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ABSTRACT

Fish consumption is highly recommended as a healthy alternative to replace saturated
fats in diets, due to its high poly-unsaturated fatty acids content. However, this poly-
unsaturation makes them more susceptible to autooxidation, causing rancidity in the
product, which generates subproducts whose characteristics give bad odor and taste
to the food. Antioxidants such as sodium erythorbate are widely used in the food
industry to reduce or avoid this oxidative rancidity. The main objective of this study
was to determine the feasibility of using sodium erythorbate as an antioxidant agent to
avoid the oxidative rancidity of Colossoma macropomum (“pacu”), and determine its
effect throughout different product storage times. An average freezing curve was
determined for the Pacu fillets; this curve established the water content during freezing
(-0.2°C to -4°C) which determined the storage temperature. Pacu fillets were randomly
distributed in the following treatments: 4 sodium erythorbate concentrations (0, 5, 500,
and 50,000 ppm) and 4 storage times (0, 2, 4, and 6 months). The fillets were stored in
plastic bags and frozen at -8°C. Proximal analysis of the fillets determined no variation
in the fat content and a slight decrease in humidity throughout the storage times.
HPLC analysis of aqueous extracts of the fillets showed low sodium erythorbate
absorption in all the fillets. The volatile components were extracted from the fish
samples via solid phase microextraction (SPME) and hexanal was determined using
gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). The GC-MS analysis
indicated the presence of hexanal during the second month of storage, observing a
higher concentration of hexanal in the fillets with lower concentrations of erythorbate.
This relationship between the sodium erythorbate concentration and hexanal
production suggests that sodium erithorbate has an antioxidant effect on the
polyunsaturated fatty acids of the pacu fillet. Hexanal concentration decreased
considerably after the second month, suggesting its degradation to hexanoic acid

and/or other products. A sensorial panel established the acceptability of the fish
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stored containing sodium erythorbate, and identified the control fillets (0 ppm
erythorbate) as having no rancidity. These results do not agree with the hexanal
analysis, which suggest the lower the erythorbate concentration used, the higher the

hexanal production.
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RESUMEN

El consumo de pescado es muy recomendado como una alternativa saludable para
reemplazar las grasas saturadas en las dietas, debido a su alto contenido de acidos
grasos poliinsaturados. Sin embargo, esta insaturacidén los hace mas susceptibles a
autooxidacion, causando rancidez en el producto y generando subproductos que
proporcionan mal olor y mal sabor a los alimentos. Antioxidantes como el eritorbato de
sodio son ampliamente utilizados en la industria de alimentos para evitar y/o reducir
esta rancidez oxidativa. El objetivo principal de este estudio fue determinar la
posibilidad de usar eritorbato de sodio como antioxidante para evitar la rancidez
oxidativa del Colossoma macropomum (‘pacu”) y ver su efecto a través de diferentes
tiempos de almacenamiento del producto. Se hizo una curva de congelacién promedio
de filetes del pacu, donde se establecio el intervalo del contenido de agua en el
producto (-0.2°C hasta -4°C) durante la congelacion, para determinar la temperatura
de almacenamiento. Filetes de pacu fueron distribuidos aleatoriamente entre los
siguientes tratamientos: 4 concentraciones de eritorbato (0, 5, 500, y 50000 ppm) y 4
tiempos de almacenamiento (0, 2, 4 y 6 meses). Los filetes se almacenaron en bolsas
plasticas y se congelaron a -8°C. Analisis proximal de los filetes determiné que el
contenido de grasa no tuvo variacion y la humedad disminuyé levemente a través de
los tiempos de almacenamiento. Analisis de HPLC de extractos acuosos de los filetes
mostré una baja absorcion del eritorbato de sodio en todas las muestras. Se
extrajeron los componentes volatiles de las mueatras de pescado mediante
microextraccion en fase solida (SPME) y se determind hexanal mediante
cromatografia de gas acoplada a espectrometria de masa (GC-MS). El analisis de
GC-MS indicé la presencia de hexanal durante el segundo mes de almacenamiento,
observandose una mayor concentracion de hexanal en los filetes con concentraciones
mas bajas del eritorbato. Esta relacion entre las concentraciones de eritorbato de

sodio y la cantidad de hexanal producido sugiere que el eritorbato de sodio tiene un
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efecto antioxidante sobre los &cidos grasos poliinsaturados del pescado. La
concentracion de haxanal disminuyéconsiderablemente después del segundo mes, lo
que sugiere su degradacion a acido hexanoico y/u otros productos. Un panel
sensorial establecio la aceptabilidad del pescado almacenado para las muestras que
contenian eritorbato de sodio, y no detectd rancidez oxidativa en la muestra control (0
ppm). Estos resultados no coinciden con el analisis de hexanal, el cual sugiere que a

menor contenido de eritorbato de sodio, mayor produccion de hexanal.
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1. INTRODUCCION

La preocupacién por las grasas, especialmente las saturadas, se debe a la
alta correlacion entre su consumo vy la incidencia de enfermedades cardiovasculares.
El pescado es uno de los productos de consumo que aparece como una alternativa
importante en el reemplazo de estas grasas en las dietas, debido a su alto
contenido de acidos grasos poliinsaturados, especialmente acidos grasos omega-3
(w-3). Entre los omega-3 se encuentran el acido a-linolénico (LNA, por sus siglas
en inglés, C18:3) y metabolitos de cadena larga como el acido eicosapentanoico
(EPA C20:5) y acido docosahexanoico (DHA, por sus siglas en inglés, C22:6), cuyo
consumo ha llevado a una reduccion en la incidencia de enfermedades coronarias,
algunos tipos de cancer y artritis reumatica y en factores importantes en el

desarrollo y funciones del cerebro y de la vision (Shahidi y Botta, 1994).

Recientemente se descubridé un nuevo tipo de lipidos antiinflamatorios en los
seres humanos, llamados resolvinas E1, los cuales se derivan de los acidos grasos
w-3 y se encuentran presentes en el aceite de pescado. Las resolvinas son
precursores del acido acetilsalicilico (AAS), principio activo de la aspirina (Serham,
2004; Makoto et al., 2007) y pueden inhibir la migracion de las células inflamatorias
a los sitios de la inflamacién. Sin embargo, estos acidos grasos poliinsaturados, por
tener doble enlace, son susceptibles a la oxidacion con oxigeno ¢ autooxidacion.
Esta oxidacion genera rancidez oxidativa (De Man, 1999; Potter y Hotchkiss, 1995),
cuyos productos primarios, tales como: hidroperoxidos y dienos conjugados;
productos secundarios que incluye: acidos carboxilicos, alcanos, alquenos,
hidrocarburos y aldehidos (malonaldehido, nonanal, octanal, pentanal y hexanal),
los cuales son responsables del mal olor y mal sabor (“off flavors”) de los alimentos
(Allen y Hamilton, 1994); y los productos terciarios (radicales libres, cetonas y
alcoholes). Ademas de proporcionales sabor desagradable al pescado, también

disminuyen su largo de vida util.



Para prevenir o reducir la rancidez oxidativa causada por las grasas
poliinsaturadas de los alimentos, la industria alimentaria utiliza antioxidantes.
Compuestos como el [B-caroteno, acido ascérbico, palmitato de acetato y
antioxidantes sintéticos pueden minimizar los efectos de la rancidez en los

pescados y son ampliamente utilizados por la industria alimentaria.

El eritorbato de sodio se utiliza como antioxidante en la industria alimentaria
principalmente en la carne, el pollo, pescados, bebidas, frutas y vegetales, etc.
Quimicamente, ésta es una sal de sodio del acido eritorbico, la cual esta reconocida
como aditivo seguro (GRAS, por sus siglas en inglés) por la “Food and Drug
Administration” (FDA), de los Estados Unidos. Al igual que la vitamina C, el

eritorbato de sodio ayuda a prevenir la formacion de nitrosaminas cancerigenas.

En condiciones adecuadas de produccion, el pacu puede alcanzar hasta 10%
en el contenido de grasa, lo cual convierte a esta especie en una fuente importante
de acidos grasos poliinsaturados y por consiguiente en una matriz idénea para
medir el efecto antioxidante del eritorbato de sodio durante el desarrollo de la
oxidacion. Este estudio se plante6 como meta principal la evaluacion y
determinacién del eritorbato de sodio como antioxidante para evitar la rancidez

oxidativa de filetes de “pacu” congelados a -8°C.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Importancia del pescado como fuente de grasas
poliinsaturadas

La demanda de pescado ha aumentado continuamente desde principios de
la década de los 90’s debido al incremento en el consumo per capita a nivel
mundial. Este incremento ocurre como consecuencia de los efectos benéficos de
las grasa del pescado para prevenir enfermedades cardiovasculares y mejorar el
funcionamiento del cerebro y otros 6rganos vitales del organismo, segun la
Organizacion para Alimentos y Agricultura (FAO, por sus siglas en ingles), (FAO,
2004). La produccién global de captura de pescado y acuicultura suplié cerca de
133 millones de toneladas de pescado en el 2002, dando un consumo per capita
anual de 16.2 kg de peso vivo de pescado (FAO, 2004). La FAO pronostica que la
actual demanda de pescado sera duplicada en unos 20 afios debido a la necesidad
de proveer dietas mas saludables para las personas (con mayor contenido de
grasas insaturadas y menos saturadas). Sin embargo, la captura de pescado actual
ha superado el maximo de produccion sostenible, por lo que la acuicultura ha
llegado a ser una de las pocas alternativas para suplir la actual y la futura demanda.
Unos de los peces que ha tenido un crecimiento significativo y constante en
sistemas de produccién de acuicultura, especialmente en Sur América y el Caribe,

es el Colossoma macropomum (Pacu).

2.2. Rancidez

Las grasas del pescado, al igual que la de otros alimentos, sufren procesos

complejos de descomposiciéon llamados de rancidez o enranciamiento por la accion



del aire, el agua o las bacterias. Otros problemas asociados con la oxidacion de

lipidos incluye deterioro en color y textura (Kanner, 1994).

Existen tres tipos de rancidez: hidrolitica, cetonica y oxidativa. La rancidez
hidrolitica es causada por la hidrolisis de triglicéridos en presencia de humedad y
conlleva la liberacibn de &acidos grasos libres, los cuales causan olores
desagradables en los productos de consumo. La rancidez cetdnica es causada por
el ataque de microorganismos al alimento y ocurre en cantidades limitadas de
oxigeno y la rancidez oxidativa es causada por el ataque de oxigeno a las grasas
insaturadas con el desarrollo de productos oxidados que originan sabores
indeseables en los alimentos (Cox, 1962 y Pear et al., 1962). Estos procesos de
rancidez afectan negativamente la vida de almacenamiento del producto alimenticio
(Frankel, 1993). Por ejemplo, el almacenamiento por 7 dias de musculos de lisa en
hielo tuvo una mayor produccion de acidos grasos libres que la encontrada en un
dia de almacenamiento (Deng, 1978). Filetes de salmdén se almacenaron en hielo
por 1 dia (primer grupo) y 7 dias (segundo grupo), cada uno de estos grupos se
subdividieron en dos y a uno de ellos se sumergié en una solucién de antioxidante
(0.25% TBHA y Acido ascorbico al 2%), luego fueron congelados a -18°C por 12
meses para estudiar el desarrollo de rancidez oxidativa. En general, Se observo
menor nivel de radicales libres y menos desarrollo de rancidez oxidativa en los
filetes que contenian la solucién de antioxidantes almacenados en hielo por mayor
tiempo (7 dias) que el grupo sin tratamiento con menor tiempo en hielo (1 dia)
(Deng, 1978).

Se observd variaciones cinéticas en la oxidacion de los lipidos en diversas
partes de la Macarela almacenada a -15, -30 y -40°C; fueron analizados por la
medicion de los compuestos volatiles y de TBA (“thiobarbituric acid”, indicador de
rancidez oxidativa) en funcion del tiempo. El desarrollo oxidativo en las muestras de
la piel (grasa subcutanea) resultdé ser ocho veces mas rapido que la parte interna de

la piel (parte oscura) y que el blanco, almacenados a -15°C durante dos meses. Sin

4



embargo, este rapido desarrollo de rancidez en la piel se inhibe de manera eficaz al
reducir la temperatura de almacenamiento a -40 ° C y retrasé la hidrdlisis de lipidos
en el pescado almacenado a dicha temperatura. Este estudio sugiere que en el
desarrollo de rancidez oxidativa toma un papel importante la temperatura de
almacenamiento y la cantidad de grasa presente en el pescado, cuyo mayor

contenido esta presente en la piel (Deng, 1978).

