Materiales y Métodos

1. Material biologico

En este estudio se emplearon ejemplares de raarkgra en su forma H&G. Esta
especie fue capturada en la zona “Atlantico Sudoe&ona FAO N° 41"(SENASA, 2001)

y dentro de la denominada zona econOmica exclutvia Republica Argentina. Esta ul-
tima zona se muestra en la Figurdara ello se contd con la colaboracion de la esapre
Ibermar, propietaria del buque pesquero “Verdeth asiento en el Puerto de Ingeniero
White (Bahia Blanca), habiéndose empleando coneod&rfpesca redes de arrastre de fon-
do. La captura se realiz6 durante los meses deekeprMarzo, a una profundidad entre
500 y 1500 metros. Todo el procesamiento del pesitedhecho a bordo.

Para la experiencia se seleccionaron ejemplareijeg (55-70 cm de largo), los
cuales fueron inmediatamente descabezados, ewssera lavados con agua de mar,
habiendo rendido porciones H&G con un peso entfey8Q000 gramos y una longitud
entre 30 y 40 cm. Posteriormente las porcione®sgataron a —30°C en taneles simples,
luego se glasearon, se envolvieron individualmeate polietileno y se dispusieron en
cajas de carton, las que se colocaron en bodega emperatura comprendida entre —22 y
—25°C hasta el arribo del barco al Puerto de Irgenihite - Bahia Blanca. Inmediata-
mente después de su arribo las muestras fuerdadadsas hasta el Laboratorio de Radioi-
sotopos de la Universidad Nacional del Sur, das®lalmacenaron a una temperatura de —

18°C, antes y después del tratamiento de irrashaci

2. Proceso de irradiaciéon

2.1. Planta de irradiacion

El tratamiento de irradiacion se realizo en la Rlaite Irradiacion Semi-Industrial
(PISI) del Centro Atdmico de Ezeiza (CAE), pert@arte a la Comision Nacional de
Energia Atomica.

Dicha planta (Figura 11) consiste en un recintadado de paredes de hormigon
comun y, en algunos sectores, de hormigén pesabidkgaint) de 1,80 m de espesor. El
acceso al recinto se efectla a través de pasagliziaderinto con secciones de paso de 4
m?, lo que permite la introduccién de muestras de tamafio.

La planta de irradiacién contiene una fuentéi@», cuyo disefio corresponde al
llamado“tipo parrilla” (Figura 12). La instalacion estaogectada para contener una acti-
vidad de hasta 1.000.000 de Ci’@@o.
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El blindaje biologico de la fuente es agua. La ceatd contenida en una pileta de
acero inoxidable con estructura de hormigon, exdaea el piso.

El material a irradiar puede introducirse al cuaarradiacion de dos maneras: en
forma manual, estando la fuente bajo agua, o beemyedio de un sistema mecanico de
transportadores. La dosis que debe recibir el mtody la velocidad de dosis de la fuente

determinan el tiempo de permanencia del mateeatdra la misma.
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3: Laboratorio de preparacion con la

1: Conjunto de portadores de muestras

ema de transporte.

cabecera del sist

frente a la fuente, dentro de la cAmara

de irradiacion.

4: Sala de maquinas.

2: Portador de muestras recorriendo el

5: Sala de comando.

laberinto para iniciar un ciclo de irradiacién.

Figura 11. Distribucién de los sectores mas importanteaddldnta de Irradiacion Semi-Industrial del Cedtr@mico de Ezeiza.
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Cartucho de Co-60

Elemento fuente de
Co-60 (contiene 2
cartuchos de Co-60)

Fuente lapicera
(contiene 2 elementos
fuente)

Modulo (contiene
hasta 48 lapiceras)

Bastidor (contiene
modulos en formas
diferentes
dependiendo del
disefio del irradiador)

Figura 12. Fuente d&°Co “tipo parrilla”.

