Wakao y Pazos, Vol. 2 No. 1
Accion de los Lipidos y Aminas en la :
Reaccion de Coloracion Superficial. . . .

Accion de los Lipidos y Aminas en la Reaccion de Coloracion Superficial
de 1a Sardina Enlatada

Angélica Wakao y Melva Pazos

Departamento de Quimica — Instituto Tecnologico Pesquero del Perii
Carretera a Ventanilla Km. 5.2 — Callao

ABSTRACT

Browning reactions that occur during the canning of Sardines have been studied
using model reaction assay. Various combinations of ribose, glycine, trimethylamine,
sardine lipids and sardine muscle were investigates.

Extracted pigments were fractionated into lipophilic and hydrophilic fractions,
Thosc pigments involved in the browning reactions were primarily lipophilic, and the
presence of oxygen and fat were necessary for the reactions, It was also found that
volatile amines, such as trimethylamine and ammonia react with oxidized lipids.

RESUMEN

Se estudio a los principales elementos que intervienen en la reaccion de coloracién superficial
en la sardina enlatada, provocando la formacion de pigmentos mediante sistemas de reacciones-mode-
los con azlicares, aminas volatiles, aminas no volatiles y la grasa de la sardina; asi como con el misculo
de la sardina, ’ ‘

Los pigmentos se fraccionarion de acuerdo a su solubilidad, en hidrofilicos y lipofilicos, logran-
dose identificar que los pigmentos de la conserva de sardina son mayormente del tipo lipofilico y que

“su formacion se halla influenciada por la presencia de oxigeno y grasa, Los datos indican que son las
aminas volatiles (trimetil amina, dimetil amina y amoniaco) los que reaccionan directamente con la
grasa oxidada y que la temperatura acelera estas reacciones.

INTRODUCCION

La presencia de una coloracion pardo rojiza en la superficie de la carne de sardina enlatada, co-
nocida también como “‘tostado”, es considerada como un problema técnico de calidad en la industria
conservera de sardina. Los mecanismos de las reacciones que provocan el cambio de coloracion en ali-
mentos de origen animal adn presentan interrogantes debido a la complejidad de reacciones involucra-
das. Por la caracteristica de la materia prima en estudio, asi como de las condiciones del proceso esta

reaccion estarfa clasificada como del tipo amino carbonilo®*® no enzimatico. Considerando que la es-
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pecie sardina (Sardinops sagax sagax) normalmente presenta un alto contenido de grasa, cuyo porcen-
taje en el filete varia de 490 a 80/0!18) ¢ que la intensidad del color pardo rojizo va en razon inversa
al grado del vacio de la conserva? | se considera a los lipidos oxidados como uno de los elementos
claves en la reaccion'®?2. Al respecto, han sido enunciados numerosas teorias sobre los mecanismos
de reaccion de las grasas oxidadas en el proceso del cambio de coloracion, considerando en unb de los
casos a la etanolamina oxidada como precursora del empardeamiento'¥), Pryde responsabiliza a los
aldehidos originados por la oxidacion de las grasas, los cuales al polimerizarse con compuestos fenoli-
cos, Urea, trimetil-amina u otra amina, formarian productos coloreados de gran tamafio molecular, cu-
ya intensidad de color estaria en funcion directa al tamafio de la fraccién lipidica®”?®) | Nonaka al es-
tudiar el empardeamiento del aceite de pescado propuso que ésta seria provocada por reacciones en-
tre los compuestos icido-carbonilicos de la grasa oxidada, donde el amoniaco actuaria como cataliza-
dor de la reacciéon'® . Otra via seria la reaccion de la grasa oxidada con los grupos aminicos de la pro-
teina'¥¥. Como quiera que los lipidos al oxidarse dan lugar a un gran namero de compuestos inter-
medios, las vias de reacciones han de ser multiples, pudiéndose presentar simultineamente varios tipos
de reacciones, inclusive en el caso de reaccionar un dcido graso con una proteina pura. Al final, todas
las vias dan lugar a la formacion de pigmentos coloreados y que agrupandolos de manera muy general
pueden dividirse en: Pigmentos hidrosolubles (hidrofilicos) tal es el caso del producto de la reaccion
entre azicares y aminodcidos llamado también reacciéon de Maillard, y pigmentos liposolubles (lipofi-
licos) producidos generalmente por una reaccion entre compuestos lipidicos y aminas volatiles™*®).