Dado que normalmente el pescado es almacenado en frio, la rancidez
hidrolitica y ceténica no ocurren en cantidades significativas. El enfriamiento del
pescado hace menos disponible el agua para que ocurra rancidez hidrolitica y
ademas impide la proliferacion de microorganismos que causan la rancidez cetonica.
Por otro lado, la rancidez por ataque de oxigeno (rancidez oxidativa) a las grasas

insaturadas del pescado si puede ocurrir en cantidades apreciables.

2.3. Rancidez oxidativa

La oxidacién de acidos grasos insaturados por oxigeno es conocida como
autooxidacion (Charalambous, 1993; Allen y Hamilton, 1994), la cual es una
reaccion de radicales libre que involucra fases de iniciacion, propagacion (reaccion
en cadena) y terminacion (De Man, 1999). La tasa de oxidacion disminuye con la
disminucién de la temperatura, usualmente por un factor de 2 a 3 por cada
disminucién de 10°C (Ackman, 1980). La oxidacién es llevada a cabo en los acidos
grasos insaturados, de los cuales el oleico, linoleico y linolenico son los acidos mas
importantes. Estos son oxidados a diferentes velocidades. Por ejemplo el &cido
linoleico es oxidado 36 veces mas rapido que el acido linolénico y el acido oleico.
Esta oxidacién puede ocurrir por dos mecanismos: Mecanismo de radicales libres y
el mecanismo de fotooxidacion (presencia de luz); en ambos casos los productos
intermedios son hidroperoxidos. El oxigeno del aire ataca a los dobles enlaces en

un proceso progresivo y termina por romper la cadena de carbonos produciendo
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compuestos de mal olor. Esta alteracion provoca la apariciéon del “off-flavors”
(Ladikos et al., 1998).

2.3.1. Iniciacion

En la etapa de iniciacién el hidrogeno es removido de un compuesto olefinico
para producir un radical libre, como lo ilustra la reaccién de abajo. La remocién del
hidrogeno toma lugar en el carbono adyacente a un doble enlace (carbono alilico) y

forma un radical libre alilico o algun compuesto radical (De Man, 1999).

RH + Xe Re + XH

2.3.2. Propagacioén

La formacion de un hidroperéxido depende de la produccion de radicales
libres (Re¢) de moléculas lipidicas (RH) por su interaccion con el oxigeno en
presencia de un catalizador. Su iniciacidn puede ocurrir por fuentes de energia
externa tales como calor, luz, alta enrgia de radiacién o por iniciadores quimicos
que incluyen iones metalicos o metalo-proteinas (Allen y Hamilton, 1994)

Una vez se ha formado el radical, éste se combina con el oxigeno
atmosférico para formar un radical peroxido, el cual a su vez puede remover un
hidrogeno de un carbono alilico de otra molécula insaturada, dando lugar a la
formacioén de un hidroperdxido y otro radical alilico. Esta reaccion se repite y resulta
en una reaccion en cadena (De Man, 1999).

Carbono a

I
?



— Re + O2 ROOQOe

ROOe + RH ROOH + Re

Los hidroperdxidos formados en la propagacion son los productos primarios
de la oxidacion. Estos compuestos son inestables y se descomponen en productos
secundarios de la oxidacion, los cuales incluyen una gran variedad de compuestos,
dentro de los cuales estan los compuestos carbonilos, los mas importantes (De Man,
1999). Los productos secundarios incluyen ademas de acidos carboxilicos, alcanos,
alquenos, hidrocarburos y aldehidos (malonaldehido, nonanal, octanal, pentanal y
Hexanal), los cuales son responsables del mal olor y mal sabor (“off flavors”) de los
alimentos (Allen y Hamilton, 1994); y los productos terciarios (radicales libres,

cetonas y alcoholes).
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Figura 1. Productos secundarios obtenidos en la autooxidacion

Fuente: (Charalambous, 1993).

En la etapa inicial de la reaccion, la cantidad de hidroperéxidos se
incrementa suavemente; esta etapa es llamada periodo de induccion. En el final del
periodo de induccion hay un incremento repentino en el contenido de peroxido. Los
cambios organoelépticos son mas perceptibles en la etapa secundaria de la
oxidacion. El primer paso en la descomposicion de hidroperdxidos envuelve

radicales libres hidroxi y alcoxi:

R- CH(OOH)- R ——R-CH- R + OH

|
Oe



Los radicales libres alcoxi reaccionan para formar aldehidos, asi:

Py

00

Los radicales alcoxi pueden remover atomos de hidrégenos de otra molécula,

para producir un alcohol y un nuevo radical:

R-CH-R + R1H%R—(‘3H—R + R'e
Oe OH

2.3.3. Terminacion

La terminacién ocurre cuando radicales libres reaccionan con ellos mismos
para generar productos no reactivos y mas estables por ejemplo las cetonas. Otra
via que puede concluir la autooxidacion es que cualquier clase de radical libre
alquilico (Re) reaccione con un radical libre peroxi (RO¢) dando lugar a una especie
relativamente estable, no-iniciadora y no-propagadora. De forma similar dos
radicales libres alquilicos Re pueden unirse también (De Man, 1999), como se

exhibe en las siguientes reacciones:

R CH R + R! R C R + R'H
Oe O



Debido a las caracteristicas desagradables y al acortamiento de la vida util
del producto, causado por la rancidez oxidativa, la industria de alimentos ha
evaluado y utiliza muchos compuestos antioxidantes que ayuden a prevenir la
oxidacion por oxigeno (Parvinet al.,1996). Los métodos para determinar la
oxidacion de lipidos han sido divididos en aquellos que miden los productos
primarios y los que miden los productos secundarios (Melton 1983; Gray et al. 1992).
Entre los productos primarios de la oxidacion que se miden se encuentran los
hidroperdxidos y los dienos conjugados. La concentracion de peroxidos se mide en
la oxidacion de lipidos; sin embargo, los peroxidos se descomponen facilmente en
productos secundarios y éste valor puede resultar en una sobreestimacion del grado
de oxidacién (Gray y Monohan, 1992) (Figura 1). Cuando ocurre una tasa de
oxidacion acelerada en alimentos tales como carnes cocidas almacenadas a
temperaturas de refrigeracion, se lleva a cabo una acumulacion de productos
secundarios como resultado de la oxidacién de lipidos, por lo tanto es mejor evaluar

estos productos secundarios (Gray y Monohan, 1992).

La medicion de compuestos volatiles ha sido comunmente empleada para
determinar la oxidacion de lipidos. Se ha establecido que la presencia de hexanal
indica la oxidacion de lipidos presentes en la carne mas efectivamente que
cualquier otro componente volatil (Duppy et al., 1987; Brunton et al., 2000). Este
compuesto se utiliza en estudios de oxidacion de lipidos y fue utilizado en éste
estudio para tales fines. Por ejemplo, se ha encontrado que en pollo asado
almacenado a 4°C, aparecen concentraciones de hexanal desde 0.09 ppm (dia 0)
hasta 6.9 ppm (dia 1), lo cual conlleva a la poca aceptaciéon sensorial del producto

debido a la rancidez oxidativa (Duppy et al., 1987).

La importancia del mecanismo de deterioro del pescado congelado es
determinada principalmente por el tipo y disposicion de lipidos en el pescado. Las
grasas de reserva en el musculo estan mas sujetas a la oxidacién, por lo tanto, los

mecanismos de descomposicidn pueden comenzar en estos sitios mas rapidamente
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cuando hay condiciones inapropiadas de temperatura de almacenamiento. En
pescados de alto contenido graso, la oxidacién tiene lugar primeramente en los
depdsitos de grasa, los cuales estan compuestos por triglicéridos. Pescados tales
como el bacalao, que contiene poca cantidad de grasa en el tejido muscular y
contienen lipidos estructurales asociados a las membranas, también estan
propensos a la oxidacion pero mas lentamente. El valor de peréxidos reportado para
sardinas en aceite con lipidos en la piel, luego de cuatro semanas de
almacenamiento a -18°C, fue cinco veces mayor que el que se determind en los
musculos del pescado; el valor de TBA de la piel fue nueve veces mayor (Fair et al.,
1992). Por otra parte, Morris y Dawson (1979) exponen que la carne deshuesada de
pescado es mas susceptible a la rancidez oxidativa que la carne en forma de filetes,
debido a que durante el proceso de deshuesado se arrastra tanto la musculatura
roja como la blanca del pescado, lo que facilita el aumento del area superficial y el

esparcimiento de agentes prooxidantes.

Los procesos de rancidez oxidativa se ven acelerados luego del proceso de
deshuesado mecanico ya que el musculo de pescado se transforma en particulas
mas pequefas con lo cual aumenta la superficie efectiva en contacto con el oxigeno
del medio. Si la carne presenta mayor cantidad de lipidos, los procesos de rancidez
oxidativa se ven altamente acelerados aun con bajas concentraciones de oxigeno
en el medio. Por otra parte, la presencia de compuestos hemo altera la estabilidad
de la carne deshuesada del pescado en almacenamiento, ya que estos compuestos

son agentes prooxidantes de gran importancia (Tappel, 1965).

El contenido de acidos grasos en alimentos marinos se caracteriza por la
presencia de dobles enlaces a lo largo de una cadena de carbonos (acidos grasos
insaturados). La Figura 2 muestra un triglicérido que contiene acidos grasos

insaturados.
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Figura 2. Triglicérido que contiene acidos grasos insaturados. Acido palmitico,
16:0 en la posicién 1; EPA (eicosapentanoico), 20:5, en la posicion 2; acido oleico,
18:1, en la posicion 3.

El término omega-3, desde el punto de vista quimico, significa que el primer
enlace doble en el carbono de la cadena principal ocurre en el tercer enlace
carbono-carbono contando desde la esquina opuesta del grupo acidico, como se
observa en la Figura 3. La nomenclatura omega (“‘w”) es utilizada por los
nutricionistas para referirse a los acidos grasos poliinsaturados que tiene entre 18 y
22 atomos de carbono.

O
1 5 8 06

HO i — T - =

®3 ol

Figura 3. Acido graso poliinsaturados. EPA: 'acido eicosa-5:811:14:17-
pentanoico 6 20:5 w®>.

La composicién quimica de los lipidos en el pescado difiere de otras grasas y
aceites naturales en lo siguiente: 1) poseen una mayor variedad de compuestos
grasos, 2) poseen mayores cantidades de acidos grasos con cadenas que exceden
los 18 carbonos, 3) contienen una mayor porcion de acidos grasos altamente
insaturados, 4) sus acidos grasos poliinsaturados poseen el doble enlace
principalmente en la posicion w® antes que en la w® (St. Angelo, 1992; Barlow vy

Stansby, 1982). La cantidad y caracteristicas de los acidos grasos varian con el tipo
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de organismo y de acuerdo a su distribucion dentro del mismo (Shahidi y Botta,
1994; St. Angelo, 1992; Allen y Hamilton, 1994; De Man, 1999; Fair et al., 1976).

2.4. Antioxidantes

Un antioxidante es cualquier sustancia capaz de retardar o evitar el
desarrollo de rancidez en los alimentos o el deterioro del sabor debido a la
oxidacion del mismo (Allen y Hamilton, 1994); Cox y Pearson, 1962). Los
antioxidantes pueden inhibir la oxidacion de lipidos actuando como donantes de
hidrogeno o de electrones e interfiriendo con la cadena de reacciones de radicales,
formando compuestos no radicales o radicales poco reactivos, evitando o
reduciendo la propagacion de dichas cadenas (Charalambous, 1993). En ausencia
de una adecuada proteccidn por algun agente antioxidante, los lipidos ricos en
acidos grasos poliinsaturados son muy propensos a la autooxidacion al quedar
expuestos al oxigeno atmosférico. Bajo esas condiciones el beneficio nutricional de
los acidos grasos es disminuido (Cockerell et al., 1972; Chow, 1980). Un
antioxidante ideal para uso en alimentos debe ser seguro al utilizarse, no debe
impartir olor sabor o color, debe ser efectivo a concentraciones bajas y debe ser

facil de incorporar (Allen y Hamilton, 1994).

2.4.1. Efecto del antioxidante en la autooxidacion

La reaccion en cadena puede inhibirse o detenerse mediante la incorporacion
de un antioxidante (AH). El antioxidante actua como un atrapante de radicales libres;
reacciona con el radical y produce un nuevo radical menos reactivo. Los
antioxidantes pueden intervenir durante las etapas de propagacion, como se ilustra

en la figura:
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ROO+. + AH —> ROOH + A+ <«— radical mas estable

A + ROO+ —> A—OOR
} productos no radicales
A + A —>» A—A

Investigaciones recientes lograron demostrar que tanto acido ascérbico como
eritorbato de sodio inhiben sobre el 65% de la actividad mutagénica de la
nitrosodimetilamina (NDMA). Esto sugiere que ambos aditivos, ademas de inhibir la
formacion de nitrosaminas, también inhiben la mutagenicidad de los metabolitos
generados de las nitrosaminas formadas. Se plantea que el posible mecanismo de

inhibicion es mediante el "atrapamiento de radicales libres" (Charalambous, 1993).