2.2. Irradiacién de la porcion H&G

Para el tratamiento de irradiacion, realizado &8bslias post-captura, las muestras
se envasaron en polietileno y fueron colocadasags cle cartén de 30 x 30 x 20 cm acon-
dicionadas con hielo seco. Luego se transportaooivia terrestre hasta la Planta de Irra-
diacion Semi-Industrial del Centro Atomico Ezeifd.proceso de irradiacion se llevo
cabo en estado congelado y al aire, usando rayusg d€°Co. Se aplicaron dosis de 1,
3y 5 kGy, separandose muestras sin irradiar camta (0 kGy). La velocidad de dosis
fue de 0.1534 kGy/minuto, determinada mediantendeia Fricke. Inmediatamente des-
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pués del tratamiento las muestras se transportarevamente al Laboratorio de Radioiso-
topos donde se almacenaron a —18°C hasta el momen&s determinaciones (entre 0 y

293 dias post-irradiacion).

3. Determinacion de rancidez oxidativa mediante [m®ductos secundarios

de oxidacion lipidica (Indice de TBA)

La determinacién de productos secundarios de oxiddipidica se llevd a cabo
por el método de destilacion descripto por Ke yalbotadores (1984). Mediante esta técni-
ca se determinan sustancias que reaccionan candel Ztiobarbiturico (TBA) formando
un complejo de color rojo.

Para la técnica se utilizaron muestras de 10 gniesiculo congelado las que se
homogeneizaron, en un triturador IKA-Ultra Turrax@23, en 35 mL de agua destilada por
dos minutos. Luego, se adicionaron como antioxetaril00 mg de propil galato (Sigma)
y 100 mg de EDTA (Sigma), llegando a un peso wal05 gramos. A esta mezcla se le
agregaron 95 mL de HCL 4 M (Cicarelli). Posteriente, la mezcla se someti6é a destila-
cion, haciendo uso de un equipo como se obserVa Eigura 13. El equipo fue ajustado

de manera tal que a los 35 minutos se recolectanL de destilado.
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Figura 13: Equipo de destilacién para determinacion de primdusecundarios de oxida-
cion lipidica.

Para la preparacion del reactivo de TBA se pesh#h g del acido 2- tiobarbita-
rico (Sigma) vy se transfirieron a un baldn de 10 Se agregaron 50 mL de agua desti-
lada y dos terceras partes del volumen de acidicaaglacial (Cicarelli). Luego se man-
tuvo bajo agitacion magnética constante hasta tengisolucion.

A 5 mL del destilado obtenido se agregaron 5 mLrelattivo de TBA y se los in-
cubd en bafio de agua por 60 minutos a 95°C. Ldmy@ mezcla se enfrio en bafio de
agua, y su absorbancia se midio en un espectroédtorivietrolab RC- 825 a una longitud
de onda de 532 nm. Como estandard se utilizé unaiéo acuosa 1 x 10M de 1.1.3.3
tetraetoxipropano (Sigma). El indice de TBA se egpren umoles de malondialdehido/kg
de tejido (Ke y col., 1984).
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4. Determinacion de Nitrogeno Béasico Volatil Tot@NBVT)

Para la determinacion de NBVT se empled el prociedhita citado en el Reglamen-
to N° 2074/2005 (UE). El mismo se aplica a coneamnes de NBVT comprendidas entre
5mg/100g y 100mg/100g. .

Las bases nitrogenadas se extraen de la muestianmeedna solucién de acido
perclérico a 0,6 M. Una vez alcalinizado, el extivage somete a destilacion al vapor y los
componentes basicos volatiles se absorben medianteceptor acido. La concentracion
de NBVT se determina mediante titulacion de lagbabsorbidas.

Se trituraron cuidadosamente 10 g del musculo emeaipiente adecuado y se
mezclaron con 90,0 mL de solucién de acido pedofl,6 M (Cicarelli). La mezla se
homogeneizé durante dos minutos y posteriormenfi{is.

Cincuenta mililitros del filtrado se sometieronestilacion por arrastre de vapor de
agua (Figura 14). Previamente se afadieron alggot@s de fenolftaleina (1g/100ml de
etanol 95%.), para comprobar que el extracto adtéientemente alcalinizado. También
se agregaron dos gotas del agente antiespumansdiatma y 6,5 ml de solucién de
hidroxido de sodio (20g/100ml) (Anedra).

