresan el error standard de la media.

En el andlisis de color de los desmenuzados de diciembre, tampoco se
observaron diferencias significativas en el parametro L* entre los desmenuzados
formulados con distintos antioxidantes (Figura V - 6). El valor inicial fue: L* =54.39 +
1.17 para la formulacion con tocoferoles; 54.13 + 0.40 para el control; 52.90 + 2.29
para la formulacion conteniendo BHTQ y 52.38 + 1.76 para el extracto de uva; sin
presentar cambios significativos a lo largo del tiempo de almacenamiento congelado.

El parametro a* mostré diferencias significativas entre los distintos antioxidantes
desde el inicio del almacenamiento, siendo nuevamente el extracto de uva el de mayor
coloracion anaranjada, seguido por el control y en menor medida las muestras con
BHTQ y mezcla de tocoferoles.

Al igual que en el trabajo de Sanchez-Alonso y col. (2008) en desmenuzado de
caballa con antioxidantes de uva, en el presente trabajo, también se observo que el
parametro a* no varié durante el tiempo de almacenamiento de los desmenuzados de
diciembre conteniendo antioxidantes, mientras que el valor del control se redujo

significativamente.
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Figura V- 6: Cambios en los parametros L* en desmenuzado de diciembre con
la incorporacioén de distintos antioxidantes almacenados a -25°C durante 6 meses. Las
barras expresan el error standard de la media.

La reduccién del valor a* (Figura V — 7) esta relacionado con una reduccién en el
color rojizo del material fresco, la aparicion de coloracion verdosa y tal vez con el
desarrollo de compuestos de la oxidacion de lipidos en la muestra (Burgaard y
Jargensen, 2010).
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Figura V - 7 Cambios en los parametros a* y b* en desmenuzado de diciembre
con la incorporacion de distintos antioxidantes almacenados a -25°C durante 6 meses.
Las barras expresan el error standard de la media.
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El parametro b* no present6 diferencias significativas entre los desmenuzados al
comienzo del almacenamiento b*= 12.9 + 0.11. Los cuatro desmenuzados presentaron
un comportamiento creciente en el valor b* a lo largo del almacenamiento, lo que se
asocia con la coloracion amarilla, la pérdida natural del color rosado del material
utilizado, la oxigenacién de las hemoglobinas, la aparicion de colores pardos debidos a
la oxidacion de pigmentos y de los productos de la oxidacion de lipidos. Estos cambios
estan asociados también con el oscurecimiento del musculo rojo del pescado,

resultado de la formacion de metamioglobina (Chaijan y col., 2005).

V.4. CONCLUSIONES

El antioxidante sintético (BHTQ) fue el de mejor accién antioxidante para el
desmenuzado de julio. Sin embargo, es importante destacar que el extracto de
semillas de uva le siguié en efectividad presentando un buen comportamiento,
manteniendo los valores de TBARS por debajo del limite maximo durante todo el
periodo de almacenamiento analizado para el desmenuzado de julio. Con respecto al
desmenuzado de diciembre, los valores de TBARS fueron elevados desde el inicio de
la experiencia, manteniéndose por debajo de 2 mg MDA/kg de musculo sélo hasta el
cuarto mes de almacenamiento.

Los elevados valores iniciales de TBARS correspondientes al mes de diciembre
pueden explicarse por las altas temperaturas del verano, las que probablemente
favorecieron la aceleracién del desarrollo de la etapa de iniciacion del proceso de
oxidacién en el pescado. Para evitar este rapido desarrollo de la rancidez en los
desmenuzados realizados durante el periodo de verano, se deberian tomar mayores
cuidados por parte de la flota costera y mejorar las condiciones de almacenamiento
desde el momento de la captura. Controlando la temperatura a bordo, los
antioxidantes naturales ensayados en este periodo, deberian dar resultados tan
buenos como en el desmenuzado de julio, donde los valores de TBARS se
mantuvieron por debajo de los 2 mg/100g musculo pese a que el contenido de lipidos
era casi 10 veces mayor.

La adicién de antioxidantes naturales, como los ensayados en este trabajo se
pueden considerar como buenos inhibidores del desarrollo de la oxidacion en
desmenuzado de musculo saraca durante el almacenamiento congelado a -25°C

durante al menos 6 meses.
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CAPITULO VI

ALMACENAMIENTO CONGELADO DE DESMENUZADO DE MUSCULO DE
SARACA: CALIDAD HIGIENICO-SANITARIA

VI.1. Calidad del pescado.

El consumo de pescado crecié significativamente en los Ultimos afios, en gran
parte debido a sus beneficios nutricionales que aporta a la dieta: es una fuente de
proteinas de alto valor bioldgico, de vitaminas como la A, D y E, de &cidos grasos poli-
insaturados de la familia n-3, por todo esto el consumidor lo considera un alimento
saludable. Si bien el pescado es un alimento muy saludable, no debemos olvidar que
es un producto muy perecedero y como tal se debe acondicionar adecuadamente y
procesar en forma rapida. El pescado mal acondicionado y mal procesado, desde el
momento de la captura y hasta su consumo, puede presentar un riesgo para la salud
del consumidor. El desmenuzado de pescado es un producto muy versatil para su
utilizacién, pero microbiolégica y quimicamente es inestable. Por lo cual es necesario
el control de la calidad de la materia prima y cuidar las etapas de obtencion, y su
posterior utilizaciéon. El deterioro del pescado se debe principalmente a dos factores,
enzimas enddgenas y bacterianas (Ellis y Silva, 1997; Huss, 1998). La singularidad de
las enzimas, tejido muscular y la flora bacteriana esta asociada a cada especie. Los
metabolitos de la accion bacteriana y la degradacion enzimatica, se pueden utilizar
como indicadores de la frescura del pescado, segun si son producidos en el musculo
en las primeras etapas del deterioro (autolitico) o es producto de las bacterias en las
etapas posteriores (Ellis y Silva, 1997).

Por lo general, como ya se comenté en el Capitulo 1, el pescado desmenuzado
permite obtener mayores rendimientos de la carne comestible. En las especies
comerciales se suele recuperar la carne procedente de los restos que se generan
durante el proceso de filetado. También se puede utilizar para su obtencién el pescado
entero de las especies con valor o aprovechar aquellas de descarte. Cualquiera sea el
caso, la materia prima que se utilice debe provenir de pescado fresco refrigerado en
forma adecuada con hielo y de buena calidad higiénico-sanitaria. Para determinar el
grado de frescura en pescado, particularmente para especies magras, se utiliza un
método de determinacion del nitrdgeno basico volatil total (NBVT).

Segun la especie de la que provenga el desmenuzado de pescado, diferente
sera la intensidad de los problemas o peligros que presente durante su

almacenamiento y para el consumidor. En el caso particular de la carne de especies
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grasas como es la saraca, el desmenuzado presenta una gran susceptibilidad a la
oxidacion de los lipidos poli-insaturados que se suma a la accion de las enzimas
proteoliticas que actian sobre el musculo durante su almacenamiento.

Los compuestos que se generan durante el proceso de deterioro, pueden
presentar problemas toxicologicos procedentes de la contaminacion microbiana. La
formacion de histamina es particularmente el producto de deterioro microbiano de la
histidina, presente en especies como escombridos, clupeidos, scaridos, mugilidos.
También se puede sumar una alta concentracion de plaguicidas y otras toxinas, como
los PCB, en grandes peces procedentes de aguas contaminadas (Grantham, 1981).
Existen otros riesgos potenciales que pueden formar parte del desmenuzado y son
inherentes al pescado utilizado. Estos peligros son tanto biolégicos, debido a la
presencia de pardsitos en musculo, como fisicos, debido a las espinas que puedan

pasar durante el proceso de desmenuzado.

VI.1.1. Nitrégeno basico volatil total

El NBVT es uno de los indices méas difundido para la determinacién de frescura
de los productos pesqueros. Independientemente de las consideraciones técnicas que
se puedan hacer sobre la relevancia de este indice como indicador de la frescura del
pescado, es indudable que el mismo se ha afianzado en todas las transacciones
comerciales de productos pesqueros en todo el mundo. En el Capitulo VI - Alimentos
Carneos y Afines del Cadigo Alimentario Argentino, el articulo 276 - (Dec 748, 18.3.77)
establece como valor maximo de NBVT, para todas las especies; especifica que no es
apto para el consumo humano los productos pesqueros “Que contengan en 100 g de
parte comestible una cantidad superior a 30 mg de nitrégeno basico volatil”.

El NBVT determina compuestos nitrogenados de caracter volatil que se liberan
como consecuencia del proceso de degradacidn post-mortem, por accion autolitica y
accion microbiana. Desde la muerte hasta la resolucién del rigor mortis, los procesos
autoliticos van a favorecer la formacion de compuestos nitrogenados (compuestos
intermediarios de la degradacion del ATP, péptidos y aminoé&cidos libres). En esta
etapa el desarrollo de los compuestos es lento, mientras que se intensifica cuando los
microorganismos entran en juego una vez que se resuelve el rigor mortis. Los
microorganismos producen enzimas que degradan compuestos nitrogenados de
mayor peso molecular (proteinas, 6xido de trimetilamina, urea) aumentando el nimero
de los compuestos de nitrdgeno soluble (péptidos, aminoacidos libres, trimetilamina

amoniaco). Los metabolitos de deterioro producidos en el pescado por las reacciones
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autoliticas y por los microorganismos, son cuantificados como el nitrdgeno basico
volatil total.

Algunos de los compuestos que se cuantifican con esta técnica son:

» Trimetilamina (producida por deterior bacteriano)

+ Dimetilamina (producida por enzimas autoliticas durante el
almacenamiento en congelacion).

+ Amoniaco (producido por desaminacion de aminoécidos y catabolitos de
nucleétidos).

» Otros compuestos volatiles nitrogenados asociados con el deterioro de los
productos pesqueros.

Si bien es una técnica simple presenta ciertas limitaciones. Refleja la pérdida del
grado de frescura del pescado en estadios relativamente avanzados de deterioro,
fundamentalmente cuando se inicia la etapa de deterioro por accién bacteriana. Sin
embargo, el valor de NBVT es importante para determinar hasta cuando un pescado
es apto para el consumo humano. El rapido aumento del NBVT depende de la accién
de las enzimas gue generan los microorganismos, por lo cual un lavado adecuado
disminuird la carga bacteriana y si se continda con un adecuado almacenamiento
refrigerado, se reducird la proliferacion de los microorganismos causantes del
deterioro.

.e"
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Figura VI - 1: Equipo de Antonacopoulos.

e

El ente de control de la calidad higiénico-sanitaria de productos de la pesca en
Argentina es el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria Argentina
(SENASA) que se basa en el Digesto Normativo del Servicio Nacional de Sanidad
Animal  (Decreto 4238 - Capitulo XXIll,) donde se establece dentro de las
determinaciones quimicas del pescado fresco, el NBVT se determina por el método de

Antonacopoulos (Figura VI - 1). También se aclara en el Decreto 4238 que para
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pescados uricotélicos (cazones, tiburones, etc.) que por su alto contenido de urea en
musculo el valor inicial es mayor de 30 mg NBVT/100 g de musculo.

VI.1.2. Microorganismos en el desmenuzado de pescado.

El musculo de un pez saludable o de un pescado recién capturado es estéril,
debido a que el sistema inmunolégico del pez previene el crecimiento de bacterias en
el masculo (Huss, 1988). Pasado un tiempo de la muerte, el sistema inmunolégico del
pez colapsa y las bacterias proliferan libremente. En la superficie de la piel del
pescado, las bacterias colonizan en una amplia extensién en la base de las escamas.
Durante el almacenamiento en hielo s6lo un ndmero limitado de bacterias de la flora
inicial invade el musculo penetrando entre las fibras musculares (Murray y Shewan,
1979), contribuyendo al deterioro. La flora microbiana inicial en el desmenuzado de
pescado, depende en gran medida del grado de contaminacion inicial de la materia
prima, ya sea de los recortes o restos de fileteado, como del pescado entero, y del
almacenamiento adecuado. Dada las caracteristicas del proceso de separacion se
incrementa el recuento total de microorganismo en el desmenuzado, lo que puede
acelerar el deterioro (Grantham, 1981; Dalgaard, 1993).

La flora inicial del pescado depende de varios factores como:

¢ Ambiente de la zona de captura
e Estacion del afio

e Método de pesca

¢ Manipulacion y procesado

Los microorganismos se encuentran en todas las superficies externas (piel y
branquias) y en los intestinos de los peces vivos y recién capturados. El nimero total
de microorganismos varia enormemente. Liston (1980) establecié como rango normal
10%-10" UFC/cm? en la superficie de la piel y Shewan (1962) 10° y 10° UFC/g en
branquias e intestinos. Las bacterias en peces de aguas templadas son clasificadas en
psicrotrofas y psicrofilas, de acuerdo al rango de su temperatura de crecimiento. Las
psicrotrofas son bacterias capaces de crecer a 0°C pero su 6ptimo es alrededor de los
25°C. Las psicrofilas son bacterias con una temperatura maxima de crecimiento
alrededor de los 20°C y su 6ptimo a 15°C, creciendo también a 0°C (Morita, 1975). En
las aguas célidas pueden aislarse un mayor niumero de meséfilos (temperatura optima
entre 30 y 40°C) (Huss, 1988).

Cuando se almacena pescado en refrigeraciébn su deterioro es resultado,
principalmente, de las bacterias psicrotrofas que crecen facilmente y se multiplican a

bajas temperaturas (Shewan, 1977; Surendran y Gopakumar, 1981). La microflora
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inicial del pescado es muy variada, aunque en aguas templadas estd dominada por
bacterias psicrofilas Gram negativas, pertenecientes a los géneros Pseudomonas,
Moraxella, Acinetobacter, Shewanella y Flavobacterium. También se pueden encontrar
organismos Gram positivos como Bacillus, Micrococcus, Clostridium y Lactobacillus en
distintas proporciones (Shewan, 1977). En aguas marinas, las mas abundantes son
aquellas bacterias dependientes del cloruro de sodio para su crecimiento; los géneros
mas importantes son Alteromonas, Vibrio, Photobacterium y Shewanella (Gram,
Wedell-Neergaard y Huss, 1990; Spanggaard y col., 1993; DiChristina y Delong,
1994). Los microorganismos del deterioro en pescado son los géneros Pseudomonas,
Shewanella, Moraxella y Acinetobacter (Huss, 1988).

El recuento total de bacterias en placa es un método Util para obtener una idea
del grado de frescura o pronta alteracion de los alimentos, dependiendo de la cantidad
de bacterias presentes. Los alimentos deben ser considerados como inadecuados
para el consumo cuando contienen un gran nimero de microorganismos alteradores,
ya sea que superen el limite maximo establecido o se detecte la presencia de
microorganismos patdégenos. En pescado fresco el limite maximo de microorganismos
recomendado para consumo es 10’ ufc/lg (ICMSF, 1986). La presencia de
microorganismos aerobios mesofilos en los alimentos puede ser relacionada
directamente con contaminacién externa debida a la manipulacion, el estado de
frescura o de descomposicién del producto, o bien, con la temperatura de

conservacion del producto (Venegas y col., 1990).

VI.1.3. Histamina en desmenuzado de pescado

La histamina es un compuesto que se produce en algunas familias de pescados
por descarboxilacibn de la histidina y causa sintomas alérgicos inmediatamente
después de consumirlos. Se la conoce con el nombre escombrotéxina, y produce una
intoxicacion causada por la ingestion de especies como el atun, el bonito y caballa
(especies pertenecientes a la Familia Scombridae, de ahi su nombre) o bien de otras
especies grasas mas pequefias como arenques, sardinas y anchoas (Huss, 1988). La
formacion de esta amina bidbgena se produce como resultado de una conservacion y/o
manipulacion inadecuada. Al almacenar estas especies a temperaturas mayores 8 °C
se desarrollan algunas bacterias capaces de descarboxilar a la histidina y formar
histamina. La histamina es resistente al calor, por lo cual no se eliminard en
tratamientos posteriores, tales como la elaboracion de conservas o el ahumado (Huss,
1988). Las especies peligrosas para la formacion de esta toxina, como son los

escombridos y los cupleidos, tienen como caracteristica una alta concentracién de
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histidina en masculo, que como se explicé con anterioridad es descarboxilada cuando
el pescado se expone a altas temperaturas y favorece el desarrollo de los
microorganismos del género Enterobacteriaceae como Proteus morganii, Klebsiella y
Hafnia spp. generadores de enzima descarboxilasa. Estos microorganismos se
desarrollan lentamente hasta temperaturas de 8°C, pero a partir de 15°C se
desarrollan rapidamente y forman grandes cantidades de histamina y el pescado
puede ser toxico aun cuando microbiolégicamente sea apto para su consumo. Algunos
autores recomiendan el uso de temperaturas de refrigeracion inferiores a 5°C, para
inhibir la formacién de histamina (Cheftel y Cheftel, 1976; De Sousa y Byan, 1991). Si
el pescado es almacenado en frio desde su captura, los niveles normales de histamina
no superan los 3 a 4 mg/100g de pescado. Los brotes por intoxicacién con histamina
se asocian a concentraciones superiores a 20mg/100g de pescado, por lo que
internacionalmente se ha sugerido ese valor como limite maximo (Huss, 1988). El
Codex Alimentarius en su norma para bloques de filetes de pescado, carne de
pescado picada y mezclas de filetes y de carne de pescado picada congelados
rapidamente (CODEX STAN 165-1989, Rev. 1-1995) establece que “el producto no
debera contener méas de 10 mg/100 g de histamina, tomando como base la media de
la unidad de muestra analizada”. Esta disposicion se aplica Unicamente a las especies
pertenecientes a las familias Clupeidae, Scombridae, Scombresocidae, Pomatomidae
y Coryphaenidae”. Mientras que segun la normativa de SENASA, decreto 4238 -
Capitulo XXIII, para histamina en pescado establece: “el valor medio de un conjunto de
muestras de un mismo lote, deber ser inferior a los 100 ppm y ninguna muestra podra
tener un valor superior a 200 ppm.” En la Tabla VI-1 se presentan las principales
especies identificadas como generadoras de histamina.

Tabla VI- 1 Especies mas comunes identificadas como riesgosas para la salud

por envenenamiento con histamina (Kose, 2010).

Nombre Nombre Cientifico

Comercial

Anchoa Anchoa spp., Anchoviella spp., Cetengraulis
mysticetus, Engraulis spp., Stolephorus spp.

Anchoade banco Pomatomus saltatrix

Bonito Cybiosarda  elegans, @ Gymnosarda  unicolor,
Orcynopsis unicolor, Sarda spp.

Arenque Alosa spp., Alosa pseudoharengus, Etrumeus teres,
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Harengula thrissina, llisha spp., Opisthopterus
tardoore, Pellona  ditchela, Clupea  spp.,
Opisthonema spp.

Caballa Gasterochisma melampus, Grammatorcynus spp.,
Rastrelliger kanagurta, Scomber  scombrus,

Scomber spp., Trachurus spp., Scomberomorus spp.

Sardina Sardina pilchardus, Sardinops spp., Harengula spp.,
Sardinella spp.

Salmon Onchorhynchus keta, O. kisutch, O. gorbuscha, O.
nerka
Atln Allothunnus fallai, Auxis spp., Euthynnus spp.,

Katsuwonus pelamis, Thunnus tonggol, T. alalunga,
T. albacares, T. atlanticus, T. maccoyii, T. obesus, T.

thynnus.

VI.1.4. Espinas en desmenuzado de pescado.

Las espinas son consideradas un riesgo fisico en los productos de la pesca. Son
una de las principales causas de rechazo por parte del consumidor. Producen una
sensacion poco agradable en la boca y se suele dudar de los productos pesqueros por
el riesgo de sufrir ahogos al ingerirlas. Los alimentos como hamburguesas, se
producen con desmenuzado de pescado que se obtiene pasando por una separadora
de piel y espinas el pescado descabezado y eviscerado, recortes de filetes, filetes o
incluso espinazos del proceso de fileteado. Existen diversos equipos separadores con
diferentes tamafios de perforaciones y en algunos casos pueden pasar espinas al
desmenuzado. A su vez, depende en gran medida de la cantidad y el tipo de espinas
que es una caracteristica propia de cada especie.

La norma del Codex Alimentarius (Codex stan 165-1989, rev. 1-1995) para
blogues de filetes de pescado, carne de pescado picada y mezclas de filetes y de
carne de pescado picada congelados répidamente define como defecto la presencia
de espinas en bloques de desmenuzado, declarados como producto sin espinas. La
norma establece como defectuoso la presencia de mas de una espina de 10 mm o
més de longitud o de 1 mm o més de didmetro por kilogramo de producto; una espina
de 5 mm de longitud o0 menos no se considera un defecto siempre y cuando su

diametro no supere los 2 mm; la base de una espina (por donde estaba unida a la
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vértebra) no se tomara en cuenta si tiene 2 mm de ancho o menos o si puede sacarse

facilmente con la ufia.”

[ ——— 4 g% o ik Al .
Figura VI- 2: Distribucién de espinas de Brevoortia aurea (Spix). C: costilla; E.H:

espina hemal; E.N: espina neural; Ep.C: epicentral; Ep.N: epineural; Ep.P: epipleural.
Escala: 5 mm (Segura y Diaz de Astarloa, 1994).

Por ello, es importante cuantificar el nimero y tamafio de espinas en estos
productos como factor de calidad y seguridad alimentaria de la materia prima. La
cantidad y tamafio de las espinas que pasan al desmenuzado durante el proceso de
separacion, varia segun la especie y el equipamiento que se utilice. En el caso de la
saraca, como se explicd en capitulos anteriores, presenta una estructura ésea muy
particular, donde la distribucion intramuscular de las espinas alcanza a todo el musculo

comestible de la Brevoortia aurea (Figura VI — 2).

