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RESUMEN

Formacién de compuestos fluorescentes durante el
almacenamiento refrigerado de sardina (Sardina pilchar-
dus): comparacién con indices de alteracién lipidica

Durante 16 dias se almacenaron sardinas en hielo. A lo largo
de este tiempo se estudié la formacion de compuestos fluorescen-
tes a distintos maximos de longitud de onda de excitacién/emision
con el fin de seguir las posibles variaciones de estos compuestos
producidas al aumentar el tiempo de almacenamiento; las medidas
de fluorescencia se realizaron sobre las fases acuosa y organica
(lipidica) resultantes de la extraccion de lipidos. Asimismo, estos
andlisis se compararon con medidas tradicionales de hidrdlisis
(contenido en &cidos grasos libres, AGL) y oxidacién (contenido en
dienos conjugados, indice de &cido tiobarbitdrico, TBA) lipidicas.

Los indices clasicos de alteracién lipidica no proporcionaron
una buena medida del estado de alteracion en el caso de encon-
trarse ésta en estado avanzado. Asi, el contenido en dienos reflejo
un valor creciente hasta el noveno dia, produciéndose después un
descenso paulatino. Por su parte, las medidas de AGL e indice de
TBA mostraron su valor maximo el decimotercer dia de almacena-
miento, produciéndose posteriormente un ligero descenso.

Se observé que a medida que aumentaba el tiempo de alma-
cenamiento se producia un incremento en la fluorescencia de la
mayoria de los maximos considerados (393/463 nm, 446/490 nm y
479/516 nm), mientras que otros tenian tendencia a disminuir
(327/415 nm, especialmente); como resultado global se producia
un incremento relativo de la fluorescencia de los méximos de
mayor longitud de onda frente a los de menor longitud de onda.

La relacién entre dos de los méaximos de fluorescencia estu-
diados (393/463 y 327/415) experimentd un incremento progresivo
respecto al tiempo de almacenamiento de la muestra de sardina; el
estudio de esta relacién en la fase acuosa reflejé una mejor corre-
lacién (r= 0,8533) que en el caso de la fase organica (r= 0,7457).
Con los resultados del presente trabajo se concluye que la medida
de compuestos de interaccion a través de sus propiedades fluo-
rescentes resulta util como medida de la alteracién durante el alma-
cenamiento en estado refrigerado.

PALABRAS-CLAVE: Almacenamiento — Calidad -
Compuesto fluorescente — Hidrdlisis lipidica — Oxidacion lipidica
— Refrigeracion — Sardina.

SUMMARY

Fluorescent compounds formation during sardine
(Sardina pilchardus) chilling: Comparison with lipid damage
indexes.
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Sardine was stored at 0°C on ice during 16 days. During this
time the fluorescent compounds formation was studied at
different wavelength maxima in order to assert quality changes;
fluorescence analyses were undergone on the aqueous and
organic (lipids) phases resulting from the lipid extraction. Quality
measures of lipid hydrolysis (free fatty acids content, FFA) and
oxidation (conjugated diene formation and thiobarbituric acid,
TBA, test) were also carried out.

Traditional indexes of lipid damage did not assert
deterioration in the case of advanced damage. Diene content
reflected and increasing value till the day 9 of storage, and then
a continuous decrease. Further, FFA content and TBA test
showed the highest values on the day 13 of storage, followed by
a slight decrease.

An increase in fluorescence content was observed in most
of the excitation/femission maxima studied (393/463 nm,
446/490 nm and 479/516 nm), at the time that others decreased
(827/415 nm, specially); as an overall result, a relative increase
in the maxima of higher wavelength was observed in
comparison with the lower ones.

The ratio between two of the fluorescence maxima analyzed
(393/463 nm and 327/415 nm) exhibited an overall increase
respect to the time of chilled storage. The study of this ratio in
the aqueous extract showed a better correlation (r= 0,8533)
than in the case of the organic one (r= 0,7457). From the present
results, it is concluded that the interaction compounds
determination by mean of their fluorescent properties is useful
as a damage measure during the chilled storage.

