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INTRODUCCION
Los peces de agua dulce como la trucha arcoiris poseen un elevado contenido de &cidos grasos
omega -3, EPA, DHA y fosfolipidos altamente insaturados, que unavez capturados y sometidos
a proceso de adecuacion, procesamiento, empacado y almacenado, exhiben reacciones de
oxidacion de lipidos, lo que hace que se pierdan las propiedades funcionales que estos lipidos
representan para la salud del consumidor. El hidrolato se considera un subproducto derivado de
la extraccion del aceite esencial de caléndula, que puede también contener una importante

composicion quimica con funcion antioxidante.

Esta propuesta de investigacion se bas6 en la evaluacion de la capacidad antioxidante del
hidrolato obtenido de la extraccién del aceite esencial de caléndula ( Caléndula officinalis L.)
para ser empleado como conservante ( antioxidante) en filetes de trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss). En la evaluacion de la capacidad antioxidante se emplearon técnicas analiticas como el
contenido total de fenoles (TAA) para determinar la cantidad de estructuras fendlicas presentes
en el extracto, mediante la técnica del radical DPPH se determiné la capacidad del hidrolato
para transferir electrones aradicales libres o especies reactivas de oxigenos (EROS) en los filetes
de trucha arcoiris. También se evalué la capacidad oxidativa al determinar el contenido de
especies reactivas de &cido tiobarbiturico (TBARS), acidos grasos libres e indice de perdxidos.
Esta propuesta contribuye a la conservacion de las propiedades funcionales que ofrece el consumo
de trucha arcoiris y al empleo de los subproductos que genera la extraccion de aceites
esenciales; de esta manera se aporta al disefio de nuevos productos con actividad funcional y un
a la seguridad alimentaria.

Palabras claves: antioxidante, hidrolato, DPPH, TBARS, fenoles, caléndula, capacidad
antioxidante, filetes de trucha arcoiris.



OBJETIVOS

General: Evaluar la capacidad antioxidante del hidrolato de caléndula (Caléndula Officinalis

L.) y su aplicacion como bioconservante en filetes de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).

Especificos:

1.

Caracterizar fisica y quimicamente los filetes de trucha arcoiris en relacion al contenido
de: Porcentaje de humedad, porcentaje de grasa, porcentaje de cenizas, pH, acidez,
Proteina.

Caracterizar quimicamente el hidrolato de caléndula proveniente de la extraccion del aceite
de las flores frescas de caléndula (Caléndula Officinalis L.) en relacion al contenido de:
porcentaje de acidez, pH, contenido de fenoles y marcha fotoquimica cualitativa.

Evaluar la capacidad antioxidante del hidrolato proveniente de la extraccién del aceite de
las flores frescas de caléndula (Caléndula Officinalis L.), mediante técnicas analiticas
como reduccién radicales DPPH y determinacién de fenoles totales.

Analizar y determinar diferencias significativas en los resultados de la capacidad
antioxidante del hidrolato proveniente de la extraccion del aceite de las flores frescas de
caléndula (Caléndula Officinalis L.).

Evaluar la capacidad oxidativa de los filetes de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) en
relacion a los indicadores de la oxidacion primaria como: porcentaje acidos grasos libres
(%AGL), indice de peroxidos (PV(meq-O2/Kg)) y pH.

Evaluacién de la oxidacion secundaria de lipidos poliinsaturados (contenido de especies
reactivas con el acido tiobarbitdrico TBARS:(mg malonaldehido/kg).

Determinar y evaluar diferencias significativas  en los resultados obtenidos de la
evaluacion de la capacidad oxidativa los filetes de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).
Evaluacién sensorial de 3 muestras de filete de trucha, con BHT (Butilhidroxitolueno),

hidrolato de caléndula y sin ningun aditivo.



PLANTEAMIENTO

En esta propuesta de investigacion se propone los siguientes planteamientos:

¢EL hidrolato proveniente de la extraccion del aceite esencial de las flores de caléndula
(Caléndula Officinalis L.) registra un alto contenido de fenoles y una alta capacidad
antioxidante para ser usando como bioconservante en filetes de trucha arcoiris

(Oncorhynchus mykiss)?

EL hidrolato proveniente de la extraccion del aceite esencial de las flores de caléndula
(Caléndula Officinalis L.) posee capacidad antioxidante para evitar o inhibir la
produccion de sustancias propias de la oxidacion primaria y secundaria de los éacido
grasos poliinsaturados presente en los filetes de trucha filetes de trucha
arcoiris(Oncorhynchus mykiss) cuando es almacenada a temperaturas de refrigeracion

(4.4 °C) por un trascurso de 20 dias?



1. MARCO TEORICO
1.1 Trucha Arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
La acuicultura en Colombia se inicio a finales de los afios 30 del siglo pasado, cuando fue
introducida la trucha arco iris (Onchorhynchus mykiss) con el fin de repoblar las lagunas de aguas
frias de la region Andina con una especie ictica de mayor valor econémico que las nativas. (FAO,

2013)

Posteriormente, a finales de los 70 se introdujeron las tilapias Oreochromis sp y a principios de
los afios 80 se iniciaron trabajos con algunas especies nativas, principalmente con las cachamas
blanca Piaractus brachypomus y negra Colossoma macropomum, con el fin de fomentar
actividades encaminadas a diversificar las fuentes de ingreso de los pequefios productores

campesinos. (FAO, 2013)

Estos esfuerzos se realizaron inicialmente por la Federacion Nacional de Cafeteros y més tarde,
por el Programa de Desarrollo Rural Integrado - DRI. Pero s6lo a mediados de la década de los 80
se iniciaron procesos encaminados a formar empresas acuicolas, primero en el cultivo de camaron
Litopenaeus vannamei y un poco mas tarde en la piscicultura comercial con especies foraneas
como las tilapias, la trucha arco iris y la carpa comun Cyprinus carpio y con nativas como las

cachamas. (FAO, 2013)

La truchicultura es un sector extenso que abarca los departamentos de Antioquia,
Cundinamarca, Tolima, Huila, Santander, Norte de Santander, Boyaca, Cauca, Narifio y Quindio.
Es un sector en crecimiento y juega un importante papel en los empleos del sector rurales ya que
segun el Ministerio de Agricultura y Desarrollo rural este sector consolida mas de 11.244 empleos

por afio (CCI -Corporacion Colombia internacional, 2009).



