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RESUM

Es fa una revisio bibliografica de I’anali-
tica habitual en el peix i derivats, i davant
el fet de la inexisténcia de referencies espe-
cifiques que jutgin la qualitat de les anxo-
ves en salad, s’ha realitzat un estudi dels pa-
rametres quimics que permetin jutjar més
objectivament la seva evolucio.

Es proposen aquelles determinacions que
podrien ser obligades per definir-ne la
qualitat.

Noms clau: anxoves en salad, analitica de
les

RESUMEN

Después de hacer una revision bibliogra-
fica de la analitica habitual en pescados y de-
rivados, y ante el hecho de que no existen
referencias especificas que juzguen la cali-
dad de las anchoas en salazon, se ha reali-
zado un estudio de los pardmetros quimicos
que mas objetivamente permitan enjuiciar

su evolucion.

Se proponen aquellas determinaciones que
podrian ser obligadas para definir la calidad
de las mismas.

Nombres clave: anchoas en salazon, anali-
tica de las
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SUMMARY

Having undertaken a bibliophical revision of
the analytical process for fish and by-
products, and due to the lack of specific re-
ferences for the evaluation of the quality of
salted anchovies, a study has been done of
the chemical parameters which permit the

most objective evaluation of their evolution.
We propose those factors which could be
compulsory in definig their quality.

Key words: salted anchovies, analytical of

INTRODUCCION

Los productos de la pesca son una impor-
tante fuente de proteinas en nuestra dieta,
de conocido valor bioldgico, pero también
son un ejemplo de producto perecedero, de-
bido a su composicidon. Por esta razén, des-
de siempre, se han ensayado métodos de
conservacion, muchos de los cuales conti-
nuan utilizdndose hoy dia.

Los métodos tradicionales de secado y sa-
lado consiguen productos conservados de ca-
racteristicas organolépticas muy diferentes
a la materia de partida.

El uso de salmuera respeta hasta cierto
punto la textura original del pescado. Las
salmueras utilizadas pueden estar o no adi-
cionadas de vinagre y/o especias. En caste-
llano reciben el nombre de marinados en
fresco o semiconservas.

Estos preparados poseen un tiempo de
conservacion no muy largo, por lo que su
consumo no puede ser dilatado. En la sal-
muera, el pescado sufre un proceso de ma-
duracion y alcanza unas caracteristicas ape-
tecibles para su consumo, pero ademas ocu-
rre una evolucion degradativa que conviene
conocer para asegurar la inocuidad del pro-
ducto.

Logicamente hay cambios que pronto
trascienden, como el color, olor y sabor, pe-
ro de mas interés es el estudio de los para-
metros quimicos que pueden juzgar con ma-
yor imparcialidad la evolucion de la madu-
racion de estas semiconservas.

Como ejemplo a estudiar, se han escogi-
do las llamadas «anchoas en salazon o sal-
muera», conocidas y apreciadas por deter-
minados sectores del publico.

El tema nos ha interesado por diferentes
razones:

— Para poder conocer mejor los criterios
quimicos que juzgan estos productos y dar
una opinion analitica més correcta, si es po-
sible.

— Ofrecer pautas analiticas que sirvan pa-
ra el control de estas conservas, muchas de
las cuales se expenden sin demasiada aten-
cién en nuestros mercados, como es el caso
de las anchoas a granel.

— Y porque en Catalufa, sobre todo en
la parte norte de la costa de Gerona, existe
una produccion local tipica que, si bien eco-
némicamente no es muy importante, mere-
ce la pena conocer, al ser un producto nues-
tro.
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1. SITUACION LEGISLATIVA

El Real Decreto 1521/1977, de 3 de ma-
yo, aprueba la Reglamentacién Técnico-
Sanitaria de los Productos de la Pesca con
destino al consumo humano, en cuyo Titu-
lo 1, Articulo 3° define lo siguiente:

«3. Producto de la Pesca salada.- Es el so-
metido a la accidn de la sal comtn, en for-
ma solida o en salmuera.

«4. Producto de la Pesca en salazén.- Es
el sometido a la accion prolongada de la sal
comun, en forma soélida o en salmuera,
acompaiiada o no de otros condimentos o
especias.

«9. Producto de la Pesca en
semiconserva.- Aunque en sentido general
puedan considerarse semiconservas los pro-
ductos definidos en los puntos 3 al 8 (Pro-
ducto de la Pesca ahumado, Producto de la
Pesca desecado, Producto de la Pesca seco-
salado, ademas de los dos ya citados), a efec-
tos de esta Reglamentacion, se establece que
es aquel que, con o sin adicién de otras sus-
tancias alimenticias autorizadas, se ha esta-
bilizado para un tiempo limitado, por un tra-
tamiento apropiado y se ha mantenido en re-
cipientes impermeables al agua, a presion
normaly.

En esta Reglamentacion también se habla
de las caracteristicas organolépticas del pes-

cado fresco y productos terminados (BOE
n° 157, 1977).

El 1° de agosto de 1984, se ha aprobado
el real Decreto 1521/1984, nueva Reglamen-
tacion Técnico-Sanitaria de los Estableci-
mientos y Productos de la Pesca con desti-
no al Consumo Humano (BOE n? 201,
1984).

Respecto a la anchoa, especificamente, te-
nemos la Orden del Ministerio de Comercio,
de 7 de agosto de 1972, por la que se dictan
normas técnicas y comerciales de calidad,
que regulan su comercio exterior. En el
Apartado II, punto 3.1., se determinan las
condiciones minimas de calidad para la ma-
teria prima y el producto terminado, refi-
riéndose a:

«a) Carne de consistencia suficientemen-
te firme y sin que presente un grado avan-
zado de autdlisis.