VI.1.5. Parasitos

Un parésito es aquel ser vivo que pasa una parte, o la totalidad de su vida, en el
interior o exterior de otro ser vivo de diferente especie, al que se denomina
hospedador. La presencia de parésitos en el pescado es muy comun. La mayoria no
son importantes desde el punto de vista sanitario pero representan un problema para
la calidad, dado que su presencia es antiestética, causando el rechazo y quejas del
comprador-consumidor. En las especies 6seas generalmente predominan los parasitos
protozoarios. Algunos, presentan actividad proteasica extracelular causando pérdidas
en la textura del musculo, otros causan lesiones, quistes redondos de 0.5-1 cm en
musculo de especies como en el salmoén del Pacifico (Onchorhynchus spp.). También
se distingue otro tipo de parasito los trematodos, éstos son gusanos planos con un
ciclo de vida complejo donde el hombre puede ser huésped definitivo y se ubican en el
tracto digestivo. El pescado es un huésped intermediario y se transmite al humano a
partir del consumo de pescado crudo o poco cocido. La mayoria de los trematodos de
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interés sanitario se encuentran en aguas tropicales, razén por la cual en las especies
del Mar Argentino no se encuentran representados.

Otro tipo de parasito que se puede encontrar son los cestodos, la tenia de los
peces tiene alcance mundial, pero con distribucion localizada. La biologia de este
grupo involucra dos tipos de huéspedes intermedios: copépodos y pescados. Por
altimo los nematodos, son gusanos redondos, blanquecinos, macroscopicos. Tienen
importancia sanitaria debido a que determinadas especies pueden afectar al hombre,
infestdndolo cuando éste consume pescado crudo o no totalmente cocido. El gusano
adulto vive en el intestino, riflones u otros érganos de mamiferos o péjaros que se
alimentan de pescado. En el pescado, la larva esta enquistada o libre en la cavidad
abdominal o en el masculo lateral del cuerpo. Uno de los nematodos mas comunes
que parasitan el pescado son los pertenecientes al género Anisakis, un gusano de 1 a
4 cm de longitud. Su presencia en pescado representa un problema en el mercado
debido a las implicancias con la salud del consumidor (Huss, 1988). Los esfuerzos
para controlar la presencia de Anisakis en pescado van dirigidos, mas que a la
deteccién, a la prevencién a través de medidas previas a su comercializacién. Las
medidas de lucha deberian ser mas importantes para los productos pesqueros que se
van a comer crudos o0 sin cocinar como el pescado en escabeche, pescado
ligeramente salado, pescado ahumado en frio, ceviche, sashimi o sushi (Incorvaia,
2012 a).

Para inactivar los parasitos patdgenos para el humano se recomienda tratar al

pescado:
* Térmicamente: 55°C durante 1 minuto

* Congelar:
« -20°C su mantenimiento x 24 horas o mas

« -35°C su mantenimiento x 15 horas 6 mas.

* Salar:

% NacCl en los tejidos Tiempo maximo de supervivencia de nematodes

4-5 17 semanas
6-7 10-12 semanas
8-9 6 semanas

Algunos productos de la pesca no son inocuos:
e Salados ligeramente (< 5—6 % de NaCl en la fase acuosa).
e Pescado ahumado en frio.
e Caviar ligeramente salado.

e Ceviche y diversos productos tradicionales.
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En la elaboracién de estos productos se debe contemplar un periodo corto de
congelacion, bien de la materia prima o bien del producto final, como medida de lucha
contra los parésitos (Incorvaia, 2012b). En el Reglamento (CE) n® 853/2004 del
Parlamento Europeo y del Consejo de 29 de abril de 2004 se establecen normas
especificas de higiene de los alimentos de origen animal. Se prevé la obligacion de
congelar los productos de la pesca para consumir crudos, incluso en el comercio al por
menor (que abarca a los establecimientos que sirven comida), incluyendo el caso de
ahumados, escabeches y salazones.

En el presente Capitulo se estudié la calidad higiénico-sanitaria del
desmenuzado de saraca proveniente de ejemplares con dos estadios bioldgicos
(previo al desove y al concluirlo). Se determind la formacién de metabolitos del
nitrdgeno basico volatil total y la carga microbiana tanto en el desmenuzado fresco,
como a lo largo de 6 meses de almacenamiento congelado a -25°C. Asimismo se
determiné histamina en musculo y recuentos de espinas. Ademas se analizd la

presencia de parasitos en ejemplares enteros frescos.

VI.2. MATERIALES Y METODOS
VI.2.1. Material utilizado.

Para la obtencion de desmenuzado se utilizaron ejemplares de saraca
capturados en julio y diciembre 2010. El desmenuzado se obtuvo siguiendo la
metodologia explicada en [V.2.1., se acondicion6 y se congelé siguiendo la
metodologia explicada en 1V.2.2. También se utilizaron saracas enteras y filetes de
ejemplares capturados en mayo 2010 para determinar parasitos y espinas en musculo
entero. Los desmenuzados fueron utilizados para realizar determinaciones de: NBVT,
contenido de histamina, recuentos microbianos al inicio y final del almacenamiento
congelado a -25°C y también se utilizaron para analizar el contenido de fragmentos de
espinas. La temperatura ambiental durante el procesamiento en planta del pescado

oscil6 entre 5.5 °C al comienzo del procesamiento y 6.7 °C al finalizar.

VI.2.2. Determinacién de NBVT

El método sigue la Norma IRAM 15.025 parte | para productos de la industria
pesquera, siguiendo el método de determinacion de las bases volatiles por la técnica
de Antonacopoulos. Consiste en alcalinizar la muestra para permitir la volatilizacion de

las aminas, luego se somete a una destilacion por arrastre de vapor y los
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componentes basicos volatiles se absorben mediante un receptor &cido. La
concentracion de NBVT se determina mediante valoracion de las bases absorbidas.

Se pesan 10 g de muestra y se colocan en la ampolla del aparato de
Antonacopoulos. Se agrega 1 ml de agua y 4 a 5 gotas de antiespumante de siliconas
finalmente se incorporan 3 g de 6xido de magnesio en la ampolla. Se conecta el tubo
de conexién o puente y en el otro extremo del equipo se coloca un erlenmeyer con 10
ml de solucion de &cido bdrico 3%, con 4 gotas de indicador Tashiro y 30 ml de agua
bidestilada. Se calienta el bal6n con la llave del embudo del aparato abierta, para
evitar la condensacién de agua en la ampolla del aparato, con el consiguiente retraso
en el arrastre de las bases. Se lleva a ebullicion, dejando la llave de la valvula abierta
hasta que el vapor sale de manera continua y se cierra la llave. Se destila durante 17
minutos con el vastago del refrigerante sumergido y 3 minutos mas con el vastago sin
sumergir en el erlenmeyer. Se realiza la valoracion con &cido clorhidrico 0,1N con
agitacion constante del erlenmeyer hasta alcanzar el punto final cuando el color de la
solucién vira de verde a azul grisaceo (transparente). Si se llega a un color rojo violeta,
es indice que se ha pasado del punto final. Los andlisis se realizaron por duplicado.

Se realizan los célculos:

mg NBV =0,01401 x 1000 x V x N x 100/ M Ecuacion VI- 1

Donde:
V: ml de la solucién valorada de acido clorhidrico 0,1 N utilizado para la titulacién.
N: normalidad de la solucién valorada de &cido clorhidrico.

M: gramos de pescado

VI1.2.3. Recuentos microbianos

Se tomaron 20 g de muestra y se homogeneizaron con 180 ml de solucién
Ringuer, (peptona 0.1 % -0.85% cloruro de sodio) en Stomacher durante 60 segundos
a velocidad normal. Se realizaron diluciones seriadas de las diferentes muestras en
tubos con peptona 0.1 % - 0.85% cloruro de sodio (Figuras VI - 3).

Las determinaciones se realizaron en profundidad de las diluciones

correspondientes, al comienzo del almacenamiento y al finalizar los 6 meses.
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Figura VI- 3 Esquema de diluciones seriadas realizadas

Recuento de Microorganismos Totales y Psicrotrofos
Se utilizé el medio Plate Count Agar (PCA)

Peptona de caseina 5 o/l
Extracto de levadura 2.5 g/l
Glucosa 1 o/l
Agar 14 o/l
Ph 7.0+0.2 g/l

Autoclavar a 121 °C durante 15 minutos.
La incubaciébn se realiz6 a 30°C durante 48 hs para recuento de
microorganismos totales y a 4°C durante 5 dias para el recuento de microorganismos

psicrofilos. Los resultados fueron expresados como logUFC/g de muestra.

VI.2.4. Determinacién de Histamina

La determinacion de histamina fue realizada en el laboratorio de Fisico-Quimica
del SENASA, Centro Regional Zona Sur, ubicado en el puerto de Mar del Plata. La
técnica oficial del SENASA para la determinacién de Histamina se basa en una
cromatografia en placa delgada (FAO, 1985). Consiste en una extraccion de la
histamina del pescado con metanol en caliente: 10 g de muestra se extraen con 10 ml
de metanol, se homogeniza y se lleva a 60°C durante 15 minutos. Se deja la muestra
en metanol durante 24 hs a 4°C. Se siembran 10 pl del extracto de las muestras y los
patrones en placa de silica gel 60. La placa de silica se debe activar a 100°C durante 4

minutos, se coloca en una cuba con mezcla de metanol - cloroformo - amoniaco y se
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deja correr. El patron de histamina se prepara en diferentes concentracion de 50, 100
y 200 ppm. Los resultados presentados por SENASA se expresan, segun la intensidad
que refleja el resultado de la histamina en la muestra con respecto a los patrones. Se
informa negativo para muestras donde la intensidad es menor a la reflejada por el
patron de 50ppm o presencia dentro de los limites exigidos por SENASA y el CAA si la
intensidad es menor a 100ppm; si la intensidad es mayor a 200ppm en las muestras,
entonces exceden los limites permitidos y los lotes de producto se deben descartar o

decomisar. El ensayo se realizé por triplicado en el desmenuzado de julio y diciembre.

VI.2.5. Cuantificacién de espinas

Se utilizdé una técnica enzimatica, desarrollada en el INIDEP, que se basa en
hidrolizar todo el tejido muscular para obtener las espinas y escamas limpias. Se
empleé una proteasa alcalina de origen bacteriano Purazyme AS-60 (Nutring,
Argentina) que tiene la capacidad de hidrolizar tejido blando. Los analisis se realizaron
por triplicado: se agregé 1ml enzima en envases de vidrio junto con 50 g de filete de
saraca. El pH y la temperatura se ajustan a los valores 6ptimos de reaccion, 9y 52°C
respectivamente. Se dejé hasta hidrélisis total del tejido en bafio de agua.
Posteriormente, se desactivé la enzima por temperatura, llevando las muestras a 80°C
durante 15 minutos. El hidrolizado se filtr6 a través de una malla de polietileno de 400
pMm y las espinas se lavaron con agua destilada. Se secaron en estufa a 105°C hasta
peso constante. Se determind el contenido de espinas g espinas/100g de
desmenuzado y también se cuantifico el nimero de espinas enteras en musculo de
saraca.

A su vez se establecié el porcentaje de recuperacion de la técnica evaluada
mediante el agregado espinas. Se determind la recuperacién de espinas enteras de
saraca agregadas en musculo despinado de merluza. También se evaludé la
recuperacion de espinas fragmentadas, obtenidas de musculo de saraca picado en
picadora comercial con una placa perforada de 3 mm. Para determinar la recuperacion
de espinas enteras, se agregaron 40 espinas elegidas por su tamafio y forma (20
fragmentos chicos de menos de 3 mm de longitud, 10 costillas enteras de 10 mm de
longitud, 5 espinas con ramificacion en forma Y y 5 con forma de y). Para la
determinacién de recuperacion de espinas fragmentadas se agregdé 100mg de espinas
de menos de 3 mm de longitud en 50 g de musculo despinado de merluza. La técnica
se prosiguié de acuerdo a lo ensayado con el musculo de saraca. Se calculé el

porcentaje de recuperacion de la metodologia puesta a punto en el INIDEP.
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VI.2.6. Presencia de parasitos.

Se examinaron 5 ejemplares de la especie Brevoortia aurea, se disecaron,
separando las visceras (estdbmago, intestino y ciegos), se colocaron en capsulas de
Petri para observar en detalle en el Laboratorio de Parasitologia del INIDEP. Para este
andlisis macroscépico se usdé agua para diluir los contenidos y proceder a la
observacion de los mismos mediante un microscopio binocular esteroscopico

(Olympus Imaging Corp., Japén).

VI.2.7. Analisis estadistico

Explicado en I11.2.7.

VI.3. RESULTADOS Y DISCUSION

VI.3.1. Nitrégeno basico volatil total

Se observo que las muestras de julio presentaron valores de NBVT superiores a
los de diciembre (P< 0.05). Asimismo se encontré que las muestras de ambos
estadios presentaron aumentos significativos durante su almacenamiento congelado,
siendo la media de julio, al comienzo del almacenamiento 20.77 + 0.46 mg/100 g y al
finalizarlo 23.89 + 0.98 mg/100 g. En las muestras de diciembre los valores de NBVT
obtenidos fueron 25.53 + 0.52 mg/100 g al comienzo del almacenamiento y 30.88 +
0.73 mg/100 g al finalizar el almacenamiento congelado (Figura VI — 4). Se observo
que los valores iniciales fueron elevados desde el comienzo del almacenamiento,
particularmente en el mes de diciembre. Esto se debe, posiblemente, al tiempo que
demord el pescado en llegar a puerto sin el enfriamiento adecuado, dado que ni bien
desembarcé se lo acondiciond con hielo y en forma inmediata se realizaron los
analisis. Este comportamiento fue observado en merluza capturada en verano y
almacenada en hielo por Orbana y col. (2011) donde las muestras de merluza
alcanzaba valores cercanos a 20 mg NBVT/100 g de musculo al segundo dia de
almacenamiento. También observd que la época de captura influye significativamente
en el NBVT para una misma especie. Las muestras de verano presentaron aumentos
bruscos del NBVT y alcanzaron, en pocos dias de almacenamiento en hielo, valores
de 35 mg/100g superiores a limites establecidos (Directive 95/149) para especies de la
familia de los gadidos. Mientras que las muestras de invierno, si bien presentaban
aumentos a lo largo del almacenamiento, eran paulatinos. Estas diferencias entre las

épocas de captura pueden deberse a las diferentes temperaturas a las que estan
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expuestos los peces mientras estdn en el agua y luego de la captura, hasta que son
procesados. El almacenamiento a temperaturas superiores a los 10°C favorece el
desarrollo de la mayoria de los microorganismos de deterioro.

Por otro lado, varios autores relacionan el aumento del NBVT durante el
almacenamiento congelado con la pérdida de funcionalidad de las proteinas (Montero,
GOmez-Guillén y Borderias, 1996; Valls, Paredes y Gonzalez, 2006; Gomez-Estaca y
col., 2010). El aumento de NBVT durante el almacenamiento congelado de pescado,
se asocia a la conversién del 6xido de trimetilamina por accion enzimatica a
trimetilamina, dimetilamina y formaldehido, ademas de la desaminacién de nucleétidos
(Siddaiah y col., 2001). El formaldehido acumulado durante el almacenamiento
congelado, reacciona con algunos grupos funcionales de las proteinas del musculo,
favoreciendo la formacion de agregados proteicos, por consiguiente la pérdida de la
solubilidad de la proteina. Este proceso es mas evidente en desmenuzado de pescado
gque en pescado entero o filete (Sikorski, 1994).

En este trabajo se observdé que la muestra de diciembre superd los limites
maximos establecidos para pescado segun el CAA durante el periodo de
almacenamiento ensayado, mientras que el desmenuzado de invierno se mantuvo por
debajo del limite de 30 mg/100g. Siddaiah y col. (2001) en desmenuzado de carpa
también observd un aumento significativo durante el almacenamiento congelado
superando el limite de los 30mg/100g de musculo al quinto mes de almacenamiento

congelado a -18°C.

1
—
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MEVT (mgf100g muscula)

mjulio diciembre

Figura VI - 4 : Variacion en el contenido de NBVT durante el almacenamiento
congelado de musculo desmenuzado de Brevoortia aurea capturado en diferentes

estaciones; invierno y verano. La barra corresponde al error standard de la media.
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VI.3.2. Recuentos microbianos

La microflora presente en el musculo de saraca hasta la fecha no fue
caracterizada por otros autores. Pero se sabe que en pescado de aguas templadas,
predominan, en el deterioro durante su almacenamiento, las bacterias psicrotréfas las
cuales crecen facilmente y se multiplican a temperaturas bajas (Shewan, 1977,
Surendran y Gopakumar, 1981). En este trabajo se observd que los recuentos de
bacterias mesofilas totales (Figura VI - 5, PCA 30) dieron valores iniciales cercanos a 5
log UFC/g. La muestra de julio presenté un recuento menor que la muestra de
diciembre. Por lo cual se observa que la muestra de julio tenia una carga microbiana
menor lo que también podria estar asociado a la diferencia de temperatura entre las
estaciones evaluadas, donde las altas temperaturas del verano favorecen su
desarrollo. A su vez se observé que los niveles de microorganismos mesdfilos totales
se redujeron significativamente durante el almacenamiento congelado a -25°C.

El recuento de los psicréfilos totales (Figura VI - 5, PCA 4) en los desmenuzados
de julio y diciembre también presentaron una reduccion significativa durante los meses
de almacenamiento. Las bacterias psicréfilas gram negativas son el mayor grupo de
microorganismos responsables del deterioro aerdbico del pescado fresco durante su
almacenamiento (Gram y Huss, 1996). En este trabajo el valor inicial de los
microorganismos psicrofilos estuvieron en el orden de 3.5 + 0.15 log UFC/g para el
desmenuzado de julio mientras que el desmenuzado de diciembre presenté valores
mayores 4.8 =+ 0.24 log UFC/g. Valores similares se observaron en salmon fresco
recién capturado 3.6 log UFC/ (Sallam, 2007).

PCA 30

Log UFC/g
w

oW = NN 2 N
0 6 0

6

Julio | Diciembre

Figura VI - 5: Recuento de microorganismos aerobios. Izquierda: Mesofilos (PCA 30);

Derecha: Psicrofilos (PCA 30). La barra corresponde al error standard de la media.
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VI.3.3. Histamina

En los resultados obtenidos para el andlisis de histamina en musculo de
desmenuzado de saraca, el valor fue negativo en las muestras al inicio y al final del
almacenamiento congelado de ambos periodos, julio y diciembre (Figura VI — 6). La
ausencia de histamina detectable por esta técnica en el desmenuzado de pescado
puede deberse a dos razones. Por un lado, al adecuado mantenimiento del pescado a
temperaturas por debajo de los 8 °C; de esta manera, el pescado utilizado como
materia prima se mantuvo por debajo de la temperatura de desarrollo de los
microorganismos descarboxiladores de la histidina desde su captura y durante su
transporte al Instituto. Ozugul y col. (2002) observaron valores elevados de histamina
en muestras de arenque en los ejemplares que se almacenaron sin hielo. Por otro
lado, en la guia de Peligros y Control de Pescados y Productos Pesqueros de la FDA
(2001) en el Capitulo 3 nombra a las especies marinas y su relacién con los diversos
peligros quimicos, biologicos y fisicos. En esta lista el género Brevoortia spp., es
citada como una especie sin riesgo de formar histamina. Por lo cual se podria pensar
también que la saraca es una especie segura en relacion a la formacion de histamina

a pesar de pertenecer a la familia de Cupleidos.

Figura VI - 6: Cromatografia capa delgada de silica gel para la determinacion de
histamina. lzquierda: patrones 50, 100 y 200 ppm. Derecha: triplicado con resultado
negativo de muestra de desmenuzado de saraca.

VI.3.4. Cuantificaciéon de espinas
Se observé que las muestras de filetes de saraca presentaban 0.287 + 0.032 g

de espinas por 100 g de musculo. La presencia de espinas es considerada como un
defecto, segun el Codex, para producto declarado sin espinas. Como ya se describio,
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el Codex establece los tamafios y la cantidad de espinas que pueden estar presentes
por kilogramos de producto. En los filetes de saraca se observo un valor elevado en el
recuento de espinas. El recuento indicO que cada 100 g de musculo de saraca
contiene 310 + 109 espinas. Incluso todas las espinas eran de mas de 1 cm de
longitud alcanzando los 2.5 cm y muchas presentaban estructura ramificada (Figura VI
- 7). Las espinas con estas caracteristicas son consideradas peligrosas, en el caso de
tragarlas, son las que causan ahogo en los consumidores. Las espinas de 0.6 mm o
mayor longitud son consideradas peligrosas u objetables, sobre todo depende de la

forma y la rigidez que presente la espina (Wong, Lau, Yamamoto, 1978).

Figura VI- 7: Espinas extraidas con enzima proteolitica en musculo de saraca.

Espinas simples y ramificadas.

En el caso del desmenuzado de saraca se observé un contenido mucho menor
al observado en el muisculo entero de saraca. A su vez se observé que el
desmenuzado de julio presenté un contenido menor de fragmentos de espinas que el
de diciembre, correspondiendo en julio 0.007 + 0.001 g/100 g de desmenuzado y en
diciembre 0.021 + 0.002 g/100 g de desmenuzado. Esta gran diferencia se debe a que
el desmenuzado de julio presentaba mayor contenido de lipidos en el musculo, casi 10
veces mas comparado al de diciembre. Como se observé en el Capitulo Il seccion
3.2. el factor de condicién eviscerado de los ejemplares de julio fue mayor respecto a
diciembre, lo que se asocia a ejemplares con mas contenido de lipidos en musculo,
con mayor masa corporal que los ejemplares de diciembre. Los recuentos en este
caso fueron 89 * 16 fragmentos de espinas en desmenuzado de julio y 221 + 52 en el
de diciembre (Figura VI - 8). Si bien el esqueleto de los peces es el mismo a lo largo
del afio para ejemplares de la misma talla, un mayor contenido de grasa en musculo
hace que sea menor el porcentaje de espinas en la relacion de la muestra tomada. En
el caso de las espinas presentes de los desmenuzados de julio y diciembre, eran

fragmentos de las espinas intramusculares del filete. Durante el proceso de
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separacion, al pasar el filete entre la banda y el tambor perforado, las espinas se
fragmentan por la presion que ejerce la banda contra el musculo. Debido al tamafio del
orificio del tambor (3 mm) la mayoria de los fragmentos no superaban esa longitud.
Este tamario de espina no es peligroso y es poco percibido por los consumidores.
Wong, Lau y Yamamoto (1978) realizaron un trabajo para evaluar el efecto del
tamafio de la perforacion del equipo separador, con respecto al nimero y tamafo de
las espinas que pasan al desmenuzado. Evaluaron diferentes especies, una de ellas el
arenque. Propusieron una técnica que utiliza urea para solubilizar el masculo y separar
las espinas. Observaron que a mayor tamafio de la perforacion, mayor nimero de
espinas y fragmentos de espina pasaban al desmenuzado. En el caso particular del
arenque, que presenta espinas finas como la saraca, observaron que utilizando un
tambor perforado con orificio de 3 mm, obtuvieron un recuento de 35.0 + 13.2 espinas
cada 100 gramos de musculo y expresado en gramos fue de 0.007 £ 0.003 g/ 100 g de
musculo desmenuzado de arenque, estos resultados son similares a los observados
en este trabajo de Tesis. También observaron que las espinas de arenque son finas y
fragiles, por lo cual son menos peligrosas para el consumidor. Los mismos autores
describen que las espinas provenientes de otra especie magra, como Rockfish
(Sebastes sp.), de 4 a 5 mm de largo, por su forma y dureza, son mas peligrosas para

el consumidor que las de arenque de 10 mm.