Uno de los factores que influyen en la formacidn de estos pigmentos, cuando existen reacciones
entre lipidos y aminas, es la humedad del producto®). Es asi que en productos de alta humedad como
sucede en las conservas, es posible la formaciéon de pigmentos hidrosolubles y liposolubles. En cam-
bio en un ambiente de poca humedad {menor del 3%0) o en productos cuyo Aw es proximo a cero se
formarian tan solo pigmentos liposolubles. A medida que aumenta la humedad del medio las posibili-
dades de formacion de pigmentos liposolubles disminuyen conforme se llega a valores de 0.41 de Aw,
mientras que la produccion de pigmentos hidrosolubles va en aumento a medida que aumenta la hu-
medad del medio. A partir de un valor de Aw de 0.41 la produccion de pigmentos liposolubles tien-
den a ir en aumento, presentandose la maxima productividad de pigmentos cuando el valor de Aw es
0.84: estas condiciones son de gran importancia para el procesamiento de productos deshidratados.

Suyama propone alternativas sobre probables mecanismos de reaccion entre grasa oxidada y
compuestos aminados, enfatizando que en el caso de reacciones tipo aminocarbonilo, los grupos car-
bonilos procedentes de la grasa tienen mayor reactividad que los o —dicarbonilos procedentes de los
azicares®?. Dentro de los compuestos carbonilicos de la grasa, los aldehidos de cadena abierta
o, B insaturados tales como el crotonalaldehido 2—hexenal serian los que poseen mayor reactividad
con los grupos amino libre®2).

A fin de contribuir al esclarecimiento de las reacciones que ocasionan el cambio de color super-
ficial de la carne de sardina, se estudié en el presente trabajo los tipos de pigmentos que se presentan
en la superficie de la carne de sardina enlatada, mediante combinaciones de reacciones que reflejarian
experimentalmente lo que sucede durante el procesamiento térmico de la sardina.

MATERIALES Y METODOS

La grasa de la sardina fue extraida de ejemplares procedentes del Terminal Pesquero Zonal del
Callao, empleando la mezcla cloroformo metanol (2: 1V/v) de acuerdo al método de Folch y col”).

Los lipidos neutros se obtuvieron a partir de la grasa de la sardina, eluyéndolos con cloroformo
a través de una columna cromatografica empacada con é&cido silicico y celite (2: 1P/p), procedimiento
que se repitié para una mejor purificacion.
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Modelo de Reacciones Quimicas

Para las reacciones entre reactivos puros y la grasa se prepararon sistemas de reacciones combi-
nando los componentes mencionados en la Tabla No. 1 y llevando a cabo las reacciones en atmosfera
de aire (oxigeno) y de nitrogeno. Para éste Gltimo caso se burbujed nitrégeno al tubo conteniendo el

sistema de reaccion por unos minutos para evacuar la mayor cantidad posible de oxigeno y luego ce-
rrdndolo herméticamente con una tapa provisto de protector de teflon.

TABLA No. 1
SISTEMA DE REACCION A SISTEMA DE REACCION B

Ribosa 0.20 mmol Grasa ’ 25 mg
Lisina 0.20 mmol Trimetil amina 25 mg
Grasa 0.25¢g Glicocola 25 mg
Celite 1.00 ¢ Tampon pH 7 csp 2.0ml '
Tampon pH 7 csp 10 mi Autoclave: 1050C/15 min
Autoclave: 1100C/60 min

espr cantidad suticiente para

Pruebas con Sardina

Los especimenes procedentes del Callao de buena calidad organoléptica, fueron pre-cocidos a
vapor por 40 minutos, luego se separd el masculo ordinario y se distribuy0 en tubos con tapa, en canti-
dades de2 g Con el objeto de observar diferencias se trabdjo bajo dos condiciones: a un grupo de tu-
bos se le burbujed nitrogeno antes de autoclavarlos por 15 minutos a 1050C, mientras que el otro grupo
de tubos fueron introducidos directamente al autoclave. A las 24 horas luego de concluido el trata-
miento térmico, se procedio a la separacion de los productos de la reaccion siguiendo la técnica de se-
paracion de pigmentos que se describe mis adelante.,