1.1.2 Etapas del cultivo

1.1.2.1 Alevinaje

Este proceso va desde los 2 cm hasta los 7 - 9 cm de longitud de los peces, utilizandose piletas
de cemento o fibras de vidrio, circulares o rectangulares. La biomasa a mantener es de 7- 8 kg/m3
maximo, segun el tamafio de los alevinos. En esta etapa se requieren entre 5y 70 I/min de agua
para 10.000 alevinos cantidad que depended del tamafio de los peces la densidad de siembra
utilizada y la temperatura. El alimento debe contener 5° % de proteina y ser suministrado en una

proporcidn diaria del 6% de la biomasa al principio y 4% al final, repartido en 12 comidas por dia.

Se deben seleccionar los peces por tamafios con el fin de evitar el canibalismo y altos
porcentajes de cabezas y colas. La manipulacion de alevinos tiene que hacerse antes de alimentar

y sin radiacion solar fuerte.

1.1.2.2 Engorde
El engorde se inicia cuando los alevitos tienen 7 -9 cm y finaliza cuando alcanzan talla
comercial, con pesos entre los 200-500 gr, en un tiempo entre 7 y 15 meses dependiendo de la

calidad de la semilla, la temperatura del agua, la densidad de siembra y la alimentacion.

Esta etapa puede realizarse en estanques (rectangulares o circulares) o en jaulas. Los tanques
rectangulares tienen la ventaja que ocupan menos espacio, pero son menos eficientes,
especialmente en lo relacionado con el aseo, pues es necesario limpiarlos adecuada y
periédicamente para eliminar los sedimentos y restos de alimento; los tanques circulares ocupan
mayor espacio, pero son mas eficientes por cuantos se auto limpian. Los estanques construidos en
concreto son mas costosos que los de tierra, pero ofrecen mayores ventajas. Como son una vida

atil larga, bajos gastos de mantenimiento, resistencia a los grandes flujos de agua, mejores



condiciones sanitarias, facil manejo y mayor capacidad de carga. Las jaulas se emplean en lagos,

lagunas, embalse o grandes reservorios, con buena calidad de agua y profundidad mayores 3-4 m.

En el engorde de truchas es indispensable la toma de los parametros fisico quimicos del agua
en los estanques, principalmente oxigeno disuelto, temperatura y pH, de tal manera que se
mantenga en los rangos adecuados para garantizar el buen estado de los peces y un desarrolld

optimo del cultivo.

Puesto que las truchas son muy exigentes en la calidad del agua, la misma debe ser filtrada con
el fin de evitar que llegue cualquier tipo de material que pueda afectar el cultivo. La cantidad de
agua necesaria depende de la produccion esperada, calculandose que en engorde se requiere entre
14 y 16 It/seg por tonelada; el recambio de agua en los tanques debe ser como minimo el suficiente
para que en cada uno se renueve el agua completamente cada hora. Adecuados sistemas de manejo,

limpieza, alimentacion y seleccion por tallas contribuiran a obtener mejores resultados.

1.1.2.3 Coloracion

Dorso oscuro, verdoso a castafio, moteado de negro al igual que los flancos y aletas dorsal,
caudal y anal. Una franja longitudinal rosada o roja en cada flanco desde el ojo hasta la aleta
caudal, muy notable en los peces maduros y especialmente en los machos durante la época de
reproduccion. ElI moteado del cuerpo es muy variable, registrandose ejemplares desde
profusamente moteados hasta casi sin motas ("plateadas"); una gradacion similar se observa en el

tono de la banda rojiza. (ECURED domingo, 27 de agosto de 2017).

1.1.3 Propiedades nutricionales de la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)

Se trata de un pescado delicioso con el siguiente aporte nutricional por 100 g:

Tabla 1: Aporte nutricional trucha arcoiris Garcia et al. (2004)



Energia 90 kcal

Proteinas 159
Hidratos de carbono 0,19
Grasas totales 39
Vitaminas
Vitamina B1 0,1 mg
Vitamina B2 0,1 mg
Vitamina B3 5 mcg
Vitamina A 14 mcg
Minerales
Zinc 0,8 mg
Fosforo 250 mg
Potasio 250 mg
Magnesio 29 mg

Garcia et al. (2004) determinaron la composicion quimica del filete fresco de truchas arcoiris
con pesos entre 301,9 y 479,5 g. En dicha investigacion estos autores estimaron valores de
75,24 £ 0,26% de humedad; 20,88 + 0,19% de proteina; 2,57 £ 0,21% de grasa y 1,22 + 0,01% de
cenizas, valores bastante cercanos a los encontrados en el presente estudio para CMS. Las
diferencias respecto al mayor valor de proteina y un menor valor de extracto etéreo podrian deberse
a gque en el estudio citado se analizaron filetes, los cuales tienden a ser mas magros que el resto de
la carne del cuerpo del animal. Al igual que lo encontrado en el caso de tilapia, la CMS de trucha
presenta el menor contenido de cenizas, Ca, P, extracto etéreo y energia bruta en comparacién con

los demas recursos analizados. (A. Osorio, 5 de septiembre de 2013).

La composicion quimica de los peces es muy variable, no solo entre las especies sino también
dentro de las especies debido a varios factores. Algunos de estos factores son la edad y el tamafio
del pez, el sexo, la estacion del afio, la calidad del agua, la dieta y el sistema de alimentacion
(Gonzalez et al., 2006; Gokge, Tasbozan, Celik, y Tabakoglu, 2004). En lo que respecta a la calidad
nutricional, recientemente se ha desarrollado un interés especial en la composicion de lipidos de

pescado porque sus efectos beneficiosos para la salud humana dependen de su perfil de &cidos



grasos. Ademas de las cantidades 6ptimas de acidos grasos esenciales, los &cidos grasos
poliinsaturados / saturados (PUFA / SFA) y los indices de PUFA n- 6 / n -3 se consideran buenos

indices de calidad nutritiva (Steffens & Wirth, 2005)

.1.3.1 Perfil de acidos grasos.