2.4.2. Eritorbato de sodio

Eritorbato de sodio es un estereoisomero del acido ascorbico y su nombre
sistematico es 5-(1,2-dihidroxietil)-3-hidroxi-4-oxo-furan-2-olato de sodio. Eritorbato
de sodio difiere de acido ascérbico so6lo en la posicion relativa del hidrégeno y de
grupos hidroxilos en el quinto atomo de carbono de la molécula (Figura 4). Se le
conoce ademas como acido eritorbico, D-acido araboascorbico, sal de sodio, D-
isoascorbato, entre otras. El eritorbato de sodio se obtiene por fermentacion de
liquidos con azucar de remolacha y de maiz, tiene un fuerte poder de reduccion
similar al del acido ascoérbico (Walker, 1991). Es un antioxidante usado en la
industria de alimentos ya que mejora el color y sabor natural de los alimentos,

alarga el periodo de almacenamiento y no tiene efectos toxicos.

Eritorbato de sodio y acido ascorbico fueron comparados en un medio para
estabilizar el color de la superficie de la carne de ganado vacuno en atmdsfera
modificada con alto contenido de oxigeno, en diferentes concentraciones (0, 0,05,

0,1, 0,5, 1,0, o 1,5%, peso/peso). El color (L * un * en b *) fue evaluado antes del
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tratamiento y 24 horas después de almacenamiento (1 °C). Eritorbato de sodio fue
tan eficaz como el acido ascérbico para inhibir descoloracion de la carne y puede
ser un sustituto eficaz del acido ascorbico debido a los mas bajos costos (Mancini et
al., 2007).

En el curado de la carne, eritorbato de sodio tiene tres funciones principales:
primero; reduce el nitrito a 6xido nitrico y de esa manera acelera la formacion del
color rosado en la carne; segundo, como antioxidante contribuye a la estabilidad de
color y sabor y tercero, ayuda a prevenir la formacion de nitrosaminas causantes de
cancer (Barringer et al., 2005). Una mezcla de eritorbato y glucano-delta-lactona
(3:1) se utilizo para cubrir la superficie de la carne de res y exponerlas
electrostaticamente, para aumentar el tiempo de vida util. El numero total de
microorganismos después de almacenamiento refrigerado se redujo en promedio 2
tiempos Log, y coliformes, mesdfilos y psicrofilos mostraron reducciones
equivalentes. El recubrimiento electrostatico produjo mejores resultados que el

recubrimiento no electrostatico (Barringer et al., 2005).

Figura 4. Estructura del eritorbato de sodio.

2.5. Pacu (Colosomma macropomun)

El Pacu (Colosomma macropomun) es oriundo de Suramérica,
especialmente de la regidon del Orinoco y la Amazonia. Este pez es confundido

usualmente con pirafias en su etapa juvenil, puede crecer mas de un metro y tiene
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varios hombres comunes, dependiendo de la region donde se encuentre: aletas
negras, pacu, cachama, gamitana, tambaqui, entre otros. El pacu se alimenta en la
naturaleza de zooplancton, insectos, semillas y plantas que caen al agua donde
habita. Se utiliza en la acuicultura ya que puede vivir en aguas minerales pobres y
es muy resistente a enfermedades. Esta especie se comercializa fresca y congelada
(Nelson et al., 2007). Su clasificacion taxondmica se presenta abajo:
Orden: Characiformes
Familia: Characidae
Subfamilia: Serrasalminae
Género: Colossoma

Especie: macropomum

En la Tabla 1 se encuentran representados valores promedios de talla (cm),
peso (kg), y altura (cm) de ejemplares estudiados, asi como los intervalos y sus
desviaciones estandar correspondientes. Existe una relacion proporcional entre los
parametros talla, peso y altura a medida que aumenta el tamafo del animal
pudiendo relacionarse con el tiempo de cultivo (Bello et al., 1992). El contenido de
grasa del pacu en los musculos puede variar significativamente, dependiendo de su
tamano y la dieta que reciba durante su crecimiento. Generalmente, ejemplares mas
grandes presentan mayor porciento de grasa que organismos mas pequefos o
juveniles. Observaciones recientes han identificado este pez como una fuente
importante de grasas poliinsaturadas debido a su capacidad de almacenar

cantidades significativas de grasas en su tejido subcutaneo (Nelson et al., 2007).
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Tabla 1. Valores de talla (cm), peso (kg) y altura (cm) de Pacu.

Talla (cm) Peso (Kg) Altura (cm)
Caracteristicas/Categorias Intervalo| X | S Intervalo| X | S Intervalo | X | S
pequefio 36.5-40.0 38.44 1 1.35 1.47 0.19 16-17 16.38 0.42
Mediano 41.0-46.0 435 1.73 1.70-2.55 2.05 0.28 19-22 2055 1.3
Grande 50.0-53.0 51.6 1.04 3.20-3.75 344 0.24 23-24 23.66 0.47

Tres categorias segun su tamafo, donde S = desviacidn estandar y X = Promedio.
Fuente: Bello etal., 1992.

2.6. Analisis proximal del pacu

El analisis proximal es también conocido como analisis quimico, cuyo
principal propdsito es determinar en un alimento, el contenido de humedad, grasa,
proteina, cenizas, extracto no nitrogenado, fibra cruda y calorias, con la alternativa

de fibra dietaria, segun la asociacion oficial de analisis quimicos (AOAC).

Estudios realizados sugieren una relacion inversa entre el contenido de grasa
y el contenido de humedad. Esta tendencia fue observada con tres tamafos de
pescados considerados altos en contenido de grasas, y una humedad relativamente
baja. Especies de agua dulce como el coporo (Prochilodus mariae) contienen un
bajo porcentaje de humedad (74%) y grasa (6.78%) (Gonzalez, 1980). La trucha de
lago, también de agua dulce, contiene una humedad de 70.8% y un contenido de
grasa de 9.3% (Thurston y Col, 1959). El contenido de grasa de los peces varia
mucho entre especie, asi como dentro de la misma especie, dependiendo de: época
de captura, edad, sexo, area geografica (Stansby, 1954) y alimentacion

(Ramachandran y Gopakumar, 1981).
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2.7. Congelacion y descongelacion del Pacu.

2.7.1. Congelacion de un alimento

Las reacciones bioquimicas dependen en gran media del contenido de agua
disponible. Por lo tanto, para realizar este estudio era importante definir la
temperatura en la cual se cristaliza la mayor parte del agua disponible que tiene el
pescado para garantizar que durante el almacenamiento del mismo no hubiese
deterioro microbioldgico del pescado. No obstante, la temperatura buscada no podia
ser tan baja que impidiera las reacciones de oxidacién necesarias para medir el
efecto antioxidante del eritorbato de sodio. La temperatura de congelacion es una
alternativa importante para la reduccion de la tasa de oxidacién de lipidos en el
musculo del pescado, ya que reduce la circulacion de oxigeno alrededor de los
acidos grasos, inmoviliza el agua necesaria para que ocurran las reacciones

bioquimicas y reduce la rapidez de dichas reacciones.

La Figura 5 muestra la curva tipica de congelacion del agua pura. La
temperatura desciende a 0°C para cambiar de estado. Luego, ocurre un incremento
en el volumen del recipiente que lo contiene. La temperatura permanece constante
hasta que toda el agua es congelada y luego la temperatura de los cristales
desciende (Lewis, 1996).
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Figura 5. Curva de congelacién del agua pura.

La curva de congelacion tipica de un alimento se muestra en la Figura 6. El
proceso de congelacién de los alimentos es mas complejo que la congelacion del
agua pura. Los alimentos presentan un comportamiento ante la congelacidon similar

al de las soluciones. La curva de congelacion posee las siguientes secciones:

AS: El alimento se enfria por debajo de su punto de congelacion, el agua
permanece en estado liquido. Este sub-enfriamiento puede llegar hasta 10°C

por debajo del punto de congelacién.

SB: La temperatura aumenta rapidamente hasta alcanzar el punto de congelacion,
of pues al formarse los primeros cristales de hielo se libera el calor latente de

congelacion a una velocidad superior a la que éste se extrae del alimento.

BC: El calor se elimina a la misma velocidad (entre calor latente de congelacion vs
calor extraido del alimento). Se elimina el calor latente y se forma el hielo, pero
la temperatura permanece casi constante. El incremento de la concentracion de

soluto en la fraccion de agua no congelada provoca una disminucion en el
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punto de congelacion y la temperatura desciende ligeramente. Es en ésta parte
que se forma la mayor parte del hielo.

D: Uno de los solutos alcanza la sobresaturacion y cristaliza. La liberacion del calor
latente de cristalizacion provoca un aumento de la temperatura eutéctica
(temperatura donde coexisten en equilibrio las tres fases) del soluto.

E: La cristalizacién de agua y solutos continua.

F: Latemperatura de la mezcla de agua y hielo desciende hasta alcanzar la del
congelador 8s (De Man, 1999; Lewis, 1993).
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Figura 6. Curva de congelacion de un alimento.

2.7.2. Descongelacion de un alimento

Cuando un alimento se descongela, la capa superficial de hielo se funde y forman
una capa de agua liquida cuyas propiedades térmicas son menores a las del agua
en estado sélido. Como consecuencia, la velocidad con la que se transfiere el calor
hacia el interior del alimento aumenta el efecto aislante de la capa superficial, a
medida que la capa del alimento descongelado se incrementa; es por ello que la

descongelaciéon de un alimento es mas lenta que su congelacion para igual
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gradiente de temperatura (Lewis, 1993). La descongelacién suele efectuarse a una

temperatura ligeramente superior a la del punto de congelacién (Lewis, 1993).

2.8. ANALISIS QUIMICOS

2.8.1. Determinacién de eritorbato de sodio por cromatografia liquida de alta
eficacia.

El botanico ruso Mikhail Semenovich Tswett fue el primero en usar el término
cromatografia, en 1906. Keulemans, ha definido la cromatografia como un método
fisico para separar, identificar y determinar mezclas de moléculas basadas en la
distribucion repetitiva de estas en una fase estacionaria, de gran area superficial y
una fase movil que pasa a través de la columna que contiene la fase estacionaria.
La distribucion de las moléculas entre las dos fases se debe a uno o varios
procesos basicos: adsorcion, intercambio de iones, particidn o filtracion por gel
(Romero, 2000).

La cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC, por sus siglas en inglés) es
una técnica analitica de separacion e identificacidon que puede ser aplicada para el
analisis de muchos compuestos solubles en liquido. En este estudio, esta técnica se
utilizé para la determinacion de eritorbato de sodio en los filetes del pacu como una
forma de determinar su efecto en la rancidez oxidativa a través del periodo de

estudio (Rounds y Gregory, 1993).

La Figura 7 muestra los principales componentes de un sistema de HPLC.
Una solucién que contiene el analito de interés se inyecta en un ciclo que ha sido
calibrado para contener un volumen especifico. La valvula de rotacion permite el
flujo de muestra contenida en la fase movil (eluyente), que arrastra la muestra hasta
la columna que contiene la fase estacionaria, donde se produce la separacion. El
eluyente fluye a través de una bomba a una velocidad constante y una presion lo

suficientemente alta para superar la contrapresién de la columna; presiones de
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1000 a 2000 psi son necesarias, para facilitar la separacion y elucién rapida de los

componentes de interés.

La eficiencia de separacion es inversamente proporcional al tamano de las
particulas de la columna de material de interaccion. La disponibilidad de alta presion
de los sistemas de distribucion del disolvente es responsable directa por el "alto
rendimiento” (alta velocidad de flujo del eluyente vs adsorcion del analito en la
columna). Suponiendo que una columna adecuada ha sido elegida para la
separacion de interés, todos los componentes deben pasar a través de la columna,
y "liberados" en diferentes momentos (diferencial de la migracion). Esta diferencia
de tiempo se debe a las diferencias en la distribucion (adsorcion) de los diversos
componentes entre la fase movil (eluyente) y la fase estacionaria (resina o matriz de
la columna). Cada componente pasa por el detector al salir de la columna y se

identifica por separado (Brown et al., 1990).

Los picos en el cromatograma en una muestra son identificados basados en
el tiempo de retencion que es el tiempo que tarda el analito en migrar a través de la
fase estacionaria. Las estructuras quimicas de compuestos examinados son
establecidas usando métodos espectrofotométricos (Chojecka et al., 2006). HPLC
es una técnica analitica apropiada para la separacion y determinacién de analitos
organicos e inorganicos en muestras especialmente biolégicas farmacéuticas,

ambientales e industriales.

22



COLUMNA \ |
BOMBA 1 7| perecror

INYECTOR h\

L
.