Figura VI - 8: Espinas extraidas con enzima proteolitica en desmenuzado de saraca

capturados en: izquierda, julio; derecha, diciembre.

A su vez se realiz6 un ensayo utilizando las espinas recuperadas mediante esta
técnica y se mezcl6 con 50 g de musculo de merluza sin espinas obtenido de filete de
merluza frescos con corte en V. Para evaluar la sensibilidad del método, se agregaron

un total de 40 espinas de musculo de saraca obtenidas previamente mediante la
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misma técnica. Las espinas de saraca son muy ramificadas, por lo cual para este
ensayo, como ya se describio, se utilizaron espinas de diferente forma (20 fragmentos
chicos, 10 costillas enteras, 5 espinas con ramificacion en forma Y y 5 con forma de
). Se observd que la recuperacion de las espinas a partir de este método fue
elevado. De 40 espinas se recuperaron 39 + 1, lo que equivale un 97.5 + 1.4% de
recuperacion por la técnica. Se observd en todos las repeticiones, que las espinas
ramificadas se recuperaron al 100% y las pocas espinas que se perdieron
correspondieron a fragmentos y costillas finas que pasaban a través de la malla de
filtracion. La recuperacion de los fragmentos agregados fue menor a la observada en
las espinas enteras. De los 100 + 10 mg de espinas agregadas, se recuperaron 92 + 1
mg, correspondiente a una recuperacion del 89.6 + 1.24% de las espinas fraccionadas.

Las espinas chicas no son un peligro para el consumidor ademas las espinas de
saraca son flexibles y blandas por lo cual no serian percibidos por los consumidores a
la hora de ingerirlas (Patashnik, Kudo y Miyauchi, 1974; Yamamoto y Wong, 1974),
ademas luego de los tratamientos térmicos las espinas se vuelven mas blandas (Hale
y col.,, 1991). El método desarrollado con la enzima proteolitica es sencillo, que
permite cuantificar y clasificar con gran exactitud las espinas presentes en musculo, ya
sea de pescado entero o desmenuzado, por lo cual esta técnica es utilizable como un
método para determinar uno de los aspectos que hacen a la seguridad para el

consumidor.

VI.3.5. Presencia de parasitos.

Durante la busqueda de parasitos, no se observaron helmintos en ninguno de los
tejidos analizados. Como se describid6 en el Capitulo 1, la saraca presenta un
comportamiento particular en su alimentacion, durante la adultez es una de la pocas
especies que se vuelve filtrador de fitoplancton. Existe poca informacion sobre datos
relacionados a la presencia de parasitos en Brevoortia aurea, Sanchez (1989) estudio
la dieta y el aparato digestivo de esta especie. Observl que presenta un intestino largo
y se caracteriza por presentar un enrollamiento sobre si mismo, que se denomina
disco espiral. La saraca presenta un cociente intestinal de alrededor de 2.7. Las
especies que no son fitoplantofagas presentan un cociente menor a 1.3. Segun la FDA
(2001) las especies de Brevoortia spp. no son un peligro en relacién a los parasitos.
Esta particularidad se debe principalmente a su dieta, al ser fitoplantéfago es menos

probable la contaminacion con parasitos.
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VI.4. CONCLUSIONES

En el pescado almacenado congelado, se observo un aumento significativo en el
valor de nitrogeno basico volatil total a lo largo del mismo. Los valores iniciales de
NBVT correspondientes al desmenuzado de diciembre fueron elevados, mayores que
los de julio, pero ambos aumentaron durante todo el almacenamiento. En el caso del
desmenuzado de diciembre, se podria relacionar el valor elevado del NBVT con las
altas temperaturas que corresponden a esa época del afio y la falta de refrigeracion
desde la captura hasta el desembarque. Por lo cual, para evitar valores iniciales
elevados seria aconsejable promover la inmediata refrigeracion del pescado capturado
utilizando la cantidad adecuada de hielo. EI desmenuzado de diciembre presentd al
sexto mes valores de NBVT superiores al limite establecido por CAA (30 mg NBVT /
100 g de musculo).

Con respecto a la histamina, no se la detectd6 en ninguna de las muestras
analizadas, pese a que los altos valores de NBVT correspondientes al pescado de
diciembre indicarian que las muestras estuvieron expuestas a altas temperaturas. Esto
permite inferir que la saraca no es una especie potencialmente peligrosa en relacién a
la histamina.

Los recuentos microbiolégicos estuvieron dentro de los limites establecidos,
presentando recuentos menores a 10° UFC/g de musculo para las bacterias
psicrotrofas; encontrando que las muestras de diciembre presentaron recuentos
superiores a las de julio. A su vez se observé una reduccién de los recuentos
microbianos al avanzar el tiempo de almacenamiento congelado a -25°C.

La técnica desarrollada para evaluar el contenido de espinas utilizando enzima
proteolitica presenté buena reproducibilidad y valores de recuperacion elevados,
siendo su ejecucion simple. Es un método sencillo para cuantificar y clasificar las
espinas presentes en desmenuzado y de esta manera determinar uno de los riesgos
fisicos que hacen a la calidad higiénico sanitaria del mismo. Con respecto al tamafio,
forma y rigidez de las espinas enteras de musculo de saraca se encontré que, si bien
son largas, son finas y flexibles como en el arenque, por lo que este tipo de espinas no
presentan riesgo de ahogo para los consumidores.

Por dltimo, el riesgo de infestacion con pardsitos por consumo de saraca

parasitada es bajo, ya que por ser una especie fitoplanctéfaga no se parasita.
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CAPITULO VII

DESARROLLO DE CONFORMADOS DE SARACA
(Brevoortia aurea)

VII.1 Caracteristicas en el consumo actual

El estilo de vida de las poblaciones urbanas ha cambiando en forma notable en
las dltimas décadas, el ritmo es cada vez mas acelerado y las personas estan siempre
muy atareadas. Esto repercute en forma negativa particularmente en los hébitos
alimentarios de la poblacion y en el valor nutricional de los alimentos que se
consumen. Debido a esto la poblacién se orienta hacia el consumo de alimentos de
expendio rapido, conocidas como “de paso”’, “rapidas” o “fast food”. Estas
preparaciones se caracterizan por la abundancia de hidratos de carbono y por ser
ricas en acidos grasos saturados e insaturados trans. A estas pautas de consumo se
suma la poca actividad fisica que generan las comodidades de la vida moderna, lo que
produce un desequilibrio energético, con un exceso de calorias en la ingesta. Los
medios de comunicacién, como internet o la televisién, poseen un rol sobre nuestra
vida diaria cada vez mas importante, lo que favorece el sedentarismo y produce un
gasto menor de energia fomentando el desequilibrio energético. Todo ello conlleva al
desarrollo de diferentes enfermedades cronicas no transmisibles, como las
enfermedades cardiovasculares, la diabetes, determinados tipos de canceres e
hipercolesterolemia en adultos.

El consumo aparente de grasas por habitante en la Argentina, ha aumentado
entre 10 y 15 g diarios entre la década del 60 y los ultimos afios. De esta manera, el
aporte de calorias de las grasas en la dieta media Argentina paso de 29.9% a mas de
32%, apenas por encima del valor recomendado (30%) por organismos internacionales
y comités de expertos. No obstante ese valor es inferior al de paises industrializados
que tiene un aporte entre el 35 y el 40 % (Britos y col., 2004; Claret y col., 2012).
Ademas, el consumo de lipidos debe mantener un balance adecuado entre los &cidos
grasos saturados, los acidos grasos mono-insaturados y poli-insaturados.

En nuestro pais no se dispone de una encuesta nacional que informe sobre el
estado nutricional de la poblacién. Lamentablemente sélo se accede a informacion
proveniente de diversos estudios con objetivos, metodologias y criterios de diagnostico
diferentes entre si. Se estima que en Argentina el sobrepeso afecta a un 20 % de
niflos de todas las clases sociales, lo cual podria transformarse en un riesgo a los 30

afnos de edad. Siete de cada diez niflos nacen en la pobreza y muchos sufren de
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obesidad (Calvo, 2004 y ENFR, 2011). En 2010, nuestro pais lideraba los porcentajes
de obesidad en niflos menores de 5 afios en América Latina, con un 7,3% de
prevalencia (FAO, 2010) y en un estudio de la Sociedad Argentina de Pediatria se
detectd que 20,8% de los nifios y adolecentes, de 10 a 19 afios, presentaban
sobrepeso y 5,4% obesidad (Kovalskys y col., 2003). La prevalencia nacional de
obesidad fue de 18% (ENFR, 2011), significativamente mayor a la cifra hallada en la
encuentra nacional factores de riesgo (ENFR) realizada en 2005 (14,6%). Dicho
incremento se observd en todas las regiones y en casi todas las provincias. Sin
embargo, a nivel nacional no se observé un aumento significativo del sobrepeso
(34,4% a 35,4%). Sobre la base de datos de anatomia patoldgica se conoce que el
proceso ateroescleroético se inicia en la infancia y el grado de extension de las lesiones
en nifios y adultos jévenes se correlaciona con la presencia de los mismos factores de
riesgo identificados en adultos. La obesidad infantil es una crisis de salud publica que
puede prevenirse y su solucién consiste en cambiar las opciones de alimentacion y las
actividades de los nifios (Britos y col., 2004).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2004, 2008; European
Commission, 2011), la alimentacion debe proveer al organismo la materia y energia, a
partir de sus nutrientes (hidratos de carbono, proteinas, lipidos, vitaminas y minerales),
necesarios para que una persona reponga el gasto diario y genere un excedente para
periodos de crecimiento. Los requerimientos varian de individuo a individuo y
dependen fundamentalmente del sexo, edad, actividad fisica, estado fisiol6gico, salud
y factores genéticos. Una dieta saludable debe mantener un balance entre los
nutrientes. Para individuos sanos el aporte calérico debe provenir aproximadamente
en un 50 - 65 % de los hidratos de carbono, 20 - 30 % de lipidos y 15 - 20 % de
proteinas (Olivares y Zacarias, 2002).

En la 572 Asamblea Mundial de la Salud (OMS, 2008) las recomendaciones con
respecto a la dieta incluyeron:

e Lograr un equilibrio energético y un peso normal;

e Limitar la ingesta energética procedente de las grasas, sustituir las grasas
saturadas por grasas insaturadas y tratar de eliminar los acidos grasos
trans;

e Aumentar el consumo de frutas y hortalizas, asi como de legumbres,
cereales integrales y frutos secos;

e Limitar la ingesta de azucares libres;

e Limitar la ingesta de sal (sodio) de toda procedencia y consumir sal

yodada.
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Para seguir estas recomendaciones la poblacién debe tener accesibilidad y
disponibilidad de alimentos sanos. Esto constituye un reto para los tecnélogos de
alimentos, especialmente los orientados al desarrollo de productos, dado que se
presenta la necesidad de crear alternativas saludables a las propuestas actuales, que
tengan gran aceptacion en la poblacion infantil como una forma de contribuir a una

alimentacién sana desde los primeros afios de vida.

VII.1.1. Caracteristicas en el consumo de pescado

El pescado, como se describié en los Capitulos previos, ademas de ser una
fuente de proteinas, presenta beneficios para la salud principalmente debido a su
contenido de 4cidos grasos poli-insaturados de cadena larga. El consumo de pescado
en los paises en desarrollo y desarrollados ha aumentado considerablemente, junto
con el crecimiento econdmico y la tendencia alimenticia hacia alimentos saludables.
Este incremento esta asociado con las modificaciones en los habitos de consumo, en
algunos grupos de poblacion, particularmente urbanos. Ademas se observa una toma
de conciencia por parte de los responsables de la salud publica debido a la necesidad
de fomentar una alimentacion equilibrada para evitar diversas enfermedades que se
generan por una alimentacion inadecuada. En los paises en desarrollo, la mejora del
poder adquisitivo dio un impulso al consumo de pescado, tanto en los hogares como
fuera de la casa y en forma de productos de facil preparacion o listos para su consumo
(Manca, 2004).

Por otro lado, la situacion de los sectores menos favorecidos de muchos paises
subdesarrollados presenta una notable escasez de proteina de origen animal en la
dieta, constituyéndose en una de las deficiencias mas extendidas en la nutricion actual
de dichos paises. La carencia de proteinas de origen animal en la dieta, se debe
principalmente a la falta de fuentes de proteinas de bajo costo. Sin embargo, en
muchos paises desarrollados o aun en los sectores de ingresos medios y altos de los
paises menos favorecidos, el pescado adquiere cada dia mas importancia como
fuente proteica en la dieta.

Desde hace varios afios la tecnologia de los productos pesqueros trabaja en la
optimizacion del uso del pescado para consumo humano; ya sea en la revalorizacion
de las especies pesqueras de bajo costo o las que todavia se descartan a bordo de las
embarcaciones pesqueras porque no tienen aceptacion en el mercado. Organismos
internacionales como la FAO estimulan esta orientacion como se demuestra en el
Articulo 11 del Cddigo de Conducta para la Pesca Responsable (FAO, 2013). La

utilizacion de especies de bajo valor comercial como materia prima, es una buena
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fuente de proteina animal de alto valor bioldgico a precio competitivo, lo que permite
que sea accesible para toda la comunidad. Por otro lado y con una vision ecologista,
darle valor a especies consideradas de descarte, es una importante contribucion a la
sostenibilidad de las pesquerias.

Como ya se describié en los Capitulos anteriores, una de las tecnologias
disponibles para la industrializacion del pescado es la recuperacién mecanica de la
carne utilizando equipos separadores de piel y espinas. Esta tecnologia se ha
difundido en el mundo, con gran éxito, desde comienzos de los afios 70 del siglo
pasado. Su utilizacién permite aumentar el aprovechamiento de la porcién de musculo
comestible que queda adherido al espinazo luego del proceso de fileteado o los
recortes del “prolijado” del filet. Por otro lado, el musculo de pescado desmenuzado,
dada su versatilidad, es una materia prima de gran potencial en el desarrollo de
nuevos productos pesqueros. Cabe destacar que cada especie presenta diferentes
caracteristicas especificas, desde el punto de vista tecnoldgico, determinando
diferencias en el procesamiento y posterior destino de su carne. A su vez, como
hemos visto en los Capitulos previos de esta Tesis Doctoral, dentro de una misma
especie pueden existir diferencias considerables en su composicion a lo largo del ciclo
biol6gico, y estas variaciones son las que determinan sus propiedades funcionales y
los posibles usos de dicha materia prima. La carne de pescado una vez desmenuzada
es mas inestable que la carne del musculo intacto (Grantham, 1981; Babbitt, 1986) por
lo cual debe ser procesada o congelada inmediatamente luego de su obtencion.

Por otro lado, una toma de conciencia a nivel mundial de la necesidad de
optimizar la utilizacién de los recursos pesqueros, es decir, obtener la mayor cantidad
de productos pesqueros posibles, aprovechando lo que anteriormente era considerado
residuo y se desechaba. Ademas, esa toma de conciencia se hace extensiva a la
necesidad de aumentar el valor agregado de sus productos como el medio mas idéneo

para aumentar las ganancias de las empresas (Manca, 2004)

VII.1.2. Productos estructurados a partir de desmenuzado de pescado

La utilizacién de desmenuzado de pescado es muy versétil, permite reformular y
ampliar la oferta al mercado de un gran abanico de productos pesqueros innovadores,
atractivos y mas saludables a precios competitivos. Al diversificar la oferta de
productos se logra atraer a nuevos consumidores que por diferentes razones no son
consumidores habituales de pescado. Por otro lado al aumentar la variedad de
productos, permite ofrecer nuevas alternativas que incluyan a los consumidores no

habituados al consumo de pescado. En la actualidad se lo utiliza para desarrollar
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productos como hamburguesas, bastones, salchichas y también es la base para el
proceso de elaboracion del surimi, con el cual se desarrollan una infinidad de
productos de imitacién. El desmenuzado de pescado, es una matriz que permite la
incorporacion de diversos ingredientes, lo que le otorga una gran versatilidad para
desarrollar un sinfin de productos, de diferentes sabores, colores, texturas, e incluso
formas con minimos procesos (Dongdong, 1994; Ninan, Bindu y Joseph, 2010). Dentro
de esta versatilidad para la elaboracion de productos, se le puede incorporar no solo
ingredientes con finalidad tecnoldgica, también permite la inclusion de productos
nutracelticos, como pueden ser fibras, acidos grasos, fitoesteroles, etc., dando lugar
al desarrollo de alimentos funcionales, productos buscados por las nuevas
generaciones de consumidores por sus beneficios adicionales para la salud (Sanchez-
Alonso, Haji-Maleki y Borderias, 2007).

Las actuales tendencias de los consumidores se inclinan por los “productos
sanos” y de “aspecto fresco”, de facil y rapida preparaciéon o incluso listos para
consumir. Este concepto incluye las consideradas “comidas rapidas” como las
hamburguesas, salchichas, etc. En Argentina por tradicion y habito, los productos de
éste tipo mas consumidos son los provenientes de carne vacuna, que por su
composicion rica en acidos grasos saturados son poco saludables. Sin embargo, en
trabajos previos del grupo se disefiaron medallones de carne vacuna saludables
sustituyendo las grasas saturadas por poli-insaturadas (Pennisi y col., 2010).

En Argentina la reglamentacion para este tipo de producto se encuentra
establecida en el Reglamento de Inspeccion del SENASA (Decreto 4238/68, Capitulo
16: Chacinados, Art.16.9.24). Dicho articulo define con el nombre de “Hamburgués o
bife a la hamburguesa” y establece: “Se entiende por hamburgués o bife a la
hamburguesa, al producto de forma plana, elaborado exclusivamente con carne
vacuna picada con un contenido graso promedio en el lote ho mayor al veinte por
ciento (20%), con o sin el agregado de antioxidantes, aromatizantes, saborizantes,
especias, exaltadores de sabor, estabilizantes, (Unicamente fosfatos y polifosfatos)
estabilizantes de color (excluyendo nitritos y nitratos) autorizados. No se admite el
agregado de colorantes naturales y/o artificiales. En caso de utilizarse carnes distintas
de la vacuna, debera denominarse "Hamburgués de ..... " o "Bife a la Hamburguesa de
..." seguido de la denominacion de la o de las especies que lo componen”. Por lo cual,
este tipo de alimentos se pueden desarrollar con diversas carnes como pollo y
pescado. También se los puede redisefiar, para que sea saludable, a partir de carne
de pescado manteniendo, en la medida de lo posible, las caracteristicas
organolépticas que los caracterizan. Siguiendo la tendencia mundial hacia la busqueda

de alimentos mas saludables y el habito ya impuesto del consumo de “comidas
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rapidas” se buscé evaluar el uso de la carne de saraca para el desarrollo de este tipo
de producto. Por lo general los conformados comerciales de pescado, como las
hamburguesas, porciones o bastones, se realizan principalmente con desmenuzado
de merluza. La formulacion puede contener ademas, grasa o aceite, pan rallado,
harina, almidones, agua, leche, condimentos, sal y, en algunos casos derivados de
soja. En Argentina estos productos se comercializan rebosados con pan rallado y se
someten a un rapida fritura superficial que fija el rebozado y le otorga el color y sabor
caracteristicos. El proceso de fritado hace mas atractivo al producto desde el punto de
vista organoléptico al mismo tiempo que disminuye su caracteristica de saludable. Por
otro lado, la incorporacién de pan rallado tanto en la cobertura como en la formulacién,
inhabilita su consumo a las personas que padecen de celiaquia. Como se describi6
con anterioridad, la especie Brevoortia aurea es una especie de descarte por lo cual
tiene poco valor en el mercado. A su vez, a partir de los ensayos previos a esta etapa
de desarrollo, observamos que la carne de saraca, ademas de ser una buena fuente
de proteinas, aporta cantidades importantes de &acidos grasos poli-insaturados
saludables, suficientes para cubrir los requerimientos diarios. Por todo ello, evaluar su
utiidad como materia prima para desarrollar un producto masivo como son las
hamburguesas, es una buena opcion para otorgarle mayor valor agregado a esta
especie a través de un producto saludable y accesible a amplios estratos econémicos
de consumidores.