Se tiene conocimiento que los peces de agua dulce como el salmén y la trucha son considerados
como la mayor fuente de acidos grasos insaturados tipo omega- 3 y omega-6. De acuerdo con
las investigaciones de Sabetian et al (2012), los &cidos grasos de la carne y pate comestible de la
trucha arcoiris se agrupan en acidos grasos saturados (SFA), en donde el acido misristico,

palmitico y el acido estearico, son los componentes predominantes.

También se puede encontrar &cidos grasos monoinsaturados (MUFA), &cidos grasos
poliinsaturados (PUFA), dentro de estos, es el acido linoleico, linolénico, acido eicosapentanoico
(EPA, 6,98%), &cido docosahexanoico (DHA, 9.10%). Entre los MUFA, son representativos el
acido oleico (65%) y palmitico (25%); estos resultado concuerda con lo expuesto por Perea, et al
(2008), en donde esta especie registro una alta concentracion de &cidos grasos monoinsaturados y
poliinsaturados, de estos Gltimos, relacionan que la trucha registra un alto contenido de DHA
(240-480 mg/100g de filete) aun cuando su concentracién de EPA es minima (10-20 mg/100g de

filete).



Tabla 2: Composicion en acidos grasos trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) Perea, et al

(2008).

ACIDO GRASO Tipo de &cido graso Mg/100g de filete
MIRISTICO Saturado C:14 100-300
PALMITICO Saturado C:16 900-1800
ESTEARICO Saturado C:18 200-500

OLEICO Saturado C:18,A 9 1000-2200

A-LINOLENICO Saturado C:1849, 12, 15 10-20

EPA Saturado C:20 A 5, 8,11, 14,17 10-20
DHA Saturado C:22 © 4,7,10,13,16,19 240-480
LINOLENICO Saturado C:18 £9,12,15 600-1300

En los reportes de  Burgos, et al (2008); las muestras de trucha arcoiris registraron un alto
contenido de &cidos grasos saturados como el palmitico e insaturados como el acido oleico
(18.3%), acidos grasos esenciales de las series de los meoga-3 y omega (1.1% para el &cido
linoleico y 7.3 % para el &cido linolénico).

Tabla 3. Porcentaje de acidos grasos Trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss). Burgos, et al

(2008).
Acido graso Porcentaje aproximado
Palmitico 14.878
Oleico 18.301
Linolénico 1.057
Linolénico 7.272

En los estudios de Burgos, et al (2008) hacen un relevante aporte al aprovechamiento de
subproductos generados del manejo pos captura de la trucha y es entregar el perfil de acidos grasos
de la visera en donde se registran mayores contenidos de acidos grasos polinsaturados que en la
parte comestible del musculo, se registro un contenido promedio de 26.8% de acido linoleico y

dentro de éste, un alto contenido de DHA, el &cido oleico es alto (25.5%). De acuerdo con Perea,



et al (2008), relacionan que una porcidon de trucha de 250 g/dia cubre el requerimiento en acidos
grasos de la serie omega-3 que corresponde a 1,3-1,5 g/dia.

Se acepta que el consumo de pescado tiene beneficios nutricionales y de salud para los humanos
(Burger & Gochfeld, 2009). La carne de pescado se considera una buena fuente de proteinas de
alto valor bioldgico, &cidos grasos poliinsaturados n- 3 ( AGPI n- 3), minerales y vitaminas. En
numerosos estudios ( Kris-Etherton, Harris y Apple, 2002; Mayneris-Perxachs, Bondia-Pons,
Serra-Majem y Castellote, 2010 ) se informaron efectos preventivos de los PUFA n- 3 sobre la
aterosclerosis, la trombosis o la hipertensién. Ademas, se ha sugerido que los PUFA n- 3 pueden
tener una influencia favorable en enfermedades como el asma, el accidente cerebrovascular, el

cancer o la diabetes ( Steffens y Wirth, 2005 ).

Estudios previos (Caballero et al., 2002; Celik et al., 2008) informaron datos sobre la
composicion quimica, y particularmente sobre la composicion de acidos grasos, de la trucha
arcoiris. Otros informes se han centrado en los efectos de diversos métodos de procesamiento o
coccion sobre la composiciéon quimica de diversas especies de peces, incluida la trucha arcoiris
( Gokoglu, Yerlikaya y Cengiz, 2004; Unusan, 2007 ). Sin embargo, no se dispone de suficiente
informacion sobre las composiciones quimicas diferenciales de los filetes de trucha arcoiris cuando

se comen con o sin la piel puesta.

En Colombia las enfermedades cardiovasculares (ECV) se han convertido en la primera causa
de mortalidad, superando a la muerte violenta y al cancer. Entre los factores que explican la
epidemia de ECV se han propuesto como fundamentales los cambios en los habitos nutricionales
que han llevado a un aumento en el consumo de alimentos de preparacion rapida, desplazando
aquellos que contienen nutrientes cardio protectores en los que se incluyen: frutas, vegetales y

pescado. El pescado tiene un efecto cardiovascular protector asociado con un menor riesgo de



mortalidad por enfermedad coronaria en razén a que es la principal fuente natural de acidos grasos

n-3.

Existen evidencias sélidas que sefialan que los acidos grasos n-3, no solamente son nutrientes
esenciales, sino que también modulan favorablemente varias enfermedades entre las que se
incluyen: la aterosclerosis, enfermedad cardiaca coronaria, enfermedad inflamatoria, desordenes
autoinmunes, desarrollo del feto en mujeres embarazadas, desarrollo cognitivo y de aprendizaje
en los nifios, diabetes tipo 1y 2, sindrome metabdlico, obesidad, desarrollo de la demencia y otros
desordenes. Estos datos y el extenso conocimiento del efecto del consumo de pescado en el
organismo, muestran la necesidad de promover el incremento en la ingesta de este alimento, en
todas las poblaciones, especialmente en aquellas de mayor riesgo de morbilidad no solo por ECV,

sino por otros procesos patoldgicos.

En este contexto es necesario partir del conocimiento de las caracteristicas nutricionales,
especialmente del contenido de acidos grasos n-3, de la trucha arcoiris. Como patrén de referencia
para los acidos grasos n-3, por ser la especie conocida a nivel internacional con mayor contenido

de estos nutrientes.

