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Hasta hace relativamente pocos afios ha sido muy pequefia la
atencién dedicada a los azicares libres del misculo de pescado; en parte
debido a la escasa proporcion en que alli se encuentran, pero, sobre
todo, por la falta de métodos especificos suficientemente seguros para
obtener resultados consistentes y reproductibles.

Tarr (1954), estudié el contenido azucarado de ciertos peces
de la costa canadiense del Pacifico, preparando extractos alcohélicos
musculares que, después de concentrados, se sometian al anélisis cro-
matografico sobre papel, seguido de la elucion y fotocolorimetria de las
manchas. Tal proceder, segin Jones (1958), cuando se aplica a los aren-
ques (Cuplea harengus) y al bacalao (Gadus callarias), da un contenido
en ribosa menor que el real debido a interferencias con los contenidos
salino y graso del pescado. Sostiene que la ribosa de los extractos al-
cohélicos musculares de estas dos especies marinas reaccionan répida-
mente con los compuestos nitrogenados, cuando se aplican a la linea
de partida del papel cromatografico, ocasionando una reaccién de Mai-
llard tipica. Por el contrario, esto no ocurria eliminando las sales y el
nitrégeno aminico de los extractos, por medio de una mezcla de resinas
cambiadoras de iones, seguido de la liofilizacién y cromatografia cuan-
titativa.
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La escasez de datos sobre el contenido en aziicares libres de las
diferentes especies de pescado, la importancia que tiene su reaccién con
los grupos aminicos (raccién de Maillard) en ciertas fases de la indus-
tria de la pesca (NAcAsawa, 1959), y su posible utilidad en la determi-
nacién de la frescura del pescado, son motivos que justifican un cono-
cimiento mas profundo de los cambios que sufren dichos aziicares.

La gran casuistica existente sobre el efecto conservador que los
antibiéticos ejercen sobre el pescado (TARR, 1944; LERKE y FARBER,
1957; STERN, et al., 1957, 1958; SHEWAN y STEWART, 1958; TAKATSURA,
1958-59; etc.), nos movié a estudiar el efecto —si es que tenian algu.
no— que sobre los aziicares libres del pescado ejercen la clortetraciclina
(C. T. C.) y la oxitetraciclina (0. T. C.), los dos antibiéticos mas am-
pliamente usados por las industrias conservadoras de alimentos.

En este trabajo se investigan. por lo tanto, los cambios que su-
fren los aziicares libres de los extractos musculares de tres lotes de
eglefinos almacenados en condiciones comerciales con:

a) Hielo.

b) Hielo con 5 p. p. m. de 0. T. C.

c) Hielo con 5 p. p. m. de C. T. C.

Se estudia también el efecto que la C. T. C., adicionada al hielo
de cobertura, ejerce sobre la carga bacteriana total del pescado, du-
rante su almacenamiento y las variaciones que la trimetilamina (T. M.
A.) experimenta durante la conservacién de aquél en hielo adicionado
o no de antibiéticos.

PARTE EXPERIMENTAL

I. MATERIAL.

Eglefinos: Procedian del pesquero “Avondee” y fueron obtenidos
a unas 50 millas de la Bahia de Aberdeen (Escocia). Inmediatamente
de pescados se sacrifican y evisceraron conservindose en CO, sélido
hasta su llegada a puerto, al dia siguiente. Alli se dividieron en tres
lotes que se conservaron en cajas de aluminio como sigue:

1. Recubiertos de hielo “normal” (sin antibiético).

2. Recubiertos de hielo con 5 p. p. m. de 0. T. C.

3. Recubiertos de hielo con 5 p. p. m. de C. T. C
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Las cajas que contenian el pescado se mantuvieron en camara
frigorifica a 2,5° C. El mismo dia de su llegada a puerto se realizaron
las pruebas, a que mas adelante nos referimos, con seis pescados que
sirvieron de control.