Figura 7. Diagrama del funcionamiento del equipo de cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC).

Existen diferentes métodos de deteccion en HPLC. El mas comun es un
detector basado en la absorbancia de luz visible o ultravioleta, UV/Vis. Estos
detectores son UV/Vis espectrofotdmetros en miniatura, equipados con diafragma a
través de una celda de flujo, lo que permite un seguimiento continuo del eluyente.
La longitud de onda seleccionada corresponde a la region del espectro
electromagnético donde los analitos de interés y sus asociados cromoforos
absorben la luz. El intervalo lineal dinamico de la curva de calibracion de la
absorbancia es proporcional a la concentracion de los compuestos de interés. Los
datos se registran y presentan usando un integrador. La absorbancia medida por el
detector produce un pico con un tiempo de retencién caracteristico, se produce la
integracion del pico y después de la medicion, se usa una curva de calibracion para
determinar la concentracion de los compuestos desconocidos (Brown et al., 1990;
DiCesare, 1981; Dorschel, 1989).

Se us6 HPLC para determinar la cantidad de eritorbato de sodio absorbido
por los filetes de pacu, cuando fueron sumergidos en soluciones que contenian

eritorbato de sodio en diferentes concentraciones. El eritorbato de sodio por HPLC
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requiere una extraccion completa y adecuada del antioxidante de las muestras del
pescado. La extraccion satisfactoria de antioxidantes de productos alimenticios
complejos no es facil, particularmente cuando el antioxidante se encuentra en bajos
niveles de concentracién. Estos problemas son normalmente asociados con la
extracciéon incompleta del antioxidante o con la co-extraccion de potencial
interferencia de sustancias. Para la determinaciéon cuantitativa, se debe tener mucho
cuidado durante los procedimientos de concentracion o dilucién (Vacio y/o
evaporacion, entre otros), para prevenir las perdidas de antioxidantes. El uso de
disolventes puros es crucial para evitar trazas de impurezas y causar perdidas de

antioxidantes (Macrae, 1982).

2.8.2. Determinacién de hexanal por medio de extraccion y caracterizaciéon de
GC - MS.

A diferencia de los otros tipos de cromatografia, en la cromatografia de
gas la fase movil no interacciona con las moléculas del analito; su unica funcién
es la de transportar el analito a través de la columna. La cromatografia de gas
acoplada a un espectrémetro de masas es una herramienta analitica muy poderosa
para identificar compuestos y cuantificarlos. El espectrometro puede detectar todos
los iones presentes que son caracteristicos de cada molécula y ademas se puede
obtener el ion molecular correspondiente al peso molecular de la especie. Los
componentes basicos de un cromatografo de gas acoplado a un espectrometro de
masa son: el gas de arrastre, el puerto de inyeccion, el horno, la columna, el

analizador de masas y su detector (Figura 8).
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Figura 8. Diagrama del funcionamiento del equipo de cromatografia de gas
acoplado a un espectrémetro de masa (GC-MS).

El detector se mantiene bajo vacio. Los compuestos son ionizados con
electrones o moléculas de gas y se fragmentan en iones con carga. El filtro de masa
permite el paso selectivo de los iones al multiplicador de electrones (detector).
Todos los iones de masa especifica son detectados mientras que los otros son
excluidos (Romero, 2000). En el proceso de ionizacion electronica la muestra de
interés es vaporizada en el horno y luego es impactada por un flujo de electrones
con energia suficiente (70 eV), para ionizar la molécula. EI horno controla la
temperatura de la columna donde la separacion se lleva a cabo mediante la
interaccion de los analitos con la fase estacionaria y el punto de ebullicion de los
compuestos. Los espectros que muestran patron de fragmentacion del analito son

comparados con los de una biblioteca, para su identificacion.

Los aldehidos son los principales compuestos volatiles producidos durante la
oxidacion, en particular, octanal, nonanal, pentanal y hexanal. Hexanal es el
aldehido predominante durante la oxidacién de lipidos (Dupuy et al., 1993) y es
producido por la descomposicion del acido linoleico. ElI hexanal es comunmente

utilizado como indicador de deterioro en el sabor y de oxidacion de lipidos (Shahidi
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y Pegg, 1994). La presencia de hexanal se utilizé también en este estudio para la
determinacién de ocurrencia de rancidez oxidativa a través del periodo de
almacenamiento del producto (6 meses) y se determiné por la técnica de
microextraccion de fase sdlida y cromatografia de gas acoplada a un espectrometro

de masas (SPME/GC-MS, por sus siglas en inglés).

2.8.2.1. Extraccidon de componentes volatiles por microextraccion de fase soélida

(SPME).

Este método tiene como propdsito general la extraccion de compuestos
organicos volatiles que se encuentran en muestras sélidas, liquidas o gaseosas
como suelo, sedimentos, carne, etc. para posteriormente ser analizadas por
cromatografia de gases (GC) o cromatografia de gases / espectrometria de masas
(GC/MS). Durante los procesos de extraccion una de las etapas importantes a tener
en cuenta es la preparacion de la muestra. Existen varios factores que afectan esta
preparacion, dentro de los cuales se encuentran: la homogeneizacién de la muestra,
especialmente en alimentos, por ser matrices complejas que involucran lipidos,
proteinas, carbohidratos, minerales, vitaminas, entre otras; el tiempo de exposicion,

la temperatura, evitar manipulaciones y contaminantes (Pawliszyn et al., 1999).

Los analitos se extraen usando una fibra de microextraccion de fase sélida
de (SPME) y son termalmente desorbidos en el puerto de inyeccion de un
cromatégrafo de gas. Para optimizar la desorcién, la profundidad de la fibra en el
inyector debe ser ajustada, asi que la fibra en el inyector se expone en la parte
caliente del puerto de inyeccion. La desorcion depende del punto de ebullicién del
analito y del grosor de la fase estacionaria de la fibra. La temperatura de desorcion

debe estar mas arriba del punto de ebullicién del analito (Pawliszyn et al., 1999).

El método es aplicable a una amplia gama de compuestos organicos que

tienen alta volatilidad. Por ejemplo, se ha encontrado presencia de nonanal,
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pentanal, octanal y otros compuestos volatiles en carne de cerdo con diferentes
contenido de acidos grasos poliinsaturados y utilizando “SPME” para la extraccion y
GC-MS para la cuantificacion de los mismos. Los resultados sugieren que los
indicadores de la oxidaciéon lipidica de los acidos grasos poliinsaturados son

principalmente heptanal, pentanal y hexanal (Pawliszyn et al).

Se hizo un estudio con la técnica SPME en “headspace” (HS) —para aislar y
determinar volatiles formados durante la oxidacién del aceite de pescado en las
emulsiones de agua. Se utilizé la fibra carboxen / polidimetilsiloxano (CAR — PDMS)
y se evaluaron los principales factores que afectan la microextraccion de fase solida
(cantidad de la muestra, el tiempo y la temperatura de la extraccion y de agitacion).
La incubacion de 0.5 g de emulsion a 60 ° C durante 30 minutos conduce a la forma
mas eficaz de extraccidon de volatiles asociados con la oxidacion lipidica de
emulsiones de aceite de pescado. EI método HS-SPME junto con la técnica GC-MS
permitié determinar los analisis cualitativo y cuantitativo de los volatiles derivados de

la oxidacién de aceite de pescado enriquecido (lglesias, 2007).

Se evaluo la calidad de 12 especies de peces (peces de mar, de agua dulce
y crustaceos), midiendo el contenido de formaldehido (FA) en los diferentes
productos de la pesca, utilizando las técnicas SPME y GC-MS. Se utilizé una fibra
de derivatizacién con pentafluorobencilo - hidroxilo - clorhidrato de amina. Se

calcularon niveles variables de formaldehidos (Bianchi et al., 2005).

Los danos producidos por lipidos han sido estudiados en especies de peces
(bacaladilla, Micromesistius poutassou. La determinacion de hexanal por SPME/GC-
MS fue parte de los estudios realizados para determinar la rancidez producida por
lipidos en especies de peces. Los resultados mostraron una correlacion directa
entre los productos de la oxidacion en los peces y el tiempo de almacenamiento
(Aubourg, 1999).
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OBJETIVOS

Objetivo general

e Determinar el efecto antioxidante del eritorbato de sodio para prevenir la
rancidez oxidativa en filetes de pacu (Colossoma macropomum)

almacenados por 6 meses a — 8°C.

Objetivos especificos

e Determinar el contenido del eritorbato de sodio en filetes de pacu
(Colossoma macropomum), almacenada a -8°C durante seis meses de
almacenamiento a través de la técnica de HPLC

e Determinar el grado de rancidez de los filetes de pacu (Colossoma
macropomum), utilizando pruebas para determinar hexanal por GC-MS

e Establecer si hay diferencias en rancidez a través de un panel sensorial en
los filetes de pacu almacenados por seis meses y tratados con diferentes

concentraciones eritorbato de sodio
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Determinacién de la temperatura de congelacién de los filetes
de pacu.

En ensayos preliminares se tomaron 10 filetes de pacu suministrados por la
Sub-estacién Piscicola de la Estacién Experimental en Lajas del Centro de
Investigacion y Desarrollo de la Acuicultura Comercial en Puerto Rico (CIDACPR).
Los filetes fueron transportados en neveras que contenian hielo. A los filetes se les
instalaron cinco termopares en diferentes partes del filete (Figura 9), conectados a
un Midi Logger (Modelo No. GL450-UM-151), como lo muestra la Figura 10. Se
colocaron en un ultra-congelador a -80°C, para determinar la temperatura a la cual

se congela la mayor parte del agua del pescado (pacu).

Figura 9. Termopares conectados al filete "de pacu”.
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Figura 10. Midi logger (Modelo No. GL450-UM-151).

3.2. Recoleccion de las muestras

Las muestras de filetes de pacu fueron suministrados por la Sub-Estacion
Piscicola (CIDACPR). Los peces fueron cultivados en charcas y capturados para
ser asfixiados, descamados vy fileteados a mano. Posteriormente se transportaron
en neveras que contenian hielo hasta el laboratorio. Se utilizaron 204 filetes en total,
distribuidos aleatoriamente en cuatro lotes. Cada filete pesaba en promedio 113.9 g
y cada lote contenia 51 filetes. Se colocaron los lotes en bandejas con soluciones
de eritorbato de sodio en concentraciones de 50,000, 500 y 5 ppm; Los lotes
identificados como A, B y C respectivamente. El lote restante se sumergio en agua y
se utilizé6 como control (lote D). El tiempo de inmersidn de los cuatro lotes fue de 30

minutos.

3.3. Tratamiento de los filetes y almacenamiento

La mayoria de filetes de cada lote se agruparon aleatoriamente en 12 bolsas

para congelador (Ziploc™ Slide-Loc), 4 filetes en cada bolsa. Las 12 bolsas se
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agruparon al azar en 4 sub-lotes de 3 bolsas (3 repeticiones). Cada sub-lote
representd un tiempo de almacenamiento: 0, 2, 4, y 6 meses, respectivamente. En
los seis meses de almacenamiento se realizaron 16 muestreos en total. Los filetes
restantes de cada lote (3 filetes) se agruparon en cuatro bolsas (correspondientes a
cada tiempo) conteniendo 3 filetes cada una para almacenar por 6 meses y fueron
utilizados para la prueba de panel sensorial. Las bolsas fueron almacenadas por el
tiempo correspondiente en un refrigerador tipo casero (Henry Duty Commercial,
Modelo No. 253.14502101) a -8°C.

3.4. Preparacion de las muestras

Durante un periodo de seis meses se removieron del refrigerador cada dos
meses 12 bolsas de cada tratamiento y del control. Los filetes de cada bolsa fueron
descongelados para utilizarse en los analisis quimicos. Se homogeneizaron los
filetes por bolsa y se pesaron las cantidades para los analisis: porcentaje de
humedad, porcentaje de grasa, determinacion de eritorbato de sodio, analisis de
componentes volatiles y determinacion de hexanal. Se colocaron las muestras para
cada andlisis en bolsas Whirlpack™ y se almacenaron en un ultra congelador a
-80°C. Las muestras se descongelaron desde el dia anterior en una nevera tipo
casero a temperaturas de refrigeracion entre 0°C y 4°C cuatro horas antes del

analisis las muestras se sacaron a temperatura ambiente.