«b) Aroma y Sabor peculiares del produc-
to.

«c) Carne de color blanco-rojizo o pardo-
rojizo.

«d) El contenido minimo de cloruros sera
del 15%, determinado segun el método des-
crito en el anexo I» (Método de Volhard)
(BOE n? 224, 1972; BOE n? 270, 1974)

2. ELABORACION DE LAS ANCHOAS EN SALAZON O SALMUERA

El salado es un método de conservacion
que se conoce de antiguo y es, aun hoy dia,
una técnica que se realiza de manera empi-
rica y practica.

La elaboracion de la anchoa es aun una
técnica artesanal, que la legislacion espafio-
la define de la siguiente manera:

«Se entiende por ‘‘anchoa en salazon’’ la
denominada Engraulis encrasicholus, des-

provista de cabeza y visceras, debidamente
sazonada en sal comun, prensada y madu-
rada. Se presentara en envases hermética-
mente cerrados o en barriles, debiendo apa-
recer las anchoas seleccionadas por tamanos
y empacadas en capas o camadas uniformes»
(BOE n? 179, 1964).

El boqueron se pesca en casi toda la costa
espafola, mediterrdnea y atldntica. A pesar
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de la extension de la pesca, podria decirse
que cada productor elabora estas semicon-
servas a su estilo, como producciones arte-
sanales y familiares que son. Asi, pues, en
L’Escala (Alt Emporda), provincia de Ge-
rona, se elaboran de la siguiente manera:
Una vez el boquerdn esta fuera del agua,
se pone en salmuera; luego es preciso desca-
bezarlo y extirparle la tripa, pero sin abrirlo
en canal y conservando el hilo rojizo que va
de la cabeza a la tripa. Posteriormente, se
colocan en bidones, con capas alternativas
de sal y pimienta, conservandose en los al-
macenes a una temperatura constante. Lue-
go, cuando la maduracion ya es patente, las
anchoas se colocan en el bote a base de pi-
sos sucesivos, separados por capas de sal-
muera y una capa final que las cubra total-
mente, antes de cerrar herméticamente.
El fendmeno que tiene lugar, una vez en-
tran en contacto con la salmuera, es la ma-

duracion. Es el mecanismo bioquimico, no
del todo conocido, que provoca la autdlisis
de la proteina. Numerosos autores estan de
acuerdo en que los microorganismos del pes-
cado no participan en el proceso, y si exis-
ten alteraciones bacterioldgicas serdn debi-
das a la contaminacidn inicial del pescado
en el momento de eviscerarlo o por lo esca-
so del cloruro sédico (Pirati, 1971).

Desde 1939 se admite que la catepsina in-
terviene en la proteolisis y, posteriormente,
también se mencion6 la peptidasa (Baldra-
ti, 1977).

El resultado es la disminucion gradual de
la rigidez del musculo, éste se torna blando
y comestible. En la autélisis se produce la
rotura de diferentes estructuras, aparecien-
do sustancias que inicialmente no estaban
presentes y que pueden utilizarse como pa-
rametros del estado de deterioro (Primo,
1979; Leandro, 1981).

3. EL BOQUERON

El boquerodn, Engraulis encrasicholus L,
es la materia prima en la elaboracién de la
anchoa; pertenece a la familia Engraulidae
que agrupa los géneros Engraulis, Stolepho-
rus'y Anchovia.

El boquerdn esta ampliamente distribui-
do, principalmente en las zonas cercanas al
ecuador terrestre, siendo Pert y Argentina
grandes productores; respecto al mar Medi-
terraneo, hay gran dispersion.

Segun Fage (1911), existen dos razas en
nuestras latitudes, la atlantica y la medite-
rranea, que se distinguen por el numero de
vértebras, la posicion de la aleta dorsal y el
numero de lineas en ellas.

Existen numerosos trabajos que recogen
datos bioldgicos y biométricos para diferen-
tes zonas de la costa espafiola; nosotros nos
referiremos al trabajo de Fage, L., ya que
trata de manera muy completa el boquerdon
mediterrdneo.

El boquerdn es una especie no migratoria
que, en determinadas épocas del afo, apa-
rece cerca de la costa. Esto es debido a las
necesidades de su ciclo, de manera que cuan-
do descienden las temperaturas, a principios
de invierno, empiezan a sumergirse hacia las
profundidades —100-150 m.— hasta encon-
trar una temperatura constante de 13°C.
aproximadamente. Alli llevan una vida se-
dentaria alimentdndose de diatomeas, desa-
rrollando sus génadas; cuando las tempera-
turas vuelven a aumentar, a principios de
abril, ascienden a la superficie, cerca de la
costa, donde llevan una vida peldgica, acti-
va, alimentdndose, y realizaran la freza.

La edad de los jovenes se mide por centi-
metros, pero en los adultos estd inscrita en
las escamas, ya que cada descenso marca un
tiempo de no desarroilo de las mismas, de-
bido al cambio de hdbitos que tiene lugar.
También parece ser que los boquerones mas
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jovenes se mantienen juntos en profundidad,
mientras que los adultos se encuentran dis-
persos en el fondo.

El ciclo anual en nuestras latitudes reper-
cute en cierta manera en la composicién qui-
mica, ya que varia en funcién de numero-
sos factores, como son la época de alimen-
tacion activa, acumulacion de reservas,

edad, sexo, estado de madurez sexual, en-
grasamiento, etc.

Respecto a la grasa, se ha visto que la mus-
cular tiene variaciones estacionales acusadas:
en primavera-verano hay valores maximos
y en otofio-invierno, minimos, como refleja
la Figura 1. A finales de marzo, el mdximo
empieza a descender, lo que coincide con la
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actividad sexual, descendiendo mas al final
del desove. La grasa visceral también dismi-
nuye en la misma época, pero se recupera an-
tes que la muscular, durante el periodo de

reposo de las gonadas. La época de mayor
peso coincide con la mdxima grasa (Fernan-
dez, 1960).