KEY-WORDS: Fluorescent compound — Lipid hydrolysis —
Lipid oxidation — Quality — Refrigeration — Sardine — Storage.

1. INTRODUCCION

La calidad de los productos marinos tiene una
estrecha relacion con el contenido lipidico y su com-
posicion. El alto nivel en acidos altamente insaturados
(Ackman, 1989) puede llevar a cambios indeseables
causados por el procesamiento y/o almacenamiento,
con especial incidencia sobre la calidad del producto
final (Cheftel y Cheftel, 1976; Pearson et al., 1977).

Se ha utilizado una gran diversidad de métodos al
objeto de medir los productos de oxidacion primaria
(peroxidos) y secundaria (compuestos carbonilicos)
formados durante la degradacion lipidica en los ali-
mentos (Melton, 1983; Kim y Labella, 1987). Sin
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embargo, se ha comprobado que ambos tipos de com-
puestos pueden reaccionar con constituyentes de los
alimentos portadores de grupos amino (proteinas,
péptidos pequefios, aminoacidos libres y fosfolipidos
aminados) para producir compuestos de interaccién
con propiedades fluorescentes, aromaticas y portado-
res de coloraciéon (Pokorny, 1977; Gardner, 1979;
Zamora et al., 1986; Hidalgo et al., 1990).

La medida de estos compuestos de interaccién a
través de sus propiedades fluorescentes se usa con
frecuencia como medida complementaria al objeto de
estudiar el estado de calidad de un alimento (Maruf et
al., 1990; Lubis y Buckle, 1990; Hasegawa et al.,
1992). En el caso de los productos marinos, la forma-
cién de estos compuestos durante el procesamiento
y/o almacenamiento se acelera debido a su alto con-
tenido en acidos poliinsaturados.

Estudios previos llevados a cabo en nuestro equi-
po han medido las propiedades fluorescentes a distin-
tos maximos de longitud de onda de excitacién/emi-
sion de muestras de pescado sometidas a
tratamientos térmicos (coccion y esterilizaciéon). Como
resultado se observé un desplazamiento de la fluores-
cencia hacia maximos de longitud de onda mayores
causado por el procesamiento y la presencia de pro-
ductos de oxidacion lipidica (Aubourg et al., 1992a,
1992b y 1995a).

El objetivo del presente trabajo es estudiar la for-
macion de compuestos fluorescentes durante el alma-
cenamiento refrigerado de muestra de pescado. La
medida de la fluorescencia se realiza a distintos maxi-
mos de excitacién/emision al objeto de estudiar el des-
plazamiento producido. Asimismo, la variacién en pro-
piedades fluorescentes se compara con otras medidas
clasicas de alteracion lipidica: hidrolisis (formacion de
acidos grasos libres) y oxidacién (indice de acido tio-
barbiturico y formacién de dienos conjugados).

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Materia prima, almacenamiento y toma
de muestra

Se emplearon sardinas (Sardina pilchardus) captu-
radas (mes de junio) la noche anterior al inicio de la
presente experiencia. Se mantuvieron directamente en
hielo desde la captura hasta su llegada a nuestro
Instituto. En ese momento, las sardinas sin eviscerar se
distribuyeron en tres lotes distintos que se mantuvieron
en hielo en una camara termostatizada a 0°C. Cada
lote se estudi6 por separado en cada toma de muestra
(0,2,6,9, 13y 16 dias); se consideraron los resultados:
obtenidos como media de las medidas de los tres lotes.
Los andlisis se realizaron sobre el musculo blanco pro-
veniente de la mezcla de cuatro individuos de cada lote
en cada muestreo.
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La experiencia se prolongé hasta 16 dias al objeto
de tener una informacién completa de la variacién de
los distintos indices durante el almacenamiento refri-
gerado.

2.2. Analisis basicos

La determinaciéon de humedad se realiz6 sobre
muestras (1-2 g) homogeneizadas de musculo blanco
gue se mantuvieron durante 24 horas en una estufa a
105°C (Aursand et al., 1994). Los resultados se expre-
san como g H,0/100 g musculo.