La destilacion se regulé de modo que se produj@BihmL de destilado en diez
minutos. El destilado se recogié en 100 mL de sdtude acido borico (3g/100ml) (Ane-
dra). La valoracion se realizé con una soluciomgmatie acido clorhidrico 0,05 N (Cicare-
Ili). El pH del punto final deberéa ser 5,0 + 0,1.

Los resultados se expresaron en mg de N por 1@0nguestra.

Célculo del NBVT

NBVT: (V1—Vg) x 0,14 x 2 x 100
M

M: peso de la muestra en gramos.
V1. volumen en mL de &cido clorhidrico 0,01 mol paresira
Vo: volumen en mL de &cido clorhidrico 0,01 mol paresira en blanco.
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Figura 14: Equipo de destilacion para determinacion de NBVT.

5. Determinacion de pH

Para la determinacion de pH se utilizé la técnemendada por el SENASA si-
guiendo la Norma IRAM N° 15.060 (1969). Para cadtemninacion se emplearon 10
gramos del muasculo, el cual fue homogeneizado €nnil0 de agua destilada. Posterior-
mente, la mezcla permanecié durante una hora aetamopa ambiente, se filtr6 y se pro-
cedio a la medicion del pH con un equipo digitaarba HANNA modelo 1131.

Antes de proceder a cada medicion, se procedi&alilaracion del equipo con so-
luciones buffer de pH 4,0y 7,0 (Merck)
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6. Analisis de compuestos lipidicos

6.1 Extraccion de lipidos:

Los lipidos totales de la porcion H&G de merluzgragueron extraidos siguiendo
el procedimiento descripto por Bligh y Dyer (195Bara tal fin, 2 gramos de musculo,
previamente descongelado, fueron homogeneizado® amh. de una mezcla de meta-
nol:cloroformo (2:1, v/v) durante 2 min a 9500 rpmaciendo uso de un homogeneizador
IKA-Ultra Turrax T 25. Luego se agregaron 3 mL deraformo y 4 mL de agua -
considerando que el tejido tiene um 70% de ague phtener finalmente una relacion
cloroformo:metanol:agua equivalente a 2:2:1.8. Lezecta fue homogeneizada una vez
mas y luego centrifugada durante 10 min a 2100 t@rase inferior organica fue transfe-
rida con una pipeta a tubos de 30 mL y el resideddvado dos veces con 3 mL de cloro-
formo. El solvente de la fase organica fue evapokajo nitrégeno, y el extracto lipidico

asi obtenido se coloco en viales y se mantuvo &C-B@sta su utilizacion.

6.2 Andlisis de acidos grasos:

Los acidos grasos de lipidos totales fueron deziadbs a sus correspondientes me-
til-ésteres usando KOH al 10% en metanol.
La identificacion y cuantificacion de los mismo frealizada por duplicado, usando un
cromatografo gaseoso HP 4890 equipado con un detdetionizacion de llama y una
columna capilar SP-2560 (100 m x 0.25 mm x 0.2 [La)temperatura de la columna fue
programada a 140°C durante 5 min y luego de 14@@02C a 4°C/min. La temperatura
del inyector y del detector fue mantenida a 175%6§°C, respectivamente. El gas porta-
dor fue hidrégeno (18 cm/s) y la relacion splitdesdue 1:100. Los acidos grasos fueron
identificados comparando sus tiempos de retenaérestandares y sus contenidos fueron

calculados sobre la base de % en peso.

6.3 Cuantificacion de triglicéridos:

El contenido de TG fue determinado a través de cimtis espectrofotométricas.
Para su dosaje se tomaron alicuotas del extrgithdd total, las que fueron secadas bajo
corriente de nitrdgeno y resuspendidas en isopaphnego se agrego una lipasa fungal
especifica (Laboratorio Wiener, Rosario, Argentipae calentd la mezcla a 37°C durante

5 minutos. Se produjo asi la hidrdlisis enzimatedos TG, liberandose glicerol. El color
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rosado de la quinonimina fue medido a 505 nm corespectrofotdmetro Metrolab RC
325. El contenido de triglicéridos fue determinadgediante una curva estandar de glicerol.