En la actualidad no se cuenta en el pais con datos disponibles del perfil completo de &cidos
grasos y micronutrientes de estas especies, pese al incremento en la produccion pesquera a
nivel nacional y de la region, El objetivo de este estudio fue determinar algunas caracteristicas

nutricionales de las especies mencionadas, con énfasis en el perfil de &cidos grasos. (Scielo, 2008)

Los &cidos grasos omega 3 son acidos grasos polinsaturados que se encuentran en tres
principales formas en los alimentos: acido eicosapentaenoico (20:5 omega 3, EPA), acido

docosahexanoico (22:6 omega 3, DHA) y alfa linolénico (18:3 omega 3, a-ALA). Las formas EPA



y DHA se pueden encontrar en los aceites de pescados que viven principalmente en aguas frias
como el salmon, atun, sardinas, entre otras variedades. En paises orientales, que tienen un alto
consumo de algas, son otra fuente importante de altas cantidades de DHA y EPA. En cuanto a la
forma ALA, se puede encontrar en algunos aceites vegetales, chia, nueces, cacahuates y aceitunas.

(Scielo, 2015)

Los EPA, DHA y ALA son &cidos grasos esenciales, es decir, se requieren ingerir por la dieta,
ya que el organismo no los sintetiza. Debido a su amplia distribucion en diferentes alimentos su
consumo ha demostrado tener una amplia variedad de efectos benéficos a la salud humana. Sin
embargo, en la mayoria de las investigaciones en humanos son las variedades EPA y DHA las que
han demostrado tener mayores efectos en comparacion con la forma ALA (vegetal) ; en esta Ultima
también se han visto efectos benéficos en algunas condiciones metabdlicas, sus resultados no han
sido concluyentes. No obstante, cabe destacar que su ingesta ha demostrado que es de gran

importancia para la salud. (Scielo, 2015)

La trucha arco iris, que es rica en acidos grasos monoinsaturados (MUFA, 50%) y PUFA (26%),
tiene una alta sensibilidad a la oxidacién de los lipidos (Mexis, Chouliara y Kontominas,
2009 ). Los acidos grasos se convierten en hidroperdxidos, que son los principales productos de la
oxidacion de los lipidos ( Alishahi y Aider, 2012; Mexis et al., 2009 ). Como los compuestos de
perdxido son insipidos e inodoros, no pueden ser detectados por los consumidores; aunque se

pueden medir como PV ( Bremner, 2002 ).

Las altas concentraciones de &cidos grasos poliinsaturados n-3 (PUFA), en particular &cido
docosahexaenoico (DHA, 22: 6n-3) y acido eicosapentaenoico (EPA, 20: 5n-3), que tienen

beneficios potenciales para la salud humana son encontrado en los tejidos de peces. En ausencia
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de una proteccion antioxidante adecuada , debido al alto grado de instauracion, los AGPI n-3 de
cadena larga son propensos a la peroxidacion lipidica in vivo dentro de los tejidos de los peces que
conducen a patologias, incluida la distrofia muscular. También en los alimentos, estos &cidos
grasos son facilmente susceptibles a la autooxidacién cuando se exponen al oxigeno atmosférico
y si no se toman los cuidados adecuados en la preparacion y almacenamiento de alimentos, el valor
nutricional positivo de los AGPI n-3 de cadena larga derivados de aceites de pescado y las comidas

pueden convertirse en un factor negativo para los peces.

1.2 Control de calidad en productos pesqueros

1.2.1 Degradacion de productos pesqueros.

El pescado es un producto muy delicado, debido a que si no se toman las medidas necesarias
para su conservacion y manipulacion, los procesos de degradacién que se producen en él son mas
acelerados, disminuyendo la calidad del producto. Por lo expuesto anteriormente es importante
conocer la calidad microbiol6gica de los en estado fresco; porque un pescado que origina
problemas sanitarios no se lo puede considerar nunca como un alimento de 6ptima seguridad para
el consumidor. Una de las principales causas de deterioro que sufre el pescado es el ataque
bacteriano, originado por las bacterias provenientes del medio, y de las malas o inadecuadas
practicas de manufactura; es por eso que se requiere tener una guia de consulta. Un pescado
microbiol6gicamente seguro no debe contener patdgenos en cantidades peligrosas que produzcan
dafios a la salud, y su contenido en microorganismos totales no debe exceder niveles

predeterminados de manera que aseguren su inocuidad. (ALBAN, 2001).

Todo producto pesquero, dada su alta tasa de degradacion quimica y microbiana, luego de la
faenas de captura, limita la conservacion a temperaturas de refrigeracion, por eso deben ser

aplicadas temperaturas de congelacion que pueden ir desde 0° C hasta los -38°C.
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En el analisis de Rea, V. (2011), a indica que el pescado como todos los productos de origen
marino y de agua dulce se alteran pro reacciones de autolisis, oxidacion y
actividad bacteriana. Los factores que influyen en el tipo y velocidad de las alteraciones se
relacion con el tipo de pescado (se resalta el contenido y tipo de grasa), condiciones de captura
(modificaciones en el descenso del pH y contenido de O), contaminacion bacteriana y la
temperatura aplicada.

Dependiendo del pH del tejido comestible del pescado, se puede determinar el tiempo
de almacenamiento en hielo, pescados son
pHs ligeramente basicos pueden presentar reacciones deteriorativas en menor tiempo por el
desarrollo de bacterias que se desarrollan en estos rangos de pH, peroa pHs ligeramente acidos ,
la conservacidn en hielo se puede prolongar, esto mismo es descrito en Medina, et al 2014 ;
estos mismos autores indican que el tiempo maximo de conservacion de pescados puede estar
entre 20 y 30 dias es el limite maximo de almacenamiento. Si se manejan temperaturas entre -
10°C y -18°C, el tiempo de vida aumenta considerablemente hasta 12 meses.

El tiempo de almacenamiento y el efecto del tipo de empaque sobre el pescado fresco cuando
se aplica temperaturas de refrigeracion es muy corto y éste no estd condicionado por el tipo de
empaque; El envasado al vacio (EV) y los envasado en atmosfera modificada, EAM, con altos
niveles de CO2 (25 - 100 por ciento), prolongan la duracion en almacén de los productos

pesqueros por algunas semanas:



Tabla 4. Efecto de las condiciones de empaque sobre la duracién en almacén del pescado
enfriado y de productos carnicos. Huss. H. (2009).

