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I. RESUMEN:

EI presente trabajo fonna parte de los requisitos para la culminaci6n de la
carrera de Doctor en Ciencias Veterinarias de la UDELAR. La planificaci6n del
mismo, su ejecuci6n y analisis de resultados abarc6 el periodo comprendido entre
abriJ y noviembre del ano 2005. EI objetivo del trabajo fue la comparaci6n de dos
metodos de canservaci6n (refrigeraci6n y congelaci6n) de los defecados extraidos
a partir de rnusculo de pescado y su influencia sabre el resultado de la
determinacion de Bases Nitrogenadas Volatiles Totales (BNVT) y Nitr6geno de
Trimetilamina (NTMA). Sa utiliz6 musculo de pescado proveniente de peces 6seos
de nuestra fauna costera, los cuales fueron sometidos al tratamiento astablecido
por el metoda de Conway y se obtuvieron 12 defecados, los cuales fueron
fraccionados y conservados por los dos metodos citados. La determinacion de
BNVT y NTMA se realiz6 el primer dia y luego con intervalos de 7 dias hasta al dia
35, abarcando un periodo suficiente para el almacenamiento de los defecados a
nival practico.
La metodologia de trabajo determin6 que tuvieran que ser sembradas 576
camaras para lograr una consistente justificaci6n estadistica de los resultados.
Los mismos demuestran que tanto el congelado como el refrigerado son metodos
confiables para la conservaci6n de los defecades (p<O,05).

2.INTRODUCCION:

La utilizaci6n de metodos objetivos, como 10 es la determinaci6n de Bases
Nitrogenadas Volatiles Totales (BNVT) y Nitr6geno de Trimetilamina (NTMA) par
media del metoda de microdifusi6n de Conway ha side una valiosa herramienta
para la determinaci6n de frescura de los productos pesqueros.

Hoy en dia se utilizan asta tipo de pruebas tanto a nivel industrial como
ofic;al para controlar los productos de la pesca. ademas de complementar la
inspecci6n 0 evaluaci6n sensorial que se realiza sabre la materia prima, por 10
tanto, contribuyendo a la calidad e inocuidad de los productos.

En la practica cotidiana los laboratories de nuestro medic realizan las
determinaciones al momenta de procesarse la muestra. pera no hay uniformidad
de criterios sabre un metoda confiable de conservaci6n del defecado sobrante. En
algunos casas estos sobrantes son conservados congelados, pera sin ninguna
base cientifica que demuestre que de ~sta manera la muestra no sufre
modificaciones que puedan alterar resultados ulteriores.

La posibilidad de hallar un metodo de conservaci6n confiable permitiria a
las industrias pesqueras y organismos de contralor contar con defecados testigos
para muestras ya analizadas. fortaleciendo los sistemas HACCP (Anal;sis de
Riesgos y Control de Puntas Criticos) y los controles de calidad ya existentes.



OBJETIVOS:

Esta investigaci6n tiene como objetivo comparar los metodos de
conservaci6n (refrigeraci6n y congelaci6n) de defecados de musculo de pescado,
para evaluar su incidencia en los resultados del metodo analitico de Microdifusi6n
de Conway modificado por el Prof. Dr. V. H. Bertullo (Bertullo, 1975).

A su vez mediante asta analisis se pretende brindar a los tecnicos de
plantas pesqueras un metoda confiable para la conservaci6n de los defecados
sobrantes de sus evaluaciones de frescura. De esta manera se pretende brindar
mayor confianza en la evaluaci6n de frescura de productos pesqueros
fortaleciendo los controles de inocuidad de los mismos y fortaleciendo los
intercambios comercial de los mismos.

3. REVISION BffiLIOGRAFICA:

EI deterioro y mas especificamente la putrefacci6n de los productos de la
pesca, son de los principales problemas que enfrentan las industrias de este rubro.
Con la finalidad de obtener productos de alta caUdad e inocuos para los
consumidores, la ciencia ha hecho gran hincapie en el estudio de la genesis l

determinaci6n y prevenci6n de este fen6meno.
Luego de la captura y muerte del pescado sa desencadenan una ser;e de

fen6menos autoliticos en el producto que abarcan una serie de reacciones a
diferentes niveles, dependiendo del grupo funcional que se trate.