En esta etapa de la Tesis el objetivo del trabajo fue disefiar y evaluar
formulaciones bajo la denominacion de bife a la hamburguesa' elaborados con
desmenuzado de saraca, aptas para ser consumidas luego de un proceso de coccion
“a la plancha”. Se realizaron varios ensayos preliminares basados en formulaciones
comerciales basicas, pero se decidi6 realizar algunos cambios importantes de manera
de reformularlas para obtener un producto saludable. Asi, se eliminé el pan rallado de
la mezcla para obtener un producto accesible a personas celiacas. También se redujo
el contenido de cloruro de sodio, cercano al 2 %, que suele usar la industria. Se
siguieron las recomendaciones de la FDA, para reducir el sodio de la dieta, sin que el
producto pierda sus atributos sensoriales. Se utiliz6 hexametafosfato de sodio y acido
ascorbico para reforzar el efecto de los antioxidantes, ambos actuando como

secuestrante de metales y donador de protones como regenerador de los compuestos

! En esta Tesis, siguiendo la reglamentacion se utiliza la denominacién del producto
“bife de hamburguesa de saraca” o la denominada de manera resumida en

“hamburguesa de saraca” o bien “conformado de saraca”.
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fendlicos. Para mejorar la palatabilidad se incorpord, en lugar de grasa vacuna o
porcina, aceite de girasol alto oleico y aprovechando la matriz de pescado, se adicion6
aceite de pescado refinado y desodorizado. Por otro lado se sustituy6 la leche en
polvo por concentrado de proteina de suero lacteo (WPC) que presenta mayor
capacidad emulsificante, para mejorar la jugosidad, disminuir el contenido de lactosa y
favorecer la palatabilidad del producto. Durante las Ultimas décadas, la utilizaciéon de
WPC despierta gran interés para el desarrollo de productos alimenticios como las
formulas infantiles, dietéticas y los alimentos saludables. Las proteinas de suero se
utilizan en productos carnicos emulsionados, tales como salchichas tipo Viena y
mortadela, asi como en productos picados, como salchichas parrilleras y carne para
hamburguesas, por sus propiedades emulsificantes, estabilizantes, humectantes vy
ligantes de grasa. EI WPC, ademas, aporta elementos traza (hierro, cobre y
manganeso) y compuestos bioactivos. Algunas de las funciones bioactivas de las
proteinas y péptidos presentes en el WPC son: transportador de provitamina A,
intervienen en la sintesis de lactosa, transportador de acidos grasos, actividad
inmunolégica, agente bacteriostatico y bactericida (de Wit, 1998). Las propiedades
funcionales méas importantes de las proteinas de suero en aplicaciones carnicas son:
solubilidad, fijacion de agua y viscosidad, emulsificacién, adhesion, gelaciéon y
caracteristicas organolépticas. Otras propiedades de estas proteinas, como dispersion,
formacion de film comestible, actividad antioxidante y pardeamiento, contribuyen a la
funcionalidad, pero son de menor importancia en un producto carnico. Varios autores
observaron la capacidad antioxidante del las proteinas del suero de leche aplicados a
emulsiones de aceite en agua actuando en la superficie de la gota dispersa o en la
fase acuosa. El mecanismo como antioxidante de las proteinas de suero de leche es
atribuida a: (1) la habilidad de producir cambios catiénicos en la superficie de las gotas
de la emulsién, actuando como repelente de los metales; (2) formando un film
viscoelastico que protege la interfase de las gotas, minimizando la hidroperoxidacién
de los lipidos por la accién de los metales; (3) quelando metales prooxidantes e (4)
inactiva radicales libres a través de los grupos sulfihidrilos y otros amino acidos (Tong
y col., 2000a y b; Hu, McClements y Decker, 2003).

El objetivo de este Capitulo fue estudiar el efecto de la incorporacion de
antioxidantes naturales y concentrado de suero lacteo (WPC) en la oxidacion lipidica
de hamburguesas de saraca congeladas y almacenadas a -25°C durante 6 meses.
Dado que el WPC con 40% de contenido proteico (WPC40) es producido en Argentina,
mientras que el WPC con un 80% de proteinas (WPC80) debe ser importado por falta
de tecnologia para su produccion y tiene un costo bastante mas elevado, se utilizaron

ambos concentrados de suero lacteo en el estudio para comprobar si la concentracion
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de proteina en el WPC influia en la oxidacion lipidica de los conformados almacenados
a -25°C.

Se compararon, ademas, los resultados obtenidos tanto con la incorporacion de
dos concentraciones de un extracto de semillas de uva (antioxidantes naturales), un
antioxidante sintético (BHTQ) y un control sin agregado de antioxidantes. En el
Capitulo V se habia verificado que este antioxidante fue efectivo frente a la oxidacién
de los lipidos propios del pescado durante el almacenamiento congelado de musculo
desmenuzado de saraca. El BHTQ, es ampliamente utilizado como antioxidante en
alimentos de origen marino por su efectividad en prevenir la oxidacion de acidos
grasos poli-insaturados (Ke, Nash y Ackman, 1977; Farkas y col., 1997; Kaitaranta,
1992); también fue ensayado previamente en esta Tesis durante el almacenamiento
congelado de desmenuzado de saraca (Capitulo V).

Se realizaron ensayos de almacenamiento a -25°C y se analizaron los cambios
debidos al tiempo de almacenamiento congelado en el rendimiento, la retencién de
agua y lipidos, color, jugosidad y textura de los conformados cocidos, aporte calérico y
contenido de 4cidos grasos poli-insaturados. Se comparoé las caracteristicas obtenidas
utiizando formulaciones con extracto de semillas de uva como antioxidante con
formulaciones control, empleando en los dos casos ambos tipos de concentrado de

suero lacteo.

VIl.2. MATERIALES Y METODOS

VII.2.1. Materia prima y preparacion de las muestras

Para este trabajo experimental se utilizaron ejemplares de saraca capturados en
mayo de 2011, en la bahia de Samborombén, en las costas de la provincia de Buenos
Aires. El muestreo se realizd sobre un total de 4 cajones (80.94 kg) de pescado fresco
acondicionado en cajones con hielo que se transporté en el dia hasta el Instituto
Nacional de Investigacién y Desarrollo Pesquero (INIDEP). Los ejemplares fueron
eviscerados, lavados, fileteados, cuereados manualmente y para la obtencion del
desmenuzado sin espinas se procedio tal como fue descripto previamente en el
Capitulo IV.2.1.

Otros ingredientes y aditivos

En el afio 2011 no se pudo obtener materia prima hasta el mes de mayo,
presentando un contenido graso de aproximadamente 10.72 = 0.41%. Por lo cual se
decidio incorporar aceite de girasol alto oleico (grasas saturadas= 7.33 %, MUFA n-9=

77.33 % y PUFA= 6.33%; Granix, Buenos Aires, Argentina) adquirido en un comercio
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local, y aceite refinado desodorizado de pescado (29.9 % n-3, 3.01 % n-6; Omega Sur,
Mar del Plata, Buenos Aires, Argentina) para obtener un producto con un contenido
lipidico final de alrededor del 10%. Las formulaciones también incluyeron fitoesteroles
90 % (Advasterol 90, AOM SA, Buenos Aires, Argentina), agua destilada, &cido
ascorbico grado alimentario, hexametafosfato de sodio (HMP) y NaCl de grado
analitico. Como antioxidantes se emplearon extracto de semillas de uva (Leucoselect,
Indena, Francia) o terbutil-hidroxi-quinona (BHTQ, Merck, Alemania). Como
emulsificantes-ligantes se incorporaron dos concentrados de proteinas de suero
lacteo: WPCB80 (concentrado de proteinas de suero lacteo 80%, Arla Food Ingredients
S.A., Buenos Aires, Argentina) o WPC40 (concentrado de proteinas de suero lacteo
40%, Milkaut S.A., Santa Fe, Argentina).

VII.2.2. Disefio Experimental A - Evaluacion de la efectividad de un antioxidante

natural en relacién al uso de uno sintético aplicado en hamburguesas de pescado.

Se realiz6 un disefio factorial (2x4x5), donde los factores considerados fueron la
concentracion de proteina de suero incorporada (en 2 niveles correspondientes a
WPC40 y WPCB80), el tipo y concentraciébn de antioxidante utilizada (control sin
antioxidante, extracto de semilla de uva en dos dosis diferentes y BHTQ) y el tiempo
de almacenamiento congelado.

En esta etapa de la Tesis, se evaluod la posibilidad de sustituir el antioxidante
sintético (BHTQ) por uno natural (extracto de semillas de uva). Como se explico
previamente, el antioxidante sintético es utilizado normalmente en la industria para
prevenir la oxidacibn de los lipidos presentes en los alimentos durante su
almacenamiento. Si bien es conocida su gran efectividad, también son considerados
riesgosos para la salud de los consumidores (Giménez y col., 2011). El BHTQ se
incorpord en una concentracién de 100 ppm expresados en base al contenido de
grasa del producto final, de esta manera se trabajé por debajo del limite permitido para
este compuesto que es de 200 ppm (FSIS, 2007) y siguiendo las reglamentaciones
vigente en Argentina establecidas en el Decreto 4238/68 de SENASA y en el CAA. En
el Decreto 4238/68 se establece como limite para el uso de antioxidante sintético
‘hasta 200 ppm en su producto terminado”. En el CAA se establece como dosis
méxima permitida “hasta 100 ppm del antioxidante sintético utilizado solo o combinado
con otros antioxidantes sintéticos sobre base grasa del producto final”. En este trabajo
se disefiaron formulaciones bajas en grasa, con 10% de lipidos en su composicién
cruda, por lo cual el BHTQ se incorpor6 en dosis de 0.001% en las correspondientes
formulas (Tabla VII — 1).
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El extracto de semillas de uva fue evaluado previamente en el Capitulo V donde
se observo buena actividad como antioxidante durante el almacenamiento congelado
de desmenuzado de saraca. Por lo cual fue seleccionado como antioxidante natural
para ser utilizado en las formulaciones de hamburguesas de saraca y evaluar su
efectividad frente al antioxidante sintético utilizado usualmente en productos de la
pesca. Se definieron dos dosis de trabajo para el extracto de uva, una fue de 700 ppm
(0.7g/100g), utilizando la misma dosis evaluada en los ensayos realizados en el
desmenuzado de pescado y una segunda dosis de 1400 ppm (0.149/100g). Este
aumento en la dosis del antioxidante natural se bas6 en la decisiébn de incorporar
aceite de pescado en las formulaciones aprovechando la matriz del pescado como
base. Los lipidos del aceite de pescado son mas susceptibles a la oxidacién que los
lipidos presentes en la carne de pescado. Esta mayor susceptibilidad al deterioro se
debe principalmente a los procesos de extraccion y refinacion, ademas de quedar mas
expuestos al oxigeno circundante en el alimento. La Tabla VIl — 1 muestra la
codificacibn usada para denominar las formulaciones y las combinaciones

antioxidante-tipo de WPC usadas.

Tabla VII- 1: Formulaciones de hamburguesas de saraca (expresado en g/100g de

producto)
Ingredientes
Nomenclatura Antioxidante WPC Desmenuzado
Uva BHTQ 40 80

Control WPC40 | - | = - 3 | e 74.90
Control WPC80 | --—-- | = - | - 3 74.90

BHTQ WPC40 | ----- 0.001 3 | - 74.89

BHTQ WPC80 | ----- 0.001 | - 3 74.89
UVA 700 WPC40 0.07 | = --—--- 3 | - 74.83
UVA 700 WPC80 0.07 | - | - 3 74.83
UVA 1400 WPC40 | 0.14 |  ---—-- 3 | - 74.76
UVA 1400 WPC80 | 0.14 | - | - 3 74.76

A su vez, en este ensayo se consider6 como control formulaciones con agregado
de WPC40 y WPCB80 sin el agregado de compuestos antioxidantes. Para cada
formulacién se prepararon partidas de 1.25 kg de mezcla cruda, obteniéndose
aproximadamente 25 hamburguesas de 50 g cada una. En todos los casos, cada 100g

de producto se incorporaron 16.5 g agua, 3 g aceite de girasol alto oleico, 0.5 g de
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aceite de pescado, 0.3 g hexametafosfato de Na, 0.7 g NaCl, 0.3 g &cido ascorbico y
0.8 g de fitoesteroles.

Elaboracion de hamburguesas de saraca

Las formulaciones se prepararon en una mezcladora industrial (Modelo B200 DT,
Blakkeslee, EEUU). El proceso se realiz6 en 2 etapas, en la primera etapa se mezclé
durante 1 minuto a velocidad 2 el pescado junto con todos los sélidos previamente
mezclados (Tabla VII - 1): el cloruro de sodio, el hexametafosfato de sodio, el acido
ascorbico y el antioxidante correspondiente para cada formulacion.

En una segunda etapa se incorporé el WPC correspondiente a cada formulacion,
previamente hidratado en agua durante 10 minutos y emulsionado con los
fitoesteroles, los aceites (alto oleico y pescado) durante 30 segundos a velocidad 6 en
un homogeneizador provisto de un rotor-estator (Omni-Mixer, Omnimixer International,
EEUU). La incorporacion de la emulsién a la carne de pescado se realizé lentamente
durante 1 minuto y luego se completé el mezclado durante 1 minuto a la misma
velocidad (Figura VII-1).

Figura VII- 1: Etapas de mezclado en el desarrollo de hamburguesas de saraca.

Izquierda: incorporacion de sdlidos. Derecha: incorporacion de la emulsién

Las hamburguesas de saraca se moldearon en un equipo manual formador de
hamburguesas adaptado con un cilindro de acrilico (Figura VII-2) especialmente
disefiado para formar hamburguesas de 60 mm de diametro, 20 mm de altura y de 50
+ 1 g de peso. Las muestras se congelaron a -25°C en freezer durante 24hs. Se
acondicionaron congeladas en bolsas de baja permeabilidad al oxigeno (BBA4L
Cryovac, Sealed Air Co., Buenos Aires Argentina, PO,. 35 cm® m? dia™ bar™ a 23°C)
en packs de dos unidades. Se almacenaron congeladas durante 6 meses a -25°C. Los

andlisis se realizaron cada 45 dias a lo largo del almacenamiento.
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Figura VII- 2: Etapas del moldeado de hamburguesas.

Oxidacion lipidica

La oxidacion lipidica se determind en las muestras crudas mediante el método
del &cido tiobarbiturico, explicado en la seccion V.2.6. Los analisis se realizaron cada
45 dias durante un periodo de 6 meses de almacenamiento congelado a -25°C. En
cada determinacién se utilizaron 3 hamburguesas, cada una fue picada y
homogenizada congelada para evitar la oxidaciéon y se determindé en cada una, por

cuadruplicado, el nUmero de TBARS.

VII.2.3.Disefio Experimental B. Estudio de los cambios en los pardmetros de calidad

de hamburguesas de saraca, crudos y cocidos, durante su almacenamiento a -25°C.

Se utilizé un disefio factorial 2x2x5, considerando como factores a estudiar el tipo
de antioxidante (extracto de semillas de uva o control), la concentracion de WPC (40%
u 80%), y los distintos tiempos de almacenamiento congelado. Dado los resultados
obtenidos en el Capitulo V, cuando se trabajé sobre desmenuzado de saraca, se

decidi6 incluir en el estudio Unicamente la mayor concentracion de extracto de uva ya



Desarrollo de Producto Capitulo VII - 147

gue el material correspondiente a la captura de mayo no permitia incorporar mas
combinaciones a la experiencia. Se prepararon los conformados con las siguientes
formulaciones estudiadas (Control WPC40, Control WPC80, UVA 1400 WPC40 y UVA
1400 WPC80) de acuerdo a lo descripto en VII.2.2. Se emplearon 5 kg para cada una
de las formulaciones Control WPC40 y WPCB80, utilizando aproximadamente 100
hamburguesas para cada formulacién. Se elaboraron 7.5 kg de las formulaciones con
antioxidante de UVA, obteniéndose 150 hamburguesas para cada una. En este grupo
se prepararon 50 muestras mas de cada formulacién para utilizarlas en los ensayos
sensoriales. El peso de cada hamburguesa fue de 50 £ 1 g.

Se utilizaron muestras cocidas y enfriadas para determinar la composicion
gquimica, el rendimiento de la coccién, reduccion de tamafio, retencién de grasa y
humedad, la jugosidad, perfil de textura y color. Los ensayos se realizaron
periddicamente cada 45 dias y durante los 6 meses del almacenamiento. También se
utilizaron las dos formulaciones conteniendo extracto de semillas de uva para realizar
un ensayo de aceptabilidad general y por atributos del producto por consumidores.
Asimismo, se analiz6 la carga microbiana inicial y al final del almacenamiento

congelado para lo cual se utilizaron algunas de las muestras crudas.

Coccibn de las hamburguesas

Se realizé en una plancha calefactora de doble contacto (Modelo 3882, Oster,
China) precalentada durante 30 minutos (Figura VII - 3). Este precalentamiento
aseguré que siempre se alcanzaba la temperatura maxima (210°C) en la superficie
calefactora antes de colocar las hamburguesas. De esta forma no hubo diferencias en

las historias térmicas durante la coccion de los distintos grupos.

Figura VII- 3: Plancha calefactora de doble contacto utilizada para la coccion.
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El tiempo de coccion de las muestras congeladas se determiné como el tiempo
necesario para que el centro de las mismas alcanzara los 68.3°C por 15 segundos,
para asegurar la inocuidad microbiologica del producto. La temperatura en el interior
de las hamburguesas se controlé con una termocupla conectada a un registrador. La
correcta coccion y un dorado externo parejo se logré cocinando 1.5 minutos de cada
lado. Luego de la coccién, se dejaron enfriar las muestras sobre papel absorbente a
temperatura ambiente dejando las muestras 6 minutos de cada lado, posteriormente
se realizaron los analisis quimicos y las determinaciones de las propiedades

fisicoguimicas y funcionales que se detallan a continuacién.

Andlisis de composicién centesimal

Se analiz6 la composicion centesimal tanto de las hamburguesas de pescado
crudas como cocidas. Se determind el porcentaje de humedad, contenido de lipidos,
cenizas y proteinas siguiendo lo explicado en 111.2.6. Se realizaron seis replicados para

cada formulacion.

Rendimiento de la coccion
Se calculé como la diferencia del peso antes y después de la coccion. Se
realizaron 9 replicados para cada tratamiento.

(masa cocida) o
x 100 Ecuacion VII- 1
(masa cruda)

Rendimient o =

Reduccion del tamafio
Se determiné la relacion entre el tamafio de la muestra cruda y cocida (El-

Magoli, Laroiab y Hansed, 1996). Se realizaron 9 replicados para cada tratamiento.

Re duccién de tamafio = (altura crudo- altura cocido) + (diam. ¢ rudo - diam. cocido) y
- (altura crudo +diam. crudo)
Ecuacion VII- 2

100

Retencion de humedad
Corresponde al porcentaje de agua en el producto cocido referido al contenido
de humedad previo a la coccion. Se determiné para las diferentes formulaciones en los

distintos tiempos de almacenamiento por duplicado.

%aguacocida
%aguacryda

Retencion de humedad = X rendimient o Ecuacion VII-3
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Jugosidad por presion

Se determin6 como el porcentaje de liquido extraido por prension de las
muestras cocidas. Se comprimieron hamburguesas enteras en un equipo analizador
de textura TA-xT2i (Texture Analyzer, Stable Micro Systems, UK) con sonda de 75 mm
(Figura VII-4), colocadas entre dos laminas de papel de filtro (10 x 9 cm) y cubiertas
por 2 ldminas de papel aluminio de las mismas dimensiones; las determinaciones se
realizaron a temperatura ambiente. Se program0 el texturébmetro para realizar una
presion de 100 N durante 2 minutos (Zorrilla, Rovedo y Singh, 2000). Las laminas de
papel de filtro y de aluminio se pesaron antes y después de la prension. La jugosidad

se determind por triplicado.

(peso de papeles fjnal peso de papeles inicial)

(peso del conformado cocido) x100

Jugosidad =

Ecuacioén VII- 3

Figura VII- 4: Texturbmetro TA-XT2i Texture Analyser

Retencién de lipidos
Es la relacion entre el porcentaje de lipidos del producto cocido referido al
porcentaje lipidico del producto crudo. Se determiné por duplicado para las diferentes

formulaciones y tiempos de almacenamiento.

%lipidos cocida

o~ X rendimient o Ecuacioén VII- 4
%lipidos cruda

Retencion de lipidos =
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Perfil de &cidos grasos

Se analiz6 el perfil de &cidos grasos de las muestras cocidas. La composicion en
acidos grasos se obtuvo por cromatografia gaseosa acoplada a un detector masa. Se
utilizé una columna capilar Omegawax 320 (30 m/0.32 mm id/ 0.25 pum) en un
cromatoégrafo Shimadsu 2010 con detector masa. El perfil de &cidos grasos de cada
una de las muestras se obtuvo por comparacion de los tiempos de retencion relativos
de cada uno de ellos respecto de estandares comerciales (Supelco 37 Component
FAME Mix, Cat. N0.18919-1 AMP, Sigma Aldrich) analizados previamente en la misma
columna. La esterificacion de los &cidos grasos se realiz6 segun lo explicado en 11.2.6.

Se determind la calidad de los lipidos mediante el analisis del indice de
aterogenicidad (lA) y el indice de trombogenicidad (IT). Estos indices se determinaron

segun lo explicado en 1.2.6.

Valor calérico total

El valor calérico total se determiné como la suma del producto de los valores de
Atwater correspondientes a las medias de proteina y lipidos multiplicados por los
factores 4 (kcal/g) y 9 (kcal/g) respectivamente de cada formulacion. Se calcularon las
calorias totales (kcal) aportadas cada 100 g de producto cocido. El aporte cal6rico por
hidratos de carbono al ser menor al 1% no fue considerado dentro del valor calérico
total. También, se calcularon los aportes de acidos grasos poli-insaturados cada 100 g
de producto cocido y el aporte de fitoesteroles de la proporcibn que representan

respecto a las ingestas diarias recomendadas.

Textura
El analisis del perfil de textura (TPA) se midid6 con un texturometro TA-xT2i
(Figura VII - 4) con una sonda de aluminio de 75 mm de didmetro (TA-30) acoplado
con el programa Texture Expert. La determinacion se realiz6 sobre hamburguesas
enteras y cocidas. El equipo se programé para realizar dos ciclos de compresiéon del
30 % de la altura del producto a velocidad de 1mm/s, con un tiempo intermedio de 5
segundos. La determinacion se realizd por cuadruplicado para cada tratamiento a lo
largo del almacenamiento congelado.
A partir del gréfico (Figura VII - 5) se determinaron los siguientes pardmetros:
e Dureza (fuerza maxima del primer ciclo de compresion, N).
e Adhesividad (area negativa del primer ciclo (area 3), representa el trabajo
necesario para retirar la sonda de la muestra, J).
e Cohesividad (relacion de area positivas del segundo ciclo (area 2) y area del

primer ciclo (area 1), J/J).
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e Elasticidad (distancia hasta llegar al maximo de la segunda compresion
(distancia 2) dividida la distancia hasta llegar al maximo de la primer
compresion (distancia 1), mm/mm.

e Masticabilidad (dureza x cohesividad x elasticidad).

Fuerza

Fracturahilidad

\

Distancia 1 ‘ Distancia 2

Tiempo

Aread

Figura VII- 5: Grafico del Andlisis de Perfil de Textura (TPA)

Color

Se describieron los pardmetros L*, a* y b* en la superficie de superficie de las
hamburguesas y W (blancura), a* y b* en la parte interna de las mismas la medicion se
realizo segun lo explicado en V.2.7. Se determindé por octuplicado para cada
tratamiento. El parametro W se determiné usando la formula descripta por Park (1994)

la cual se relaciona con la blancura del producto (Ecuacion VII-6).