Tipo de producto Temperatura de almacenamiento (*C)||Duracion en almacén {semanasﬂ

Aire || Eya EAMP |

|Came de res, puerco y aves || 10-44 || 1-3 || 1-12 || 3-21 |

[Pescado magro bacalao, pollock, chancharro I 0.0-40 -2 | 1-2 ] 1-3 |

||Pescad0 graso arenque, salmon, trucha || 0.0-40 || 1-2 || 1-2 || 1-3 |
([Mariscos cangrejo, vieras 0.0-40 Ve -2 - Ve-3
||Pescad0 de aguas calidas vieja, pez espada, tilapia 20-40 Ya -2 2-4

a) EV:empaque al vacio
b) EAM: envasado en atmosferas modificadas (altas concentraciones de CO», 25-100%)

1.2.2 Efecto de la ingestion de lipidos oxidados sobre la calidad de la carne de peces.

La alimentacion de los peces juega un papel importante en muchos factores de calidad de su
carne, segun (Keong, 2005) el aceite de palma es una buen opcion de alimento para los peces, este
aceite presenta una baja concentracion de &cido grasos poliinsaturados (AGPI) por esta razén
obtiene una excepcional resistencia a la oxidacion. Junto con los efectos protectores de potentes
antioxidantes naturales (carotenoides y vitamina E) en el aceite de palma la incidencia de rancidez

se reduce sustancialmente cuando se usa en la alimentacion acuicola.

Otro estudio que nos habla sobre esta teméatica es (more, 2018) donde se realiz6 una
investigacion sobre la ingestion del ajo en la dieta de los peces la cual arrojo que el ajo si ejerce
un actividad antioxidante sobre la carne de los peces, de igual forma al mirar el porcentaje de
TBARS de los peces que habian consumido en su dieta ajo y los que no lo habian consumido que
realmente el ajo ayudo a reducir este porcentaje de (malonaldehido) en las muestras de filete de

trucha.

Existen a parte de los estudios anteriormente mencionados mas estudios sobre la influencia que
tiene lo que consumen los peces con la calidad misma de la carne, en la trucha arcoiris es de vital

importancia tener presente esta parte, ya que este es un alimento muy propenso a su



descomposicion por su alta cantidad de omegas los cuales si no se tiene un adecuado manejo
después de su muerte y si no se mantiene bajo unas condiciones adecuadas de temperatura se puede

ver muy afectado este alimento.

1.2.3 Rancidez oxidativa.
La rancidez oxidativa, conocida como auto oxidacién, es la principal causa de deterioro de
aceites y grasas, la que puede controlarse mediante el empleo de antioxidantes incrementando la

estabilidad oxidativa y vida en anaquel. (Villanueva, Eudes, 2017)

1.2.3.1 Oxidacion Enzimatica
La oxidacion enzimatica se produce por la accion de dos enzimas en particular las lipasas y las
lipooxidasas las cuales estan presentes en el pescado, y por esta razon este producto es susceptible

a este tipo de oxidacion.

e Lipolisis

La lipolisis es una reaccién que es catalizada por lipasas y en ciertas condiciones, por las altas
temperaturas en presencia de agua (en el freido), en la que se hidroliza el enlace éster de los
triacilglicéridos y de los fosfolipidos, y se liberan &cidos grasos. La lipdlisis no sélo ocurre en las
oleaginosas, sino también en los lacteos y en muchos otros alimentos, incluso en la carne y el

pescado.

En el caso de aceites vegetales (soya, cacahuate, maiz, etcétera), los acidos libres son de mas
de 16 carbonos, poco volatiles, sin olor y su presencia solo se advierte mediante el indice de acidez;
por otra parte, los de la leche, son de cadena corta (butirico, caproico, caprilico y laurico), méas
volatiles, con olores peculiares y responsables del deterioro percibido olfativamente; la lipasa se

asocia con las miscelas de caseina y en la homogeneizacion se pone en contacto con los globulos



de grasa, de manera que si no se pasteuriza o esteriliza inmediatamente, se favorece su accion.

(Badui, 2006).
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Figural: Reaccion de lipolisis en el enlace éster (Vargas)

e Lipooxidacion
La lipooxidacion es otro mecanismo de oxidacion enzimatica, es este sistema en donde
hay accion de la enzima lipooxidasa a cual cataliza la oxigenacién de los AG
insaturados en un sistema Cis-cis- (1,4)-pentandieno, de este sistema de oxidacion se
van a generar dos productos de la oxidacion primaria los cuales son los peroxido e
hidroperoxidos.
Cuando un acido graso poliinsaturado contiene en alguna parte de su molécula
carbonada el sistema Cis-cis-(1,4)-pentanodieno, este es el sitio de especificidad de la

lipooxigenasa.
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Figura 2: accion de la enzima lipooxidasa (\Vargas)

Cuando un &cido graso poliinsaturado contiene en alguna parte de su molécula
carbonada el sistema Cis-cis-(1,4)-pentanodieno, este es el sitio de especificidad de la

liooxigenasa.
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Figura 3: Accion de la enzima lipooxidasa (Vargas)
1.2.3.2 Oxidacion Quimica
La oxidacidén quimica también conocida como autooxidacion, este tipo de oxidacion se

desarrolla rapido en presencia de oxigeno y catalizadores como luz, temperatura y metales,



de igual forma cataliza la formacion de radicales libres, como resultado de esta oxidacion

se producen perdxidos e hidroperdxidos indicadores de la oxidacion primaria. 635652

Este tipo de reaccion, también recae al igual que la oxidacion enzimatica sobre un sistema

de &cido graso poliinsaturado que contiene Cis-cis-(1,4)-pentanodieno.
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Figura4. Oxidacion quimica (Vargas)
De igual en forma la oxidacion quimica encontramos 3 etapas las cuales son iniciacion,

propagacion y terminacion.

e Iniciacién En esta primera etapa se forman los radicales libres por accion de los

catalizadores como la luz y la temperatura.