La alteraci6n de los carbohidratos esta dad'a por la falta de reacciones
aer6bicas que sufre el pescado al morir. De asta manera la glic6lisis en el tejido
muscular post mortem asta dada en condiciones anaerobias y el gluc6geno
contenido en al tejido deriva en la formaci6n de scido lactico (Bertullo, 1975).

A nivel de Jos nucJe6tidos se observa que el ATP no puede ser resintetizado
y sigue una ruta degradativa, en donde una serie de reacciones de defosforilaci6n
y desaminaci6n concluyan con la transformaci6n de asta en IMP ('nosin Mono
Fosfato) . que a su vez continua degradandose a Inosina e Hipoxantina (Olivera,
2003). La formaci6n de estos dos productos as comparada con la concentraci6n
de ATP Y compuestos relacionados con esta, para determinar un valor utilizado
para determinar la frescura del producto (valor K).

Los lipidos del pescado tienen la particularidad de sar de cadenas largas y
con gran cantidad de dobles enlaces covalentes (C=C). Debido a estas
caracteristicas los lipidos son facilmente oxidables ante presencia de oxigeno,
dando la alteraci6n conocida como enranciamiento, que produce olor y color
desagradables.

La degradaci6n de los compuestos nitrogenados varia si sa trata de
nitr6geno proteico 0 nitr6geno no protaico.

Las proteinas son atacadas por un grupo de enzimas lisosomales, las
catepsinas, las cuales por acci6n hidrolitica generan peptidos y aminoacidos.
Estos ultimos. cuando S9 encuentran en grandes concentraciones, favorecen el
desarrollo y proliferaci6n de bacterias que transforman los aminoacidos en aminas
bi6genas (NH3, Histamina, Cadaverina. Putrescina), que ademas de alterar el
producto y generar olores desagradables son pe~udiciales para el consumidor.



EI nitr6geno no proteico (grupo en el que basaremos nuestra investigaci6n)
as fundamental para la determinaci6n de frescura de los pescados, ya que los
compuestos derivados son buenos indicadores de deterioro del producto y estos a
su vez sa relacionan aceptablemente con la Carga Sactariana Total (CST).

EI Oxido de Trimetilamina (OlMA) as un compuesto osmorragulador de los
paces de agua salada y tambien sa puede encontrar en algunos de agua dulce. La
reducci6n de este compuesto as usualmente debida a la acci6n microbiana,
aunque algunos paces poseen en sus tejidos una enzima (OTMA-asa 6 OTMA
dimetilasa), capaz de descomponer el OTMA en Dimetilamina (DMA) y
Formaldehido (Huss, 1988). Vale mencionar que la cantidad de Formaldehido
formada es proporcional a la de Dimetilamina, pera comercialmente el
formaldehido importa mas debido a su capacidad de entrecruzar las proteinas
musculares, dando endurecimiento muscular.

Cuando la reducci6n del OTMA as de tipo bacteriana pasa a Trimetilamina
(TMA), que fuego pasa por desaminaci6n a Dimelilamina, Monometilamina y
Amoniaco (no necesariamente por acci6n bacteriana). La reducci6n del OlMA
esta generalmente asociada con gl!neros de bacterias del ambiente marino
(Alteromonas, Photobacterium, Vibrio y S. putrefaciens), pero tambien as lIevada a
cabo par Aeromonas y bacterias intestinales de la familia de las
Enterobacteriaceas (Huss, 1988). Como resultado de la acci6n bacteriana los
compuestos derivadas de la reducci6n de OlMA son volatiles y sa los denomina:
Bases Nitrogenadas Volatiles Totales (BNVT).

EI estudio analitico realizado para cuantificar BNVT es determinante del
grado de frescura del producto, ya que cuanto menor valor de BNVT mas fresco
as el mismo, ademas de estar relacionado can la CST del producto.