Prueba con Conservas de Sardina

Se utilizo conserva de sardina tipo solido, esterilizadas a 1150C por 75 minutos sin liquido de
cobertura, para asegurar la formacion de color pardo y conservas de sardina en agua-sal, procesadas de
acuerdo a Li y col.®?). Los pigmentos presentados en la zona superficial de la carne fueron retirados
cuidadosamente del resto de la muestra. 2 gr. de dicha muestra fue sometido a la prueba de separacién
de pigmentos. Paralelamente se procedié de igual manera con el tejido de la zona central de la misma
conserva, como medida de comparacion.

Separacion de Pigmentos

Los pigmentos formados como consecuencia de las reacciones efectuadas con reactivos puros o
los de la carne de sardina fueron separados y clasificados de acuerdo a su solubilidad en: pigmentos hi-
drofilicos y pigmentos lipofilicos. siguiendo los pasos del esquema No. 1,

Los extractos separados fueron completados a 10 ml de volumen con agua o cloroformo segin
la fraccion y finalmente se determind la absorbancia en un espectro-fotometro Shimadzu UV-200 a
420 nm.

La oxidacion de fa grasa fue medida mediante la prueba del 4cido tiobarbitiirico (TBA) de acuer-
do a la técnica de Sinhuber y Yu*® | empleando BHA en propilen glicol como antioxidante y expre-
sando los resultados en mg de malonaldehido por Kg de grasa (mgMA/Kg).
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ESQUEMA No. 1.— PROCESO DE SEPARACION DE LOS PIGMENTOS FORMADOS LUEGO
DE REACCIONAR CON LOS DIFERENTES SISTEMAS.

Producto Coloreado (en pera de separacion)

Cl,CH-MeOH—H,0 (8:4:3 ¥/v)

Agitacion
Reposo (30 minutos)
Separacion
Fase cloroformica Fase acuosa

(fraccion lipofilica)  (Fraccion hidrofilica)

10 ml. con C13CH 10 ml. con H20
RESULTADOS Y DISCUSION

Las figuras 1 y 2 muestran los resultados de la solubilidad de los pigmentos pardo rojizo forma-
dos en las reacciones de los sistemas A y B indicados en la Tabla 1.

En la figura 1 se reproducen las reacciones donde intervienen aziicares y amonidcidos, estas reac-
ciones corresponderian al grupo de reacciones tipo aminocarbonilo conocido también como reaccion de

" Maillard %18 donde los pigmentos formados son del tipo hidrosoluble. Cuando al mismo sistema de
ensayo se le aftade la grasa de la sardina, la intensidad del color resultante es visiblemente mayor que
en la reaccion sin grasa. Pero luego de haberse procedido a la separacion de los pigmentos se pudo ob-
servar que el aumento de coloracion es debido principalmente a la formacion de pigmentos liposolu-
bles no presentes en los sistemas de reacciones sin la grasa.

La figura 2 muestra los efectos de la grasa oxidada al reaccionar con compuestos aminados tan-
to en ambiente de oxigeno como en ambiente de nitrogeno, pudiéndose apreciar, por los valores de
TBA de la grasa luego de ser sometida a la accion térmica, que ésta ha influenciado notablemente en
la oxidacion de la grasa y que el nitrogeno burbujeado ha logrado inhibir en mds o menos 3 veces el
grado de oxidacién. A pesar de no haberse logrado la total inhibicion de la oxidacion de la grasa con
el burbujeo de nitrogeno (160 mgMA/Kg) existe apreciable diferencia entre los resultados del ensayo
con aire o sin presencia de éste tanto para el sistema grasa-aminodcido (glicocola) asi como en el sis-
tema grasa-amina volatil (TMA), lo cual demuestra la necesaria presencia del oxigeno en la reaccion
formadora de pigmentos.