Figura 5: Fase de iniciacion de la oxidacion lipidica. (Vargas)

e Propagacion



En esta segunda etapa de la oxidacion quimica se produce una absorcion de oxigeno la
cual exige la intervencion de radicales libres. La propagacion esta constituida por una

cadena de dos reacciones. Consta de la propagacion o de reaccion de los radicales libres
entre si.

Siguiendo con la reaccion encontramos la formacion de radicales de perdxido
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Figura 6. Fase de propagacion de la oxidacién lipidica (Vargas)

Las reacciones expuestas anteriormente con rapidas, porque los radicales libres

portadores de un electron no apareado son muy reactivos y continuamente reaccionan
con el oxigeno.



e Terminacion
En esta Gltima etapa la propagacion termina con la formacion de estos productos.

R +R - RR
ROO + ROO" — ROOR + 02

1.2.4 Indicadores de la Capacidad Oxidativa.

El termino capacidad oxidativa se refiere a la facilidad de la oxidacion de los lipidos contenidos
en un alimento cuando toman contacto con el aire, el cual altera considerablemente sus

caracteristicas organolépticas.

1.2.4.1 Oxidacién Primaria e Indicadores:

La oxidacion primaria se caracteriza por la formacion de radicales libres mediante el consumo
de energia, que suele proceder de diversos agentes prooxidantes; energia calorifica radicaciones
de la luz, iones metélicos, etc.

Estos son los indicadores de la oxidacion primaria.

e Acidez

La acidez es el contenido de acidos grasos libres, es el nimero de miligramos de
hidroxido de potasio requeridos para neutralizar los &cidos grasos libres presentes en 1
gramos de grasa, cuando se determina el indice de acidez se expresa en miligramos por
gramo.

Principio: la muestra se disuelve en una mezcla de solventes adecuada, y los acidos
presentes se titulan con una solucion etandlica o metanolica de hidréxido de potasio o de

sodio. (NTC218, 2011).



Tabla 5. Productos alimenticios con valores aproximados de acidez (NTC218, 2011)

Grupos de Productos (ejemplos) Valor &cido
aproximado
Aceites vegetales refinados 0al
Grasas animales
Aceites vegetales crudos la4d
Grasas animales con grado técnico 4315
Acidos grasos madre para jabon 15a75
Acidos grasos técnicos (destilados) >75

Calculo

El valor acido Wav 0 el contenido de acidos grasos libres, Wrra, se reportan de la siguiente
manera:

e Hasta dos cifras decimales para valores entre 0 hasta 1 inclusive;

e Hasta una cifra decimal para valores entre 1 hasta 100 inclusive;

e Como numero entero para valores > 100.

Ademas de los siguientes célculos, el contenido aproximado de acidos grasos libres (acidez)

se calcula a partir de:

Wrgpa = 0,5 x Wyy

Valor Acido
El valor acido, Wav, expresado como la fraccion de masa es igual a:

_ 56,1 xcV

Way =
m

En donde:
c es la concentracion exacta, en moles por litro, de la solucion normalizada volumétrica de

hidroxido de sodio o de potasio utilizada;



V es el volumen, en mililitros de la solucién normalizada volumétrica de hidroxido de sodio

0 de potasio utilizada;

m es la masa, en gramos de la porcién de ensayo. (Incontec, 2011)

pH

Las mediciones de pH se realizan potencio métricamente con un sistema que incluye un
electrodo de vidrio sensible a los iones hidrogeno. La conductividad electrolitica es medida
colocando una celda generalmente rigida en una solucién electrolitica de constante de celda
dada. La trazabilidad de estos instrumentos de medicion solo es posible garantizarla
realizando la calibracién y verificacion del conjunto medidor-electrodo 6 medidor-celda

con Materiales de Referencia Certificados. (Valdes, 2009).

Este andlisis se toma por duplicado o triplicado, introduciendo el electrodo de
potenciémetro previamente calibrado, la diferencia maxima permisible en el resultado de
las pruebas realizadas por duplicado no debe exceder de 0.1 unidades de pH en caso de lo
contrario realizar nuevamente la toma.
indice Peroxidos

Esta técnica se emplea en el laboratorio para determinar la cantidad de perdxidos e
hidroperéxidos formados en las primeras etapas de la oxidacion quimica o enzimaética
cuanto la enzima es la lipoooxigenasa. Una de las formas para su determinacion se pasa en
la capacidad que tienen estos compuestos de liberar I> cuando reaccionan con el yoduro de
potasio. En la técnica los lipidos se disuelven en un solvente organico apropiado

adicionandose un exceso de KI.



Principio: la muestra de ensayo se disuelve en isooctano (o cloroformo) y acido acético
glacial, se afiade yoduro de potasio. El yodo liberado por los perdxidos se determina
yodometricamente con un indicador de almidon y una solucion normalizada de tiosulfato
de sodio. El punto final de la titulacién se determina visualmente. (NTC236, 2011).

Calculos

Para el calculo del valor de peroxido (conocido cominmente en la industria como “VP”)
en miliequivalentes de oxigeno activo por kilogramo, usando la siguiente formula:

(v—vy). Ctnio - F - 1000
m

En donde

V es el volumen de la solucién de tiosulfato de sodio utilizada para la determinacion, en
mililitros;

Vo es el volumen de la solucién normal de tiosulfato de sodio utilizada para el ensayo
en blanco, en mililitros;

F es el factor de la solucidn de tiosulfato de sodio 0,01 N determinando;

Ctnio €S la concentracion de la solucidn de tiosulfato de sodio, en moles por litro;

m es la masa de la porcion de ensayo , en gramos. (Icontec, 2011)

e Indice de yodo
Determinacion del grado de instauracidn de una grasa, expresado como el nimero de
gramos de yodo absorbidos por 100 g de muestra. Esta técnica es importante porque a

mayor namero de instauraciones mayor probabilidad de encontrar en la cadena del acido



graso sistema de instauraciones no conjugado cis-cis-1,4-pentadieno, -CH=C-H-CH2-
CH=CH-.

Principio: Dilucién de la porcion de ensayo en un solvente y adicion del reactivo de
Wijs. Después de un tiempo especifico, se adiciona yoduro de potasio y agua y se titula la
liberacion de yoduro con una solucidn de tiosulfato sédico. (NTC283, 2012).