4. EL MUSCULO DE PESCADO: COMPOSICION
(Primo, 1979; Leandro, 1981; Hultin, 1984)

La composicion del musculo interesa pa-
ra saber el origen de una serie de sustancias
que posteriormente se estudian. Diferencia-
mos tres grupos de sustancias para los pes-
cados en general, y un cuarto grupo para los
pescados grasos.

4.1. Proteinas

El pescado es un producto eminentemen-
te proteico, las proteinas son de gran valor
bioldgico por la existencia de aminoacidos
csenciales, que varian en proporcion segun
la especie.

Son las responsables de las propiedades fi-
sicas. Asi, cualquier modificacién en las mis-
mas se refleja en sus caracteristicas, que in-
teresan tanto para el consumo como para su
industrializacién. Se dividen en:

— Proteinas sarcopldsmicas, en las que
destacan los sistemas enzimaticos del meta-
bolismo, que generalmente actuan a baja
temperatura, de manera que cuando el pes-
cado es refrigerado o puesto en hielo, aca-
bado de pescar, pueden ocurrir grandes cam-
bios, debido a que los sistemas enzimaticos
continuan actuando.

— Proteinas miofibrilares, que incluyen
las proteinas estructurales, actina y miosina
principalmente. Son las responsables de la
transformacion de la energia quimica en
energia mecanica durante los fendmenos de
contraccion y relajaciéon muscular.

— Proteinas del estroma, que compren-
den las proteinas contractiles, como la des-
mina y la conectina, y las proteinas del teji-
do conectivo representado por el coldgeno.
El porcentaje de coldgeno en el pescado es
inferior al de los animales terrestres, al no
necesitarlo como soporte. Es blando y fra-
gil, inestable a elevadas temperaturas y se
destruye facilmente en la coccion.

4.2. Sustancias nitrogenadas no proteicas

Estas sustancias se encuentran, principal-
mente, en el plasma y el liquido intracelu-
lar. Con su presencia contribuyen al aroma
y sabor del pescado, de manera que su alte-
racion o deterioro nos indican su estado. Las
principales son:

— Aminoacidos libres, como la glicerina,
alanina, histidina, creatina. ‘

— Péptidos, como la anserina.

— Bases puricas, principalmente la urea,
que en grandes cantidades da mal sabor, co-
mo ocurre en los peces cartilaginosos.

— Oxido de trimetilamina, que se obtie-
ne de la ingesta de copécodos, pequeios
crustaceos marinos.

— Bases voldtiles, cuya concentracion
aumenta en el proceso de pérdida de frescor,
por la accion bacteriana y enzimatica duran-
te el almacenamiento.
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4.3. Lipidos (Fontaine, 1979; Stansby, 1979;
Hultin, 1984)

El contenido graso de los peces magros es
del orden del 1%, mientras que en los peces
grasos puede ser del 5 al 70%.

Los lipidos presentes en los peces son los
habituales en los vertebrados superiores. El
porcentaje y clases de dcidos grasos dentro
de una misma especie varian en funcion de
varios factores, como son el individuo, edad,
sexo, estado nutricional, temperatura am-
biente, etc. Lo destacable es la presencia im-
portante de dcidos grasos insaturados y po-
liinsaturados, ocupando un segundo lugar
los saturados. Por esta razon, los pescados
grasos como la caballa, el arenque, el boque-
ron y otros se utilizan como fuente de 4ci-
dos grasos insaturados; los mayoritarios son
el acido oleico (n-9), palmitoleico (n-7), li-
noleico y linolénico (n-3), que es el mayori-
tario. Peru es el principal productor de aceite

de pescado (utiliza boquerdn).

Se puede concluir respecto a la anchoa que
la cantidad y calidad de sus dcidos grasos no
se conocen del todo, ya que los datos exis-
tentes se refieren a muestras de pocos indi-
viduos en determinadas épocas, por lo tan-
to estd sujeto a variaciones.

4.4. Otros componentes

Respecto a la anchoa, como producto ela-
borado, nos remitimos a los datos de las ta-
blas de composicion de alimentos existentes.
Como ejemplo, citamos:

— «Tambla de composicion de alimentos
para uso en América Latina» (Woot-Tsuen,
1964).

— «Composition of Foods», U.S. De-
partment of Agriculture» (Watt, 1975). (Ver
Tabla 1).

5. TRANSFORMACION DEL MUSCULO
(Primo, 1979; Leandro, 1981; Hultin, 1984)

Cuando el pescado muere, sus caracteris-
ticas organolépticas son diferentes a las exis-
tentes en el momento de consumo, debido
a los cambios fisicos y bioquimicos que tie-
nen lugar durante este intervalo. (Figura 2).

«In vivow, la principal fuente de energia
es la glucdlisis. En momentos de actividad
y aporte deficitario de oxigeno, el acido pi-
ruvico no se incorpora al ciclo de Krebs, y
pasa a dcido ldctico, que es eliminado por
el sistema circulatorio.

Cuando ocurre la muerte, hay un cese del
aporte nutritivo y de oxigeno, no se elimi-
nan los metabolitos ni el anhidrido carbdni-
co y aparece un desequilibrio que nos lleva-
ra al «rigor mortis».