6.4 Cuantificacion de fosfolipidos:

Los FL totales fueron cuantificados a través derd@haciones colorimétricas de
su contenido de fosforo de acuerdo con el métodoriggo por Rouser y col. (1970). Ali-
cuotas del extracto lipidico total fueron incubadasun bloque de aluminio a 180°C, du-
rante 2 horas, en presencia de acido percloricth(¥v). Mediante esta digestion, los FL
fueron oxidados, liberandose fésforo inorganicdoema de ortofosfato. Posteriormente se
agregd molibdato de amonio (1.25%, p/v) y acidadsco (5%, p/v) y la mezcla se incu-
bé en agua hirviendo durante 5 minutos. Se formaimsomplejo de color azul intenso
cuya absorbancia fue medida a 800 nm con un esfmdéimetro Metrolab RC 325. El

contenido de fosforo fue calculado mediante unascastandar de KIPOu.

7. Andlisis estadistico

7.1 Rancidez oxidativa en las partes de la porcid®G congelada durante el almacena-
je.

Para el estudio de la rancidez oxidativa de laiporel&G —unidad- en una primera
experiencia (Figura 15), y en relacion con lasgsa#nterior, media y posterior (Figura 16)
a lo largo del almacenaje congelado, se empledsafial de parcelas divididas (split-plot)
con factor principal completamente aleatorizada,(Z899). Dicho factor principal fue los
dias de almacenaje (6 fechas de muestreo) y arfaetundario, las tres subunidades
mencionadas (tercio anterior, tercio medio y tepmesterior de cada unidad). En cada fe-
cha de muestreo se cont6 con tres unidades expeaie® (tres porciones H&G). Ademas
una muestra adicional que mostraba un incorrecoeso de eviscerado, se procesé a los
100 dias de almacenaje en congelacion.

El test de TBA se realizé sobre una muestra alieadier 10 gramos de tejido de ca-
da subunidad, de manera que por cada fecha dersmesttomaron tres pescados con sus
distintas partes, realizandose un total de nuevkawnees.

Los datos se analizaron por ANOVA doble, y lasréifieias entre las medias fueron anali-
zadas por el test de Fishex< 0,05 ).
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Figura 15: Ejemplar H&G de merluza negra

Figura 16: Tercio anterior, medio y posterior de merluza aegr
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7.2 Efecto de la radiacion gamma sobre la randdexidativa, las bases nitrogenadas
totales y el pH, de la porciébn H&G congelada.

En una segunda experiencia, se seleccionaron fa gaterior y media de la por-
cion H&G (Figura 17), las que fueron divididas essdada una. De esta manera por cada
unidad (un pescado) se obtuvieron cuatro subunsd@eigura 18). El disefio de ensayo
utilizado fue el de parcelas divididas (split-pldE) factor principal fueron los dias de al-
macenaje en frio (total de 6 fechas), y el facemuadario fueron las dosis de irradiacion
utilizadas (0,1,3 y 5 kGy). En cada fecha de maesse contd con tres unidades experi-
mentales (tres pescados).

Las determinaciones se realizaron sobre 10 graetsjido por cada subunidad, de
manera que por cada fecha de muestreo se tomasopdscados con sus distintas partes,
realizandose un total de doce determinaciones.

Los datos se analizaron por ANOVA doble, y lasréifeias entre las medias fue-
ron analizadas por el test de Fisher(0,05).

Figura 17: Partes anterior y media de merluza negra.
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Figura 18: Subunidades de merluza negra.

7.3 Rancidez oxidativa de la porcion H&G congeladarradiada, durante el almacenaje

en refrigeracion.