Los lipidos se extrajeron de las muestras mediante
el método de Bligh y Dyer (1959); su cuantificacion se
llevé a cabo segun el método de Herber y Allen (1983).
Los resultados se expresan como g lipidos/100 g
musculo.

2.3. Medidas de alteracion lipidica

El contenido en acidos grasos libres (AGL) de los
extractos lipidicos se determiné por el método de
Lowry y Tinsley (1976) basado en la formacién de un
complejo con (AcO), Cu-piridina. Los resultados se
expresan como g AGL/100 g lipidos.

La formacion de dienos conjugados se midié a 233
nm (Kim y Labella, 1987). El resultado se expresa de
acuerdo a la siguiente férmula (Smith et al., 1990):

BxV
Contenido en Dienos:

p

donde B es la absorbancia de la muestra utilizada en
el ensayo, p es la cantidad de lipidos (mg) empleada y
V el volumen (ml) en que estaban disueltos.

El indice de acido tiobarbiturico (TBA) (mg malo-
naldehido/Kg de muestra) se obtuvo a partir de un
extracto de musculo en &cido tricloroacético al 5% en
agua, de acuerdo con el método de Vyncke (1970).

2.4. Medidas de fluorescencia

Mediante el empleo de un espectrofotémetro de
fluorescencia Perkin-Elmer LS 3B se analizaron los
espectros de excitacion y emision de las fases acuosa
y organica elaborada (extracto lipidico) resultantes de
realizar la extraccion lipidica mediante el método de
Bligh y Dyer (1959).

Las medidas se realizaron en los siguientes maxi-
mos de excitacién/emision: 327/415 nm, 356/429 nm,
393/463 nm, 446/490 nm, 479/516 nm y 528/556 nm.
Como estandar de fluorescencia se empled una diso-
lucién de sulfato de quinina (1pg/ml en SO,H, 0,05 M).
La fluorescencia de la muestra relativa a la del estan-
dar se calcul6é usando la siguiente férmula (Smith et
al., 1990):
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FxV
Fluorescencia (ml/g)=
Sxw

donde V (ml) es el volumen del extracto que produce
la fluorescencia F; w (g) es el peso de la muestra
empleada; S es la fluorescencia del estandar.

2.5. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se sometieron a un analisis de
varianza (ANOVA) de acuerdo con Sokal y Rohlf
(1981). Se utilizé el nivel de significaciéon p<0,05.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Humedad y contenido lipidico

El contenido acuoso de la muestra refleja (Tabla I)
valores tipicos de sardinas y en general de pescado
recién capturado (Piclet, 1987); se observé una ligera
tendencia a aumentar con el tiempo de almacena-
miento, aunque las diferencias Unicamente son signifi-
cativas si se comparan el principio y fin del estudio.

Tabla |

Humedad, contenido lipidico e indices lipidicos*
de alteracion para distintos tiempos
de almacenamiento refrigerado de sardina**

lgan Humedad OL  AGL  DC  iTBA
0 69,02a 3,69ab  0,20a 0,45a 0,98a
(3,16) (0,59) (0,04) (0,08) (0,28)

2 70,64ab  3,27a 0,35a 0,92b 2,07ab
(0,59) (0,77 (0,03) (0,11) (0,19)
6 72,56b 442ab  0,35a 1,11b 5,32c
©071) (079  (0,10) (0,18)  (1,19)
9 71,25ab  4,97b 1,14b 2,19d 6,02¢c
(1,14) (0,09) (0,27)  (0,33) (0,46)
13 7217ab  4,55ab  3,28c 1,60c 6,39¢c
(0,69) (0,54) (0,34) (0,17) (2,07)

16 73,79 4,61b 2,88¢c 0,98b 4,31bc
(0,76) (0,51) (0,19) (0,14) (0,35)

* Abreviaciones: CL (contenido lipidico), AGL (4cidos grasos libres), DC

(dienos conjugados), i-TBA (indice de &cido tiobarbitdrico). Las unidades

en que se representan se encuentran expuestas en la Parte
Experimental.