Los metodos utilizados para la determinaci6n de BNVT son: Microdifusi6n
de Conway, Destilaci6n directa y Destilaci6n por arrastre de vapor
(Antonacopoulus). En nuestro Instituto de Investigaciones Pesqueras Prof. Dr. V.
H. Bertullo (UDELAR - Facultad de Veterinaria), sa utiliza can buenas resultados
el metoda de Microdifusi6n de Conway modificado por el Prof. Dr. V~ H. Bertullo~

Hoy en dia sa utilizan esta tipo de pruebas a nival industrial U oficial para
controlar los productos de la pesca, ademas de complementar la inspecci6n 0
evaluaci6n sensorial que sa realiza sabre Ja materia prima, por 10 tanto,
contribuyendo a la caUdad e inocuidad de los productos. Ademas apuntamos a
establecer bases para la conservaci6n de defecados y para promover el usa de los
mismos en sistemas recall (GMP) 0 en la trazabilidad de los productos pesqueros
(requisito recientemente incorporado para la exportaci6n de estos productos por
los Estados Unidos y la Comunidad Europea)~



4. MATERIALES Y METODOS:

4.1. Materiales:

CUADRO I. Material de Laboratorio utilizados.

Balanza de precisi6n.
Pa el filtro
Vaselina
Estufa de incubaci6n
Frascos con ta material: PET
Heladera (temperatura == 4° C)
Freezer tern eratura == - 20° C

CUADRO 2. Muestra y reactivos necesarios.

Pescado notoriamente alterado Formal neutralizado
(color opaco, olor putrido en agallas,
hundimiento de globo ocular)
Acido tricloroacetico (P.P.A) Reactivo de Tashiro
Acido b6rico (P.P.A) Acido sutfurico (N/100)
Hidr6xido de potasio (P.P.A) Alcohol

Los defecados fueron almacenados dentro de recipientes de polimero plastico
del material polietilen tereftalato (PET), que no reacciona con el defecado que
contiene, ademas de resistir la temperatura de congelaci6n.

EI numero de recipientes con defecadas congelados (-20°C) fue 72, para eJ
caso de los refrigerados (4 0(;) solamente 12, ya que contaban con al volumen
suficiente para realizar todos los ensayos (durante los 35 dias por periodos de 7
dias).

Los defecados conservados mediante congelaci6n eran desechados fuego de
su analisis, de manera de evitar el efecta de recongelaci6n de los mismos.

4.2. Metodologla:

A continuaci6n describimos el metoda de Microdifusi6n de Conway, metodo
anaUtico que es la base de nuestra investigaci6n.

4.2.1. M6todo de microdifusi6n de Conway:

Es muy preciso y nos pennite tanto la dosificaci6n de BNVT, como de
NTMA. Per su precisi6n y el tiempo que insume su realizaci6n as mas adecuado
para investigaci6n, si bien es utilizado a nivel de plantas industriales.



Preparaci6n de la muestra:

1) Pesar 25 gr. de musculo de pescado.
2) Medir 75 ml. de acido tricloroacetico a15%, (tiene como funci6n coagular las

proteinas, que luego quedan retenidas en al papel filtro no interviniendo en
los resultados).

3) Colocar todo en una licuadora y homogeneizar (a temperatura ambiente
durante 3 minutos).

4) Filtrar (obteniendo un defecado transparente).

Mediante estos pasos se obtiene un defecado que tiene en soluci6n las bases
nitrogenadas no proteicas que queremos investigar.

Para la dosificaci6n sa utiliza la camara de microdifusi6n de Conway, esta
consta de una camara central (A) y una camara extema (B), asf como una tapa de
vidrio esmerilado.

Vista superior Vista lateral

FIGURA 1. Camara de microdifusi6n de Conway.

Previa a colocar los reactivos colocamos vaselina (como sellador) en el
perimetro exterior de la camara.

En la camara central se caloca 2 ml de scida b6rico al1 0/0, este tiene como
finalidad captar las bases volatiles que se liberan durante la reacci6n.