Al inicio del «post mortem», se intenta

mantener el nivel de ATP por vias inmedia-
tas como son:

Fosfato de Creatina + ADP — ATP + Creatina

ADP + ADP —» ATP + AMP

Pero la principal via de obtencion es la
glucolisis a partir de la glucosa atin existen-
te y del glucdgeno principalmente. La via
glucolitica produce ATP, pero también pro-
duce 4cido lactico, que llegard a inactivar la
via. La cantidad de acido ldctico depende de
la cantidad de glucdgeno existente, que en
determinados pescados puede ser baja, de-
bido al esfuerzo realizado en la lucha de la
captura; en estos casos el pH no disminuye
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tanto y el «rigor mortis» que se instaure se-
r4 alcalino.

Cuando disminuye el ATP, no regenerdn-
dose, ya no puede actuar en la unién actina-
miosina, formandose de manera irreversible
la actinomiosina, lo que da lugar a la no ex-
tensibilidad de las fibras y se instaura el «ri-
gor mortis», de manera que al llegar a este
estado se cumple:

— Disminucion del pH

— Formacidn del 4cido lactico, de mane-
ra que pH inicial 7.2-7.4 disminuye lenta-
mente hasta 6.6 aproximadamente, y a par-
tir de aqui baja rapidamente hasta 5.5-5.4.
La velocidad de acidificacion depende de la
especie.

En el pescado, el «rigor mortis» se instau-
ra entre unay siete horas después de su cap-
tura, mds rapidamente que en los mamife-
ros. Es dependiente de la especie, edad, se-
x0, estado de madurez, musculo utilizado en
particular, manufacturacion y temperatura.

La principal caracteristica de este estado
es la pérdida de extensibilidad de las fibras
musculares, considerandose una contraccion
andloga a la que tiene lugar «in vivo», pero
irreversible. También se caracteriza por la
inactividad bacteriana.

Posteriormente al «rigor mortis», la rigi-
dez muscular disminuye gradualmente y co-
mienza la llamada fase de «maduracion».

Pi NH

atP 2> ADP —{> amp -2

Esta disminucién gradual es debida a la ac-
tividad proteolitica de las enzimas celulares;
posteriormente, ya se inicia la putrefaccion.

La fraccidn de sustancias que mds contri-
buye a alterar sanitaria y organolépticamente
al pescado son las sustancias nitrogenadas
no proteicas, que, degradadas, dan lugar a
sustancias no presentes inicialmente y que
podrian utilizarse como pardmetros del es-
tado de deterioro. Destacan:

— Oxido de trimetilamina, abudante en
los peces marinos, que es reducido a trime-
tilamina, dimetilamina y formaldehido.

— Urea, que da lugar a amoniaco como
producto final.

— Ciertos aminodcidos, como:
- histidina que, por medio de la histi-
dinadescarboxilasa pasa a histami-
na; esta sustancia puede encon-
trarse en cantidades relativamente
altas en determinadas especies,
produciendo cuadros toxicoldgicos
(Gallardo, 1983).

- leucina y valina que, transformados
pasan a dcido isovaleridnico, alde-
hido isovaleridnico y dcido -ce-
tovaleridnico.

— Nucledtidos, principalmente la degra-
dacidon del ATP, que da lugar a una serie de

sustancias como la hipoxantina (ver Figu-
ra 3).

Pi

3
> ACIDO INOSINICO —Z > INOSINA

HIPOXANTINA

FIGURA 3. Degradacion del ATP (Jones, 1964)
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6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1. Descriptiva y preparacion de las
muestras

Se ha trabajado con dos tipos de muestras:

— Anchoas en salazon, envasadas en bo-
te de vidrio, adquiridas en marzo. Del mis-
mo bote se tomaron tres muestras, una en
el momento de abrirlo, otra a los quince
dias, y la tercera, transcurrido un mes. Se
enumeraron como M1, M2 y M3.

— Anchoas en salazdn, de venta a granel,
adquiridas en junio. Se tomd una muestra
en el momento, y otra a los quince dias. Se
numeraron como JN1 y JN2.

Las anchoas se trataron de manera simi-
lar a la practica casera. Se comienza por la-
var las anchoas, bajo el grifo, eliminando,
con el paso sucesivo de los dedos, la sal im-
pregnada, las escamas y aletas que atin con-
serven, prosiguiendo, con mads presion de los
dedos, la piel —de tacto aceitoso— y trozos
del filete que se desprenden. Ahora, con la
ayuda de los dedos, se abre la anchoa por
la mitad, queddandonos dos filetes, uno de
ellos con la espina, que separamos. A conti-
nuacion mantenemos los filetes, durante 10
o 15 minutos, en remojo, para desalarlos y,
posteriormente, se escurren durante 5 o 10
minutos sobre papel de filtro. A partir de los
filetes asi lavados, se prepara una pasta ho-
mogénea, que se conserva en recipientes ce-
rrados, en nevera.

6.2. Parametros

Hemos considerado los parametros ana-
liticos en tres grupos:

A) PRIMER GRUPO

6.2.1. Determinacion de humedad: segun
las pautas convencionales, utilizando 2g. de
la muestra, pasta homogeneizada. Se expresa

en g de agua por 100 g de muestra (dela To-
rre, 1983).

6.2.2. Determinacion de cenizas: incine-
rando 2 g de muestra, a 450°C, para evitar
la pérdida de cloruros (de la Torre, 1983).

6.2.3. Determinacion de cloruros: se rea-
liza a partir de las cenizas tratdndolas con
agua destilada y filtrando hasta un volumen
conocido; en una alicuota de él se determi-
nan los cloruros por el método de Mohr. Se
expresa en g NaCl por 100 g de muestra.

6.2.4. Determinacion de pH: se maceran
2-4 g de pasta con agua destilada, y al cabo
de un tiempo, lectura el el pH-metro (Teja-
da, 1979; Tejada, 1980).