** Valores medios de las determinaciones de los tres lotes del muestreo. En
cada columna, los valores seguidos de letras distintas son significativa-
mente distintos (p<0,05). Se indica entre paréntesis el valor de la desvia-
cién estandar.
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Los valores obtenidos para el contenido lipidico no
mostraron practicamente diferencias significativas
(Tabla 1). Se sabe que el contenido lipidico disminuye
como resultado de someter el pescado a procesos que
impliquen elevaciones de temperaturas como la coc-
cién y la esterilizacion (Gallardo et al., 1989; Aubourg
et al., 1995b); sin embargo en el caso de tratamiento
por frio no se han descrito cambios. Los valores
encontrados en el presente trabajo se ven influidos
por el hecho de que Unicamente se ha considerado el
musculo blanco, despreciandose el rojo que tiene
mayor contenido lipidico (Ackman, 1989).

3.2. Hidrolisis y oxidacion lipidicas

La hidrdlisis lipidica, medida a través del contenido
en AGL refleja un incremento desde las muestras ini-
ciales hasta los valores correspondientes a las dos
ultimas tomas (dias 13 y 16, Tabla I). Los resultados
demuestran cémo el indice de AGL es un buen méto-
do de seguimiento de la alteraciéon de la muestra
durante el almacenamiento refrigerado (Barassi et al.,
1987), aunque en la medida en que la alteracion esta
muy avanzada (13 y 16 dias) su valor deja de aumen-
tar debido a su descomposicién en moléculas de
menor peso molecular y consiguiente participacion en
las propiedades aromaticas del producto (Pearson et
al., 1977).

La determinacion de la oxidacion lipidica se realizé
en base a dos medidas: formacion de dienos conjuga-
dos (oxidacion primaria) y medicion de compuestos
reactivos con TBA (oxidaciéon secundaria).

El contenido en dienos aumentd progresivamente
hasta alcanzar un valor maximo el noveno dia (Tabla
1); a partir de ese momento descendié de forma pro-
gresiva al aumentar el tiempo de almacenamiento. La
cuantificaciéon de dienos se ha empleado con buenos
resultados en la medida de alteracion incipiente en
medios biolégicos (Vossen et al., 1993); si embargo,
en procesos que impliquen una alteracion relativa-
mente avanzada o temperaturas relativamente altas
deja de ser valida como medida de alteracién debido a
ser moléculas inestables e interaccionar facilmente
con otros constituyentes (Cho et al.,, 1989; Aubourg et
al., 1995a).

Se observo una tendencia ascendente en el indice
de TBA, a medida que aumentaba el tiempo de alma-
cenamiento (Tabla I). Sin embargo en la toma corres-
pondiente al dia 16 no se mantuvo dicho incremento.
Nuevamente este ensayo deja de ser util para seguir el
estado de calidad en la medida en que se alcanza un
estado de alteracidn relativamente elevado; este com-
portamiento se ha justificado como resultado de la
facilidad de los compuestos carbonilicos para interac-
cionar con otros constituyentes de tipo aminico (Igene
et al., 1979; Gardner, 1979; Kim y Labella, 1987).
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3.3. Formacion de fluorescencia

Se estudié la fluorescencia de las distintas mues-
tras a nivel de fases acuosa y organica (lipidica) resul-
tantes de la extraccién de lipidos segun Bligh y Dyer
(1959). De acuerdo con la bibliografia anterior
(Aubourg et al., 1992a, 1992b y 1995a) se estudiaron
cinco maximos de longitud de onda de excitacién/emi-
sién (327/415 nm, F1; 356/429 nm, F2; 393/463 nm,
F3; 446/490 nm, F4; y 479/516 nm, F5). La medida a
528/556 nm reflejo resultados muy bajos, por lo que
no se considero oportuna la elaboracién de sus resul-
tados.