En la camara extema S8 calocan 2 ml del defecado (que tiene las bases en
saluci6n ya que la fracci6n proteica fue coagulada par el acido trjcloroacetico y
retenida por el filtro). En este momenta colocar Is tapa de vidrio esmerilada (con la
parte esmerilada hacia abajo), dejando una pequena ventana.

Por ultimo por la ventana agregar 2 ml de soluci6n saturada de carbonato
de potasia (que alcalinizara el medio permitiendo que sa liberan las bases),
inmediatamente cerrar la ventana para que la camara quede sellada y lIevar a
estufa a 36° C par dos haras, esta reacci6n tambien sa puede producir a
temperatura ambiente pera se debe incubar por veinticuatro horas.

Una vez cumplido el tiempo de incubaci6n (2 haras a 36° C) retiramos de la
astuta, agregamos 2 0 3 gatas de reactivo de Tashiro (soluci6n alcoh61ica de azul
de metileno y raja de metilo) en la camara central. Si el acido b6rico capt6 las
bases el reactivo de Tashiro vira al verde (indicando medio alcalino).

Titulamos con scido sulfurico (N/100) dejandolo caer gota a gota de una
microbureta de 2 ml graduada en decimas. En el momenta que el reactivQ vira a1
violeta (indicanda medio scido), teemas el gasto.



Siguiendo esta rutina se doasn BNVT.

Calculo: mg BNVT ok =A x B x c X 100
DxExF

A: Gasto de acido sulfurico.
B: Peso molecular del nitr6geno.
C: Cantidad de agua en que estan disueltas las bases (debemos incluir la
humedad del p~pio musculo, que asumimos que es el80 % de la muestra).
D: es el volumen de defecado utilizado.
E: Peso de pescado utiJizado.
F: Dividendo de la Normalidad (N) del scide sulfurico (N/100).
100: expresi6n del resultado en porcentaje (%).

Para valorar TMA, procederiamos igual que en el caso anterior, pero en la
tecnica antes de agregar el carbonato de potasio, anadiriamos 0,5 ml de formal
neutralizado. EI fonnol retiene la monometilamina (MMA), y el amoniaco (NH3). Si
bien la dimetilamina (DMA) no as retenida, esta S8 libera en pequenas cantidades
que escapan a la apreciaci6n de este metoda par 10 que consideramos que
estamos dosificando s610 TMA.

Calculo: En la f6rmula utilizada para BNVT debemos sustituir el peso
molecular del NitrOgeno per al de la TMA, de esta forma abtenemes fa f6rmufa de
necesaria para hallar mg TMA %. En caso de calculo de nitr6geno de
Trimetilamina (NTMA) utilizamos el mismo peso molecular que para BNVT
expresanda tambien el resultado como mg NTMA %.

Metodologia aplitada en los ensayos:

- La muestra de pescado consisti6 en peces 6seos de nuestra pesca costera:

Muestra 1.2.3,10,11 Y 12: Pescadilla calada (Cynoscion guatucupa).
Muestra 4,5 y 6: Palometa (Parona signata).
Muestra 7,8 y 9: Merluza (Merluccius hubbsi).

- Sa busc6 trabajar con pescado natoriamente alterado para tener valores
elevados de BNVT y NTMA en los defecados.
- EI numero de muestras procesadas fueron 12 (n=12).
- EI primer dia de ensaya S9 tamaran "muestras O· de pescado que S9 procesaran
de acuerda a la t9cnica.
- EI defecado sobrante se dividi6 en dos, debidamente identificado segun el
tratamiento tennico (refrigeraci6n 0 congelaci6n) que se Ie aplic6 para su
almacenamiento. par 10 tanto sa 10 denomin6 ··defeeado R" y "defeeado en.
- Siempre S9 sembraron das camaras par muestra almacenada (refrigerada 0

congelada) y se inform6 par promedio.



- Par dia de trabajo S9 sembr6 una ~mara testigo con agua destilada, para
aseguramos el carreeta funcionamiento del procedimiento utilizado.
- Debido a la metodologia de planificaci6n que se propuso, se sembraron 8
camaras de cada muestra de pescado par dla de ensayo (totalizando 576
siembras), par 10 tanto los resultados recogidos fueron notoriamente resumidas
para facilitar la comprensi6n de los mismos.
- Los datos obtenidas sa procesan par el metoda estadisticos adecuado para este
tipo de ensayos, en este caso se utiliz6 el metoda parametrica para la
comparaci6n de dos medias (Test de Student).