B) SEGUNDO GRUPO: fraccion nitrogenada

6.2.5. Determinacion de nitrogeno total:
se determina por el método de Kjeldahl, uti-
lizando 0,5 g de muestra. Se expresa en g de
nitrégeno por 100 g de muestra. A partir de
este dato también se puede calcular el por-
centaje de proteina, al multiplicarlo por 6,25
(de la Torre, 1983).

6.2.6. Determinacion del nitrogeno vold-
til (NBV): sobre la base del desplazamiento
de la fraccidn voldtil con un dlcali fijo, a
lo largo del tiempo, se han hecho muchas
precisiones sobre la metodologia més ade-
cuada. Por esta razon ha parecido interesan-
te hacer un breve repaso bibliogréfico:

a) Método de Hilling. Este método no uti-
liza alcalinizante, evitdindose los pro-
blemas de hidrolisis de compuestos ni-
trogenados, que pueden interferir en
las determinaciones. Utiliza 20 g de
musculo que es triturado y macerado
con agua destilada. Se centrifuga, de-
canta, y el extracto se lleva a 100 ml.
Una alicuota se destila en corriente de
vapor a través de una suspension de
hidroxido célcico. Se recoge sobre
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10 ml de agua y se valora con HCI
0,01 N hasta pH 5,5 (Gallardo, 1979).

b) Método de precipitacién tricloroacéti-
ca. Utiliza 20 g de musculo triturado,
macerado con 4cido tricloroacético al
5%, se agita, se deja reposar, y el fil-
trado de lleva a 100 ml; 25 ml son des-
tilados en presencia de NaOH 5% y el
destilado se recoge en HCI 0,05 N y
se valora con NaOH 0,05 N hasta pH
5,5 (Gallardo, 1979; Gallardo, 1982).
Gllardo & al. (1979) utilizan 6xido
magnésico para evitar la hidrolisis pro-
ducida por el hidréxido sédico, modi-
ficando la técnica, como se puede ver
en la Tabla 2.

¢) Método de Liicke y Geidel, modifica-
do por Antonacopoulos. La técnica de
Liicke y Geidel consiste en la destila-
cion de las bases voldtiles del muscu-
lo del pescado en presencia de éxido
magnésico. Utiliza 5-10 g de pescado
triturado destildndolo adicionando
1-2 g de 6xido magnésico. El destila-
do se recoge en acido sulfurico 0,1 N
afadido de indicador Tashiro (Merck,
1976). El resultado se expresa en mg
de nitrégeno por 100 g de muestra, y
considera validos los valores:
Buen estado 30 mg N/100 g M
Atn comestible 40 mg N/100 g M
Descomposicion rapida més de 40 mg N/100g M

Antonacopoulos (1960) modifico es-

ta técnica, disenando un aparato de
destilacion en corriente de vapor (Ver
Tabla 2) (Baythien, 1957; Gallardo,
1982).

6.2.6.1. Método utilizado. Se ha utiliza-
do la destilacion directa con 6xido de mag-
nesio. Se parte de 1-2 g de pasta homogénea
y se procede a la destilacion, con adicion de
4 ml. de suspension de 6xido magnésico al
2%, sobre 10 ml. de dcido sulfurico 0,1 N en
presencia del indicador Tashiro. Se recogen
unos 150 ml. del destilado y se valora con
NaOH 0,1 N, al retroceso. El resultado se

expresa en mg de N por 100 g de muestra.

6.2.7. Determinacion de trimetilamina. El
pescado fresco tiene un peculiar aroma que
se torna, durante la descomposicién, en otro
persistente, intenso y putrido. La trimetila-
mina (TMA) y la dimetilamina (DMA) son
los principales responsables del aroma alte-
rado. Por eso nos interesa su determinacion.
(Ver Tabla 3).

El método de Dyer (1945) utiliza un ex-
tracto tricloroacético al que afiade formol,
tolueno y solucion de carbonato potdsico. Se
agita enérgicamente y se deja reposar. Se pi-
petean cinco mililitros de la capa orgdnica
que reacciona con acido picrico. Se lee a 410
nm frente tolueno.

Esta pauta ha sido modificada por dife-
rentes autores:

- Hilling & al. (1965) sustituye el extracto

por el destilado;

- Tozowa & al. (1970) sugiere el hidroxi-
do potésico como alcalinizante;

- Castell, Dyer & al. (1974) proponen la
determinacién simultdnea de TMA vy
DMA, ya que segun ellos el TMA in-
dica la deterioracién microbiana,
mientras que la DMA indica la dete-
rioracidén enzimatica en la conserva-
cion.

Nosotros hemos utilizado la pauta pro-

puesta pos Gallardo & al. (1982), modifica-
cién de la de Dyer.

6.2.8. Determinacion de dimetilamina
(DMA). Método espectofotométrico de
Dowden (1938), del ditiocarbamato, basado
en la reaccion de DMA con S,C y solucién
de sulfato ctprico. Se forma un complejo de
cobre, amarillo, del acido ditiocarbamico,
insoluble en agua y extraible con disolven-
tes organicos. Las aminas primarias y secun-
darias no interfieren (Gallardo, 1982).

6.2.9. Determinacion de aminas voldtiles
por cromatografia de gases. La trimetilami-
nay la dimetilamina han sido un tema de es-
tudio durante varias décadas, debido a su re-
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lacion con la alteracion y efectos de la alte-
racion bacteriana en pescado fresco duran-
te el almacenamiento, y en los ultimos afios
se han detectado, sin ser cuantificadas, otras
aminas primarias, secundarias y terciarias,
que seria importante conocer, ya que se
creen precursoras de nitrosaminas carcino-
génicas. Parece obvio que la cromatografia
de gases podria resolver la analitica cualita-
tiva y cuantitativa de esta mezcla compleja
de aminas.