Resinas: Amberlitas IR-120 e IR-4B (Rhohm y Haas Co., Phila-
delphia, Pa., EE. UU.), que se emplearon como mas tarde se indica.

II. METODOS

Se sigui6 la metédica de JonEs (loc. cit.) ligeramente modificada.

a) Preparaciéon de las Muestras: Inmediatamente de sacado el
pescado del hielo y a la misma temperatura a que se almacenaron las
cajas que lo contenian, 2,5°C, se tomaron de cada pescado paralela-
mente a la espina dorsal, los dos filetes laterales, procurando no incluir
en ellos ni piel ni espinas. Se traté de que la operacién fuera lo mas
rapida posible y nunca se mantuvo el pescado a temperatura ambiente.

b) Extractos Alcohélicos en Etanol: 20 grs. de miisculo se ho-
mogenizaron con 64 ml. de alcohol absoluto, durante tres minutos. Se
centrifugé el homogenizado y se recogié el liquido sobrenadante, reex-
trayéndose y centrifugindose cuatro veces con etanol al 80 por 100
(en volumen) hasta alcanzar un volumen de un litro. La extraccién con
etanol al 80 por 100 se basa en el contenido acuoso medio del eglefino,
80 por 100 (en peso), que ademais se determiné experimentalmente. Los
extractos se almacenaron a —30° C.

A continuacién se trataron con cloroformo p. a. (1 : 3 en volu-
men). La porcién superior acuosa, que se separa, contiene los aziica-
res libres.

¢) Tratamiento con Resinas: La fraccion acuosa, que se separa
del extracto alcohdlico al tratarlo con cloroformo, se agité continua-
mente durante 20 minutos con una mezcla de resinas (1 : 1 en peso)
formada por Amberlita IR-120 (H*, 100-120 mallas) e IR-4B (OH-, 60-
200 mallas), para eliminar los compuestos aminicos y las sales que in-
terferirian con los resultados de la cromatografia cuantitativa. Por cada
ml. de la fraccién acuosa, se afiadieron 0,1 grs. de la mezcla de resinas.

A continuacién se filtré la mezcla por papel Whatman niim. 42
y una alicuota de 3 ml. fue liofilizada.
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d) Cromatografia: El residuo de los extractos, tratados con re-
sinas y liofilizados, se redisolvié en 0,3 ml. de agua destilada de los que
se aplicaron inmediatamente a la linea de partida del papel cromatogra-
fico Whatman niim. 1, 40 yls. con ayuda de una microjeringa “Agla”.
Del mismo modo se aplicaron sobre la misma linea de partida, a dis-
tancia de 3,5 cms., alicuotas de 10, 20, 30 y 40 w's. de soluciones stan-
dard, de concentracién conocida, de glucosa y ribosa.

Como disolvente se empleé una mezcla de alcohol n-butilico-acido
acético glacial-agua destilada (15 : 2 : 5). Los cromatogramas se de-
jaron correr durante 30 horas en una habitacién a 30° C, secandose a
60° C y fueron revelados a 105° C durante cinco minutos con el reactivo
de PARTRIDGE (1949) compuesto de:

Acido ftalico ......ccooririviiiiiie i, 1,6 grs.
Alcohol n-butilico saturado de agua ...... 100 ml.
Anilina ...oviiiiii 1 ml

Al aplicar el revelador se procuré que la pulverizacién fuese lo
maés uniforme posible en ambas caras del papel.

e) Determinacién de los Aziicares del Cromatograma: Identifi-
cadas las manchas originadas tanto por las soluciones standard como
por los extractos, se cortaron y eluyeron con 2 ml. de acido acético gla-
cial p. a.

Inmediatamente, y lo mis cerca posible de las manchas, se cor-
taron de la porcién de cromatograma sin teiiir, superficies de la misma
extension que aquéllas que recibieron el mismo tratamiento.