W =100-[(100- L¥)?+ a® + b* ]2 Ecuacién VII- 5

Recuentos microbianos

Se realizaron analisis microbiolégicos al inicio y al finalizar el almacenamiento
congelado en las formulaciones crudas. Se realizaron diluciones seriadas y se
cuantificaron bacterias mesdfilas totales y psicréfilas segun lo explicado en la seccion

VI1.2.3. A su vez, se analizaron la presencia de enterobacterias, hongos y levaduras.

Recuento de Enterobacteriaceae
Se utilizé el medio Agar Bilis Rojo Violeta Glucosa (ABRV)
Peptona de carne 7 g/l

Extracto de levadura 3 g/l
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CINa 5 g/l
D-(+)-Glucosa 10 g/l
Sales Biliares 15 g/l
Rojo Neutro 0.03 g/l
Cristal Violeta 0.002 g/l
Agar 13 g/l
pH 7.3+x01 gl

El medio se esteriliza a vapor fluente (B.M) media hora. La incubacion se

realiz6 a 37°C, durante 48 hs.

Recuento de Hongos y Levaduras
Se determiné utilizando el medio Agar Cloranfenicol, Extracto de levadura,
Glucosa (YGC)

Extracto de levadura 5 g/l
Glucosa 20 g/l
Agar 149 gl
Cloranfenicol 0.1 gl

Autoclavar a 121°C durante 15 minutos. La incubacién se realizo a 25 — 30°C
durante 5 dias.

Todas las determinaciones microbiologicas se hicieron por duplicado de dos
hamburguesas crudas y los resultados obtenidos de los diferentes medios fueron

expresados como log UFC/g.

Ensayo de aceptabilidad por consumidores

Se evalué la aceptabilidad por consumidores de las hamburguesas de saraca
para las formulaciones UVA1400 WPC40 y UVA1400 WPCB80. Para el ensayo se
utilizé una escala hedonica de 10 cm (donde el extremo izquierdo indica me disgusta
mucho y el extremo derecho indica me gusta mucho). En dicha recta el consumidor
marc6 con una linea transversal el puntaje considerado para cada atributo segun su
grado de satisfaccion. El analisis de los datos se realizé midiendo la distancia en
centimetros desde el extremo me disgusta mucho hasta la marca realizada para cada
atributo (Figura VII-6). El ensayo se llevé a cabo en el laboratorio de Tecnologia de los
Productos Pesqueros del Instituto Nacional de Investigacion y Desarrollo Pesquero
(INIDEP). Se convoco a todo el personal cientifico, técnico y administrativo del INIDEP

a participar. Se realiz6 durante 3 dias consecutivos en el horario de la mafiana entre
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10:45 y 12:00 horas. Se trabajé con un amplio rango de edades, abarcando jévenes
adultos a adultos (entre 25-60) sin distincion de sexo. Las evaluaciones se realizaron
en grupos de 6 consumidores por vez, sobre un total de 40 personas. Como requisito
para participar se les solicitdé que dispusieran de 15 minutos. Se les explico la
modalidad del ensayo y su importancia para evitar que realizaran comentarios entre
los participantes. Se tomo requerimiento excluyente que respondieran afirmativo a las

siguientes preguntas:

¢, Se considera consumidor frecuente de pescado?
¢,Consume al menos una vez por semana algun producto pesquero?

¢,Consume hamburguesas de pescado tradicionales (empanadas y prefritas)?

ACEPTABILIDAD DE HAMBURGUESAS DE PESCADO SIN
COBERTURA

Consumidor MN°.............Sexo...........Edad........... Fecha:

Utilizando la siguiente escala, por favor evallle la aceptabilidad total y luego la
de cada atributo siguiendo el orden presentado. Comience por la muestra 467 vy
continue con la 813.

Marque con una linea transversal donde considere su puntuacion para cada
atributo.

MUESTRA N° 467
Disgusta mucho Gusta mucho
Aceptabilidad total:

Olar
Color
Textura
Sabor

MUESTRA N" 813
Disgusta mucho Gusta mucho

Aceptabilidad total:
Olar

Colar

Textura

Sabor

Figura VII- 6: Ficha sensorial para el ensayo de aceptabilidad global y por atributos por

consumidores

A cada grupo de consumidores se les explicé la metodologia de trabajo. Se les
solicité que evaluaran la aceptacion general, olor, color, textura y sabor en el orden

presentado en la planilla (Figura VII — 6). A cada participante se le entregé una copia
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de la planilla, un vaso con agua mineral a temperatura ambiente y una galletita de
agua sin sal para neutralizar el sabor entre muestra y muestra. Inmediatamente se le
sirvié una porcion caliente de cada formulacion cocida y codificada con un niumero de

3 digitos elegido al azar.

Andlisis estadistico de los resultados
El analisis de los resultados se efectud segun lo explicado en I11.4.6.

VII.3.RESULTADOS Y DISCUSION

VII.3.1. Caracterizacién de la carne de saraca como materia prima

En las Tabla VIl — 2 se presentan los parametros evaluados para caracterizar la
materia prima del desmenuzado de saraca de ejemplares capturados en mayo. Se
observé que el contenido de lipidos totales fue 10.72 + 0.41%, este valor es menor al
observado en el Capitulo Ill cuando se evalu6 el ciclo biologico, ya que el valor de
lipidos observado en el mes de mayo durante el ciclo biol6gico del afio 2009 fue de
17.2 + 4.01%.

La diferencia lipidica entre los ejemplares capturados, en la misma fecha, en los
distintos afios, se debe a que las muestras analizadas en el Capitulo Il se cuereaban
a mano cuidando de mantener el “espejo de plata” donde se ubica la mayor cantidad
de lipidos subcutaneos (Figura VII — 7), mientras que en este ensayo se cuered con
cuchillo donde se retir6 una fina capa de musculo, el tejido conectivo correspondiente
al espejo de plata y por lo tanto se eliminé una buena parte de la grasa subcutanea
ubicada entre la piel y el filete.

Tabla VII- 2: Composicién proximal del desmenuzado de saraca utilizado como

materia prima para el desarrollo de hamburguesas.
Variable MediazSD (Q)

Lipidos 10.72+0.41
FeICER 3 17.48+0.06
0INEOELN 3 69.70+0.72

Ceniza [ 1.33+0.02

*Valores promedio * desviacion standard (n=3)

En relacion a los demés pardmetros no se observaron diferencias significativas
con los resultados observados en el Capitulo Ill, donde los valores fueron para
humedad: 66.32 + 3.47%, proteina: 17.2 £ 0.95% y cenizas: 1.29 + 0.11%.
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Los resultados obtenidos del andlisis de composicion proximal de los
conformados crudos y cocidos sin almacenamiento se presentan en la Tabla VII - 3.
Las formulaciones crudas mostraron minimas variaciones en las composiciones y en
pocos casos con diferencias significativas, ya que las proporciones de los ingredientes
principales no variaron y el desmenuzado se preparo a partir de un “pool” de pescado.
La composicién proximal de los productos crudos no varié con la formulacion,
presentando valores medios de 72.22 + 0.95 % humedad, 16.48 + 0.91 % proteina,
9.48 £ 0.71 % lipidos y 1.95 + 0.11 % cenizas, mientras que para los cocidos fue
menor la humedad (63.90 = 1.54%) y mayor el contenido en proteinas (21.58 + 0.84
%), lipidos (11.98 + 0.80 %) y cenizas (2.20 £ 0.10 %). EIl contenido de hidratos de
carbono no se considerd en este trabajo ya que la presencia fue minima, menor al
0.8%.

Figura VII- 7: Corte transversal de filete de saraca con grasa subcutanea (GS) entre
musculo y espejo de plata.

En la Tabla VIl - 3 se puede observar que la coccién redujo significativamente
(P<0.05) el contenido de humedad de las hamburguesas; sin embargo no se
observaron diferencias significativas del mismo entre las cuatro formulaciones, tanto
crudas como cocidas.

Con respecto al contenido de proteinas, lipidos y cenizas, si bien al analizarlos
en base humeda surgen diferencias entre formulaciones cocidas, al analizar la
composicién en base seca el contenido proteico dependié exclusivamente del tipo de
WPC incorporado: para WPC40 (57.68 + 0.80 %bs) y para WPC80 (61.56 £+ 1.2 %bs ).

El contenido de lipidos aumentd por la coccidon en el andlisis en base humeda,
mientras que esta diferencia, explicado por el menor contenido de humedad de las
hamburguesas de saraca cocidas, mientras que en base seca no se observaron
diferencias significativas debido a la coccién, es decir, en la matriz seca se mantuvo la
relacion proteina/lipidos. Del analisis estadistico en el contenido de lipidos entre las

muestras cocidas no se encontraron diferencias significativas debidas a ningun factor.
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Tabla VII - 3: Valores medios de la composicién proximal de las formulaciones de
conformados de saraca, crudos y cocidos, al inicio del almacenamiento (% g/100g de

producto)
Formulacion | Humedad (%) | Proteinas (%) | Lipidos (%) | Ceniza (%)
Control b
73.00+0.67%  16.08+0.65°  8.62+0.33% 2.00+0.15%"
WPC40
Control b b
72.23+1.12% 17.08+0.36° 9.63+0.86*° 1.90+0.04%
@ WPC80
E
) UVA1400 o )
71.81+1.12%  15.73+0.83%  9.98+0.37° 2.03+0.05%"°
WPC40
UVA1400 )
71.85+0.33%  17.02+0.96° 9.70+0.23*  1.86+0.03%
WPC80
Control b b d
65.04+0.27 20.35+0.04° 11.57+0.02° 2.24+0.02%
WPC40
Control b b §
64.91+0.03 21.83+0.27™ 11.43+0.09° 2.20+0.00°*°
o WPC80
S [ UVAL400 i } )
© 61.48+0.10 21.93+0.02" 13.19+0.66° 2.29+0.05°
WPC40
UVA1400 ) bed
64.14+0.13 22.20+£0.79° 11.74+0.04° 2.07+0.12"°
WPC80

*Valores promedio + desviacion standard (n=6)
** | etras diferentes dentro de la misma columna indican que los valores medios

difieren significativamente (P <0.05)

En relacion a las cenizas se observo un efecto significativo debido al tratamiento
térmico entre las formulaciones crudas y cocidas en base seca. Las muestras crudas
presentaron mayor contenido de ceniza (7.02+ 0.4 %bs) que las muestras cocidas
(6.10 £ 0.31%bs) esta reduccién se podria explicar por una pérdida de minerales
arrastrados por el liquido perdido durante la coccion. Entre las formulaciones cocidas
en base seca se observd un efecto debido a los factores principales WPC y
antioxidante. Se observé que las formulaciones con WPC40 presentaron valores
superiores en el contenido de ceniza que las muestras con WPC80 (7.03 £ 0.59%bs y
6.55 + 0.40 %bs, respectivamente) y con respecto al uso de antioxidante se observo
gue las muestras control presentaron valores mayores respecto de las muestras con
extracto de uva (6.73 £ 0.16 %bs y 6.39 + 0.22 %bs).
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VII.3.2. Disefio Experimental A — Evaluacion de la efectividad de un antioxidante
natural en relacion al uso de uno sintético aplicado en hamburguesas de pescado.

En esta primera etapa del andlisis de las formulaciones de hamburguesas de
saraca, se evaluo la efectividad de un antioxidante natural aplicado en dos dosis frente
al antioxidante sintético utilizado habitualmente en productos pequeros. Para ello se
evaluo el desarrollo de los compuestos secundarios, producto de la oxidacioén lipidica
durante el almacenamiento congelado. Se analizaron las diferentes formulaciones de
hamburguesas, incluidas las formulaciones sin el agregado de antioxidantes para
evaluar el efecto antioxidante de los sueros de leche incorporados.

Al inicio del almacenamiento congelado se encontraron diferencias significativas
entre las formulaciones (Tabla VIl - 4). Esto se puede relaciona con la velocidad de
deterioro que presentan los lipidos de la materia prima y con la efectividad de los
diferentes antioxidantes aplicados en las primeras etapas de procesamiento para
demorar los procesos relacionados con la oxidacion. Valores y comportamientos
similares en TBARS fueron observados por Tokur y col. (2006) en bastones de carpa

almacenados congelados durante 6 meses.

Tabla VII- 4: Valores de TBARS, expresados como mg MDA/kg, al inicio del

almacenamiento congelado (0 dias) de las diferentes formulaciones de hamburguesas

de saraca.

WPC | Antioxidante | Medias £S.D.
WPC 40 |BHTQ 0.13+0.02%
WPC 40 |UVA 1400 [0.16+0.022°
WPC 80 |BHTQ 0.21+0.04°¢

WPC 80 [UVA 1400 |0.25+0.03°°
WPC 40 |CONTROL |0.27+0.02°¢
WPC 40 [UVA 700 |0.32+0.05%°
WPC 80 [UVA 700 |0.36+0.02°
WPC 80 [CONTROL |0.38+0.03°

* Los resultados se muestran como medias + desviacion standard (n=12). Letras

diferentes indican diferencias significativas entre las medias (P <0.05).

Asimismo, se observO una interaccion significativa entre los antioxidantes
ensayados, el tipo de WPC utilizado y el tiempo de almacenamiento (Figura VII - 8).

Las muestras que contenian extracto de UVA 1400ppm y BHTQ con WPC40
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presentaron los menores valores de TBARS, desde el inicio y a lo largo del
almacenamiento. En la formulacién BHTQ WPC40 se observaron valores de 0.13 +
0.02 mg MDA/Kkg al inicio del almacenamiento y de 0.20 + 0.01 mg MDA/kg al sexto
mes. Mientras que la formulacion con UVA1400 WPC40 presento valores de 0.16 *
0.02 mg MDA/kg y 0.22 + 0.01 mg MDA/Kkg al inicio y al final del almacenamiento,
respectivamente.

Las muestras control (sin antioxidantes agregados) para ambos WPC
presentaron una oxidacion mayor que las muestras con antioxidante desde el
comienzo del almacenamiento (WPC40= 0.27 + 0.02 mg MDA/kg y WPC80= 0.38 +
0.03 mg MDA/Kg), presentaron un aumento continuo y significativo a lo largo del
tiempo de almacenamiento, alcanzando un valor maximo al sexto mes (WPC40 =0.35
+ 0.11 mg MDA/kg y WPC80=0.43 + 0.03 mg MDA/kg). Sin embargo, la Figura VIl - 8
parece indicar que las formulaciones control, al llegar al sexto mes, aln no alcanzaron
el nivel maximo de oxidacion. Las muestras con antioxidante UVA700 y ambos WPC
presentaron, al igual que las formulaciones control, niveles de oxidacién mayores con
respecto al uso de los antioxidantes UVA1400 y BHTQ.

Las formulaciones con BHTQ o antioxidante de UVA para ambos WPC se
observé un comportamiento creciente en el nimero de TBARS, alcanzando un
méaximo a los 45 dias con un posterior descenso. Este comportamiento se relaciona
con la formacion de los productos secundarios propios del proceso de oxidacién. Este
comportamiento fue observado por Ninan, Bindu y Joseph (2010), quienes trabajando
en albondigas de tilapia almacenadas congeladas a -20°C durante 21 semanas,
observaron un pico maximo a la novena semana de almacenamiento y luego un
descenso; resultados similares fueron informados para hamburguesas de tilapia y
bastones de carpa por Tokur y col. (2004 y 2006). Ninan, Bindu y Joseph (2010)
explican el comportamiento creciente y luego decreciente en los valores de oxidacion
de los lipidos en productos pesqueros como una reduccién debida a la interaccion
entre los productos de la hidrolisis de lipidos, el malonaldehido/aldehidos y las
proteinas.

Las hamburguesas de saraca ademdas de contener antioxidantes fueron
formuladas con WPC, el que, ademas de poseer actividad emulsificante presenta
actividad antioxidante (Hu, McClements y Decker, 2003). Como puede verse en la
Figura VII- 8, las formulaciones con WPC40 presentaron valores menores de TBARS

que las que contenian WPC80.
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Figura VII- 8: TBARS de las formulaciones ensayadas durante 6 meses de
almacenamiento congelado a -25°C. Muestras con (UVA 700; UVA1400; BHTQ) y
sin (Control) el agregado de antioxidante y con WPC 40 (lzquierda) o WPC 80
(Derecha). Los resultados se expresaron como numero de TBA = mg malonaldehido
(MDA)/kg de producto = error standard de la media, n=12).

Hu, McClements y Decker (2003) evaluaron la estabilidad antioxidante de
proteinas de suero utilizado como emulsificante de aceite de salmén y agua.
Observaron que el suero de leche dulce (SW) con 12.1% de proteinas presenté una
capacidad antioxidante mayor que el hidrolizado de suero de leche (WPI, 97.6%
proteina); este fenédmeno lo atribuyeron a que el SW contiene numerosos compuestos
que no se encuentran en el WPI debido a los tratamientos para su obtencién, como
por ejemplo la purificaciébn. Algunos compuestos que se encuentran en el SW son
minerales, citrato, fosfato, lactosa y péptidos de bajo peso molecular, compuestos que
colaboran en la estabilidad frente a la oxidacion de los lipidos. El citrato, el fosfato y los
fosfopéptidos de caseina son conocidos como quelantes de hierro y potenciales
inhibidores de la oxidacién lipidica. Asimismo, estos autores propusieron que otro
factor responsable en las diferencias en la estabilidad frente a la oxidacion podria estar
dada en la diferente composicién de los aminoacidos presentes en el suero de leche.
Dependiendo del procedimiento de obtencion, los WPC més concentrados requieren
de mas tratamientos (térmicos y de purificacion) que actian sobre las proteinas
cambiando su estructura, lo que conlleva a una menor exposicién de aminoacidos
libres con capacidad para actuar sobre los radicales libres, inhibiendo la oxidacion,

como es el caso de los aminoacidos azufrados.



Desarrollo de Producto Capitulo VII - 160

Pefia-Ramos y Xiong (2003) en sus estudios observaron que los hidrolizados de
proteina de suero de leche pueden inhibir la formacion de TBARS formando un
sistema complejo que cataliza al hierro en un 65% pero esta propiedad depende de los
tratamientos para la obtencién del suero de leche. Cuanto mayor es el procesamiento
a altas temperaturas (durante la evaporacion y secados) para la obtencion de los
concentrados de suero de leche, mayor desnaturalizacion irreversible se produce en
las proteinas que lo componen y se refleja directamente en sus propiedades
funcionales (de Wit, 1998). Estas observaciones se podrian relacionar con los datos
observados en esta Tesis, donde el WPC40 al ser obtenido con menos procesamiento
gue el WPC80 mas purificado, presentaria mayor poder antioxidante.

En el Capitulo V se evaluaron los niveles de oxidacién durante el
almacenamiento congelado de desmenuzado de saraca con diferentes antioxidantes.
Estos valores fueron superiores a los observados en esta experiencia para todas las
formulaciones; las muestras de desmenuzado de ejemplares capturados en julio
presentaron valores menores de TBARS que los desmenuzados de diciembre. En el
Capitulo V también se observo en el desmenuzado de julio, una efectividad similar
entre los antioxidantes BHTQ y UVA. Presentaron valores iniciales de 0.42 + 0.06 mg
MDA/kg y 0.42 + 0.09 mg MDA/Kkg respectivamente. Estos valores fueron mayores a
los valores iniciales observados en las hamburguesas de pescado. Esto se puede
explicar por el agregado en las formulaciones de compuestos como el acido ascérbico
y el hexametafosfato de sodio que actllan como secuestrantes de metales, impidiendo
gue actlen en la etapa de iniciacion de la oxidacion de los lipidos. Ademas de la
actividad de los concentrados de suero de leche descripta recientemente actuando
como secuestrantes y evitando la oxidacion.

En este estudio la capacidad antioxidante del extracto de uva aplicado en una
concentracion de 0.14g/100g (UVA 1400) fue tan efectiva como el antioxidante
sintético BHTQ para evitar la oxidacién durante el almacenamiento congelado de las
hamburguesas de saraca. Estos resultados permiten inferir que los compuestos
fendlicos naturales son efectivos para prevenir la rancidez de los lipidos presentes en
sistemas alimenticios complejos como aceites de pescado (Medina y col, 1999) y en
desmenuzado de pescado (lkawa, 1998; Alghazeer, Saeed y Howell, 2008). La
efectividad de los compuestos fendlicos naturales se relaciona con el contenido de
polifenoles presentes en el extracto natural. La estructura de los grupos OH presentes
en las catequinas tienen la capacidad de actuar sobre los radicales libres generados
durante la peroxidacién de los lipidos y también tienen la capacidad de quelar los

iones metalicos. En comparacion con a-tocoferol, las catequinas fueron reportados



Desarrollo de Producto Capitulo VII - 161

como antioxidantes mas efectivos utilizados en alimentos a base de carnes cocidas o
productos con pescado (Alghazeer, Saeed y Howell, 2008)

La dosis UVA1400 utilizada, presentaba el doble de catequinas (200ppm de
catequinas) respecto a la dosis UVA700 (100ppm de catequinas), y fue la mas
efectiva. El efecto de los antioxidantes dependen de varios factores como la habilidad
para mezclarse en la matriz carnica, la actividad como antioxidante en diferentes
sistemas con lipidos y la estabilidad a lo largo de los diferentes procesamientos
(Alghazeer, Saeed y Howell, 2008). Tang y col. (2001) observaron que la utilizacién de
300ppm de catequinas de té fueron efectivas para evitar la oxidacion de lipidos en
carnes rojas cocidas y de pollo.

Es importante destacar que durante el almacenamiento congelado las distintas
formulaciones presentaron siempre valores de TBARS menores a 0.5 mg MDA/kg de
alimento, siendo menor al limite establecido por Connell (1995) de 2 mg MDA/kg de

musculo de pescado, valor que se correlaciona con el olor y sabor a rancio.

VII.3.3. Disefio experimental B. Estudio de los cambios en los parametros de calidad

de conformados de saraca, crudas y cocidas, durante su almacenamiento a -25°C.