5. RESULTADOS:

Los resultados promedio de BNVT y NTMA para cada metoda de
conservaci6n para el periodo de 35 dias se presentan en los cuadros 3 y 4.
La evoluci6n de BNVT y NTMA (promedio) de los defecados refrigerados y
congelados durante los 35 dias estipulados se presentan en las figuras 2 y 3.

CUADRO 3. Resultados REFRIGERADAS.
(BNVT: Bases Nitrogenadas Volatiles Totalca; NTMA: NitrOgcno de Trimetilamina; Dia 0: Inicio; Dia 3~: Fin)

DIA Muestras BNVT (mgJ100 gr)
Desvlo NTMA (mg/100 Desvlo

estAndar gr) estAndar

0 N=12 43,24 0.97 12,26 0.50

7 N=12 43,71 0.90 11,93 0.42

14 N=12 43,86 1.77 11,50 0.47

21 N=12 43,52 0.52 10,72 0.40

28 N=12 43,42 1.31 11,59 0.56

35 N=12 43,87 1.44 11,96 0.40

CUADRO 4. Resultados CONGELADAS.
(BNVT: Bases Nitrogenad. Volatiles Totalea; NTMA: Nitr6geno de Trimetilamina; Dia 0: lniQio; Dia 35: Fin)

OiA Muestras BNVT (mg/100 gr)
Desvlo NTMA (mg/100 Desvio

estindar gr) estindar

0 N=12 43,24 0.93 12,21 0.39

7 N=12 42,90 0.95 11,88 0.53

14 N=12 43,97 1.50 11,96 0.37

21 N=12 43,81 1.35 11,78 0.40

28 N=12 43,61 0.72 11,80 0.39

35 N=12 43,51 0.89 12,17 0.28
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FIGURA 3. Evolucion de las muestras CONGELADAS.



Se observ6 que durante el periodo estipulado no existen variaciones
significativas en los resultados

ANALISIS ESTAOiSTICO DE LOS RESULTADOS:

A continuaci6n se detalla la comparaci6n de medias de muestras
emparejadas mediante el Test de Student para p<O.05.

Mediante al analisis astadistico sa pretende comparar si existe variaci6n
entre los resultados obtenidos al Dia 0 y el Dia 35, tanto para Jas muestras
refrigeradas como las congeladas, con un nivel de significaci6n menor al5 0/0.
Las muestras refrigeradas se muestran en el cuadro 5 y las congeladas en at
cuadro 6.

CUADR05.
(BNVT: Baaes Nitrogenadas Volatiles Tolalcs; NTMA: Nitr6geno de Trimetilamina; Dia 0: lnicio; Dfe 35: Fin)

BNVT NTMA

Media
Varianza
observaciones
Grados de libertad
Estadfstico t
Valor crftico de t

DiaD
43,24
69,08

12
11

-1,85
2,20

Dla35
43,62
66,72

12

DlaO Dla 35
12,21 12,17
6,66 6,07
12 12
11

0,31 i;.~'6, J"":<]'~~,?~> "~·E;

2,20
.·~~·';~;'"W~'.:-· '~:,,;";.. '."

';/:-',1:;:,,:'::'~'

:.>:

Dado que el valor del estadistico t asta dentro del rango +/-2,20,
aceptamos la hip6tesis Dia O=Dia 35 (tanto para BNVT como para NTMA) a un
nival de significaci6n = 0,05 ya que la diferencia entre las medias no as
estadisticamente significativa.

CUADR06.

BNVT
(BNVT: Bases Nitrogenad. Volatiles Totalea; NTMA: Nitr6geno de Trimetilamina; Die 0: Inicio; Dia 35: Fin)

NTMA

Media
Varianza
Observaciones
Grados de libertad
Estadfstico t
Valor crftico de t

01.0
43,24
69,08

12
11

-1,25
2,20

Dla35
43,51
70,81

DIaO
12,21
6,66

12
11

2,04 '"~.