Los tubos que contenian el papel y el acido acético se agitaron
durante dos minutos. El producto de la elucién se trasvasé a cubetas
de un cm., de espesor (3 ml. de capacidad) y se determiné su absor-
bancia con un fotocolorimetro “Unicam DU” a una longitud de onda
). = 480 4ms. Como blanco para las lecturas se utilizé, en un principio,
dcido acético y luego agua, dado que sus lecturas eran préacticamente
idénticas.

La concentracién de azlicares libres en las manchas problema se
determiné refiriendo sus lecturas a curvas obtenidas con las absorban-
cias de la elucién de las manchas producidas por las soluciones stan-
dard de glucosa y ribosa. Y de aqui, por simple proporcionalidad se
obtuvo el contenido azucarado por 100 grs. de pescado.
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f) Contajes Bacterianos: Se siguié en todas sus partes la téc-
nica descrita por LUlJPEN (1958).

g) Determinacién de la Trimetilamina (T. M. A.): Se usé la
técnica colorimétrica de DYErR (1945), aunque empleando para la so-
lucién de formaldehido, en vez de formalina comercial, aldehido férmi-
co p. a. El tolueno se destilé antes de recibir el tratamiento original

de DYER.

RESULTADOS Y DISCUSION

En las tablas I, II y III se sefialan los contenidos en trimetilami-
na, glucosa y ribosa del eglefino durante los dias mantenido en obser-
vacion. En las figuras I, II y IV se representan graficamente los resul-
tados obtenidos y en la III pueden verse las diferencias en la carga
bacteriana del pescado conservado en hielo y en el hielo al que se adi-
cioné C. T. C. (5 p. p. m.)

Las cifras indicadas, tanto en las tablas como en los gréficos,
son la media de los analisis practicados con seis pescados.

Como era de esperar, al envejecer el pescado aumenta su con-
tenido en T. M. A., tanto en el eglefino mantenido en hielo, como en el
que lo es en hielo con antibiéticos, mas el ritmo y cantidad de produc-
cién es mucho menor en el segundo caso, como se aprecia al comparar
los resultados de las tablas y al observar la figura IV. Estas diferencias
son facilmente explicables si se tiene en cuenta el menor contaje bacte-
riano en el pescado contenido en hielo con antibiéticos (véase fig. III)
y el papel que los microorganismos, sobre todo Micrococcus y Achromo-
bacter, juegan en la reduccién del éxido de trimetilamina (TARR, 1940;
WaTtson, 1939; etc.)

En nuestros estudios con el eglefino hemos hallado los mismos
aziicares libres que TARR y JonEs (loc. cit.) encontraron en los pescados
objeto de sus experimentos, es decir, glucosa y ribosa. Aunque se ob-
servaron excepcionalmente algunas diferencias manifiestas en el con-
tenido en glucosa de algunos peces de un mismo lote, aquél, en general,
era bastante constante dentro de los seis que constituian el mismo lote.

Contrariamente a lo que ocurre en el bacalao, especie muy afin,
en el eglefino la tasa de glucosa comienza a descender desde el segundo
dia, al principio lentamente para hacerlo después bruscamente, alcan-
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zando valores préximos a cero en unos 20 dias en los pescados conser-
vados en hielo “normal” y ligeramente superiores en los que se man-
tienen en hielo con C. T. C.

En oposicién a lo que sucede con la glucosa el contenido en ri-
bosa aumenta durante los primeros dias tanto en el eglefino conservado
en hielo “normal” como en el que lo ha sido en hielo con antibiéticos
(véase fig. II), més mientras en el primero el nivel maximo de azicar
se alcanza a los 6-8 dias, en el mantenido en hielo con antibidticos se
tarda a alcanzar tal concentracién de nueve a once dias. Posiblemente
esto se deba, en parte, a que en los primeros dias de almacenamiento
la ribosa se origina a partir de la inosina —que procede de los nucleé-
tidos musculares, como han sugerido JoNEs y MURRAY (1956, 1958)— al
actuar sobre ella las ribésido-hidrolasas musculares (TARR, 1955).