El objetivo principal en esta etapa fue evaluar los pardmetros de calidad en las
formulaciones crudas y cocidas, por lo que se decidi6 comparar la formulacién
UVA1400 WPC40 con su homéloga con WPC80. La decision de utilizar y comparar el
uso del WPC80 y WPC40 se debe principalmente a que sélo el WPC80 es
ampliamente utilizado en el desarrollo de productos céarnicos. Varios autores
recomiendan su uso en productos carnicos por presentar buena capacidad para
emulsificar y retener la jugosidad del producto luego de la coccién (Pérez, Wargon y
Pilosof, 2006). Mientras que la proteina de suero de leche con concentracién de 35%
de proteina en el total de sélidos se suele utilizar como reemplazo de la crema de
leche en productos alimenticios para humanos o alimentos para animales de bajo
costo. El suero de leche con gran contenido de proteinas (y los aislados de proteina de
suero) se utiliza exclusivamente para productos del tipo de panaderia y productos
carnicos (de Wit, 1998; Tunik, 2008). Si bien existen muchos trabajos donde se analiza
el efecto de la utilizacion de los WPC, no se encontraron trabajos donde se comparara
el efecto del agregado de uno frente al otro. Por lo cual resulta deseable comparar los
parametros de calidad del producto utilizando ambos WPC ya que el WPC 40% se

produce en el pais mientras que el WPC 80% se importa a alto costo.
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A partir de lo explicado se decidio utilizar las formulaciones UVA1400 WPC40 y
UVA1400 WPC80 y a modo control se analizaron las muestras sin antioxidantes
también para los diferentes sueros de leche (Control WPC40 y Control WPC80).

Rendimiento de la coccion

Se determind el rendimiento en coccion para las diferentes formulaciones de
conformados durante el almacenamiento congelado a -25°C (Tabla VII - 5). Se
analizaron 9 muestras de cada formulacion cada 45 dias hasta alcanzar el sexto mes
de almacenamiento. El rendimiento de los conformados, presentd valores elevados en
todas las formulaciones a lo largo del almacenamiento (entre 65.46 + 3.17% y 75.44 +
6.67 %). Solo tuvieron un efecto significativo el tipo de WPC utilizado y el tiempo de
almacenamiento, siendo los resultados independientes de la adicion o no del
antioxidante de UVA1400.

Tabla VII- 2: Rendimientos en coccién porcentuales (%) en funcién del tiempo de
almacenamiento a -25°C de diferentes formulaciones de conformados de saraca.*
Formulaciones
Tiempo Control WPC40  Control WPC80  UVA1400 WPC40 UVA1400 WPC80
0 75.44%6.67° 73.48 +2.42°% 7508 £ 6.01 74.85+2.78 %
45 69.74+269 % 7375+6.82°°  68.35+3.25%° 7286+ 6.34 °
90 72.04+6.25% 7182+ 254%% 6659+ 225 72.67 + 2.40 >
135 69.50 + 2.63 % §9.55 + 1.94 *°® 66,86+ 1.77*°  69.61 + 3.57 2%
180 65.46 +3.17 2 70.56 +2.13 % §7.56 +£3.38%°  69.91 + 3.13 2
*Valores promedio + desviacion standard (n=6)

** |_etras diferentes entre los valores medios indican diferencias significativas (P <0.05)

Al inicio del almacenamiento no se observaron diferencias significativas en el
rendimiento de las distintas formulaciones, y correspondié a un rango entre 73.48 +
242 % y 75.44 + 6.67 %. Por otro lado, al avanzar el tiempo de almacenamiento
congelado se observé una reduccién en el rendimiento del producto cocido. Valores
similares al inicio del almacenamiento fueron presentados por Sanchez-Alonso, Haji-
Maleki y Borderias (2007) en conformados de caballa donde evaluaron el efecto del
agregado de fibra vegetal en productos pesqueros (74.48 y 76.19% para muestras
control y con el agregado de fibra vegetal respectivamente). Este comportamiento
también fue observado en medallones de carne con el agregado de WPC 80%

(Candogan y Kolsarici, 2003; Pifiero y col., 2008; Andrés y col., 2011). El rendimiento
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similar de las distintas formulaciones al inicio del almacenamiento puede deberse al
estado nativo de las proteinas propias del pescado. En dicho estado las proteinas
miofibrilares presentan mayor capacidad para retener liquidos. Durante el
almacenamiento congelado, las proteinas del pescado sufren desnaturalizacion
debida al frio lo que conlleva a una menor capacidad de retener liquidos. Esto se
relaciona con lo descripto en el Capitulo 1V, donde se observo la desnaturalizaciéon de
la actina y miosina en desmenuzados de saraca correspondientes a diferentes
estadios, a lo largo del almacenamiento congelado a -25°C durante 6 meses. Dicha
desnaturalizacion del desmenuzado se reflejé en la menor capacidad tecnolégica de
retener agua (WHC) y en el aumento en la pérdida de liquido por drip durante el

descongelado de desmenuzado.
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Figura VII - 8: Reduccién en el rendimiento de la coccién de las
formulaciones ensayadas con el agregado de diferentes sueros de leche.

Las barras expresan el error standard de la media.

Ademas de la influencia del tiempo de almacenamiento sobre el rendimiento,
también la concentracion proteica del suero lacteo tuvo un efecto significativo
(P<0.05), ya que las formulaciones con WPC80 presentaron los mejores rendimientos
en la coccidn al finalizar el almacenamiento (Figura VII - 9). Un comportamiento similar
fue encontrado por El-Magoli, Laroiab y Hansed (1996) en hamburguesas de carne
con el agregado de 0 a 4% de WPC con 80 % de proteinas y bajo contenido de lipidos,
quienes observaron mayores rendimientos en el producto cocido en las formulaciones
con mayor contenido de WPC80. Parte del mayor rendimiento también podria estar
explicado por el aporte de sélidos del WPC con mayor contenido de proteinas (El-
Magoli, Laroiab y Hansed, 1996).



Desarrollo de Producto Capitulo VII - 164

Las formulaciones con WPC40 presentaron mayores pérdidas en el rendimiento
al finalizar el almacenamiento. Se observaron reducciones de un 10 y 13 % para las
muestras UVA1400 y Control con WPC40 respectivamente, mientras que las
formulaciones con WPC80 presentaron una disminucién del rendimiento entre 4 vy
6.5% para las formulaciones Control y UVA1400 respectivamente, al concluir el sexto

mes de almacenamiento.

Reduccion de tamafio

Se determiné la reduccion de tamafio de los conformados de saraca luego de
la coccion. Unicamente tuvieron efecto significativo (P<0.05) el tipo de WPC utilizado y
el tiempo de almacenamiento. Las formulaciones con WPC80 presentaron una media
de la reduccion del tamafio menor que las muestras con WPC40 con valores promedio
de 12.19 + 2.62% y 13.69 + 2.51% respectivamente (Figura VIl - 10). En relacién al
tiempo de almacenamiento se observa una continua reduccion en el tamafio de los
conformados al avanzar el periodo de almacenamiento, relacionado con la mayor
pérdida de humedad de las hamburguesas cocidas, al final del almacenamiento, con

respecto a la humedad inicial de los mismos.
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Figura VII - 9: Reduccion del tamafio de las formulaciones cocidas de conformados de
saraca durante el almacenamiento a -25°C. *Valores medios * error standard de la
media (n=9). ** Letras diferentes indican que los valores medios difieren

significativamente (P <0,05)

El tamafio de las hamburguesas de saraca se ve afectado por el proceso de
coccion, donde las proteinas musculares se encogen debido a su desnaturalizacion

por efecto del calor, y como consecuencia, pierde agua que a su vez contribuye a la
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reduccion del tamafio (Tekin, Saricoban y Yilmaz, 2010). Se observaron valores
similares de reduccion de tamafio (10%) en hamburguesas de carne vacuna con
formulaciones con WPC 80 (El-Magoli, Laroiab y Hansed, 1996).A su vez cabe
destacar que la plancha doble contacto contenia tacos de 1cm de contencion para
evitar que comprimiera los conformados durante la coccion por el peso propio de la
placa superior. Es por ello que si bien se observa un comportamiento similar en
reduccion del tamafio de todas las muestras, la altura final de todos los conformados
cocidos fue de 1 cm sin tener correlacion con la altura original de cada hamburguesa

cruda.

Retencién de agua

Con respecto a la retencibn de agua, tanto los factores principales (WPC,
antioxidante y tiempo) como las interacciones WPC x tiempo (Figura VIl-11a) y WPC x
antioxidante (Figura VII-11b) tuvieron efecto significativo (P<0.05) sobre esta variable.
En todas las formulaciones se encontrd, un descenso en la capacidad para retener
agua de 47.73 £ 0.42% a 41.32 = 0.48% al avanzar el tiempo de almacenamiento
congelado, si bien la disminucion fue mas acentuada en aquellos conformados
preparados con WPC40 (Figura VII-11a). Al igual que los resultados observados en el
rendimiento, las muestras con WPC80 (45.58+0.27%) presentaron mayor capacidad
de retener agua luego de la coccion, que las formulaciones con WPC40
(42.90+0.27%).

Se encontraron diferencias significativas entre la retencion de agua de las
muestras control y con antioxidantes (45.10 + 0.27% y 43.38 + 0.27%, P<0.05),
mientras que ni la interacciébn antioxidante x tiempo ni la triple influyeron
significativamente en los resultados observados (P>0.05). En cuanto al porcentaje de
retencién de agua luego de 180 dias de almacenamiento congelado, solamente la
formulacién Control WPC80 (44.21 + 1.33%) difiri6 significativamente de la retencién
de las otras tres ensayadas (Control WPC40, UVA1400 WPC40 y UVA1400 WPCS80,
39.90 + 1.93%, 38.56 + 1.93%, 42.61 = 1.90%, respectivamente). Otros autores
observaron valores de menor capacidad de retencion de agua en productos carnicos
con WPC80 en la misma dosis que este trabajo de investigacion, asi, El-Magoli,
Laroiab y Hansed (1996) presentaron valores de retencion de agua entre 41.5y 44.6%
en medallones de carne sin y con el agregado de WPCS80.

La capacidad de retener agua luego de la coccion se relaciona con la propiedad
de las miofibrillas de la carne y su interaccion proteina-agua. Un comportamiento
similar al observado en esta Tesis, fue descripto por Murphy y col. (2005), quienes

observaron una menor capacidad de retener agua en geles de merluza adicionados
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con WPC con 45 % de proteinas que en geles adicionados con WPC con 76% de
proteinas de suero de leche. A su vez observaron una mayor capacidad de retener
agua al aumentar la concentracion del suero en los geles con WPC76, mientras que
geles con WPC35 presentaron un comportamiento inverso, a mayor porcentaje de
WPC35 menor capacidad de retener agua. Segun lo descripto en la Tesis de Campbell
(2010) a menor solubilidad de la proteina de suero mayor sera su capacidad de fijar
agua (Jayaprakasha y Brueckner, 1999). Por lo que, cuanto mas desnaturalizada o
mas cerca del punto isoeléctrico se encuentre menor sera su solubilidad, pero mayor
sera su capacidad de fijar agua. Las propiedades de gelacién del concentrado de
suero lacteo son responsables de retener los lipidos y el agua que son liberadas de la
matriz proteica de la carne cuando ésta se encoge durante la coccion. En forma similar
a la fijaciéon de agua, la fijacion de la grasa esta facilitada por la construccion de un
fuerte gel proteico que la atrapa dentro de la matriz proteica y también por la retencién
de la grasa dentro de las membranas de las células adiposas, las cuales no son
sustancialmente rotas por los procesos de picado, lo que previene la pérdida de
humedad.

Se debe recordar, ademés, que en todas las formulaciones se incorpord
hexametafosfato de sodio el cual modifica la estructura de las proteinas carnicas

favoreciendo su funcionalidad para retener mas agua.
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Figura VII - 10: Retencién de agua porcentual de conformados cocidos de saraca,
individualizados segun: su contenido de WPC40 () y WPC80 (A), en funcion de: a)
el tiempo de almacenamiento previo a -25°C; b) tipo de antioxidante empleado
(control y antioxidante de uva 0.14g/100g): WPC40 (274 )y wpCs0 (SN ).

*Valores promedio * error standard de la media.
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Jugosidad por presion

Los resultados de jugosidad de las muestras cocidas de las diferentes
formulaciones desarrolladas, analizadas a lo largo del almacenamiento a -25°C, se
presentan en la Figura VII — 12. Tanto el tiempo de almacenamiento como el tipo de
antioxidante influyeron significativamente en los resultados (P<0.05), lo que no ocurrié
con el tipo de WPC. Sin embargo, también fueron significativas las tres interacciones
dobles y la triple.

Las muestras con antioxidante de uva presentaron, en promedio, valores
superiores a las muestras control (2.13 £ 0.80% y 1.81 + 0.60% respectivamente). La
jugosidad promedio de las muestras control fue 1.66 + 0.71% y 1.95 + 0.44 para las
formulaciones con WPC40 y WPCB80 respectivamente. Mientras que los valores de
jugosidad para las muestras con extracto de semillas de uva encontrados fueron 2.17
+0.86y2.10 + 0.77 % para las formulaciones con WPC40 y WPC80 respectivamente.

Asimismo, la jugosidad se redujo a medida que aumentdé el tiempo de
almacenamiento en todas las muestras (Figura VIl — 12). Al inicio del almacenamiento
las hamburguesas que contenian extracto de semillas de uva presentaron valores en
la jugosidad superiores a las formulaciones control; los valores de jugosidad
correspondientes a WPC40 y WPCB80 con antioxidante fueron 3.6 = 0.23% y 3.49 +
0.28%; en cambio, la jugosidad de las formulaciones control con WPC40 y WPCB80 fue
2.69 £ 0.24% y 2.22 + 0.13%, respectivamente; al final del almacenamiento se alcanz6
valores entre 1.15 para control WPC40 y 1.59 para UVA1400 WPCA40.
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Figura VII - 11: Variaciones de la jugosidad de las formulaciones de
conformados de saraca durante el tiempo de almacenamiento a -25°C. * Valores
medios y error standard de la media (n=3). ** Letras diferentes indican que los valores

medios difieren significativamente (P <0.05)
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En hamburguesas de carne El-Magoli, Laroiab y Hansed (1996) observaron una
mayor jugosidad en las muestras con mayor contenido de WPC, lo que llevé a una
mayor aceptabilidad sensorial, también encontraron que el agregado de tripolifosfato
(TPP) de sodio favorecia la jugosidad de los productos cocidos. En las formulaciones
disefiadas en esta Tesis se incorporé hexametafosfato de sodio el cual podria tener
también el mismo efecto que el TPP.

Retencién de lipidos

Se encontré que la interaccién de los 3 factores (WPC x tiempo x antioxidante)
fue muy significativa (P<0.002). Sin embargo, la presencia o no de antioxidante de
semillas de uva no tuvo efecto significativo sobre la retencién de lipidos (P>0.05). La
capacidad de retener lipidos al inicio del almacenamiento fue Control WPC40= 98.52 +
3.1%; Control WPC80= 87.23 + 2.88%; UVA1400 WPC40= 95.52 + 2.36% y UVA1400
WPC80= 90.63 + 3.37%, mientras que al finalizar el almacenamiento los valores
correspondientes resultaron: Control WPC40 = 92.09 + 4.46%; Control WPC80= 83.27
+ 2.51%; UVA1400 WPC40= 95.88 + 1.46% y UVA1400 WPC80= 88.93 + 3.46%. En
la Figura VII — 13 se presentan todos los resultados obtenidos, las muestras con
WPC40 presentaron mayor capacidad de retener lipidos a lo largo del tiempo de
almacenamiento, que las muestras con WPC80. También se observé una paulatina
disminucion en la capacidad de retener lipidos de las diferentes formulaciones con el
tiempo de almacenamiento. Esto se relaciona con la pérdida de funcionalidad de las
proteinas para retener liquidos.

La funcionalidad de las proteinas de suero de leche depende de varios factores,
el tipo de suero a partir de la obtencion de queso, los tratamientos de dicho suero
hasta obtener el concentrado de proteinas, la concentracion de proteinas, los
tratamientos posteriores de almacenamiento, influyen en la capacidad de retener agua,
lipidos, de emulsificar, etc. (Schmidt, Packard y Morris, 1984; Morr y Ha, 1993; Farkye,
2004; Smithers, 2008). Las proteinas nativas de suero muestran una interaccion
intramolecular rigida y estable. Las proteinas nativas o con poca desnaturalizacién se
pueden mover rapidamente a la interfase de las emulsiones y formar una cubierta
sobre los lipidos. Los tratamientos moderados por calor provocan un desdoblamiento
de la estructura de las proteinas de suero, que conducen a una interaccién de los
sitios reactivos, como grupos tiol (-SH) y que resulta en enlaces disulfuro
intermoleculares (SS) y la agregacion de las fracciones de proteina (Zevchak, 2007;
Watthanpimol, 2011; Christensen, 2012). Estas caracteristicas podrian explicar la
mejor reorientacion de las proteinas WPC40, facilitando la interaccion lipido-proteina

(Lucca y Tepper, 1994). Previamente se observd, en este Capitulo, una mayor
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capacidad antioxidante y menor retencién de agua por parte de las WPC40 y se pudo
atribuir estas caracteristicas a un estado menos desnaturalizado de estas proteinas
favorecidas por los tratamientos menos agresivos durante su produccion. Estos
resultados confirmarian este estado menos desnaturalizado respecto de las proteinas
de WPCS8O0.
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Figura VII - 12: Retencion de lipidos de las formulaciones cocidas de conformados de
saraca durante el almacenamiento a -25°C. *Valores promedio * error standard de la
media (n=9). ** Letras diferentes dentro indican que los valores medios difieren

significativamente (P <0,05)

Sheard, Nute y Chappell (1998), trabajaron con hamburguesas y salchichas de
carne reducidas en grasas, observaron una mayor retencién de lipidos que en
productos con medio y alto contenido de lipidos. Describieron a este fenbmeno como
caracteristico de los productos reducidos en grasa. La retencion de lipidos esta
relacionada con el contenido de lipidos presente en el producto carnico. Esta retencion
disminuye cuanto mayor es el contenido de lipidos en el producto, por ende a medida
gue disminuye la distancia entre la grasa y las células, mayor es la probabilidad que la

grasa colapse durante la coccion y drene desde el producto.

Perfil de acidos grasos
El efecto del consumo de acidos grasos de la familia n-6 y n-3 ha mostrado

propiedades anti-inflamatorias, protegiendo de la aterogenicidad de las células
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cardiovasculares (De Caterina, Liao y Libby, 2000). Los acidos grasos de cadena larga
presentan una implicancia critica como nutrientes para la salud humana. Existe una
gran evidencia clinica y estudios bioquimicos muestran que el consumo de los acidos
grasos eicosapentaenoicos (EPA) y docosahexaenoicos (DHA) presenta beneficios
fisiologicos sobre la presion arterial, el estado del corazoén, triglicéridos y la reduccion
del riesgo fatal de las enfermedades coronarias y su consecuente muerte cardiaca
(FAO, 1997; Wang y col., 2006; Jacobsen y col., 2008; Claret y col, 2012). Asi,
Colombo y col. (2013) evaluaron la suplementacién con DHA en nifios desde los 18
meses de edad hasta los 6 afios. No observaron un efecto significativo en los nifios a
los 18 meses, pero si observaron avances en el desarrollo cognitivo entre los 3y 5
afos. A su vez, el aceite purificado del género Brevoortia fue aprobado para su uso en
alimentos para humanos y es considerado como producto GRAS (FDA, 2004) por sus
aportes elevados en EPA + DHA cercano al 19.8%.

En la Tabla VII — 6 se presentan los 4cidos grasos principales aportados por los
conformados de saraca. Los acidos grasos mas abundantes son el palmitico (16:0),
palmitoleico (16:1), oleico (18:1), EPA (20:5) y DHA (22:6). Esta composicion se
correlaciona con los trabajos previos analizados en el Capitulo Il donde el musculo de
pescado presenta los mismos &cidos grasos principales a lo largo del ciclo biolégico.
Ademés estas observaciones coinciden con los datos reportados por Guner y col.
(1998); Karakoltsidis, Zotos y Constantinides (1995); Zlatanos y Laskaridis (2007) y
Huynh y Kitts (2009). A diferencia del pescado entero, en las hamburguesas de saraca
se encontrdé un mayor contenido de acido graso oleico el cual es aportado por el aceite
de girasol “alto oleico” incorporado en las formulaciones en una dosis de 3%.

Se observé un efecto significativo debido a los 3 factores principales, las
formulaciones con WPC40 y las formulaciones con antioxidante de uva presentaron
mayores contenidos de DHA y EPA, mientras que al avanzar el tiempo de
almacenamiento se produjo una reduccion de los mismos, lo que podria estar
relacionado con la oxidacion lipidica que ocurre durante el almacenamiento (Tabla VI
— 6). Todas las formulaciones presentaron valores entre 59.75 + 0.16% y 65.8 £ 0.03%
en el contenido total de 4cidos grasos insaturados. Se observo que las formulaciones
tuvieron un efecto significativo debido al WPC utilizado y al tiempo de
almacenamiento. Al inicio del almacenamiento no se observaron diferencias
significativas entre las formulaciones pero al avanzar el tiempo de almacenamiento se

redujo significativamente el total de los acidos grasos insaturados.
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Tabla VII- 3: Efecto del tiempo de almacenamiento congelado en el perfil de &cidos

grasos (% del total de acidos grasos) de los conformados cocidos.

Control WPC40 | Control WPC80 UVA1400 UVA1400
WPC40 WPC80

Tipo 0 6 0 6 0 6 0 6
C14:0 444% 3982 | 431™ | 436™ | 452% | 409® | 418% | 418%™
C16:0 1854% | 1825%® | 1852% | 1847 | 1864~ | 1806° | 1873™ | 19.14°
C18:0 346% 378° 324 | 337® | 375° | 375° | 361 | 37®
SFA 2646% | 2601° | 2605% | 2619% | 2691° | 2591® | 2651%* | 27°
C16:1 5272 5292 5532 | 511® | 487% | 578% | 565° | 5742
c18:1 4383° | 4102% | 4512° | 428° | 4234° | 40292 | 4523° | 42.32°
MUFA 4914° | 4631°% | 5064° | 4791™ | 47.21% | 46.07* | 5088¢ | 4806™
C18:3n3 0.36° 0.35° 033% | 036% | 055° | 06° | 059° | 055"
C18:4n3 1.732 1552 1592 | 169°% | 179* | 172° | 162* | 156°
E:EZ;):)’ n3 488" 4162 A2 | 474™ | 594° | 505° | 489%™ | 442%
(C;HZ;:; ns 837" 74% 75® | 706% | 893° | 812™ | 784* | 705°
EPA+DHA | 1319° | 1156® | 1232® | 118% | 1486° | 1317° | 1273® | 1145°
PUFA 1529° | 1344% | 1424%® | 1385% | 1721° | 1548° | 1493® | 1357°
I AGinsat. | 6437° | 5975 | 6488° | 6175° | 6441° | 6155 | 658° | 61.62%
IA 056° 0562 054% | 057® | 057% | 056® | 054° | 0592
Tl 034° 037° 034% | 037% | 032* | 035% | 035° | 039°

* Para cada acido graso dado, superindices diferentes indican que hay diferencias

significativas (P<0.05).