Calculo:

El indice de yodo, VI, expresado en gramos por 100 g de grasa, estd dado por la

ecuacion:

12,69 c (V1 - Vz)
m

En donde:
c. Es laconcentracion de la solucion del tiosulfato de sodio, en moles por litro.
V1. Es el volumen, en mililitros, de la solucion de tiosulfato de sodio empleado en el
banco.
V>; es el volumen, en mililitros de tiosulfato de sodio usado para la determinacion.
m: es lamasa de la porcidn de ensayo, en gramos. (Icontec, Grasas y Aceites Vegetales
y animales. Determinacion de indice de yodo NTC 283, 2012)

El resultado se redondea segun se indica en la tabla redondeo de los resultados:

Viwi Redondear a
9/100 g
WI <20 0,1
20<WI<60 0,5

WI = 60 1




1.2.4.2 Oxidacién Secundaria e Indicadores:

En la oxidacion secundaria se ve la formacion de especies reactivas mas fuertes que los
peroxidos, en esto encontramos el malonaldehido que es un compuesto resultante de esta

oxidacion.

e TBARS (especies reactivas con el Acido Tiobarbittrico)

La prueba de TBARS sirve para determinar el grado de formacion de compuestos carbonilicos
derivados de la degradacion oxidativa de los lipidos. Esta técnica da positiva en aquellas sustancias
que sea reactivas con el acido tiobarbiturico. A continuacion en la figura 7, se muestra la reaccion
del malonaldehido con TBA (&cido tiobarbiturico), la que genera un compuesto de condensacion

coloreado que absorbe a 530 nm. (Manrique, 2015).
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Figura 7: Reaccion TBA, (Manrique, 2015)

El indice TBA permite la determinacion directa, sin necesidad de aislar previamente los
productos de oxidacion secundaria. Es aplicable a grasas y aceites vegetales y animales, acidos
grasos Y esteres, no a fosfolipidos o muestras que contengan carbohidratos o proteinas, en las que

es necesario la separacion previa de la fraccion lipidica. (Manrique, 2015)



De igual forma el indice TBA tiene varias limitantes; no siempre se forma el dialdehido, ya
que solo proviene de los &cidos poliinsaturados; el TBA produce compuestos amarillo con otros
aldehidos; la presencia de la sacarosa interfiere; el dialdehido reacciona con proteinas y reduce su

concentracion para su determinacion. (Badui, 2006)

De igual forma al realizar esta prueba de TBARS se obtiene la cantidad de malondialdehido
(MDA) es un aldehido de bajo peso molecular y tres carbonos que puede producirse por diferentes
mecanismos Una ruta de formacién del MDA se describe en la figura 8, el objetivo de las especies
reactivas es el doble enlace carbono-carbono de los &cidos grasos poliinsaturados (1). Este doble
enlace debilita el enlace carbono-hidrégeno, permitiendo la facil abstraccion del hidrégeno por un
radical libre. Entonces, un radical libre puede abstraer el atomo de hidrégeno y se forma un radical
libre de lipidos (1), que sufre oxidacion generando un radical peroxilo (I11). El radical peroxilo
puede reaccionar con otros acidos grasos poliinsaturados, extraer un electron y producir un
hidroperéxido de lipidos (IV) y otro radical libre de lipidos. Este proceso como se puede observar
en la Figura 8, puede propagarse continuamente en una reaccion en cadena. El hidroperdxido de
lipidos es inestable y su fragmentacion produce productos tales como malondialdehido (V) y 4-

hidroxi-2-nonenal. (Grotto, 2009)
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Figura 8: Paso a paso esquematico de la formacion de MDA a partir de &cidos grasos
poliinsaturados. (Grotto, 2009)

Los estudios han demostrado que una cantidad considerable de MDA puede derivarse de las
siguientes fuentes: acidos grasos con menos de tres enlaces dobles. En este caso, la produccion de
MDA se debe parcialmente a la oxidacion secundaria de compuestos carboxilicos primarios;
endoperoxidos implicados en la sintesis de prostaglandinas , degradacion oxidativa dependiente
del hierro de aminoacidos, carbohidratos, pentosas y hexosas y de productos de radicales libres
producidos por irradiacion gamma. En los dltimos 20 afios, la MDA ha sido reconocida como un
importante indicador de peroxidacion lipidica, ya que los sujetos afectados por varias

enfermedades tienen los niveles de MDA aumentados. (Grotto, 2009)

La participacion de la peroxidacion lipidica en el cancer es un buen ejemplo; el cancer es el
resultado de la acumulacion de multiples mutaciones en los genes reguladores del crecimiento

clave. Estos cambios genéticos son una consecuencia de la inestabilidad de los errores de



replicacion de ADN y ADN que resultan de la exposicion a genotoxinas exdgenas y especies
reactivas de oxigeno. La MDA es un contribuyente potencialmente importante para el dafio y la
mutacién del ADN que se produce enddgenamente a través de la peroxidacion lipidica. Sugieren
que el estrés oxidativo aumenta en tumores cerebrales malignos con niveles méas altos de MDA en
suero y tejido en comparacion con controles sanos. Por lo tanto, MDA se puede utilizar como uno

de los marcadores para el diagnostico y el seguimiento de tumores malignos. (Grotto, 2009)

1.3 Radicales libres

Los radicales libres son &tomos o grupos de atomos que tienen un electrén desapareado o libre,
por lo que son muy reactivos ya que tienden a captar un electron de moléculas estables con el fin
de alcanzar su estabilidad electroquimica. Una vez que el radical libre ha conseguido sustraer el
electrén que necesita, la molécula estable que se lo cede se convierte a su vez en un radical libre
por quedar con un electrén desapareado, iniciandose asi una verdadera reaccion en cadena que
destruye nuestras células. La vida media biolégica del radical libre es de microsegundos, pero tiene
la capacidad de reaccionar con todo lo que esté a su alrededor provocando un gran dafio a
moléculas, membranas celulares y tejidos. Los radicales libres no son intrinsecamente deletéreos;
de hecho, nuestro propio cuerpo los produce en cantidades moderadas para luchar contra bacterias
y virus. Estas acciones se dan constantemente en las células de nuestro cuerpo, proceso que debe

ser controlado con una adecuada proteccion antioxidante. (Mario, 2006)