Cuando més tarde aumenta la carga bacteriana, los enzimas mi.
crobianos colaboran con los musculares en la produccién de ribosa. En
favor de este hecho pueden aducirse los resultados de la fig. II en la
que se aprecia claramente, como el pescado conservado en hielo al que
se adicionaron tetraciclinas tarda mas en alcanzar, segiin hemos sefia-
lado, el valor méximo de ribosa, precisamente por la accién inhibidora
que sobre el desarrollo bacteriano y, en consecuencia, sobre la produc-
cién de enzimas microbianos ejercen los antibiéticos.

En el pescado conservado en hielo “normal”, después del octavo
dia de almacenamiento, y en el que lo ha sido en hielo con antibiéticos,
pasados los 10-11 primeros dias, el contenido en ribosa del misculo
cae rapidisimamente hasta valores vestigiales en sélo 17 dias.

La causa del descenso del contenido azucarado libre muscular
(glucosa, ribosa) no ha sido suficientemente esclarecida a pesar de los
esfuerzos de los autores citados. JoNES, ya mencionado, concede gran
importancia al lavado y arrastre mecéanico del agua durante la licuacién
del hielo, mas posiblemente la razén principal la constituya el consumo
azucarado por una poblacién bacteriana en continuo crecimiento.

La accién inhibidora de la C. T. C. sobre la carga bacteriana
del eglefino, puesta de manifiesto en la fig. III, confirma una vez més
que los antibidticos de la tetraciclina adicionados al hielo extienden “la
vida comercial” del pescado.

Dade que se conocen las variaciones de las tasas de aziicares
libres, de trimetilamina y de la carga bacteriana total, a lo large de
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todo el periodo de almacenamiento, y puesto que el contenido de T. M. A.
y carga bacteriana total se emplean como criterio para dictaminar el
grado de frescura del pescado, tales criterios podrian ampliarse con
la determinacién de uno de los dos aziicares libres encontrados. Des-
graciadamente el proceder de JonEs (loc. cit.), que hemos seguido en
este trabajo, es demasiado complicado para poder ser utilizado como
método de trabajo ordinario en la industria.

TABLA 1

Contenido en trimetilamina, glucosa y ribosa del eglefino (G. aeglefinus)
conservado con hielo en cajas de aluminio mantenidas a 2,5° C.

Dfas T::;:It]i:)gn;irr;'a mcg;sllul%%s; rs mg'lz'lslljlcb%qg rs
1 2,50 21,63 —
4 3,20 24,75 2,55
7 6,70 18,17 3,05
10 69,00 2,40 1,20
13 196,00 1,83 0,93
T 217,00 1,82 Vestigios
20 1) 0,37 —

(1) Muestra no analizada.
Los resultados son la media aritmética de los obtenidos con seis

pescados. Lo mismo ocurre en las tablas siguientes.
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TABLA II ‘[ .
. FIGURA 1

Y8
Contenido en trimetilamina, glucosa y ribosa del eglefino (G. aeglefinus) _ contenido en glucosa libre del mdsculo e
conservado con hielo con 5 p. p. m. de 0. T. C. en cajas de aluminio man- EGLEFINO [Gadus aeglefinus) conservado con
tenidas a 2,5° C. A N hielo en cajas de aluminio a 25¢C.
o
oie e i e 55 2T \ tielo
- 3 — Hielg con Spp.m.de OTC.
1 2,50 27,63 — £ ____ Hielo con Sppm.de CTC.
4 3,10 21,46 0,91 =
7 6,80 16,95 2,42 bl |
10 32,00 10,00 3,32 i
13 87,00 5,63 2,70 e
17 151,00 2,82 Vestigios ~
20 (1) 2,38 — o
‘j S| st
=2
(1) Muestra no analizada. :
-
4
(=2
E Ejiop
Contenido en trimetilamina, glucosa y ribosa del eglefino (G. aeglefinus)
conservado con hielo con 5 p. p.m. de C. T. C. en cajas de aluminio man-
tenidas a 2,5° C.
TABLA III J T
Dias Mg g moe/100 ars mar 10D ¢rs
1 2,50 27,63 — WL
3 2,50 25,90 Vestigios . ) " , .
7 6,70 15,28 0,51 1 + e ? 1 I 7o
10 27,00 2,52 3,70 -Dias_de almacenamiento >
13 71,00 2,05 3,13
17 157,00 1,55 Vestigios
20 (1) 1,50 —