Moore y col. (2012) recomiendan un consumo diario de al menos 500 mg/dia de

EPA + DHA en los adultos saludables. La American Heart Association recomienda

1000 mg/dia para las personas con riesgo cardiovascular (AHA, 2010). En el caso

especifico de las madres y nodrizas, Valenzuela y Sanhueza (2009), recomiendan un

consumo de DHA no menor a 300 mg/dia y en el caso de los lactantes y escolares la

dosis est& en torno a 150 mg de DHA por dia. Si analizamos el contenido de EPA +

DHA expresado por 100g de producto cocido (Tabla VII — 7), se observa que las

muestras control aportan menor contenido de EPA + DHA que las muestras con

extracto de uva. A su vez las formulaciones con WPC40 aportan mayor cantidad de

EPA y DHA esto se relaciona con la mayor capacidad de retener lipidos por parte de
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este suero de leche. El consumo de 100 gramos de hamburguesas de saraca cocidas,
en cualquiera de las formulaciones disefiadas, aportarian mas que las
recomendaciones diarias de 1000mg.

Por otro lado, la composicion de los &cidos grasos presentes en los alimentos es
mas importante que la grasa total de un alimento, en relacion al riesgo cardiovascular
gue pueden producir. En este contexto, conocer el balance entre los &cidos grasos
perjudiciales para la salud y los saludables, permite obtener una medida de la calidad
de un alimento. Los indices de aterogenicidad (IA) y de trombogenicidad (IT), se
utilizan para estimar el efecto de las grasas presentes en un alimento sobre la salud de
los consumidores. Valores elevados de IA e IT se relacionan con alimentos ricos en
grasas saturadas promotoras del desarrollo de enfermedades coronarias debidas en
parte al aumento en los niveles de colesterol y lipoproteinas en sangre (Kaya y Turan,
2010). Se considera que valores de IA e IT mayores a 1 son riesgosos para la salud.
En este trabajo se observé que las hamburguesas de saraca presentaron valores de
IAelT entre 0.54 - 0.59 y 0.32 - 0.39, respectivamente, para todas las formulaciones.
Vera y col. (2009) observaron valores de IA de 1.06 en carnes rojas en el corte
Longissimus dorsi; Subhadra y col. (2006) informaron indices de IA e IT de 0.54 y 0.43
en aceite de menhaden (Brevoortia spp.), mientras que Valfré, Caprino y Turchini
(2003) presentaron valores de 0.37 y 0.57 en carne de trucha arcoiris.

Tabla VII - 4: Aportes de EPA+DHA (g / 100g de producto cocido) correspondientes a
productos con distintos tiempos de almacenamiento a -25°C. TO=inicial, T6= 6 meses
de almacenamiento*. También se indica el contenido lipidico porcentual.
Almacenamiento (meses)
0 6

Formulaciones

1.53 +0.01° 1.40 + 0.00

1.49+0.10®®  1.33+0.012

1.96 £0.01° 1.94 £ 0.07°

1.49 +0.00® 1.41+0.01%

*superindices diferentes indican que hay diferencias significativas (P<0.05).
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Valor calérico total

Este tipo de producto aportaria entre 185-206 Kcal cada 100 gramos de producto
cocido, dependiendo de la formulacién estudiada (Tabla VII — 8). Ademas de ser un
producto bajo en calorias, aporta acidos grasos saludables en concentraciones
mayores a las dosis recomendadas. Se incorporaron, también, fitoesteroles en el
disefio del producto. Esta incorporacion fue principalmente para mejorar el consumo
de los mismos que son escasos en nuestras dietas y aportan beneficios saludables.
La dosis farmacoldgica establecida para reducir la absorcion intestinal del colesterol
como agentes hipocolesteromiantes es de 1.5-2 g (Escurriol y col., 2009), por otro
lado, el contenido de fitoesteroles en la dieta habitual es similar al del colesterol (150-
450 mg/dia) (Ostlund y col. 2002). Por lo cual la adicién de 0.8% de fitoesteroles en las
hamburguesas de saraca, aporta mas del 40% de la dosis farmacologica
recomendada y aumentando los niveles en el consumo habitual de fitoesteroles.

Esta dosis ayuda a reducir el riesgo de enfermedades coronarias, disminuyendo
tanto el colesterol total en sangre como el colesterol de baja densidad (LDL). A su vez
el producto se disefio bajo en sal de sodio agregada (0.7%) y sin la incorporacion de
harina de trigo en forma de pan rallado, procedimiento utilizado en la industria. De esta
manera, el producto es apto para diferentes grupos de consumidores que se
encuentren comprometidos en su salud por ser hipertensos, hipercolesterolémicos o

incluso celiacos.

Tabla VII- 5: Aporte calérico cada 100g de productos cocidos.

Formulacion Kcal/100g producto
cocido
0 6
Control WPC 40 185.53 195.76
Control WPC80 190.19 189.20
UVA1400 WPC40 206.43 225.89
UVA1400 WPC80 194.46 200.45

Textura

Se realizé un Analisis de Perfil de Textura (TPA) en hamburguesas de saraca
cocidas. En la Figura VIl - 14 se observa, a modo de ejemplo, un perfil de textura
correspondiente a un conformado de saraca cocido al inicio del almacenamiento a -25
°C. En los perfiles de textura obtenidos se observlo que las muestras no presentaron

fracturabilidad ni adhesividad en ninguna de las muestras analizadas.
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En relacion a la dureza, se observé que Unicamente el tipo de concentrado
proteico de suero lacteo y el tiempo de almacenamiento congelado influyeron
significativamente (P<0.05). Las formulaciones con WPC40 presentaron valores
medios menores a los observados en las formulaciones con WPC80 (201.47 + 5.04 N

vs. 221.07 +5.04 N, Figura VIl — 15).
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Figura VII - 13: Andlisis de Perfil de Textura conformado de saraca cocido,
correspondiente a la formulacion WPC80 UVA1400, al inicio del almacenamiento a -
25°C,

Este comportamiento coincide con lo informado por Anese y Gormley (1996)
quienes evaluaron el efecto del agregado de diferentes productos y subproductos de la
industria lactea sobre las propiedades funcionales durante la congelacion de
desmenuzado de pescado de diferentes especies bacalao dorado (Gadus morhua),
eglefino (Gadus aeglefinus) y salmén (Salmo salar). Estos autores, trabajando con
agregados de WPC con 35 y 80% de proteina de suero de leche, observaron que las
muestras con WPCB80 presentaron para todas las especies valores superiores en la
dureza que las formulaciones con WPC 35. También informaron una relacion particular
entre la capacidad de retener agua, la dureza y el agua circundante de las proteinas
de pescado. Observaron que las muestras que presentaron menor capacidad de
retener agua tenian mayor dureza. Anese y Gormley (1996) atribuy6 la razén de este

comportamiento del WPC80 a una distribucion de las proteinas lacteas entre las
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proteinas del pescado facilitando una extensa reticulacion de las mismas lo que
conduce a un gel mas firme y con menor WHC. Por el contrario, las proteinas lacteas
como WPC35 y caseinas que confieren una mayor WHC, puede deberse a una mejor
distribucion de las proteinas a lo largo de la matriz del pescado, causando una dilucién
del pescado picado, lo que resulta en un debilitamiento del gel. El efecto de dilucién de
algunos de los productos lacteos se puede atribuir a una fuerte interaccion proteina de
suero de leche y agua debido a la capacidad de hidratacion de estos materiales. La
formacion de complejos de proteina del pescado y las proteinas del suero de leche, se
produce principalmente mediante la formacién de enlaces de hidrégeno, esto podria
ayudar a evitar que las proteinas de pescado se agreguen por lo tanto inhibir la
desnaturalizacion durante la congelacion y el almacenamiento congelado.

El tiempo del almacenamiento también influyé en la dureza de los conformados.
Presentaron una menor dureza al inicio del almacenamiento, aumentando
significativamente en los diferentes periodos analizados. Como se dijo previamente, al
aumentar el tiempo de almacenamiento disminuy6 el rendimiento en la coccién debido
a una menor capacidad de retener agua de las matrices, aumentando la dureza. Un
efecto similar fue encontrado por Sanchez-Alonso, Haji-Maleki y Borderias (2007) y
por Andrés y col., (2011) trabajando en productos carnicos almacenados.
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Figura VII - 14: Dureza de las formulaciones de hamburguesa de saraca con el
agregado de WPC40 o WPC80. *Valores promedio + error standard de la media (n=4).

*superindices diferentes indican que hay diferencias significativas (P<0.05).

La desnaturalizacion de las proteinas ha sido asociada con los cambios en la
textura observados en el musculo de pescado almacenado congelado, tal como el
“endurecimiento”. También se encuentra relacionada con otras alteraciones

funcionales tales como un aumento en la pérdida de fluidos, cambios en las
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propiedades de union y de gelacion (Tironi, 2005). Este comportamiento se
correlaciona con los valores observados entre la dureza y la jugosidad, a mayor
jugosidad, menor dureza (Figura VII-16).
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Figura VII - 15: Correlacion entre dureza y jugosidad de los productos

cocidos.

Al disminuir la temperatura del tejido, el agua presente (aproximadamente 89-90
% a -20 y -30°C) se transforma en cristales de hielo. Estos crecen desde la superficie
hacia el centro de la pieza a expensas del agua del interior de las fibras, causandoles
deshidratacién. Esto genera distorsion en la estructura fibrilar y un mayor dafio en el
tejido que lleva a una menor retencién de agua (Wagner y Afién, 1985).

Por otro lado, parte del agua queda como una fraccion de agua no congelable
debido a que los componentes no acuosos se concentran; la cual no se congela y esta
ligada a las proteinas. Este aumento en la concentracidon incrementa la fuerza iénica,
causando un desplegamiento de las proteinas, cambidndole sus estructuras
tridimensionales, desfavoreciendo las interacciones proteina-agua e induciendo las
interacciones proteina-proteina y consecuentemente su agregacion. Las proteinas en
este estado tienen menos capacidad para retener agua, alterando la jugosidad de los
productos. A su vez al estar agregadas, las proteinas miofibrilares le confieren mayor
dureza al producto. Este proceso se acentla debido al aumento del tamafio de los
cristales de hielo debido al fendbmeno de recristalizacion que tiene lugar durante el

almacenamiento a -25°C.
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La adhesividad se relaciona con la cantidad de producto adherido a los dientes
luego de la masticacion. En este trabajo, ninguna de las formulaciones presentd
adhesividad luego de la primera compresion. Esto se relaciona con las caracteristicas
propias del producto el cual no es gomoso ni pegajoso.

La cohesividad describe el pardmetro de textura que relaciona la cantidad de
deformacién que sufre un alimento antes que se produzca la ruptura al morderlo entre
los molares. La cohesividad relaciona la recuperacion del alimento luego de la
segunda compresion; si el alimento se deformé poco, el valor de cohesividad es
cercano a 1. Solo se observo efecto significativo (P<0.05) sobre este parametro debido
al uso del antioxidante y a la interaccion triple, siendo la media de las muestras con
UVA1400 (0.66 + 0.003) y las muestras Control (0.67 + 0.003) (Figura VII-17).

En hamburguesas de pescado con el agregado de fibra los autores Sanchez-
Alonzo y Borderias (2008) observaron reducciones significativas en la cohesividad de
sus productos cocidos, informando valores para hamburguesas sin fibra de 0.51 + 0.01
y con el agregado de fibra de 0.46, levemente menores a los observados en esta

Tesis. Este pardmetro tampoco varid significativamente a lo largo del almacenamiento.
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Figura VII - 16: Cohesividad de las formulaciones de saraca durante el
almacenamiento congelado a -25°C. *Valores promedio * error standard de la
media (n=4). *superindices diferentes indican que hay diferencias significativas

(P<0.05).

En el caso de la elasticidad se encontraron efectos debidos al antioxidante, al
tiempo de almacenamiento, a la interaccién doble (tiempo x antioxidante) y a la

interaccion de los 3 factores (tipo de WPC x antioxidante x tiempo), Se observo que
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todas las formulaciones presentaron valores entre 0.8 y 0.9 (Figura VII — 18), cercanos
a la unidad por lo que la deformacion de la segunda compresién fue levemente menor
respecto a la deformacién producida en la primera compresion. Se observo una menor
elasticidad a tiempo 0 aumentado a los 45 dias sin presentar diferencias durante el
almacenamiento congelado.

La elasticidad fue mayor para las formulaciones sin antioxidante (0.92 + 0.01)
que en las formulaciones con extracto de semillas de uva (0.89 + 0.01) y aumenté a lo
largo del almacenamiento congelado. Este comportamiento fue también informado por
Lopez-Caballero y col. (2005) quienes trabajaron con hamburguesas de pescado sin
cobertura. Valores similares fueron observados en geles de bacalao dorado (Gadus
morhua), eglefino (Gadus aeglefinus) y salmén (Salmo salar) con el agregado de suero
de leche WPC35 y WPCB80 (Anese y Gormley, 1996). Dichos autores reportaron
valores de elasticidad porcentual en geles con WPC35 de 84.0%, 76.0%, 92.5% para
bacalao, eglefino y salmén respectivamente, y de 81.1% 79.0% y 91.5% para geles
con WPCB80 de desmenuzado de bacalao, eglefino y salmon respectivamente.

Los ingredientes lacteos con buena solubilidad pueden presentar una fuerte
interaccion proteina-agua, lo que se relaciona con su buena habilidad para retener el
agua asociado a la buena elasticidad (Anese y Gormley, 1996).
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Figura VII - 17: Elasticidad de las formulaciones de saraca durante el almacenamiento
congelado a -25°C. *Valores promedio + error standard de la media (n=4).

*superindices diferentes indican que hay diferencias significativas (P<0.05).

La masticabilidad es un pardmetro secundario que relaciona los valores de
Dureza x Cohesividad x Elasticidad y esta relacionado con el esfuerzo requerido para
desintegrar un producto sélido y llevarlo a un estado listo para ser tragado (Bourne,

2002). En relacion a la masticabilidad se encontraron efectos significativos debidos al
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suero de leche utilizado, al tiempo de almacenamiento, a la interaccion tiempo x
antioxidante y la interaccion de los 3 factores (tipo de WPC x antioxidante x tiempo).
Las muestras con WPC80 presentaron valores de masticabilidad mayor que las
muestras con WPC40. Asimismo, durante el almacenamiento a -25°C se observa un
continuo crecimiento en los valores de masticabilidad para las formulaciones UVA1400
WPC40 y UVA1400 WPC80, mientras que las formulaciones control, si bien presentan
el comportamiento creciente, el mismo presenta fluctuaciones (Figura VII — 19).
Sanchez-Alonso, Haji-Maleki y Borderias (2007) observaron valores de masticabilidad
menores a los reportados en esta Tesis, con valores de 35 (N x mm) en
hamburguesas de merluza y 62.34 (N x mm) en hamburguesas de caballa. A su vez
observaron reducciones en la masticabilidad de las muestras adicionadas con fibra
vegetal, la cual interfiere las interacciones proteina-proteina. La diferencia entre los
valores observados y los valores presentados por los otros autores, podria deberse a
un mayor numero de interacciones proteina pescado-proteina lactea en las
formulaciones con WPC, con el consecuente aumento en el nimero de proteinas
agregadas produciendo una red proteica mas firme, asi como a la distinta
granulometria del material desmenuzado y en el diferente grado de compactacion de

la mezcla alcanzado durante la formacién de la hamburguesa.
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Figura VII - 18: Valores medios de masticabilidad de hamburguesas de saraca durante

el almacenamiento congelado. La barra indica error standard de la media (n=4).
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Color

Se determiné el color de la superficie de los conformados preparados con las
diferentes formulaciones. A simple vista se observo el color dorado caracteristico de
productos cérnicos cocidos por contacto con placa calefactora, pero no homogéneo en
toda la superficie. Esta ausencia en la homogeneidad depende del contacto entre las
superficies del producto y placa de coccion. La superficie del producto es irregular por
los trozos de desmenuzado que la componen, sin presentar una estructura de gel

homogéneo (Figura VII — 20).

Figura VII - 19: Coloracién superficial de hamburguesas cocidas de saraca.
Arriba= Izquierda: Control WPC40, Derecha: UVA 1400 WPC40;
Abajo= Izquierda: Control WPC80, Derecha: UVA 1400 WPC80.

Con respecto a la luminosidad, las muestras con WPC40 presentaron valores de
L* menores a los observados en las muestras con WPC80; asimismo se observé un
efecto significativo debido a las interacciones (tiempo x antioxidante) y (antioxidante x
WPC). Asi, la utilizacién del extracto de semillas de uva redujo la luminosidad en la
superficie cocida de las formulaciones con WPCB80 respecto del control. A lo largo del
tiempo de almacenamiento, todas presentaron un descenso del valor L* entre los 0 y
45 dias, seguido de un aumento significativo posterior, manteniéndose sin diferencias
significativas a partir de los 90 dias, hasta alcanzar el final del almacenamiento (Figura
VIl - 21).

El efecto debido al tipo de WPC utilizado se podria relacionar con un mayor
pardeamiento en las muestras con WPC40 debido al mayor contenido de lactosa lo
gue provoco una disminucion de la luminosidad. La lactosa se utiliza como ingrediente
alimentario en varios productos debido a sus propiedades estabilizantes de proteinas,

mejorador de textura y a su bajo poder endulzante. También se afiade en productos de



Desarrollo de Producto Capitulo VII - 181

bolleria para que se produzca el pardeamiento de Maillard controlado, reaccién que
producida en exceso se considera negativa en muchos alimentos, aumentando el
rechazo por parte de los consumidores (Varnam y Sutherland, 1995). Mientras que el
descenso en la luminosidad debido a la aplicacion del antioxidante podria deberse
directamente a una coloracion conferida por el color propio del extracto de semillas de

uva.
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Figura VII- 20: Luminosidad superficial de las formulaciones de saraca cocidas. *Valores

promedio + error standard de la media (n=8).

En la Figura VII — 22 se muestra el comportamiento del parametro a* de los
conformados de saraca a lo largo del almacenamiento de pescado. Todas las
muestras presentaron valores positivos de a*, lo que se relaciona con el color rojo. En
relacion a este parametro se observé que las muestras presentaron un efecto
significativo debido a las interacciones dobles (antioxidante x WPC) y (tiempo X
antioxidante), mientras que el almacenamiento congelado no produjo variaciones
significativas sobre el color rojo. La muestra Control WPC80 fue la que presentd
valores menos rojizos (<a*) durante todo el ensayo. Las muestras con extracto de
semillas de uva no presentaron diferencias significativas entre si, mientras que las
muestras control, sin antioxidante, con WPC40, mostraron una coloracién mas rojiza
en la superficie de las hamburguesas cocidas que las formulaciones con WPC80 lo
gue también podria estar relacionado, como lo observado en L*, el mayor contenido de
lactosa en el concentrado con 40% de proteinas favorecidé las reacciones de
pardeamiento no enzimatico.

El parametro positivo b* se relaciona con el color amarillo. Este parametro

presentd diferencias significativas debidas a los 3 factores. Al inicio del
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almacenamiento no se observaron diferencias entre las cuatro formulaciones,
presentando valores iniciales entre 25.58 + 0.86 y 29.38 + 2.93 (Figura VIl — 23).
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Figura VII- 21: Valores de a* superficial de las formulaciones de saraca cocidas.
*Valores promedio £ error standard de la media (n=8).

A lo largo del almacenamiento congelado, el parametro b* se redujo en todas
las formulaciones hasta cumplir un periodo de 45 dias, seguido de un aumento hasta
el dia 90. Las muestras con WPCB80 presentaron valores mayores respecto a las
muestras con WPC40 que se relaciona con una coloracion més amarilla. Con respecto
a la incorporacién de antioxidante de extracto de semillas de uva, al finalizar el periodo
de almacenamiento a -25°C estas muestras presentaron valores de b* inferiores, lo
gue se podria relacionar con una menor formacion de compuestos amarillos
caracteristicos de la oxidaciéon de los lipidos. Los valores elevados de a* y b* se
relacionan con la mayor presencia de pigmentos formados durante el proceso de

coccion.
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Figura VII- 22: Valores de b* superficial de las formulaciones de saraca cocidas.

*Valores promedio + error standard de la media (n=8).
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El color interno de las formulaciones a simple vista fue blanco marfil (Figura VII
— 24), color caracteristico del pescado blanco cocido y muy similar al color interno de
los productos empanados de pescado comercializados pre-fritos.

Figura VII- 23: Corte transversal de conformado de saraca cocido

Las muestras presentaron diferencias en su blancura (W) interna desde el inicio
del almacenamiento (Figura VII — 25). Se observé que las muestras con WPC40
presentaron valores de W menores que las formulaciones con WPC80 a lo largo del
almacenamiento, mientras que el agregado de antioxidante (extracto de semillas de
uva) disminuyo la blancura de las muestras cocidas. El tiempo de almacenamiento, en
cambio, aumento los valores de W para todas las formulaciones ensayadas. El color
propio del antioxidante (anaranjado) podria estar interfiriendo en la blancura del
producto cocido.
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Figura VII- 24: Blancura del color interno de las hamburguesas de
saraca cocidas durante su almacenamiento congelado a -25°C
durante 6 meses. *Valores promedio * error standard de la media
(n=8).
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Los valores de a* para el interior del producto fueron positivos en todas las
formulaciones pero sumamente bajos, cercanos a cero, asociandose con una baja
carga de pigmentos presentes en el musculo blanco del pescado (Figura VII — 26).
Generalmente en los alimentos carneos este valor se relaciona con el color propio de
las mioglobinas presentes por el musculo rojo. En el caso de la Brevoortia aurea
encontramos musculo rojo entre el musculo blanco y la piel a lo largo de la superficie
externa del filete, y este musculo es precisamente rico en mioglobina (ver figura VII-7:
Corte transversal de filete de saraca con grasa subcutanea (GS) entre musculo y
espejo de plata). Durante el cuereado de los filetes, previo a realizar el desmenuzado,
se busco eliminar parte del musculo rojo ubicado entre la piel y el musculo blanco. De
esta manera se redujo el contenido de mioglobina y también del hierro presente en la
misma, el cual es precursor en la reaccion de oxidacién de los lipidos.