El estudio del extracto lipidico (Tabla I1) indicé una
tendencia del maximo F1 a disminuir a lo largo del
almacenamiento, al tiempo que F2 se mantenia relati-
vamente constante. Por su parte los méaximos F3, F4 y
F5 experimentaban aumentos en fluorescencia (mayo-
ritariamente no significativos) a medida que aumenta-
ba la alteracion; de ellas, la medida F3 resultaba mas
sensible dado que F4 y F5 presentan valores relativa-
mente mas bajos.

Tabla I

Medida de fluorescencia en cinco maximos
de excitacién/emisién* sobre el extracto lipidico
de sardina para distintos tiempos
de refrigeracion**

Tiempo
day  Fl R F  F4 F5

0 0,89bc 057ab 0,37a 0,07a  0,05a
(0,100  (0,05)  (0,05) (0,000 (0,00
2 0,97c 0,69bc 049a 0,11ab 0,07ab
(1)  (0,13)  (0,13)  (0,04)  (0,02)
6 1,04c 0,60abc 0,37a  0,10ab 0,07ab
0,29)  (0,10)  (0,05) (0,03)  (0,02)
9 0,64ab 0,56ab 0,46a 020b  0,12b
(0,100  (0,02)  (0,05) (0,03)  (0,02)
13 0,61ab  0,52a 0,39a  0,14ab 0,09ab
0,10)  (0,02)  (0,02) (0,01) (0,01)
16 0,57a 0,74c 0,71b 0,32¢ 0,20c
(0,06) (0,07  (0,15)  (0,10)  (0,08)
* Méximos de fluorescencia: F1 (327/415 nm), F2 (356/429 nm), F3
(393/463 nm), F4 (446/490 nm) y F5 (479/516 nm).
** Valores medios de las determinaciones de los tres lotes del muestreo. En
cada columna, los valores seguidos de letras distintas son significativa-

mente distintos (p<0,05). Se indica entre paréntesis el valor de la desvia-
- ¢cién estandar.

El estudio de la fase acuosa mostré (Tabla Ill) que
el valor F1 tenia tendencia a disminuir aunque sin dife-
rencias significativas, mientras que F2 aumentaba
hasta la toma del décimotercer dia, comenzando des-
pués a descender. Sin embargo los otros tres maximos
(F3, F4 y F5) mostraron una tendencia a aumentar de
forma continua a medida que crecia la alteracion.
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Tabla lll

Medida de fluorescencia en cinco maximos de
excitacion/emisiéon* sobre el extracto acuoso de
sardina para distintos tiempos de refrigeracion**

=
day 2 F3  F4 F5

0 4,59a 0,69a 0,35a 0,26a 0,46a
(0,14)  (0,04) (0,03 (0,000 (0,02)
2 3,61a 1,18b 0,33a 036a 0,69ab
(042)  (0,10)  (0,08) (0,020 (0,02)
6 4,26a 2,16cd 043a 052b 1,01b
(2,56)  (0,13)  (0,08)  (0,09)  (0,16)
9 3,89a 220cd 081b 0,62b  0,92ab
0,74)  (032)  (0,15)  (0,11)  (0,11)
13 3,97a 2,59d 0,80b  0,60b 1,18bc
(0200  (0,14)  (0,14)  (0,09) (0,52)
16 2,61a 1,88¢ 1,05c  0,95¢ 1,67¢c
031)  (031)  (0,08) (0,06) (0,08)
* Maximos de fluorescencia: F1 (327/415 nm), F2 (356/429 nm), F3
(393/463 nm), F4 (446/490 nm) y F5 (479/516 nm).
** Valores medios de las determinaciones de los tres lotes del muestreo. En
cada columna, los valores seguidos de letras distintas son significativa-

mente distintos (p<0,05). Se indica entre paréntesis el valor de la desvia-
cién estandar.