De los trabajos de Keay & al. (1972), Gru-
ger (1072) y Gallardo & al. (1979) entresa-
camos los puntos fundamentales que se re-
fieren a los detalles de preparacién de la
muestra y columna cromatogréfica que em-
plean:

- Se parte de un extracto acido del pesca-

do que se alcaliniza (NaOH o MgO)
y se destila (en corriente de vapor o di-
recta) sobre dcido.

- Las soluciones patrén de aminas, por ra-
zon de su volatilidad, se valoran por
microKjeldahl.

- Los destilados acidos se emplean ya pa-
ra su inyeccion directa en el cromato-
grafo, ya por previo lavado con disol-
ventes orgdnicos que se desechan.

- Las columnas ensayadas, respectivamen-
te son:

.Columna de vidrio, con Silocell C22
(80-100 mallas), Dowfax 9N9,KOH.
.Columna de vidrio,con Chromosorb
103 (80-100 mallas).

.Columna de vidrio, con Igepal CO-
630.

De la discusion de las condiciones croma-
tograficas se concluye que hay criterios di-
versos y confrontados respecto a la baja con-
centracion de los destilados, contaminacion
de las columnas (vida de las mismas) y del
bloque de inyeccion; todo ello nos lleva a co-
mentar que, aunque se hayan propuesto mé-
todos, éstos no son fdciles ni estan libres de
critica, por lo que su practica compleja des-
borda el interés real del propdsito del andli-
sis. Otros parametros mas faciles de reali-

zar nos pueden llevar a conclusiones muy pa-
recidas para juzgar la evolucion de la frac-
cién nitrogenada de los pescados.

6.2.10. Determinacion de hipoxantina
(Hx). Al morir el pescado se inicia la degra-
dacién «post mortem» y con ello el ATP da
lugar a 5-monofosfato de inosina (IMP). Es-
ta sustancia contribuye al agradable olor de
«pescado fresco», pero posteriormente, en
el almacenamiento, prosigue su degradacion
hacia hipoxantina, con lo que disminuye
aquel agradable aroma. El proceso que se su-
pone tiene lugar en el indicado en la Figu-
ra 4.

La validez de este pardmetro en las deter-
minaciones de calidad es patente en la bus-
queda de una técnica rdpida de aplicacion
comercial. Para su valoracion se han utili-
zado métodos por cromatografia en papel,
intercambio idnico, precipitacién como sal
de plata, pero, finalmente, se ha propuesto
un método enzimatico basado en la oxida-
cion de la hipoxantina (Hx) a dcido urico
(AU), mediante el enzima xantinoxidasa y
posterior lectura a 290 nm. (Ver Fig. 5).

La pauta propuesta por Jones-Murray
(1964) es la seguida por nosotros. El resul-
tado se expressa en £ mol Hx por g de mues-
tra.

C. TERCER GRUPO: fraccién lipidica

6.2.11. Determinacion de grasa total. Se
emplea la técnica de extraccidon continua de
Soxhlet usando 2-3 g de muestra interponién-
dola con sulfato sédico anhidro, hasta con-
seguir un polvo suelto. El resultado se ex-
presa en g de grasa por 100 g de muestra (de
la Torre, 1983).

6.2.12. Determinacion de grasa «sin alte-
rar». La grasa extraida por el método Soxh-
let no es utilizable para la determinacion de
ciertos pardmetros de calidad, ya que este
proceso de extraccion supone una calefac-
cion y posible oxidacidn de la grasa extrai-
da.



ARXIUS de I’Esc. Sup. d’Agricultura. Barcelona

Pi mioquinasa NM3 fosfa‘tasa
atp—2— S app —E—D amp 2~ _Simp —{> INOSINA
AT Pasa sarcoplasmica desaminasa
. RIBOSA + HIPOXANT INA
nucleosido
hidrohy@ /d\ﬂ.
INOSINA OXIDACION \ AC.URICO
nucleosido
fosforilasa

RIBOSA-1-P + HIPOXANTINA

FIGURA 4. Formacion de Hipoxantina (Eskin, 1971)

OH OH OH
Y Nageo” T Nt T
] [ %ﬁﬁ%‘&o)\ | e |
\N NH uB \N NH H O/l\n NH
HIPOXANTINA AC.URICO

FIGURA 5. Base de método enzimitico (Jones, 1964)
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Para evitar estos inconvenientes, se pro-
cede a una extraccion en frio, a partirde 6 g
de muestra previamente desecados con 60 g
de sulfato sddico anhidro, dispuestos en una
columna. Se consigue una buena extraccion
con la mezcla cloroformo-metanol 2+ 1, se-
gun Folch (1951).

El extracto organico, 300 ml, se lavara con
3 x 100 ml de solucién acuosa saturada de
cloruro sédico, que facilita la separacion de
fases. El extracto cloroférmico se recoge en
matraz aforado de 200 ml, previa filtracion
a través de sulfato sodico anhidro.

Esta solucion cloroférmica, cuya riqueza
se determina en casa caso, expresandose en
g de grasa por 100 ml de solucion, es la so-
lucion de trabajo para cualquier determina-
cion analitica posterior.

Nos ha parecido interesante la determina-
cion de los parametros siguientes:

- Indice de peroxidos

- Absorcidén al U.V. o K,,,

- Indice de Kreiss

- Indice del acido tiobarbiturico (TBA).

Ante el hecho de la elevada insaturacién
de los acidos grasos de la grasa de esta espe-

cie animal, es ldgico presumir que los pro-
cesos de autoxidacion se pueden instaurar fa-
cilmente, maxime teniendo en cuenta la tec-
nologia que supone la preparacion de las an-
choas y los periodos prolongados de alma-
cenamiento industrial e inclusive de consu-
mo casero. Por esta razon, los dos pardme-
tros iniciales mas usados y conocidos en el
control de las grasas oxidadas creemos que
deben complementarse con otros, como son
el Indice de Kreiss y el Indice de TBA, que
nos informan de fases ulteriores de la oxi-
dacién.