Para el estudio se empled un disefio de parceladiddis con factor principal en
blogues. Como factor principal se utilizé las datgsirradiacion (0, 1, 3 y 5 kGy) y como
factor secundario las horas de almacenaje (cingelas) bajo refrigeracion a 5°C. La ex-
periencia se realiz6 a los 20 dias post-irradiacion

Para las unidades de disefio se tomaron ejemplaneeduza negra seleccionados
al azar (tres pescados que actian como blogues) ynidades experimentales fueron las
zonas de cada pescado asignadas al azar a caslaelasadiacion. Las subunidades expe-
rimentales fueron las submuestras de cada zonpedebhdo asignadas al azar para cada
muestreo.

Los datos se analizaron por ANOVA doble y se uilia prueba de Dunnett para
comparar los tratamientos con su control. Tomaraoccontrol el muestreo realizado a

las 24 horas bajo refrigeracion.
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7.4 Componentes lipidicos: efecto de la radiacion gamsobre acidos grasos, triglicéri-

dos y fosfolipidos de la porcion H&G congelada.

Para el estudio se trabajo con las partes antenmdia de la porcion H&G (Figura
17). De esta manera por cada unidad se obtuvierainocsubunidades. Las determinacio-
nes se realizaron por duplicado. Para evaluareet@fde las dosis de irradiacion de 1y 5
kGy tanto al inicio como al final de la experien(@ay 293 dias), los datos fueron someti-
dos a analisis de varianza (ANOVA doble). Las @ifeias entre medias fueron analizadas

por el test de Fishea(= 0.05).

8. Analisis Sensorial

Las caracteristicas organolépticas se evaluaronamtedun panel constituido por
siete miembros (docentes de la Universidad Nacidelabur) cuyas edades oscilaron entre
30 y 50 afos. En una primera etapa el entrenamdmtos panelistas fue necesario dado
que la totalidad de los mismos no tenian conocitoiprevio de la especie. Se trabajé con
las muestras remanentes provenientes de la expieri@iatada en la seccion 7.1, a dife-
rentes tiempos durante el almacenaje prolongadwe snuestras crudas y cocidas. Este
analisis se acompafd con discusiones sobre lasepenfes a ser evaluadas y sobre los
grados y puntuaciones especificas.

Previo al andlisis sensorial las muestras conggladaon descongeladas, dejando-
las por 18 horas a temperatura de refrigeracid@)(3%s muestras cocidas se obtuvieron
colocandolas en recipientes plasticos tapados, t&mdelas al tratamiento en un horno de
microondas tipo familiar marca SMC, a potenciaesghirante treinta segundos, alcanzan-
do una temperatura interna superior a los 65°C.

En las muestras crudas se evaluo el olor, mieguasen las cocidas se evaluaron
olor y sabor.

Para este estudio sensorial se empleé una prusbapdiva siguiendo el método de
escala estructurada recomendada por la FAO (HA88).1La misma proporciona al pane-

lista una escala con diferentes grados de intethgCaadro 1).
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Grado

Puntuacioén

Aceptable

Ausencia de olo-
res/sabores
Objetables

Olor/sabor caracteristico de la
especie Muy fresco, algas marir]
Pérdida de olor/sabor Neutral

\l

Ligeros olores y
sabores objetables

Ligeros olores y sabores objeta-
bles
como a humedad/moho, ajo,

pan/levadura, acido, frutal, randi

Limite de aceptacion

Rechazo

Severos olores y
sabores objetables

Fuertes olores y sabores objeta
bles
a col vieja, NK H,S o sulfuros

Cuadro 1: Método de escala estructurada (Huss, 1998).

El Grado | corresponde a la ausencia de oloredgrea objetables; el Grado Il co-

rresponde a la presencia de ligeros olores y salminjetables y el Grado Ill a la aparicién

de severos olores y sabores objetables. Se coagiderel producto es aceptable hasta el

Grado Il.

En una segunda etapa se trabajo sobre las muestnasentes de la experiencia

7.2, tanto crudas como cocidas. La evaluacion sehse realiz6 en muestras controles e

irradiadas con 1, 3y 5 kGy.
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