En comparacién con los extractos lipidicos, la fase
acuosa reflej6 medidas mayores y mas sensibles,
dando a entender que una parte mayoritaria de los
compuestos de interaccion portadores de propiedades
fluorescentes son mas solubles en el medio acuoso
que en el organico.

Los estudios de correlacion de formacién de com-
puestos fluorescentes con calidad de muestras de ali-
mentos se han venido centrando en los extractos orgéa-
nicos o lipidicos, llegandose a obtener una buena
relaciéon con las medidas sensoriales y tiempo de
almacenamiento (Maruf et al., 1990; Lubis y Buckle,
1990). Sin embargo otras investigaciones han llegado
a proponer que los compuestos responsables de la
fluorescencia son fundamentalmente compuestos
derivados de las proteinas y por tanto poco solubles
en la fase organica (lio y Yoden, 1988; Hasegawa et
al., 1992).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo
apoyan la importancia de la fase acuosa como sustra-
to de medicién de las propiedades fluorescentes. El
desplazamiento de la fluorescencia a mayores longitu-
des de onda estaria de acuerdo con la teoria general
referente a la formacién progresiva de compuestos de
interaccién con mayor peso molecular y grado de insa-
turacion a medida que aumenta la alteracién (Pokorny,
1977; Gardner, 1979); ademas se ve facilitada por la
capacidad catalitica de los compuestos aminicos
sobre la condensacién alddlica de los productos de
oxidacion secundaria lipidica que se forman como
resultado de la alteracion (Suyama et al, 1981
Pokorny et al., 1987).
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3.4. Comparacion del desplazamiento
de fluorescencia con los indices
lipidicos tradicionales

En los resultados obtenidos en el presente trabajo
se ha podido observar cdmo la medida del indice de
TBA 'y de AGL, y sobre todo la de dienos conjugados,
no eran sensibles a la hora de seguir el grado de alte-
racion cuando la muestra estaba en un estado de
degradacién avanzada (Tabla I).

Por su parte, la medida de ciertos méximos de fluo-
rescencia (F3, F4 y F5) mostré un incremento mas o
menos continuo a medida que aumentaba el tiempo
de almacenamiento refrigerado, y con él, la alteracién
de los lipidos de la muestra. En trabajos anteriores
referentes a tratamientos térmicos (Aubourg et al.,
1992b y 1995a) se consideré como interesante el
estudio de la relacion entre la fluorescencia de los
maximos F3 y F1; dicha relacién se observé que se
correlacionaba bien con la intensidad del tratamiento
térmico.

En el presente experimento se estudid este des-
plazamiento de fluorescencia (F3/F1) para los extrac-
tos acuoso y organico (Figura 1). Ambas fases mos-
traron una tendencia a aumentar a medida que se
prolongaba el tiempo de almacenamiento, contrapo-
niéndose a los indices lipidicos. Sin embargo se
puede observar cémo en el caso de la fase acuosa se
produce un incremento mas continuo y proporciona-
do a lo largo de todo el almacenamiento. Esta dife-
rencia se puede comprobar al estudiar la correlacion
entre el tiempo de refrigeracion y el desplazamiento
de fluorescencia. La correlacion fue mejor en el caso
de la fase aucosa (r=0,8533) que en el de la organica
(r=0,7457).

FA/FO
3

Tiempo de almacenamiento (dias)

Figura 1
Evolucién del desplazamiento de fluorescencia (F3/F1)* en las
fases acuosa (FA) y organica (FO) durante el aimacenamiento
refrigerado de sardina

* Calculado como la relaciéon entre la fluorescencia a 393/463
nm (F3) y a 327/415 nm (F1). Valores medios de las determi-
naciones de los tres lotes del muestreo.
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Como resultado del presente estudio, se concluye
que el andlisis de los compuestos de interaccion a tra-
vés de sus propiedades fluorescentes resulta util al
objeto de correlacionarlo con la calidad de una mues-
tra de pescado que ha sido almacenada en estado
refrigerado. Es asimismo de resaltar la mayor sencillez
y rapidez que este método fluorimétrico supone frente
a los métodos quimico tradicionales.
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