6.2.12.1. Indice de Peroxidos. Determina-
cién segun la norma UNE-55.023.

6.2.12.2. Absorcién al U.V. o K,,,. De-
terminacién segun la norma
UNE-55.047.

6.2.12.3. Indice de Kreiss. Es una reaccion
conocida de antiguo (1902), que se ba-
sa en la formacién de un compuesto
coloreado, entre el floroglucinol y los
productos de oxidacidn de los cuerpos
grasos, en medio dcido. (Ver figura 6).

OH OH
CH; CH-HOHC
N/
OH O on
OH ; OH
CH-CH—CHO *
4 \2 )" H D
0
4o OH HO OH

FOROGLUCINOL + ALDEHIDO —{> COMPUESTO

EPIHIDRICO

COLOREADO

FIGURA 6. Reaccion de Kreiss (Pirati, 1971)
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Es especifico para el aldehido epihi-
drico; los componentes responsables
de la reaccién corresponden a los epo-
xidos o sus acetales, aunque el alde-
hido maldnico también dé positivo, al
existir isomeria entre él y el 2,3 epoxi-
propanal.

Es una reaccion sensible pero no apli-
cable a cuantitativa. Hemos seguido la
técnica propuesta por K. Taiifel y P,
Sadler, en (Beythien, 1957; Olias,
1971).

6.2.12.4. Indice del TBA. Este indice se

ha desarrollado para determinar el es-
tado de conservacion o evidenciar el
desarrollo del enranciamiento de las
grasas en los productos alimentarios,
mads en los elaborados que en los fres-
Cos.

OH

HS{

OH

Se basa en la reaccion del dacido
2-tiobarbiturico con el aldehido malé-
nico, producto de oxidacion de los li-
pidos muy insaturados, produciendo
una coloracién anaranjada que se lee
a 530 nm. La Figura 7 nos muestra la
reaccion que tiene lugar segun
Sunhuber-Yu (1977).

Esta coloracién consta de dos compo-
nentes, rojo y amarillo, luego hay dos
maximos de absorcién, a 534 nm y 450
nm respectivamente; pero la mayoria
de los autores propone la lectura a 530
nm al ser mds estable. (Asakawa,
1975).

El método seguido es el propuesto por
Gutiérrez y Vargas (1957). El resulta-
do se expresa en mg de aldehido ma-
lénico por Kg de muestra, es decir
ppm.

N —
\ + HC CHy CH————DS=< )=CH—CH,— CH;-C />SH
N_—

TBA ALD. MALONICO PIGMENTO ANARANJADO

2 HJO

FIGURA 7. Reaccion del TBA (Sinhuber, 1977)

7. COMENTARIOS

Los valores de los parametros estudiados  dica, sdlo tiene interés para el elaborador,
estan agrupados en la Tabla 4. Para el pri- que debe atender a unas concentraciones mi-
mer grupo de pardmetros cabe comentar que  nimas en el producto acabado, pero, en el
la determinacion de cloruros, tal como se in- momento de consumo, segun se haya mani-
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pulado (desalado), los cloruros serdn siem-
pre diferentes. El valor del pH es indicativo
de la estabilidad del producto.

En cuanto al segundo grupo, se observa
que el nitrégeno voldtil evoluciona, con el
tiempo, a valores superiores. El valor de tri-
metilamina hallado para las diferentes mues-
tras es bajo, pero se observa que aumenta
con el tiempo. La hipoxantina evoluciona
paralelamente al nitrégeno voldtil y a la
TMA.

En el tercer grupo, los valores de Indice
de Perdxidos no permiten enjuiciar la evo-
lucidn de la muestra al ser arbitrarios. Si és-
te se considera junto con el valor de K,,, es
facil interpretar la evolucidén, ya que los pro-
ductos de oxidacion van disminuyendo y van
pasando a secundarios, detectados a 270 nm,
lo que nos indica una fase avanzada del de-
terioro de la grasa. El valor de TBA, en ge-
neral, disminuye, por la pérdida de sustan-
cias volatiles, lo que es corroborado por el
Indice de Kreiss.

De todo esto se concluye:

— De la revision de la legislacion existen-
te sobre semiconservas, no se ha concreta-
do hasta la fecha ninguna Norma de Cali-
dad que defina y regule las anchoas en
salazon.

— Los pardmetros quimicos que juzgan
la calidad de los pescados y derivados son
vagos, y aunque se deben tomar como pun-
to de referencia, no se adaptan a las parti-
cularidades del producto estudiado.

— La tecnologia del producto varia segtin
la zona de produccion (por ejemplo, la costa
cantdbrica y la zona de Levante); ello con-
duce a que el producto que se consigue de-
ba ser diferente, no sélo en su aspecto, sino
también en su contenido graso.

— El proceso de maduracién supone una
evolucién muy profunda del material nitro-
genado (proteico o no) y de la fraccién de

grasa, ésta por su naturaleza tan insatura-
da.

— Hemos observado que se presta mucha
atencion a la evolucion de la fraccion nitro-
genada. Si bien ésta es interesante, se debe-
ria prestar igual atencién a la fraccién gra-
sa.

— Entendemos que un estudio profundo
que llegue a un detalle muy pormenorizado
de los cambios, sin que por ello se deba su-
bestimar, no tiene finalidad practica para lle-
var un control periddico de calidad.