3.5. Analisis quimicos

Las técnicas utilizadas para los diferentes andlisis de las muestras y
separacion y cuantificacion del eritorbato de sodio son: analisis proximal (humedad
y grasa), cromatografia liquida (HPLC, por sus siglas en inglés), micro-extraccion de
fase solida (SPME, por sus siglas en inglés) y cromatografia de gas acoplada a un
espectrometro de masas (GC-MS, por sus siglas en inglés).
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3.5.1. Determinacion del contenido de humedad

Se utilizé el método oficial de la AOAC (1990) en cada uno de los tiempos de
almacenamiento. Se colocaron crisoles en el horno a 100°C por 24 horas hasta que
alcanzaron peso constante. Luego se pesaron aproximadamente 5.0000 +0.0025¢g
de muestra y se colocaron en los crisoles previamente pesados. Las muestras se
pesaron a las 24 horas y se mantuvieron en el horno hasta que alcanzaron peso

constante. El porciento de humedad se determind mediante la siguiente formula:

3.5.2. Determinacion del contenido de grasa

Se utiliz6 el método recomendado por la Sociedad Oficial de Quimica
Analitica (AOAC, 1990 seccion 920.39), conocido como el método de Soxhlet. Se
secaron los vasos de aluminio y los dedales en el horno (Napco, modelo 630) a
100°C por 24 hrs. Luego se enfriaron en el desecador por 10 minutos, se pesaron y
se le anadieron aproximadamente 2g de muestra al dedal y se secaron en el horno
a 100°C por 24 h. Luego se les colocaron anillos de metal en los dedales y se
colocaron en la maquina Soxhlet (Tecator, Sooxtec System I-IT 1043 Extraction
Unit), se afiadieron 50 mL de acetona y se colocaron en la plataforma caliente de la
maquina. Finalizado el proceso de extraccion, los vasos metalicos se removieron de
la maquina y se colocaron en el horno a 100°C por 20 minutos, se instalaron en el
desecador y se pesaron. Se utilizé la siguiente formula para calcular el porcentaje

de grasa:

% de grasa = [(peso de vaso + grasa) - peso de vaso)/peso muestra seca] *100
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3.5.3. Determinacion del contenido de eritorbato de sodio

Se determind el contenido de eritorbato de sodio en las muestras de pescado

mediante Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC).

3.5.3.1. Identificacion del eritorbato de sodio en las fracciones del cromatograma.

Aunque se disponia de estandar aparentemente puro, al correr la muestra el
cromatograma observaba tres picos y para identificarlos se prepard una solucién de
100 ppm de eritorbato de sodio (estandar) y se hicieron varias corridas en el equipo.
Se tomd 1.5 mL de solucion residual de cada uno de los picos presentes en el
cromatograma y se removio el agua de las fracciones: se congelaron en nitrogeno
liquido y se sublimaron utilizando un Liofilizador Labconco, (Freeze Dry
System/LYPH Lock 4.5 modelo: 7751-00.), (Figura 11). Luego se disolvieron los
solutos en agua deuterada y se analizaron en Resonancia Magnética Nuclear (NMR,
por sus siglas en inglés), (Bruker Avance™, 500 MHz instrument), (Figura 12) y
(Apéndice 1).

Figura 11. Equipo liofilizador.

33



Figura 12. Equipo de resonancia magnética nuclear (RMN)

3.5.3.2. Extraccién del eritorbato de sodio

Se utilizé el método reportado por Lebron (2006) con ciertas modificaciones.
Aproximadamente 8.000 £ 0.0025 g de pacu se homogeneizaron con diez mililitros
de acido metafosforico al 2.5%. El homogeneizado se filtré a través de un filtro
Whatman™ No. 4 y el filtrado se centrifugd a 3,000 rpm por diez minutos. Del
centrifugado se obtuvo una alicuota de un mililitro que se pas6 a través de un
cartucho de separacion cationica (.SCX,100mg/1.5ml; 100/PK (sigma Aldrich)). El
cartucho se lavo con dos mL de agua destilada. El filtrado se recolecté en un tubo
de trece mililitros donde se le ajustd el volumen a cuatro mililitros con la fase movil.

Se realizaron las diluciones necesarias para determinar la concentracién. La
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muestra paso a través de un filtro de 0.45 ym (membrana de nilon, 47 mm diametro)

antes de ser inyectada al equipo.

3.5.3.3. Cuantificaciéon de eritorbato de sodio mediante cromatografia liquida de alta
eficacia (“‘HPLC”)

Se utilizé el método reportados por Lebréon (2006), con ciertas modificaciones.
En la deteccion y cuantificacion del eritorbato de sodio se utilizé un cromatografo
liquido modelo HP 1100 con un detector de espectrofotometria ultravioleta-visible
(UV-Vis) (Figura 13). Se inyectaron 15 pL de muestra. Se utilizd6 una columna de
poliestireno sulfonado/divinilbenceno (Supelcogel C-610 H) a una temperatura de
30°C. La elusioén fue isocratica con la fase movil de acido fosférico al 0.1% (pH 2.2)
y un flujo de 0.5 mL/min. La deteccién se realiz6é a una longitud de onda de 245 nm.
Las condiciones utilizadas para el analisis de eritorbato de sodio se encuentran
resumidas en la Tabla 2. La cuantificacion se llevd a cabo mediante una curva

estandar externa.

Tabla 2. Condiciones utilizadas durante el analisis de eritorbato de sodio por
HPLC.

Muestra 8 g de filete
Cartucho de extraccion SCX 100 mg/1.5mL
Volumen inyectado 15uL

Equipo HP 1100

Detector Absorbancia (UV)
Columna Supelcogel C- 610 H
Fase movil 0.1% H3PO4

Flujo 0.5 mL/min.
Temperatura de la columna 30°C

Presion 38 Bar

Longitud de onda 245 nm
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3.5.3.4. Preparacion de la curva estandar

Se prepararon soluciones estandar de eritorbato de sodio con las siguientes
concentraciones: 1 ppm, 2 ppm, 3 ppm, 4 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 20 ppm, 30 ppm, 40
ppm y 50 ppm. Se inyectaron 15 yL de cada estandar y se obtuvo el area
correspondiente a cada concentracion. Se prepard una curva de calibracion de area
vs concentracion, de la que se obtuvo la concentracion (ppm) de eritorbato de sodio,

usando las areas de los picos del cromatograma.

Figura 13. Equipo de cromatografia liquida (HPLC).

3.5.4. Determinacion de hexanal mediante microextraccion de fase sélida
(SPME) y analisis por cromatografia de gas acoplada a un espectrometro de
masas (GC-MS)

Se determind hexanal en los filetes de pacu a través de los diferentes tiempos
de almacenamiento (0, 2, 4, y 6 meses) utilizando microextraccion de fase sodlida
(SPME) y analisis y deteccion mediante cromatografia de gas acoplada a un

espectrometro de masas (GC-MS).
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3.5.4.1. Extraccion mediante microextraccion de fase solida (“SPME”)

El método usado para el analisis cualitativo fue el reportado por Lebrén
(2006), con algunas modificaciones. Antes de la extraccion, la fibra se acondiciond
en el puerto de inyeccion a 250°C del cromatdgrafo de gas HP 6980, durante 30
minutos segun la recomendaciéon de la Compania Supelco, Inc (Bellefonte, PA).
Luego se ajustaron los parametros (Tabla 4) a utilizarse en el analisis y se obtuvo

un blanco para asegurar la limpieza de la fibra y la columna.

Se peso aproximadamente 10.0000 + 0.0025 g de muestra descongelada y
se coloco un envase de vidrio de 40 mL. La extraccion se llevé a cabo introduciendo
la aguja de microextraccion de fase sdlida por el empaque de silicona en el envase
de vidrio (Figura 14). La aguja insertada en el vial se coloco en el “headspace” de la
muestra y se expuso la fibra a 30°C en un bloque de calentamiento (Fisher Scientific
Dry Bath) por 60 minutos (VWR Timer Stopwatch). Terminado el tiempo, la fibra se

extrajo para ser inyectada en el puerto de inyeccion del cromatografo de gas.

Para cuantificar el tiempo dos (mes) de almacenamiento se utilizé el método
de adicién de estandar (hexanal 98%), para lo cual se prepard una solucion
estandar 7977 ppm y de ésta se obtuvo una dilucion de 319.1 ppm. De la solucion
diluida se tomé 0, 0.5, 1.0 y 2.0 mL para preparar soluciones de 0, 63.82, 106.37 y
159.55 ppm, respectivamente. La muestra correspondiente a cada repeticion se
dividié en cuatro y se le adicionaron los volumenes obtenidos de la solucion diluida,
los cuales estaban contenidos en el envase de vidrio con dos gramos de muestra de
pescado que habian sido licuados y macerados previamente. Las muestras se
colocaron en “headspace” con agitacion de 200 RPM (revoluciones por minutos),
durante 30 minutos a 65°C. Las muestras fueron corridas por GC-MS, para obtener

una curva en cada repeticion de area vs volumen.
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Figura 14. Extraccion de volatiles del “headspace” mediante la aguja de
microextraccion de fase sélida (SPME).

3.5.4.2. Caracterizacién de hexanal

Para la desorcién de los compuestos se utilizé un cromatografo de gas HP 6890
acoplado a un detector de masas modelo HP 5973. La aguja se insert en el puerto
de inyeccion y se expuso la fibra durante 5 minutos a 250°C. La valvula de purga
permanecid cerrada por tres minutos. Los parametros utilizados para el analisis se

resumen en la Tabla 3.
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Figura 15. Cromatégrafo de gas acoplado a un espectréometro de masa (GC-
MS).

Tabla 3. Condiciones utilizadas por cromatografia liquida en la cuantificacion
del eritorbato de sodio.

Fibra SPME 65 um polidimetil siloxano/divinilbenceno
Equipo HP 6890

Detector HP 5973 MSD
Intervalo de masa 35-500

Columna SPB-5

Gas Helio

Tiempo de purga 3.0 minutos
Temperatura del inyector 250°C

Temperatura del horno inicial 40°C/3 minutos
Rampa 60°C/3 minutos
Temperatura final 230°C/8.33 minutos

3.6. Analisis sensorial

Después de seis meses de almacenamiento se hizo la prueba sensorial para

cada una de las muestras que tienen las concentraciones de eritorbato de sodio

(50,000, 500, 5 ppm y control).
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3.6.1 Adiestramiento de panelistas

Antes de hacer el andlisis sensorial se hizo un ensayo preliminar con tres
muestras a cada panelista. La primera pertenecia al blanco (no contenia eritorbato
de sodio), la segunda tenia un grado de rancidez apreciable (O ppm de antioxidante)
y la tercera contenia la mas alta concentracion de eritorbato de sodio en las
muestras (50,000 ppm), de tal forma que los panelistas lograran diferenciar los

posibles sabores y olores de la prueba.

3.6.2. Preparacion de las muestras de pescado

Los filetes destinados a esta prueba se descongelaron 10 horas antes del
analisis, se cortaron en trozos de una pulgada cuadrada, se envolvieron en papel de
aluminio, se refrigeraron a 3°C hasta una hora antes de empezar la prueba y se
hornearon a 350°C por 30 minutos segun el procedimiento de Vargas (2001). Se
aplicoé una prueba de ordenamiento simple. Esta prueba es utilizada para determinar
si el panelista tiene la capacidad de ordenar las muestras en cuanto a la intensidad
de un atributo. Se usé un panel de 24 personas; a cada panelista se le provey6 un
cuestionario (Apéndice 2) para clasificar el atributo de rancidez y ordenar las
muestras de mayor a menor. Las combinaciones de los tratamientos asignadas a
cada panelista fueron establecidas en una tabla de numeros al azar en la
computadora (Tabla 4), donde A: 50 ppm; B: 500 ppm; C: 5 ppm; D: 0 ppm de
eritorbato de sodio. La calificacion dada por los panelistas para los filetes tratados
con las diferentes concentraciones de eritorbato tenia que ser de 1 a 4, donde: 1=
Nno rancio; 2= poco rancio; 3= rancio; 4: muy rancio. Los numeros asignados a cada

columna corresponden a la identificacion de una de las muestras.
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Tabla 4. Combinaciones del panel sensorial de la prueba de ordenamiento
simple para detectar rancidez oxidativa en filetes “pacu” tratados con
diferentes concentraciones de eritorbato de sodio: A-50,000 ppm; B-50 ppm;

C-5 ppm y D-0 ppm.