Las formulaciones con extracto de uva presentaron valores superiores respecto
de las muestras control y se podria asociar con el color rojizo propio del antioxidante
presentando una media de 2.01 £ 0.47 y 1.16 + 0.37 para el extracto de uva y control
respectivamente. Por otro lado, no se observaron diferencias debidas al tipo de WPC
utilizado. La formulacién Control WPC40 no presenté cambios significativos a lo largo
del almacenamiento. En relacién al efecto por la interaccion entre antioxidante x WPC,
se observé que las muestras Control WPC80 present6 una media menor respecto a
las otras formulaciones (1.01 + 0.35) seguido por la muestra Control WPC40 (1.32 +
0.33), UVA1400 WPC40 (1.79 £ 0.46) y por UVA1400 WPC80 (2.22 + 0.37)
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Figura VII- 25: : Valores de a* interno de las formulaciones de
saraca cocidas. . *Valores promedio + error standard de la

media (n=8).
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El valor b* present6 el mismo comportamiento entre las formulaciones. No se
observo un efecto significativo debido al uso del antioxidante (Figura VII — 27). Se
observo un descenso significativo entre el tiempo 0 y los 45 dias, llevando el valor de
b* de 13.08 + 0.55 a 9.96 + 0.76. Posterior este pardmetro aumentd hasta los 135
dias, siendo la muestra control WPC80 la Unica formulacion que se diferencio
significativamente de las otras formulaciones en relacion al pardmetro b* a los 135
dias de almacenamiento. Luego de los 135 dias se observo un descenso significativo

alcanzando los valores iniciales (12.56 + 0.63) para el parametro de b*
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Figura VII- 26: Valores de b* interno de las formulaciones de
saraca cocidas. *Valores promedio + error standard de la media
(n=8).

Microbiologia

La calidad microbiol6gica de los conformados de saraca se analizé al inicio y al
final del almacenamiento congelado. La determinacién se realizé en los productos
crudos. Segun ICMSF (1986), una buena calidad microbiolégica en pescado para
consumo no debe superar un recuento de mesdfilos totales en PCA de 7 log UFC/g.
En este trabajo, no se observo al inicio del almacenamiento diferencias significativas
en los recuentos microbiologicos de mesdfilos totales, Enterobacteriaceae, hongos y
levaduras entre las 4 formulaciones (P<0.01). El recuento de mesodfilos totales
presento valores entre 4.9 + 0.5y 5.6 + 0.21 log UFC/g, Enterobacteriaceae entre 3.13
+0.48 y 3.87 £ 0.65 log UFC/g, hongos y levaduras entre 4.44 + 0.35y 4.68 + 0.38 log
UFC/g (Figura VIl — 28). Si bien los recuentos de mesofilos totales fueron menores al
limite de 7 log UFC/g fueron elevados, esto se debid al tiempo transcurrido entre la

captura, el transporte desde la bahia de Samborombén a Mar del Plata, y las
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diferentes etapas del procesamiento para obtener las hamburguesas, por lo cual el
pescado se proceso6 durante las 48 hs posteriores a la captura. Si bien se almacen6 en
camara de fresco con abundante hielo, los microorganismos continuaron su desarrollo.
Valores similares fueron reportados por Sallam y col. (2007) en muasculo de salmén
con 3 dias de almacenamiento refrigerado (mesdfilos totales 5 log UFC/g y
Enterobacteriaceae 2.5 log UFC/g) y por otro lado Lépez-Caballero y col. (2005)
informaron recuentos de mesdfilos totales de 4.2 log UFC/g en filete de bacalao y
definié a este valor como un rango normal presente en pescado procesado para la
obtencion de filete. Con respecto a las bacterias psicrofilas no se observaron
diferencias significativas debidas al uso de antioxidante ni al WPC utilizado. Se
observaron diferencias significativas debidas a las interacciones dobles (antioxidante x
WPC vy antioxidante x tiempo). La muestra Control WPC80 al inicio del
almacenamiento presentd un recuento menor de 4.00 £ 0.02 log UFC/g, sin presentar
diferencias significativas con la muestra Control WPC40 (4.15 = 0.15), pero si
significativo con las formulaciones UVA1400 WPC40 y UVA1400 WPCB80 (4.42 + 0.24
y 4.43 + 0.25, respectivamente). Esta menor carga de bacterias psicréfilas en las
formulaciones Control WPC80 Y WPC40, podria deberse a que las mismas fueron
desarrolladas en orden, procesandose primeramente las formulaciones Control y luego
las formulaciones con extracto de uva, demorando aproximadamente 2.5 hs
desarrollar y moldear cada tanda de hamburguesas. Valores similares en el recuento
de psicréfilas (3.95 log CFU/g) fueron reportados en Pacific saury (Cololabis saira) por
Sallam y col. (2007).

En las cuatro formulaciones se encontré6 una reduccién significativa de los
diferentes recuentos microbianos durante el almacenamiento congelado (Figura VII —
29). Al sexto mes de almacenamiento no se observaron diferencias significativas en
los recuentos de mesdfilos totales, Enterobacteriaceae, hongos y levaduras. El
recuento de bacterias mesofilas totales presentd una reduccién entre el 15.14 %
(Control WPC40) y 27.63 % (Control WPC80), las Enterobacteriaceae entre el 38.63 %
(UVA1400 WPC40) y 66.68 % (UVA1400 WPCB80) y hongos y levaduras entre 26.34 %
(Control WPC40) y 34.61 % (UVA1400 WPC40). En relacién a las bacterias psicrofilas,
se observaron diferencias significativas entre las formulaciones al sexto mes de
almacenamiento. Las muestras control presentaron menores recuentos que las
formulaciones con extracto de semilla de uva. También presentaron reducciones
significativas y variaron entre 9.56 % (UVA1400 WPC80) y 23.51 % (Control WPCA40).
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Figura VII- 27: Recuento de microorganismos (mesdfilos totales, psicroéfilos
totales, Enterobacteriaceae, hongos y levaduras) en las hamburguesas de
saraca almacenadas congeladas a -25°C durante 6 meses.

Ensayo de aceptabilidad por consumidores

Los resultados del ensayo de aceptabilidad con consumidores, de las
formulaciones con ambos ligantes y antioxidante UVA1400, se presentan en la Tabla
VIl - 9. Se analizé el puntaje medio para cada atributo sensorial y la aceptacion
general. A su vez se determind el porcentaje de los consumidores que marcé en la
escala hedonica valores mayores a 5, valor a partir del cual se considera que al
consumidor le gusta un atributo o producto. Se determind que al 70 % de los
panelistas les gusto el olor, sabor, textura, aceptabilidad de la formulacién con WPC40
y el color en un 82.5%. El producto formulado con WPC80, tuvo una aceptacion
mayor, en todos los parametros evaluados, que la formulacion con WPC40. Entre el
87.5% y 92.5% de los panelistas les gusto el olor, color, textura y la aceptabilidad
general y al 82.5% de los consumidores les gustd el sabor de la formulacion con
WPC80. Sin embargo el ensayo comparativo de medias arroj6 que no existieron
diferencias significativas entre los puntajes de los parametros de olor, sabor, color y
textura (P>0.05) entre las dos formulaciones analizadas. Por otro lado se observo

diferencia significativa en relacion a la aceptabilidad general presentandose una
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preferencia de los consumidores por la formulacion UVA1400 WPC80. El color de
ambas formulaciones fue el parametro que recibi6 mayor puntuacién, si bien no
presentaron diferencias significativas el color de la formulacion WPC80 presentd un 10
% mas de aceptacion de los panelistas que la formulacion WPC40. Con respecto al
sabor, se observé una puntuacion de 6.39 + 0.44 para la formulacibn con WPC40
mientras la formulacién UVA140 WPCB80 presentd un puntaje de 7.30 + 0.30. Una
puntuacion similar se observé en relacion al parametro olor con valores medios de
puntuacién 6.37 + 0.38 en la formula WPC40 y 7.32 + 0.27 en la formula WPC80. En el
caso particular de la textura se observé que el 27.5% de los consumidores no les
gusto la textura de la formulaciéon con WPC40 mientras que en el caso de WPC80 sélo
el 7.5% no gustdé de la misma. Estos resultados de aceptacién coinciden con lo
encontrado por EI-Magoli, Laroiab y Hansed, (1996) en el analisis sensorial de
hamburguesas de carne con distintos porcentajes de WPC, que demostré que a mayor
porcentaje de proteinas de suero mejor resultaba el sabor del producto. Este aumento
del sabor esta asociado a las proteinas del suero de la leche y al contenido de lactosa
presente en el concentrado de proteinas de suero lacteo. La lactosa es un potencial
resaltador del sabor para productos carnicos. En concentraciones menores a 1.2%
mejora el sabor sin dar sensacion dulce y a concentraciones superiores produce un
sabor dulce indeseable en este tipo de productos. En este trabajo, el contenido de
lactosa presente en las formulaciones con WPC40 fue 1.6%, superior al propuesto
como limite por EI-Magoli, Laroiab y Hansed, (1996). El contenido de lactosa podria
explicar la menor aceptacion del sabor en estas formulaciones que aquellas que
contenian WPCB80. Este efecto sobre el sabor se atribuye a las reacciones de
pardeamiento no enzimatico, donde se producen compuestos volatiles. El efecto de la
lactosa como resaltador del sabor en productos carnicos fue reportado también por

otros autores como Van den Hoven (1987) y Faustman y Cassens (1990).

Tabla VII- 6: Valores medios de propiedades sensoriales de hamburguesas de saraca.

Formulacién Olor Sabor Color Textura Aceptabilidad
UVA1400 6.37 + 0.38 6.39 £ 0.44 694 + 032 6.65 + 0.35 642 + 0.34
WPC40 (70%) (70%) (82.5%) (70%) (70%)
UVA1400 7.32 + 0.27 7.30 £ 0.30 7.48 + 0.29 7.20 + 0.29 735 + 0.27
WPC80 (87.5%) (82.5%) (92.5%) (87.5%) (90%)

*El porcentaje de panelistas que evaluaron la propiedad con un valor > 5 en la escala hedonica es
dado entre paréntesis.
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VIl.4. CONCLUSIONES

Se desarrollé un producto pesquero saludable, seguro y de buena calidad, con
alto contenido de n-3 y enrigquecido con n-9 y fitoesteroles.

El agregado del antioxidante natural de extracto de semillas de uva en la dosis
de 1400 ppm presentd una buena efectividad contra la oxidacion lipidica. Mientras que
la dosis de 700 ppm fue menos efectiva. La dosis mayor de extracto de semillas de
uva tuvo un efecto comparable a la del antioxidante sintético utilizado industrialmente,
constatandose que la utilizacion del extracto de uva es adecuada para este tipo de
producto.

En relacion al efecto del tipo de suero de leche independientemente de los otros
factores evaluados se observé que las hamburguesas de saracas formuladas con
WPCA40 presentaron una menor oxidacién, mayor capacidad de retener lipidos y mayor
contenido de EPA y DHA en el perfil de 4cidos grasos de los lipidos retenidos;
asimismo, el producto cocido presenté una menor dureza que las muestras con
WPCB80. Mientras que el uso de suero con mayor contenido de proteina (WPC80)
produjo mayores rendimientos en las formulaciones luego de la cocci6n, mayor
retencién de agua, menor reduccion del tamafio, mayor dureza, mayor masticabilidad y
mayor blancura interna que el uso del WPC40. Ambos sueros de leche presentaron
caracteristicas deseables en el producto propuesto. El color interno y externo
correspondié a valores adecuados de los parametros L* y a*. Por otro lado no se
observé diferencias en la jugosidad al variar el WPC en las formulaciones, pero a
diferencia de lo esperado, la utilizacion del antioxidante retuvé una mayor jugosidad
que las muestras control.

Los perfiles de acidos grasos de los productos cocidos mostraron un elevado
contenido en acido oleico (40 -45%) y niveles de acidos grasos EPA + DHA entre 11.5
y 13.5%; el consumo de 100 gramos de cualquiera de las formulaciones aportarian la
dosis recomendada de EPA + DHA de 1000mg/dia y 200 kcal.

La calidad microbioldgica de los productos crudos fue adecuada (recuentos< 5.5
logUFC/g) durante los 6 meses de almacenamiento, demostrando buenas condiciones
sanitarias de su elaboracion.

Los resultados obtenidos del andlisis sensorial con consumidores no arrojaron
diferencias significativas entre las formulaciones con WPC40 y WPC80 para los
atributos principales de color, olor, sabor y textura. Se observé que a mas del 70% de
los panelistas les gustaron los atributos principales de los productos con ambos
concentrados proteicos.

Si bien en la aceptabilidad general el WPCB80 presentdé una aceptabilidad

levemente mayor que el producto con WPC40, por todas las caracteristicas
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observadas durante el desarrollo de este Capitulo, donde el WPC40 también presento
buenas propiedades tecnoldgicas; se podria proponer el uso del WPC40 en un
producto pesquero como el disefiado en esta Tesis. De esta manera se fomenta la
utilizacion del WPC producido en el pais frente al importado en la produccién de un
alimento rico, nutritivo y sano, con beneficios para la salud, utilizando insumos
nacionales, sustituyendo el uso de antioxidante sintético por uno natural como es el
extracto de semillas de uva y aprovechando como materia prima la carne de saraca

gue actualmente se descarta.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

La especie Brevoortia aurea, presenta marcados cambios en su ciclo biologico,
los cuales se ven reflejados en los indices morfométricos y en los cambios quimicos
de la composicion proximal del musculo, principalmente en el contenido de lipidos y
humedad. Cuando la especie se encuentra biolégicamente en reposo, sus Organos
sexuales no se encuentran desarrollando ovocitos ni espermatocitos. A su vez
concuerda con un periodo de florecimiento algal, brindando abundancia en alimento
para la saraca. El gasto energético destinado a los cambios fisiol6gicos es menor, por
lo cual los lipidos son acumulados en el musculo alcanzando el valor maximo de 20%
y mientras que el contenido de humedad llega a valores minimo (63%). Esta
acumulacién de energia luego la destinard para la etapa de migracion, maduracion
gonadal y desove.

Por otro lado, la época de desove concuerda con un periodo de menor
alimentacién y mayor desgaste fisiolégico abarcando los meses desde septiembre-
octubre a diciembre-enero. A medida que la especie comienza a desarrollar sus
organos sexuales y se prepara para la época de puesta, el contenido de lipidos en
musculo disminuye hasta el 3%, mientras que la humedad aumenta significativamente
hasta alcanzar valores de 78%; el contenido de proteinas y ceniza no varia
significativamente a lo largo del ciclo.

Con respecto al perfil de los acidos grasos, la saraca presenta un alto contenido
de 4cidos grasos poli-insaturados, especialmente docosahexaenoico (DHA),
eicosapentaenoico (EPA) y oleico a lo largo del ciclo biol6gico, siendo mayor el
porcentaje cuando menor es el contenido de lipidos total.

El almacenamiento congelado a -25°C, provocO alteraciones en el musculo
desmenuzado de saraca por la desnaturalizacion de las proteinas, influyendo en sus
propiedades funcionales y la estabilidad de las mismas. Esto se evidencié por una
disminucion del cambio entalpico total correspondiente a esta transicion, a medida que
aument6 el tiempo de almacenamiento y tecnolégicamente se vio reflejada, en la
disminucion de la capacidad de retencién de agua (WHC) y en el aumento de las
pérdidas por drip tanto en los desmenuzados de julio como de diciembre. Las
imégenes obtenidas con el microscopio electronico de barrido mostraron cambios en la
estructura, disposicion e interaccion de las fibras musculares. Al final del
almacenamiento se observaron estructuras de agregacion entre fibras musculares que

explicarian en cierta medida las pérdidas en la funcionalidad de las proteinas en
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relacion al WHC y al drip. En cambio, el indice de actividad de la emulsion no varié a lo
largo del almacenamiento congelado de las muestras de diciembre y julio. Indicando
que las muestras, a pesar de presentar desnaturalizacion, son estables para formar
emulsiones a lo largo del almacenamiento congelado.

La adicion del extracto de semillas de uva, utilizado como antioxidante natural,
presentdé una buena actividad como inhibidor de la oxidacion lipidica en el
desmenuzado de musculo de saraca almacenado congelado a -25°C durante al menos
6 meses. Es conveniente considerar que dado los elevados valores iniciales de
TBARS correspondientes al mes de diciembre, durante el periodo de verano, se
deberian tomar mayores cuidados por parte de la flota costera y mejorar las
condiciones de almacenamiento inmediatamente después de la captura. Bajando
convenientemente la temperatura a bordo, los antioxidantes naturales ensayados
durante el almacenamiento del musculo congelado, deberian dar resultados tan
buenos como en el desmenuzado realizado con ejemplares en el mes de julio, donde
los valores de TBARS se mantuvieron por debajo de los 2 mg/100g musculo pese a
que el contenido de lipidos era casi 10 veces mayor.

Referente a la calidad higiénico-sanitaria de la materia prima, en el
desmenuzado de saraca almacenado congelado se observé un aumento significativo
en el valor de nitrégeno basico volatil total a lo largo del tiempo. Los valores iniciales
de NBVT correspondientes al desmenuzado de diciembre fueron elevados, y mayores
que los de julio, pero ambos aumentaron durante todo el almacenamiento. Durante los
meses de altas temperaturas se observa valores de NBVT mayores, asociado a la falta
de refrigeracion desde la captura hasta el desembarque. El desmenuzado de
diciembre present6 al sexto mes valores de NBVT superiores al limite establecido por
CAA y SENASA (30 mg NBVT / 100 g de musculo) por lo que seria indispensable
almacenar a bajas temperaturas el pescado inmediatamente después de su captura.

Con respecto a la histamina, no se la detect6 en ninguna de las muestras
analizadas, pese a que los altos valores de NBVT correspondientes al pescado de
diciembre indicaria que las muestras estuvieron expuestas a altas temperaturas. Esto
permite inferir que la saraca no es una especie rica en histidina formadora de la
histamina.

Los recuentos microbiolégicos estuvieron dentro de los limites establecidos,
(menores a 10" UFC/g de musculo para las bacterias psicrotrofas). Las muestras de
diciembre presentaron recuentos superiores a las de julio. Se observé una reduccion
de los recuentos microbianos al avanzar el tiempo de almacenamiento congelado a -
25°C.
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La técnica desarrollada para evaluar el contenido de espinas utilizando una
enzima proteolitica presenté buena reproducibilidad y valores de recuperacion
elevados, siendo su ejecucion simple. Es un método sencillo para cuantificar y
clasificar las espinas presentes en el desmenuzado y de esta manera determinar uno
de los riesgos fisicos que hacen a la calidad higiénico sanitaria del mismo. El tamafio,
forma y rigidez de las espinas enteras de saraca son largas, son finas y flexibles por lo
gue no presentan riesgo de ahogo para los consumidores.

Las saracas analizadas se encontraban libres de parasito por lo cual se puede
considerar como una especie que no presenta un riesgo de infestacion parasitaria.

A partir de los resultados observados durante el ciclo biolégico y el
almacenamiento congelado del desmenuzado de saraca, se podria pensar en incluir a
la saraca como materia prima segura y de excelente calidad nutricional, rica en acidos
grasos poli-insaturados, para desarrollar nuevos productos saludables, ampliar el
mercado y obtener una mayor rentabilidad de los productos realizados con esta
materia prima que actualmente es descartada.

Se disefid una hamburguesa de saraca con la adicion de proteinas de suero
lacteo controlando la oxidacion lipidica mediante el uso de antioxidantes naturales, con
buena retencion de agua y lipidos y adecuada textura del producto cocido. El
agregado del antioxidante natural de extracto de semillas de uva en la dosis de 1400
ppm presentd una buena efectividad contra la oxidacion lipidica del producto.
Comparable con los antioxidantes sintéticos utilizados en la industria. Mientras que en
la dosis de 700 ppm en el producto fue menos efectivo.

Las hamburguesas de saraca formuladas con WPC40 presentaron buenos
resultados frente a la oxidacion, buena capacidad de retener lipidos, alto contenido de
EPA y DHA y una dureza menor, comparado con las hamburguesas formuladas con
WPC 80. Por otro lado, la utilizacion del WPC80 mejord los rendimientos luego de la
coccién, disminuyd la reduccion del tamafio, retuvo mas agua luego de la coccién, y
presentd mayor dureza y masticabilidad. Ambos sueros de leche presentaron por
separado caracteristicas deseables en el producto propuesto, sin presentar diferencias
sobre la jugosidad. El color interno y externo correspondioé a valores adecuados de los
parametros L* y a*.

Nutricionalmente el producto aportaria un elevado contenido en &cido oleico (40 -
45%), &cidos grasos EPA + DHA entre 11.5 y 13.5% y ademas fitoesteroles. El
consumo de 100 gramos de cualquiera de las formulaciones aportarian la dosis
recomendada de EPA + DHA de 1000mg/dia (AHA, 2010) y solamente 200 kcal.

El ensayo de andlisis sensorial con consumidores no detectd diferencias

significativas entre las formulaciones con WPC40 y WPC80 para los atributos
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principales de color, olor, sabor y textura. Sin embargo el WPC80 present6 una
aceptabilidad levemente mayor que el producto con WPC40. Por todas las
caracteristicas observadas en el desarrollo de este producto, si bien ambos sueros de
leche presentaron buenas propiedades tecnoldgicas, se podria proponer el uso del
WPC40, de fabricaciébn nacional como una muy buena alternativa para su uso de
productos pesqueros como el disefiado en esta Tesis.

En este trabajo de Tesis doctoral se cumplid, entonces, con el desarrollo de un
producto saludable, seguro y de buena calidad, con alto contenido de n-3, y con
buenas caracteristicas sensoriales, aprovechando como materia prima la carne de

saraca que actualmente se descarta.
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