2,20

DI.35
11,96
6,22

12

Dado que el valor del estadistico testa dentro del range +/-2,20,
aceptamos la hip6tesis Dia O=Dia 35 (tanto para BNVT como para NTMA) a un
nivel de significaci6n = 0,05 ya que la diferencia entre las medias no as
estadisticamente significativa.



EI an~/isis estadfstico demuestra que no existen diferencias significativas
entre los metodos utilizados (refrigeraci6n y congelaci6n) para la conservaci6n de
las muestras de defecado de musculo de pescado_

6. DISCUSION:

Los resultados de la investigaci6n evidencian que no existen diferencias
significativas para los metodos de conservaci6n utilizados. Tanto los resultados de
BNVT y NTMA sa mantuvieron constantas a 10 largo del periodo estipulado.

Seguramente el metoda de conservaci6n no influy6 sobre los resultados
debido a que las sustancias nitrogenadas (incluyendo a la trimetilamina) se
encuentran estables en el seido fuerte que las cantiene (scido tricloroacetico al
5%

) a pasar de las diferentes temperaturas de conservaci6n.
Esta ultima hip6tesis sa ve reforzada por algunos ensayos realizados en

fonna paralela y no concluidos. que demostrarian una mayor vida util que la
estipulada en aste trabajo (35 dias) para cualquiera de los metodos de
conservaci6n utilizados. A su vez en estos ensayos tambien sa observari similares
resultados en muestras almacenadas a temperatura de laboratorio. De todas
maneras no as conveniente afirmar la validez de estos casas ya que no sa posee
un numero razonable de muestras para validar estas afinnaciones.

No existen trabajos previos que recomienden el uso de alguna de las
tecnicas de conservaci6n. pera ya fue explicado que empiricamente en nuestro
pais S8 utiliza tanto la congelaci6n como la refrigeraci6n de los defecados.

Por 10 tanto as muy importante conocer la eficacia de cualquiera de los
metodos de conservaci6n de los defecados, con el fin de utilizar esta tecnica
objetiva como complemento a sistemas de control de calidad e inocuidad de los
productos de la pesca. Ademas, contar con respaldos de muestreos ya realizados
fortalece estos controles. justificada a su vez par la facH implementaci6n y bajo
costa.

Una de las limitaciones del usa del BNVT y NTMA como indice de frescura
o detarioro. es el hecho de que presenta niveles variables en funci6n de la
especie, estaci6n del ano. h~bitat y procesado (Pons, 2005). Estas
consideraciones deben ser tenidas en cuenta par los t9cnicos al momento de
ponderar los resultados obtenidos par aste metoda.

7. CONCLUSIONES:

Es de gran importancia validar los metodos de conservaci6n utilizados en
nuestro media (tanto refrigerado como congelado) para garantizar la buena
conservaci6n de los defecados y la integridad de 10 que estos contienen. Este
trabajo determina que no existen diferencias significativas en la conservaci6n de
defecados de musculo de pescado, ya sea refrigerados como congelados. A su
vez, puede resultar en mayor practicidad la conservaci6n de los defecados
mediante la refrigeraci6n, debido a las ventajas que ofrece no descongelar las
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muestras, pera claro esta que a partir de los resultados obtenidos eso quedara a
criteria de cada t8cnico.

EI usa adecuado de metodas objetivos para detenninaci6n de frescura en
los productos de la pesca. indirectamente fortalecen los controles de inocuidad
utilizados en estos productos, generando informaci6n confiable para los sistemas
HACCP y a los recientes requerimientos de trazabilidad de los productos
pesqueros implantados y controlados par tecnicos en el area pesquera.

Sabido es, que hoy en dis tanto el consumidor como los propios mercados
determinan condiciones de calidad e higienico-sanitarias muy exigentes al
momento de la adquisici6n del producto, par 10 tanto la concientizaci6n del usa de
tecnicas objetivas evitara graves problemas comerciales y econ6micos para el
sector.
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