Panelista Combinacion de tratamientos N° de las muestras
1 A B C D 616 714 584 793
2 A B D C 513 201 405 947
3 A C B D 599 537 755 212
4 A C D B 544 94 440 549
5 A D B C 203 201 547 968
6 A D C B 617 198 630 228
7 B A C D 192 621 42 578
8 B A D C 43 735 417 818
9 B C A D 49 20 386 962
10 B C D A 541 191 695 481
1 B D A C 575 511 932 350
12 B D C A 438 831 922 479
13 C A B D 546 257 43 11
14 C A D B 583 684 423 729
15 C B A D 891 528 568 129
16 C B D A 531 26 686 796
17 C D A B 218 457 198 813
18 C D B A 602 843 278 836
19 D A B C 228 510 911 102

20 D A C B 396 673 736 961
21 D B A C 562 263 23 452
22 D B C A 473 492 777 536
23 D C A B 44 940 757 250
24 D C B A 983 162 789 173

3.7 Analisis estadisticos

Para encontrar diferencias significativas (p<0.05) entre

los diferentes

tratamientos para los datos de las pruebas de analisis proximal (grasa y humedad),

determinacion de compuestos volatiles (hexanal) y determinacion de eritorbato de
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sodio (HPLC) se utiliz6 con un analisis de varianza (ANOVA) de 2 factores
(concentracion de eritorbato y tiempo) y tres réplicas. Se utilizd la prueba de
comparaciones multiples de Tukey y la prueba de comparaciones multiples de todas
las parejas (Student-Newman-Keuls Method), para establecer diferencias entre las
medias de los tratamientos de cada variable. Los datos de evaluacion sensorial
fueron tratados usando el analisis de Chi Cuadrado (a=0.05) y la prueba de Tukey.

La ecuacion para calcular el Chi Cuadrado es la siguiente:

X2 =[L2Rfj—3n(t+l)

nt(t+1)

El disefio experimental fue aleatorio en un modelo factorial 4 x 4 con efectos
fijos (4 tratamientos de eritorbato de sodio (concentraciones) y 4 tiempos (meses)
de almacenamiento analizados). Las muestras de cada tratamiento se analizaron
por triplicado. Los datos obtenidos fueron tratados usando la prueba de analisis de
Chi Cuadrado (a=0.05). Los promedios correspondientes se compararon mediante
la prueba de Tukey, que es conservadora en sus predicciones y confirmada con
Fisher, un poco menos conservadora (Tukey 1953), y finalmente con la prueba de
LSD de Fisher (Fisher, 1935) para confirmar, que esta basada en una prueba t

protegida.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Elaboracion de la curva de congelacién del pescado

De 55 curvas de congelacion de filetes de pescado (pacu) realizadas, se
obtuvo una grafica promedio para establecer la temperatura de almacenamiento
(Figura 16). Dado que la curva de congelacion depende en gran medida del tamano
del filete, se hizo una curva de congelacion promedio de la parte del filete que mas
tiene, intermedia y que menos tiene musculos para obtener una curva de
congelacion representativa de todos los filetes del pacu (Apéndices 3-5). De esta
curva se puede observar la disponibilidad de agua que tiene el producto a medida

que se van formando los cristales por efecto de la disminucion de la temperatura.

—— Ternopar 1 —— Termopar 2 —— Termopar 3 —— Termopar 4 —— Termopar 5

20

TEMPERATURA (C

-50

TIEMPO (min)

Figura 16. Curva de promedio congelacion del “pacu” con los diferentes
termopares colocados en diferentes partes de cada filete de pescado (pacu).
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En la Figura 17 se puede observar que la temperatura de congelacién en
tiempo real del pescado es de -0.2°C. La mayor parte del hielo se forma en un
intervalo de temperatura comprendida entre -0.2°C y -4.0°C. Por debajo de esta
temperatura el producto tiende a tener la temperatura de la camara de congelacion.
La temperatura de congelacién o punto de congelacién es aquella en donde se

comienzan a formar los primeros cristales.

30 | ¢ Termopar 1 ® Termopar 2 Termopar 3 Ternopar 4 X Termopar 5

Al
i

Temperatura (C

Tiempo (s)

Figura 17. Curvas de congelacion y descongelacion del “pacu”.

El termopar numero 1 corresponde al registro de temperatura del ultra-
congelador. Este presenta una caida vertical en la temperatura de congelaciéon y un
aumento en el mismo sentido al volver a congelar el pescado. Los otros termopares
fueron colocados en diferentes partes del filete (Apéndice 6). Se observé que donde
habia mayor contenido de musculo el proceso de congelacion era relativamente
mas lento que en donde tenia menor cantidad de musculo; el intervalo, del punto de

congelacion para este termopar fue entre -0.2°C y -4.0°C (Figura 18).
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La temperatura final de almacenamiento seleccionada para los filetes fue de
-8°C, dado que a -4°C se congela la mayor parte del agua disponible en el pescado.
De esta manera, no ocurre la rancidez ceténica y la rancidez oxidativa se pudo
medir sin su interferencia. Grasa de pescado y de cerdo con un alto contenido de
acidos grasos poliinsaturados es propenso a una facil rancidez oxidativa después
de un prolongado almacenamiento (Ranken, 1994). En la curva de congelacion
(Figura 16), podemos observar el sistema de ultra-congelacién alrededor del
pescado el cual se evidencia por la caida drastica en la temperatura en un corto
tiempo. El Apéndice 6 muestra la ubicacion de termopares en los filetes del pescado

que estaba dentro del congelador corriendo la curva de congelacién.

La Figura 17 muestra que el proceso de descongelacion y congelacion del
producto provoca un leve aumento en el punto de congelacion (-0.1). Esto sugiere
que la descongelacion produce un rompimiento en los tejidos, promoviendo la
sinéresis; al iniciar el proceso de congelacion nuevamente el agua se encuentra

mas disponible y dicho proceso se produce mas rapido.

La curva de congelacion de los pescados y otros alimentos son similares. En
la Figura 18 se observa la curva tipica de congelaciéon promedio del pacu obtenida
en este trabajo. A partir de ella se seleccion6 la temperatura de almacenamiento de
este estudio, en la cual el intervalo A-S se observd a 6.6°C a los 26 minutos. El
punto S (sobrecalentamiento) se observd a -2.5°C alcanzados en 41 minutos. El
punto B se obtiene -2.0°C a los 41.5 minutos. El punto C (mayor parte de hielo) se
obtuvo a -2.8°C en 102 minutos. El punto D (punto eutéctico). Se obtuvo a 3.0°C a
los 102.5 minutos. El punto E (cristalizacién) se obtuvo a -5.0°C a los 113 minutos.
El punto F (temperatura de la nevera) se obtuvo -15.0°C a los 130.5 minutos (Figura
18).
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Figura 18. Etapas de la curva promedio de congelacion del pescado.

4.2. Analisis proximal

4.2.1. Determinacion del contenido de humedad

El analisis se realizé para toda las muestras en los diferentes tiempos y a las
diferentes concentraciones. Los resultados de humedad (Tabla 5) se reportaron en
base humeda y el promedio para todos los filetes de pescado fue de 77.02 + 0.76
%, cuyo valor es similar a los valores reportados por Izquierdo et al. (2000) (Tabla 5
Apéndice 8).
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Tabla 5. Composicion proximal de los filetes de pescado ("pacu").

En general se observa una ligera perdida de humedad en los filetes
almacenados a través del tiempo (Figura 19), presentandose diferencias mas
palpables entre los tiempos 0 y 4 mes, segun la prueba de comparaciones multiple
de Student-Newman-Keuls. Estos resultados sugieren que el mes cero (0) es donde
menos pérdida de agua se produce y el mes 4 donde mas aument6 la desorcion de

agua, nutrientes y antioxidante en el pescado.

El analisis de varianza (ANOVA) encontro diferencias significativas entre los
meses de almacenamiento. (p<0.05) (Figura 19 y Apéndice 9). El mes 0 presentd un

porcentaje de humedad mas alta que el mes 4.
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Figura 19. Contenido promedio de humedad en cada uno de los tiempos de
almacenamiento del pescado.
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Figura 20. Contenido de la humedad a través de los tiempos de
almacenamiento y las diferentes concentraciones de eritorbato de sodio.

4.2.2. Determinacion del contenido de grasa

El analisis se realizé para toda las muestras en los diferentes tiempos. Los
resultados de grasa se reportaron en base seca y dieron un promedio general de
2.11%, el cual es un valor significativamente mas bajo que los reportados por
lzquierdo et al. (2000) con peces. El porcentaje de grasa determinado es este
estudio fue inferior al 3.0%, considerandose pescados de bajo contenido graso
(Zamil et al., 1992). Si los comparamos con otras especies de pescado que
presentan porcentajes elevados, tales como anguila (Anguila anguila, 24.5%,
merluza de Alaska (Anoplopoma fimbria), 15.2%, caballa (Scomber scombrus),
11.9%, salmon atlantico (Salmo salar), 13.6%, entre otras (Lil et al., 1998; Stansby,
1963), es muy variable; depende de la especie, el ciclo de maduracion sexual, la
disponibilidad de alimentos, de los habitos alimenticios del pescado, de la época del

ano, entre otros, (Stansby, 1963).
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El analisis de varianza (ANOVA) no encontré diferencias significativas
(p>0.05) en el porciento de grasa de los filetes para las diferentes concentraciones
de eritorbato de sodio (p=0.539) ni para los diferentes tiempos de almacenamiento
(p = 0.411). Tampoco hubo interaccién entre la concentracion y los diferentes
tiempos de almacenamiento (Figura 21 y Apéndice 10). La sumatoria del porcentaje
de grasa y de humedad fue aproximadamente 80%, es similar a los reportados por

los investigadores.

Contenido de grasa (%)

0 2 4 6
Tiempo (mes)

m A-50000 M B-500 C-5 HD-0

Figura 21. Resultados del contenido de grasa en los filetes de pescado

("pacu”) a través de los diferentes tiempos de almacenamiento con las
diferentes concentraciones de eritorbato de sodio.

Por lo tanto, el bajo nivel de rancidez observada en este estudio pudo
deberse en parte al bajo porciento de grasa presente en el pacu, muy por debajo de
los valores tipicos. Puesto que el desarrollo de la rancidez depende directamente
del contenido de grasa, una concentracioén de la grasa favorecera las reacciones de

oxidacion lipidica (Lowell, 1978; Hearn, 1987)
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4.3. Cuantificacion de eritorbato de sodio mediante cromatografia
liquida de alta eficacia (HPLC).

Para identificar la fraccion correspondiente al eritorbato de sodio entre los
picos obtenidos en el cromatograma del estandar primario (100 ppm), por
resonancia magnética nuclear (RMN), se compararon los espectros de las
fracciones de la elucion de eritorbato de sodio en HPLC con el espectro de
eritorbato antes de ser analizado en cromatografia. La fraccidn con las mismas
senales que el eritorbato fue la que tuvo tiempo de retencion de 15.2 minutos
(Figura 22).
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Figura 22. Comparacion del espectro del eritorbato de sodio por resonancia
magnética nuclear con los respectivos tiempos de retenciéon
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El analisis de varianza (ANOVA) no encontrd diferencias significativas (p =
0.195) entre los diferentes tiempos de almacenamiento (meses) del experimento, lo
cual sugiere que las diferencias encontradas no fueron suficientemente grandes
como para excluir la posibilidad de que haya sido debido a la variabilidad del
experimento (error aleatorio) (Figura 23). Estos resultados son similares a los
resultados reportados (Ben-gigirey et al.,, 1999), en los cuales atunes blancos
frescos (Thunnus alalunga) fueron congelados y almacenados a -18 °Cy -25°C
durante un afo. Los analisis quimicos y analisis sensoriales se llevaron a cabo en 1,
3, 6, 9y 12 meses de almacenamiento y no se encontraron diferencias significativas
en la concentracion eritorbato con respecto al periodo de almacenamiento a la

temperatura de -25 ° C.
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Figura 23. Contenido promedio de eritorbato de sodio en la muestra en los
diferentes tiempos de almacenamiento.

Para el analisis por cromatografia liquida (HPLC), el limite 6ptimo de cuantificacion

(LOQ, por sus siglas en inglés), es 10 ppm y el limite 6ptimo de deteccién (LOD, por
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sus siglas en inglés), es 3 ppm. La curva de calibracién se encuentra en el Apéndice
12. En la Figura 24 se observa que aun en el tiempo 0, las concentraciones de
eritorbato detectadas fueron bajas (< 4 mg/g) aun para la concentracion de 50,000
ppm, lo cual sugiere que hubo poca absorcién del eritorbato de sodio en los filetes
de pescado. En el tiempo cero en las concentraciones mas bajas (500 y 5 ppm) se
logré detectar eritorbato de sodio, pero no se puedo cuantificar ya que esos valores
estaban por debajo por debajo del limite de cuantificacion (Tabla 6 y Apéndice 13).
Esta baja absorcion pudo ser la causa de la falta de diferencias entre los diferentes
meses de almacenamiento, y permite inferir que no hubo pérdida en el antioxidante

por reaccion quimica con el ambiente (oxigeno y luz).

Tabla 6. Resultados de eritorbato de sodio por HPLC.