— Por estas razones, concluimos respec-
to a la fraccion nitrogenada, que es vdlida
la determinacion de nitrégeno voldtil y tri-
metilamina, acompaifado del dato de la hi-
poxantina, ya que supone una fase de alte-
racion diferente, pero relacionada con la
transformacion del musculo.

— Respecto a la fraccion grasa, deben
destacarse los pardmetros referentes al estu-
dio de la absorcion de U.V e indice de TBA,
para detectar los productos secundarios de
oxidacion, tan fécil de generarse en este ti-
po de grasa.

— El indice convencional de calidad, el de
peroxidos, nos parece poco significativo,
pues como sabemos un valor bajo puede lle-
var a conclusiones totalmente falsas sobre el
estado de alteracién.

— Una Norma de Calidad no deberia ol-
vidar las determinaciones:

- pH

- Nitrégeno de bases volatiles

- Trimetilamina

- Hipoxantina

- Indice de Peréxidos junto con absor-
cién al U.V

- Y finalmente, para marcar valores de
referencia, se deberia realizar un
seguimiento real de una misma par-
tida e igual procedencia.
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TABLA 1

Composicion de la anchoa

= = o ; < CH . .
H,0%| Energia Cal | Proteina g | Grasa g lolal-figra Cenizas g CayP mg

ANCHOA no
muy salada [
COILY SIC 58,6 176 19,2 10,3 03 — 11,6 168 210
aceite,
en escabeche
(a)
AHERIOR 76,4 95 21,5 04 | — — 2,1 101 272
fresca (b)

a. «Composition of food» U.S. Department of Agriculture (Watt, 1972)

b. «Tabla de compensacién de alimentos de uso en América Latina (Woot-Tsuen, 1964)

TABLA 2
Métodos para la determinacion de N-BV
PREPARACION

METODOS MUESTRA DESTILACION RECOLECCION | VALORACION

g M volumen final

Alicuota Alcali Condiciones

HILLING & al

Extracto acuoso

Alicuota Destilacion por co-

En 10ml de H,O

HCI 0,01 N hasta

(Gallardo,1979) 20g rriente de vapor a H5.5
80ml H,O 100ml través de Ca (OH), P22

Precipitacion Extracto tri-

Tricloroacética cloroacético Destilacion NaOH 0,05 N

(Gallardo, 1979 | 20g 100mi |2°m! NaOH directa| 7 HC1 005N hasta pH 5,5

y 1982) 80ml TCA 5%

Variacion de Destilacion | Recoger 40ml en

GALLARDO idem 25ml 2g MgO directa | 5ml de ac. borico HCl 0,01 N

& al.(1982) Destilar 10’ | al 4% con Tashiro

LUCKE- Destilacion

GEIDEL : 5-10g M 1-2gMgO directa| En ac. sulfurico

(Beythien, 1957) Stz exiracto Inicio 10’ | 0,1 N con Tashiro| NeOH O.I'N
Destilar 25’

Xﬁ?gﬁlg% _ Desl(ijlgcién Recobgler. 120ml oe7n He

POULOS Sin extracto 10g M 2g MgO irecta| ac. borico al 4% 10,01 N

(Gallardo, 1982)

Destilar 10’

con Tashiro
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TABLA 3
Métodos para la determinacion del TMA y DMA

METODOS TMA

Preparacion muestra

g M Volumen final Procedimiento Longitud de onda

DYER (1959)

A 1 ml del extracto, diluido a 4

Extracto ml se afiaden 1 ml de formol al
tricloroacético 10%, 10 ml de tolueno y 3 ml de Lectura a 410 nm
100 ml solucién saturada de K,CO,. A

una alicuota se anade ac. picrico.

Variacion HILLIG

Sustitucion del extracto tricloroacético por el destilado

& al. (1965)

Variacion TOZOWA | Sugiere el KOH como alcalinizante para disminuir la interferencia
& al. (1970) la DMA

Variacion CASTELL e .

& al. (1974) Determinacion simultdanea de TMA y DMA

Variacién Utiliza KOH al 30% como alca-

GALLARDO & al.
(1982)

idem linizante. Calienta la mezcla de idem
reactivos a 30°C

METODOS DMA

DITICARBAMATO
(Gallardo, 1982)

A 1 ml de extracto se afiade 1 ml
de sulfato ciprico amoniacal y
10 ml de S,:Etanol:CL,CH. | Lecturaa 43l nm
Calentar, agitar y afadir ac.
acético al 30%

idem
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TABLA 4
Evolucion de los pardmetros analiticos en las muestras estudiadas

M1 M2 M3 IN1 IN2
HUMEDAD % 13,11 | 31,61 30,01 3534 | 33,75
CENIZAS % 8,41 8,85 6,29 7,94 7,10
CLORURO SODICO % 7,30 7,73 5,49 7,28 6,91
pH 5,65 5,6 5,6 5,5 54
N - total % 3,05 3,27 3,39 3,41 3,61
PROTEINA % 19,09 | 2043 | 21,18 | 21,31 | 22,5
N-BV mg/100g 25,82 | 26,03 | 32,19 | 5336 | 60,17
TMA mgN/100g — 0,4 0,91 0,72 2,6
HIPOXANTINA mol/g 0,19 0,299 | 0249 | 0376 | 0,281
s 2,15 2,12 2,11 2,87 3,16
GRASA %0 1 0,054 | 0,094 | 0,056 | 0,148 0,08
INDICE meq./Kg
SRRSO 110,2 | 23,96 | 19,05 | 16594 | 146,19
Ky 5,69 4,38 7,57 8,74 8,18
KREISS + g — +— + o+ + o+
TBA mg al. malénico/Kg 26,56 6,69 12,04 44,0 36,23

* = Extraccién Soxlet

** = Extraccidon Cloroformo-metanol 2:1
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