(1) Muestra no analizada.

— 174 — — 175 —



Gsculo .

mgrs. de ribosa /100 grs.de m

FIGURA I
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FIGURA III
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FIGURA IV

Contenido en Trimetilamina del misculo de
EGLEFINO (Gadus aeglefinus) conservado
en cajas de aluminio a 2,5°C,
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RESUMEN

El contenido en trimetilamina del eglefino (Gadus aeglefinus)
conservado en hielo aumenta al envejecer. Tal aumento es menor y mas
lento cuando al hielo se le adicionan antibiéticos (C. T. C. 6 O. T. C.,
5p.p.m.)

En el misculo de eglefino existen dos aziicares libres: glu-
cosa y ribosa.

La tasa de glucosa permanece casi constante los dos primeros
dias, para caer después bruscamente hasta valores préximos a cero, en
unos 20 dias. Por el contrario, la ribosa, aumenta durante los primeros
dias, alcanzando la concentracién maxima entre los 7-8 dias, descen-
d'endo después rapidamente hasta valores vestigiales, alrededor de los
17 dias de almacenamiento.

Cuando el eglefino se conserva en hielo con antibiéticos
(C. T.C.a O. T. C.) la tasa de ribosa es maxima a los 9-11 dias de
almacenamiento.

Los antibitéicos precitados prolongan la vida comercial del
pescado.

RESUME

Le contenu en trimethylamine de I’églefin (Gadus aeglefinus)
gardé dans de la glace augmente en vieillissant. Cette augmentation est
plus petite et plus lente lorsqu’on ajoute des antibiotiques (5 parties par
million de Chlorotetracycline ou d’Oxytétracycline) a la glace.

Dans le muscle de I'églefin il existe deux sucres libres: la glu-
cose et la ribose.

La quantité de glucose reste presque constante les deux pre-
miers jours et elle tombe ensuite de maniére brusque jusqu’a des valeurs

proches a zéro en 20 jours environ.

La ribose, au contraire, augmente pendant les premiers jours,
atteint la concentration maximum entre 7-8 jours et tombe ensuite rapi-
dement jusqu’a des valeurs vestigiales 17 jours environ aprés son em-
magasinage.
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Quan Déglefin est gardé dans de la glace contenant des anti-
biotiques (Chlorotetracycline ou Oxytétracycline) la guantité de ribose
est a son maximum 9-11 jours aprés son emmagasinage.

Les antibiotiques ci-dessus indiqués prolongent la vie com-
merciale du poisson.

SUMMARY

The trimethylamine content of haddock (Gadus aeglefinus) mus-
cle stored with ice increases as it becomes old. The inclusion of Chlorte-
tracycline (C. T. C.) or Oxytetracycline (0. T. C.) in ice preserving
haddock decreases its T. M. A. content and slows the rate of its pro-
duction.

In haddock muscle there have been found two free carbohydra-
tes, glucose and ribose.

While the glucose’s concentration is almost constant the first two
days, then it suddenly drops till values near zero in about 20 days. On
the contrary the ribose concentration increases from the firts days, rea-
ches its maximum at 7-8 days and then it quickly drops to trace values
in about 17 days.

When C. T. C. or O. T. C. are included in ice preserving haddock
the greatest ribose concentration occurs after 9-11 days of storage.

The above cited antibiotics extend the keeping quality of fish.
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