Mes 0 | Mes 2 | Mes 4 | Mes 6
Codigo ppm Codigo ppm Codigo ppm Codigo ppm
AO01 11.83 A21 7.31 A4l 10.43 A61 18.77
A02 18.88 A22 26.89 A42 12.26 A62 17.17
AO3 14.03 A23 18.78 A43 18.09 A63 19.33

Donde A = 50,000 ppm; (0, 2, 4 y 6) = Meses de almacenamiento; (1, 2, y 3) = Repeticiones

Estos resultados no coinciden con un estudio donde se colocaron canales de
bagre (Airiopsis bonillai) expuestos a una solucion de eritorbato de sodio 0.3%
solucion a pH = 5. La concentracion de eritorbato de sodio en los filetes aumento de
13 ppm de la etapa inicial (grupo de control) a 51 ppm y 43 ppm para los peces
expuestos al antioxidante durante 8 h y 24 h, respectivamente (Thed y Erickson,
1992). Al realizar la prueba de comparaciones multiples de Student-Newman-Keuls
se encontraron diferencias significativas (p < 0.01) entre la concentracién 50,000
ppm y las otras concentraciones del experimento (500, 5, y 0 ppm). Estos
resultados se pueden observar claramente en la figura 24, donde la mayor
concentracion (50,000) sobresale notoriamente en relacion a las demas

concentraciones, alcanzando un nivel maximo promedio de 4.5 mg de eritorbato de
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sodio por g de muestra, evidenciando una vez mas el nivel bajo de absorcidon de

eritorbato de sodio en los filetes de pescado.
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Figura 24. Contenido de eritorbato de sodio en las muestras de pescado
(pacu) durante los diferentes tiempos de almacenamiento, por HPLC.

4.4. Cuantificacion y caracterizacién de hexanal mediante
SPME/GC-MS

En este estudio se removieron los componentes volatiles del pescado
mediante microextraccion de fase sélida (SPME) del espacio gaseoso (“headspace”)
de las muestras y se determiné el hexanal mediante cromatografia de gas acoplada
a espectrometria de masas (GC-MS). Para cuantificar el tiempo dos (mes) de

almacenamiento
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4.4.1. Cuantificacion de hexanal mediante SPME-GC/MS

Cromatogramas de GC-MS del extracto del “headspace” de muestras de
pacu, correspondientes a los diferentes tiempos y concentraciones de eritorbato de
sodio, se muestran en los Apéndices 15 y 16. La presencia de hexanal en las
muestras de pacu a través de los seis meses de almacenamiento aparece en la
Figura 25 y Tabla 7. Las menores concentraciones de eritorbato (0 y 5) ppm fueron
las de mayor concentracion de hexanal, presentes notoriamente en el segundo mes
de almacenamiento (Figura 26 y Tabla 8). El tiempo de retencién para el hexanal
bajo las condiciones de corrida en GC-MS es a los 5 minutos, como se puede
observar en el Apéndice 15 y el tiempo total de corrida de 17.67 minutos. No
aparecié hexanal en el tiempo correspondiente al mes 0, lo cual es consecuente con
los resultados esperados ya que no se espera produccion de hexanal el primer dia

de almacenamiento.

Tabla 7. Produccion de hexanal en los filetes de pescado (pacu) en las
diferentes concentraciones de eritorbato de sodio, durante seis meses de
almacenamiento. Donde (*), representa las areas (uA).

Tiempo
Concentracion-repeticion |[Mes0* |Mes2* |Mes4* [Mes6*
A-1 0 10000 0 5000
A-2 0 8000 0 2000
A-3 0 20000 0 0
B-1 0 20000 4200 12000
B-2 0 500 7200 0
B-3 0 4000 3200 0
C-1 0 18000 13000 0
C-2 0 80000 2000 0
C-3 0 80000 2000 0
D-1 0 60000 0 9000
D-2 0 14000 0 2700
D-3 0 100000 0 8000
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Los resultados también sugieren que un aumento en concentracién de
eritorbato de sodio (Figura 25 y Tabla 8), retarda el desarrollo de rancidez oxidativa,
es decir, que eritorbato de sodio parece actuar como antioxidante en el desarrollo

de rancidez en muestras de pacu almacenadas a -8°C.

En la Figura 26, se observa que en el 2% mes de almacenamiento, el blanco
(sumergido en agua) presenta la mayor produccion de hexanal, seguido de la
concentracion 5 ppm de eritorbato de sodio (menor concentracién de eritorbato de
sodio), sin embargo al cuantificarlo (mes dos), la mayor produccién de hexanal se
registra en la concentracién menor de eritorbato de sodio (5 ppm) (Figura 26). El
Apéndice 18 presenta la curva de cuantificacion de hexanal para el segundo mes de

almacenamiento por el método de Adiciéon de Estandar.

180000 ~
160000 -
140000 -~
120000 -
100000 -
80000
60000 -
40000

20000 - . . I
0 . .

0 2 4 6

Area(ua)

Tiempo (mes)
B A-50000 M B-500 C-5 mC-0

Figura 25. Produccién hexanal en los diferentes tiempos de almacenamiento y
las diferentes concentraciones de eritorbato de sodio, detectados a través de
GC-MS.
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En los resultados obtenidos podemos observar una disminuciéon apreciable
en la produccion de hexanal después del segundo mes de almacenamiento, lo cual
pudo ser ocasionado por la descomposicion del mismo en otros compuestos tales
como acido hexanoico. Jear et al. (2004) sugieren que hexanal, presumiblemente a
través de polidihidrogenasa, se convierte en hydroxyoctan - 3 - 2 - y que éste a su
vez, puede reducirse a 2, 3 — octanodiol. Los aldehidos insaturados son a la vez
facilmente oxidables a nuevos compuestos volatiles como el malonaldehido, cuya
deteccion es utilizada como medida de oxidacion de los aceites (Navarro et al.,
2004).

Los resultados en la produccién de hexanal fueron calculados a través de la
curva de adicion de estandar, cundo esta corta el eje —X, la cual esta determinada
por el comportamiento lineal de la curva (Apéndice 18 y se corrobora al graficar los
residuales vs. Concentracion, como lo ilustra el Apéndice 19. Los resultados
presentan un margen de error un poco alto especialmente en las concentraciones
mas bajas (5 y 0 ppm) de eritorbato de sodio, esto pude deberse a posibles errores

aleatorios (variabilidad en el tamafio de la muestra).

Tabla 8. Produccion de hexanal en los filetes de pescado (pacu) en las
diferentes concentraciones de eritorbato de sodio, durante el segundo mes de
almacenamiento. Donde A = 50,000 ppm; B = 500 ppm; C=5ppmyD =0 ppm

Codigo [ mg de hexanal/g de muestra | Promedio
A21 12,0 12,37
A22 10,8
A23 14,4
B21 3,7 7,89
B22 15,8
B23 4,2
C21 51,1 34,89
C22 32,2
C23 21,4
D21 33,6 60,60
D22 86,5
D23 61,8
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Los resultados obtenidos coinciden con Nilssen et al. (2004) quien evalud
rancidez oxidativa en paté de carne de cerdo, expuestos a un extracto que contenia
vitamina E. Se uso6 la prueba de TBA y la produccién de hexanal medida por la
técnica SPME/GC-MS. El estudio concluyo que el extracto que contenia la vitamina
E como antioxidante retardaba el deterioro oxidativo de la carne de cerdo
transformada en paté y que el hexanal representa un indice de prediccion

importante para el deterioro causado por rancidez oxidativa.
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Figura 26. Produccion de hexanal en los filetes de pescado (pacu) en diferente
concentracion de eritorbato de sodio durante seis meses de almacenamiento.

En la figura 27 observamos el comportamiento de la produccion de hexanal a
través del tiempo (320 minutos) en un estudio donde Navarro-Garcia (2002) reporté
la aplicacion de las técnicas SPME/GC-MS para el estudio de la oxidacion de aceite
de higado de raya. En el estudio se llevé a cabo una oxidacidon acelerada y en los
resultados obtenidos se pudo apreciar un notable incremento en el perfil de volatiles
al final de la oxidacion del aceite. En la Figura 27 se observa el comportamiento

lineal al comienzo de la produccién de hexanal (primeros 240 minutos) y luego una
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disminucién en la concentracion de hexanal, lo cual coincide con los resultados
obtenidos en este estudio durante los tiempos (6 meses) de almacenamiento, donde
la mayor produccién se encontr6 durante el segundo mes de almacenamiento,

como se explicd anteriormente.
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Figura 27. Contenido de hexanal vs tiempo de oxidaciéon (Navarro-Garcia
2002).

Morales et al., (1997) estudiaron los cambios producidos en los compuestos
volatiles del aceite de oliva por la aplicacion de un proceso de termooxidacion
acelerada. Ellos observaron la oxidacion continua que van sufriendo los productos
obtenidos durante la oxidacion secundaria de los acidos grasos y que el hexanal
producido se descompone en su acido correspondiente, acido hexanoico por lo que
después de dos meses de almacenamiento la cantidad de hexanal disminuye

considerablemente.
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4.5. Analisis sensorial

Aunque se hicieron pruebas preliminares algunos panelistas manifestaron
dificultad en la clasificacion de la muestras, especialmente las de mas bajas
concentraciones de eritorbato de sodio en el pescado. Segun el panel sensorial y la
prueba de Chi cuadrado, hubo por lo menos una diferencia significativa en la
rancidez de los pescados tratados con las diferentes concentraciones de eritorbato.
Los resultados obtenidos no coinciden con lo que se esperaba, ya que el panel
sensorial determiné que la muestra de menor rancidez es la que no contenia
antioxidante (0 ppm) y la muestra de mayor rancidez es 500 ppm, lo cual podria ser
que rechazaron el sabor a quimico del eritorbato y lo asociaron con la rancidez.
Para establecer qué concentraciones fueron las que marcaron la diferencia, se
realiz6 una prueba de comparaciones multiples de Tukey entre las medias de los
tratamientos. Los resultados de dicha prueba mostraron que hay diferencias
significativas (p<0.05) en rancidez entre los tratamientos de 500 ppm y 0 ppm
(Tabla 9). Las comparaciones entre las otras concentraciones no mostraron
diferencias significativas en rancidez (p>0.05). Las otras muestras que contenian
antioxidante (500 y 5 ppm) no son diferenciables para el grupo de panelistas. Se
hizo un estudio sobre evaluacién sensorial encontr6 mas aceptable en sabor y
textura las muestras almacenadas por 5 dias que las muestras que contenian

polifosfato y eritorbato, almacenadas durante el mismo tiempo (Kelleher, 1982).

Tabla 9. Resultados de la prueba de comparaciones multiples.

Tratamientos Diferencia entre medias de tratamientos
50,000 ppm - 500 ppm 9
50,000 ppm - 5 ppm 1
50,000 ppm - 0 ppm 9
500 ppm - 5 ppm 8
500 ppm - 0 ppm 18
5 ppm - 0 ppm 10
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La Tabla 10 muestra los resultados obtenidos de la prueba de ordenamiento
simple realizada a los seis meses de almacenados los peces (pacu). Estos
resultados sugieren que a pesar del entrenamiento previo, los panelistas
confundieron el sabor a rancio con el sabor a quimico del eritorbato de sodio, por

eso la muestra que no tenia eritorbato de sodio resulto ser la de menor rancidez.

Tabla 10. Resultados de la evaluaciéon sensorial de la prueba de ordenamiento
simple.

Muestra Tratamineto Suma Ordenada Grado de Rancidez
B 500 ppm 68 Mayor
C S5ppm 60 J
A 50000 ppm 59 J
D 0 ppm 50 Menor

60



5. CONCLUSIONES

De acuerdo a la curva de congelacion del pescado obtenida en este estudio, la
temperatura de -8°C fue la temperatura determinada como adecuada para que
ocurriera el proceso de rancidez oxidativa. Se determind que temperaturas menor o
igual que -4°C podrian dar espacio a otras tipos de rancidez debido que por encima
de esta temperatura hay mayor cantidad de agua disponible en el musculo del

pescado para el desarrollo de rancidez hidrolitica y ceténica.

Se observa una ligera disminucion del contenido de humedad del musculo del

pescado a través del tiempo, la cual se evidencié mejor en el 4° mes.

No se observaron diferencias significativas en el contenido de grasa entre los
diferentes meses de almacenamiento ni entre las diferentes concentraciones de
eritorbato. La ligera tendencia a disminuir en el contenido de grasa a través del
tiempo observada probablemente se debié a que el producto perdié humedad, por
consiguiente el aumento se estima en funcién de la base seca que va quedando.
También una parte minima de la grasa se pudo transformar quimicamente

(oxidacién registrada a través de la produccion de hexanal.).