De otro lado, las lecturas de la absorbancia de las fracciones hidrofilicas y lipofilicas de los en-
sayos efectuados en ambientes de oxigeno, evidencian notables diferencias segiin el tipo de aminas
reaccionantes. Esto se observa en el caso de la reaccion grasa-oxigeno-glicocola, donde los pigmentos
que se solubilizan, pertenecen mayormente a la fraccion hidrofilica; mientras que los pigmentos de la
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FRACCIONES

REACCIONANTE HIDROFILICA LIPOFILICA

Do 0.1 0:2 0.3 0.4 0.4 0.3 0.2 0.1
¥ ¥ i i ¥ i i i

RIBOSA

‘RIBOSA—LISINA

GRASA
LISINA—G RASA

RIBOSA—LISINA—GRASA

FIG. 1. Lecturas a 420 nm de las fracciones del producto de la reaccion del Sistema de
Reaccion-A.

REACCIONANTE FRACCIONES

HIDROFILICA : LIPOFILICA

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.4 0.3 0.2 0.1 0.0
i i | | [ ! | t

GRASA GLICINA TRIMETILAMINA

A — —
B — —
A + —
B + —
A - +
B - +
REACCION A : GRASA EN ATMOSFERA DE AIRE
REACCIONB : GRASAEN ATMOSFERA DE NITROGENO
TBA de la grasa reaccionado en atmosfera de aire 1 469 mgMA/Kg

TBA de la grasa reaccionado en atmosfera de nitrégeno : 160 mgMA/Kg

IIG. 2. Lecturas a 420 nm de las fracciones del producto de la reaccién del Sistema de
Reaccion—B.
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reaccién grasa-oxigeno TMA se solubilizan mayormente en la fraccion lipofilica. Estos resultados
coinciden con los reportados por Nakamura®*® quien trabajo con fracciones nitrogenadas voldtiles y
nitrogenadas no volatiles del misculo de jurel y ésteres metilados de acidos grasos autoxidados, de-
mostrando que, si bien ambos compuestos nitrogenados en presencia de grasa y oxigeno provocan
la formacion de pigmentos coloreados pardo rojizos, éstos son estructuralmente diferentes. El autor,
al analizar los cromogenos formados mediante el espectro infrarojo y la electroforesis constatd que
el cromogeno formado con las aminas no voldtiles contiene 4.519/0 de nitrogeno en su composi-
cion, mientras que el cromogeno obtenido de la reaccion con aminas volatiles, el contenido de ni-
trogeno solo alcanzod el 0.92%o.

A fin de conocer ¢l tipo de pigmento originado en el misculo ordinario de sardina sometida a
temperaturas altas, la muestra pre-cocida a vapor fue introducida al autoclave a 1050C por 15 minu-
tos, dividiendo un grupo con ambiente de aire y otro con ambiente de nitrogeno, habiéndose detecta-
do visualmente en los tubos conteniendo la carne de sardina en ambiente de aire, la presencia de colo-
racion pardo rojiza y no asi en los tubos esterilizados en ambiente de nitrogeno, permaneciendo asi
atn después de 30 dias de almacenamiento. Esto demuestra la presencia necesaria del oxigeno para
provocar la reaccion de coloracion. Efectuada la separacion de los pigmentos, éstos se solubilizan ma-
yormente en la zona lipofilica (figura No. 3).