De los resultados obtenidos en el analisis de cuantificacion de eritorbato de sodio
(por HPLC), no se puede concluir que hubo una disminucion del antioxidante a
través de los tiempos de almacenamiento debido a la oxidacién promovida por los
acidos grasos poliinsaturados presentes en el pescado. Aparentemente hay una
baja absorcion del eritorbato por el musculo del pescado. y dado que las
concentraciones que se utilizaron pudieron ser relativamente bajas, excepto la

concentracion de 50,000 ppm.
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El eritorbato de sodio tuvo un efecto antioxidante lo cual se reflejé claramente con el
analisis de hexanal a través de GC-MS, en particular durante el segundo mes de
almacenamiento del pescado. A mayor concentracion de eritorbato, menor
produccion de hexanal fue detectado en los filetes de pescado, lo cual evidencia el
efecto del antioxidante (eritorbato de sodio) en la disminucién la rancidez oxidativa o
formaciéon de compuestos volatiles. La mayor produccion de hexanal se observo en
el control, tal como se esperaba, ya que este no contenia antioxidantes. Es decir
hubo mayor produccion de compuestos volatiles (hexanal) debido a la ausencia de

antioxidantes.

Los resultados muestran que el hexanal probablemente se descompuso en
compuestos terciarios lo cual se refleja por su disminucién apreciable después del

segundo mes de almacenamiento.

Segun el panel sensorial realizado por los panelistas, existe una diferencia
significativa en rancidez entre los filetes tratados con concentraciones de eritorbato
de sodio de 0 y 500 ppm, encontrandose mayor rancidez en los filetes tratados sin
eritorbato de sodio (0 ppm). Estos resultados no coinciden con la prueba de hexanal,

la cual indica que a mayor contenido de antioxidante, menor desarrollo de rancidez.
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6. RECOMENDACIONES O TRABAJOS FUTUROS

Evaluar el efecto antioxidante del eritorbato de sodio en filetes de pescado que

tengan mayor contenido de grasa, tales como: Macarela, Salmon, Jurel, entre otros.

Usar pacu alimentado adecuadamente, de tal manera que el contenido graso

aumente y contribuya al desarrollo de rancidez.

Evaluar el efecto antioxidante del eritorbato de sodio aumentando las
concentraciones de eritorbato de sodio en los filetes de pescado y el tiempo de
inmersion para mejorar su deteccion y cuantificacion por el método de HPLC,

permitiendo mayor absorcidon del mismo en el musculo del pescado.

Realizar la curva de calibracion para la determinacion y cuantificacion de
componentes volatiles (hexanal) por la técnica instrumental de micro-extraccion de
fase solida (SPME) y no por inyeccion directa de las los estandares para cuantificar
adecuadamente el contenido de hexanal presente en la muestra y establecer mejor
si hubo un efecto antioxidante del eritorbato de sodio en el muestras de filete de

pescado.

Entrenar a un panel sensorial por un periodo de tiempo mayor, de tal forma que

puedan identificar correctamente las muestras.
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8. APENDICES

Apéndice 1. Cromatograma caracteristico del eritorbato de sodio por
resonancia magnética nuclear (RMN).

10 3 8 7 ) S 4 3 2z 1 0

HPM-00-733 ppm
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Apéndice 2. Hoja de la evaluacién sensorial de los panelistas.
Universidad de Puerto Rico
Recinto Universitario de Mayagiiez

Facultad de Ciencias Agricolas

Programa de Ciencia y Tecnologia de Alimentos

Fecha: 27 de Septiembre de 2007
Tema: Prueba de Consumidor
Producto: Pescado Hexanal

Localidad: Recinto universitario de Mayaguez, Mayaguez, PR

Nimero de panelista
Informacion General: El Proyecto de investigacion “Efecto del eritorbato de sodio
en el desarrollo de rancidez oxidativa en filetes de pacu (Colossoma macropomum)
congelados”, desarrolla esta prueba con el propésito de determinar la preferencia del
consumidor por las diferentes muestras de pescado. La informacién solicitada se
utilizara unicamente para proveer resolucion al analisis y se mantendra en
confidencialidad. Favor de no incluir su nombre, direccion o teléfono en la hoja.
Gracias por su colaboracion.
Instrucciones: Se le presentan tres muestras de pescado identificadas con
numeros aleatorios de tres digitos. Evallue cada muestra por separado de izquierda a
derecha. Utilice los espacios provistos para colocarlas en orden de rancidez
escribiendo un numero de muestra en cada espacio. No se permiten empates. Si no
puede decidirse, adivine. Favor de incluir un comentario sobre las formulaciones en la
seccion provista.
Orden de preferencia Muestra

Mayor rancidez

Menor rancidez

Comentarios:
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Apéndice 3. Curva de congelacion de la parte que mas tiene musculo.

Punto de congelaciéon (-0.2 ) - Termop 4 - Exp. 6

Tiempo (min)

Apéndice 4. Curva de congelacion de la parte intermedia del musculo.

Curva de Congelacion (-0.2°C) - Term. 4 - Exp. 6

Temperatura (°C)

Tiempo (min)
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Apéndice 5. Curva de congelacion de la parte que menos tiene musculo

Detalle Curva de Congelacion - Term.2 (b)- Exp. 6
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Apéndice 6. Ubicacion de los termopares en el filete congelado

Termopares |Registro de temperatura

1 Ultra-congelador (Blanco)
2 3er lugar en grosor de filete
3 2do lugar en grosor de filete
4 Parte mas delgada del filete
5 Parte mas gruesa del filete
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Apéndice 7. Composicion proximal promedio de los filetes de pescado (pacu).

Tiempo (mes) Grasa (%) Humedad (%)
T-0 1.97 57.53
T-2 1.92 55.92
T-4 2.16 54.15
T-6 2.39 52.22

Apéndice 8. Resultados de analisis de varianza (ANOVA) del contenido de
humedad.

Source of Variance DF SS MS
Meses 3 1.65 0.551
Concentracion 3 1.23 0.41
Meses x Concentracion 9 4.61 0.512
Residual 32 17.82 0.557
Total 47 25.31 0.538
Source of Variance F P

Meses 0.989 0.4106
Concentracion 0.735 0.5386

Meses x Concentracion 0.919 0.5217

Residual

Total
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Apéndice 9. Resultados promedio del contenido de humedad

Apéndice 10. Resultados de analisis de varianza (ANOVA) del contenido de

grasa.

Concentracién
de eritorbato

Meses de almacenamiento

de sodio 0 | 2 | 4 | 6
A-50000 79.7 80.1 76.8 75.1
B-500 80.7 78.5 724 7.7
C-5 78.6 76.8 78.5 76.1
D-0 75.0 76.0 74.7 75.5

Meses

Residual
Total

Concentracion
Meses x Concentracion 1.03 0.4356

Source of Variance

Source of Variance DF SS MS
Meses 3 67.6 22.52
Concentracion 3 62.8 20.94
Meses x Concentracion 9 71.5 7.94
Residual 32 245.8 7.68
Total 47 447.6 9.52

F P value
2.93 0.0484
2.73 0.0604
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Apéndice 11. Resultados promedios del contenido de grasa.

Concentracion Meses de almacenamiento (%)
de eritorbato 0 2 4 6
A-50000 2.2 1.8 2.0 1.9
B-500 1.6 2.2 1.7 2.5
C-5 1.8 2.2 2.6 2.9
D-0 2.3 1.4 2.4 2.3

Apéndice 12. Curva de calibracion para la cuantificacion del eritorbato de
sodio por HPLC.

CURVADE CALIBRACION

1600000
1400000 - y=27351x-63171 ¢
1200000 -
1000000 -
800000 -
600000 -
400000 A
200000 -

*

AREA (ua)

-200000 ¢ 20 40 60
Contenido de eritorbato de sodio (ppm)
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Apéndice 13. Resultados del eritorbato de sodio encontrados por
cromatografia liquida (HPLC).

Mes 0 Mes 2 Mes 4 Mes 6
Cédigd mglg [ ppm mg/g | ppm mg/lg | ppm mg/g | ppm
Al [3.10x10* 11,8 2.22x10* 7,31 3.03x10* 10,4 5.57x10* 18,8
A2 |4.13x10* 189 7.81x10* 26,9 3.07x10* 12,3 537x10* 17,2
A3 [2.84x10* 14,0 4.99x10* 18,8 5.37x10* 18,1 543x10* 19,3
B1 [1.20x10° 0,553 2.30x10™* 0,677 1.63x10* 0,539 1.61x10™" 0,644
B2 |[1.00x10° 0,543 2.53x10™%* 8,99 1.69x10™> 0,540 1.85x10" 0,696
B3 |1.40x10 0,520 1.60x10° 0,746 2.03x10° 0,632 1.40x10" 0,560
C1 [1.50x10> 0,520 1.50x10— 0,537 0,00 0,00 0,000 0,000
Cc2 0,00 0,00 1.50x10°° 0,536 0,00 0,00 0,000 0,000
c3 0,00 0,00 1.30x10 0,603 0,00 0,00 0,000 0,000
D1 0,00 0,00 1.10x10> 0,535 0,00 0,00 0,000 0,000
D2 0,00 0,00 1.20x10°° 0,537 0,00 0,00 0,000 0,000
D3 0,00 0,00 0,000 0,000 0,00 0,00 0,000 0,000

Apéndice 14. Analisis de varianza (ANOVA) de la prueba de cromatografia

liquida (HPLC).

Source of Variation SS df MS F P-value F crit
Concentracion 143.232 3 47.7439 49,9844 0.0000 3.0088
Tiempo 1.950 2 0.9749 1.0207 0.3755 3.4028
Interaction 3.678 6 0.6130 0.6418 0.6959 2.5082
Within 22.924 24 0.9552

Total 171.7841748 35
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Apéndice 15. Cromatograma del hexanal presente en los filetes de pescado
con las diferentes concentraciones de eritorbato de sodio por GC-MS.

Abundance

TIC: MUESTC23.D
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Apéndice 16. Picos caracteristicos del cromatograma de hexanal por GC-MS.
Donde los picos mas importantes son: 41, 44, 56, 72 y 82.

Abundance

Scan 1104 (4.981 min): MUESTC23.D
ala

3000 56
2500
2000

1500
39

1000 75

82

500

30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85

m/z--=>

Apéndice 17. Contenido de hexanal (en area (uA)) presente en el pescado
(pacu), por GC-MS, durante los seis meses de almacenamiento.

Tiempo
Concentracion-Repeticion Mes O Mes 2 Mes 4 Mes 6
A-1 0 10000 0 5000
A-2 0 8000 0 2000
A-3 0 20000 0 0
B-1 0 20000 4200 12000
B-2 0 2000 7200 0
B-3 0 4000 3200 0
C-1 0 18000 13000 0
C-2 0 80000 2000 0
C-3 0 80000 2000 0
D-1 0 60000 0 9000
D-2 0 14000 0 2700
D-3 0 100000 0 8000
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Apéndice 18. Curva para la cuantificacién de hexanal mediante el método de
adicion de estandar en el segundo mes de almacenamiento por GC-MS. Donde
B = 500 ppm; (2) = Mes de almacenamiento y (3) = Réplica

1000000 y = 8463.x + 35150
900000 1 R =0.995

800000 - B23
700000 -
600000 -
500000 -
400000 A
300000 -
200000 -
100000 A

0 T T T T T

0 20 40 60 80 100 120
Concentracion (mg de hexanal/g de muestra)

Area (UA)

Apéndice 19. Curva de cuantificacion de hexanal mediante el método de
adicion de estandar en el segundo mes de almacenamiento por GC- MS.
Donde D = 0 ppm; (2) = Mes de almacenamiento y (1) = Réplica

800000 - y=5116.x+ 17180
RZ=1

700000 -
D21

600000
500000 -

400000 -~
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Apéndice 20. Analisis de varianza (ANOVA) de los resultados de la prueba de

GC-MS.

Source of Variation SS df MS F P-value F crit
Concentracion 1.79E+09 3 5.95E+08 2.806011 0.055382 2.90112
Meses de almacenamiento 9.63E+09 3 3.21E+09 15.13462 2.63E-06 2.90112
Interaction 5.39E+09 9 5.98E+08 2.821334 0.014621 2.188766
Within 6.79E+09 32 2.12E+08
Total 2.36E+10 47

Apéndice 21. Resultados residuales de las concentraciones de eritorbato de
sodio durante el segundo mes de almacenamiento

Codigo | Residual Codigo | Residual
52080.3 -9380.8
-86805.9 15634.7
A21 34725.6 Cc21 -6253.9
8327.8 362045.0
-13879.7 479346.0
A22 5551.9 Cc22 726209.0
-13667.4 27308.0
227791 -45513.3
A23 -9111.6 C23 18205.3
-36692.7 213.6
61154.5 -355.9
B21 -24461.8 D21 142.4
-39976.7 -259.8
66627.8 433.0
B22 -26651.1 D22 -173.2
-13587.9 29446.8
22646.4 -49078.0
B23 -9058.6 D23 19631.2

81




Apéndice 22. Comportamiento lineal de los resultados del segundo mes de
almacenamiento obtenidos por GC-MS
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