FRACCIONES
SARDINA ‘ HIDROFILICA ) LIPOFILICA

0.1 0.2 0.3 0.3 0.2 0.1
1 i | |

PRE—COCIDA

AUTOCLAVADO EN
ATMOSFERA DE AIRE

AUTOCLAVADO EN
ATMOSFERA DE NITROGENO

FIG. 3. Lecturasa 420 nm de las fracciones de lus muestras: Masculo de Sarding

Al efectuarse el mismo experimento cuando las sardinas presentaron los efectos del Fenomeno
del Nifio, ocurrido entre Diciembre de 1982 y Marzo de 1983, los resultados de la prueba en el muscu-
lo ordinario en ambiente de aire, a diferencia de las pruebas ejecutadas en épocas normales; no pre-
sentaron la coloracion superficial pardo rojiza, pudiéndose atribuir esta excepcion a la variacion en la
composicién de lipidos y humedad en el musculo del pescado, los cuales de porcentajes normales de
2 a 490 de lipidos en el misculo ordinario, disminuyeron a valores entre 0.5 y 19/o, mientras que el
contenido de humedad de 76 a 789/o experimentaron un alza hasta presentar porcentajes mayores a
809/o.

Los resultados obtenidos en las extracciones de los pigmentos tanto para la zona superficial
como de la zona interna de la sardina enlatada, con evidente cambio de coloracion superficial, se pre-
sentan en la figura No. 4 donde se demuestra que los pigmentos correspondientes a la muestras de la
zona superficial solubilizan mayormente en la zona lipofilica. Los extractos al 2000 del concentra-
ciébn dieron lecturas mayores a 0.2 unidades de absorbancia para las fracciones lipofilicas mientras
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que las fracciones hidrofilicas dieron lecturas inferiores al 0.1 de absorbancia, a excepcion de la mues-
tra C—1 donde pudiera presentarse la reaccién amino carbonilo tipo Maillard entre aziicares y aminas
paralela a la reaccion entre lipidos y aminas y que el azicar procederia de una avanzada glicolisis de
la materia prima.

ZONA SUPERFICIAL ZONA INTERNA

FRACCIONES FRACCIONES
CODIGO HIDROFILICA LIPOFILICA CODIGO HIDROFILICA LIPOFILICA
8.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.3 0.2 0.1 D.O 0.1 0.2 0.2 0.1

L e I - [ T . |

il

CONSERVA DE SARDINA SIN LIQUIDO DE COBERTURA
CONSERVA DE SARDINA EN AGUA—SAL (TALL)

it

FIG. 4. Lecturas a 420 nm de las fracciones de las muestras: Conservas de Sardina.

De otro lado, pruebas paralelas realizadas de las zonas internas de la carne de sardina nos dan
lecturas inferiores a 0.1 de absorbancia, tanto en la fraccién lipofilica como hidrofilica, lecturas
que pueden atribuirse a la grasa oxidada. )

Comparando los resultados obtenidos en el curso de la experimentacion, se asume que los pig-
mentos formados en la superficie de la carne de sardina enlatada presentan el mismo comportamiento
que los pigmentos formados en el sistema de reaccién grasa-TM A oxigeno-alta temperatura de la figu-
ra No. 2, y que los pigmentos pudieran originarse mediante la siguiente ruta:

I La grasa normalmente abundante en la sardina es oxidada en presencia de oxigeno, y la reac-
cion acelerada por la temperatura alta; dando lugar a la formacion de aldehidos.

Il.  Los aldehidos (formados por reaccion de condensacién aldélica en presencia de aminas prima-
rias o secundarias) por medio de laviade formacion de enaminas dan lugar a aldehidos «, 8 —in-
saturados (tales como la (crotonalaldehido, 4~ hidroxi—2hexenal, 4-—hidroxi—2octenal, elemen-
tos detectados en aceites oxidados)®®* o también por condensacion alddlica entre los aldehi-
dos que originan aldehidos dienéicos.

Il Los aldehidos B —insaturados o los diendicos seguirian la via propuesta por Buttery®®) de
reaccionar con aminas voldtiles (amoniaco, tri y di—metil aminas, cuya presencia se originaria.
ya sea por efecto de la accion térmica o por reduccion del oxido de trimetil amina en el proce-
so de degradacion de la frescura®®® y que a altas temperaturas y en presencia de oxigeno forma-
rian cromogenos o compuestos nitrogenados coloreados como podria ser la piridina.

En consecuencia, es la reaccion entre lipidos y aminas volatiles en presencia de oxigeno la que
principalmente origina la formacion de pigmentos en la superficie de la sardina enlatada.
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