Un antioxidante es una sustancia capaz de neutralizar la accion oxidante de los radicales libres
mediante la liberacion de electrones en nuestra sangre, los que son captados por los radicales libres.
El problema para la salud se produce cuando nuestro organismo tiene que soportar un exceso de
radicales libres durante afos, producidos mayormente por contaminantes externos, que provienen

principalmente de la contaminacion atmosférica y el humo de cigarrillos, los que producen



distintos tipos de radicales libres en nuestro organismo. ElI consumo de aceites vegetales
hidrogenados tales como la margarina y el consumo de &cidos grasos trans como los de las grasas

de la carne y de la leche también contribuye al aumento de los radicales libres. (Mario, 2006)

1.3.1 Especies reactivas de oxigeno (EROS)

Se considera radical libre (RL) o especie reactiva de oxigeno (ERO) aquella molécula que en
su estructura atdbmica presenta un electron desapareado o impar en el orbital externo, dandole una
configuraciéon que genera una alta inestabilidad. En la molécula de oxigeno se conocen las

siguientes especies reactivas:

* O2 Aniodn super oxido.

* H202 Pero6xido de Hidrégeno.
* HO radical hidroxido.

* 1 O2 Oxigeno singulete.

El oxigeno es un elemento imprescindible para la vida, pero es fuente de radicales libres, que
si no se neutralizan de forma adecuada pueden tener efectos deletéreos sobre la funcion celular. Se
dice gque existe "estrés oxidativo™ cuando existe una excesiva exposicion a oxidantes y/o una

capacidad antioxidante disminuida.

Todos los seres vivos que utilizan O2 para la liberacion de energia generan RL. Existen varias
fuentes capaces de producirlos, dentro de ellas las mitocondrias constituyen las mas importantes
aunque existen otras como los peroxisomas (Organelos del citosol muy ricas en oxidasa), los
leucocitos polimorfonucleares (cuando se activan por diversas proteinas que acttan sobre ellos,
ejemplo complemento, interleukinas, etc., particularmente durante los procesos inflamatorios) y la

enzima xantina deshidronasa, que se encuentran en los endotelios.

(Gerschman, 1954) Sugirié por primera vez que las ERO eran agentes toxicos y generadores de

patologias, estableciendo tres postulados basicos:



1. Los RL constituyen un mecanismo molecular comin de dafio cuando los animales son

sometidos a altas presiones de oxigeno y a radicales ionizantes.

2. El desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes producian los efectos toxicos

3. La produccion de RL es un fendmeno continuo con implicaciones en el envejecimiento y la

carcinogénesis.(Oxilia, 2010)

1.3.2 Anidn superoxido
El anién superdxido (O2) es creado por la adicion de un electrén a la molécula de oxigeno,
resultando en una especie altamente reactiva capaz de provocar oxidacion lipidica, peroxidacion y

dafo al ADN:

02 +e-=02

Las moléculas de O2 pueden sufrir un proceso de dismutacion (6xido-reduccion) en presencia

de iones de H* determinando la formacion de oxigeno y H202:

02 + 024 H,0, + O3

La coexistencia de Oz y H20> determina la formacion del radical hidroxilo (OH) a través de la

denominada reaccion de Haber Weiss:

H>O0, + O, = OH + Oz + OH

El O2" posee una carga negativa, y comparado con otros FR tiene una vida media relativamente
mayor, lo que le permite difundir dentro de la célula e incrementar el nimero de potenciales dianas
oxidativas. Ademas, algunas moléculas de O>" pueden proceder directamente de la reaccion del

oxigeno con compuestos como las catecolaminas, o a través de las reacciones inmunitarias de



fagocitosis. La siguiente ecuacion muestra la formacion de Oz durante la activacion fagocitica:

(Fernandez, 2009)

202 + NADPH MARPHoXigs2 - 90, + NADPH* + H*

1.3.3 Perdxido de hidrogeno

El H2O2 es un compuesto no radical perteneciente al grupo de las ROS debido a que puede
generar facilmente otros FR e inducir reacciones oxidativas en cadena. En reacciones catalizadas
por metales, como la reaccion de Fenton, el H202 se descompone en un ion OH-, que es inofensivo,
y un radical OH", el més reactivo y toxico de las ROS, capaz de atacar estructuras organicas

estables como los fosfolipidos de membrana, colesterol y proteinas. (Fernandez, 2009)

Reaccién de Fenton:

Fe3+ Op'= Fe?+ + O?

Fe?+ + H202 = Fes+ + OH+ OH

1.3.4 Radical hidroxilo

El OH’, aunque no tiene la capacidad de difundir a través de las membranas celulares, posee un
alto poder oxidante capaz de provocar peroxidacion lipidica y dafio oxidativo a las proteinas.
Debido a su alta reactividad ocasiona dafio molecular en el propio sitio donde se genera.

(Fernandez, 2009)



1.3.5 Oxigeno singulete

El oxigeno singulete (102) es una forma no radical que, a pesar de su corta vida media, tiene la
capacidad de difundir a través de la membrana y participar en diferentes reacciones en las que
actua con el oxigeno molecular. La dismutacion del O2™ en agua puede producir también O». Este
compuesto es potencialmente oxidante para los lipidos de membrana, pero ain no se ha
demostrado que la contraccion muscular durante el ejercicio fisico incremente su produccion.

(Fernandez, 2009)

1.3.6 Oxido nitrico

El NO es sintetizado por un grupo de enzimas especificas denominadas 6xido nitrico sintetasas
(NOS) a partir del aminoéacido L-arginina. Las NOS convierten la L-arginina en NO y L-citrulina
utilizando NADPH. Esta familia de enzimas se expresa de forma diferencial en multiples tejidos
y pueden clasificarse en: a) neuronal (NOS1), principalmente en células neuronales, pero también
en otros tejidos; b) inducible (NOS2) predominante en condiciones inflamatorias y ¢) endotelial
(NOS3) expresada en células del endotelio vascular. En el NO tiene un papel fundamental la célula
por su habilidad para activar la enzima guanil ciclasa, resultando en la formacion de cGMP. Desde
un punto de vista redox, la sintesis excesiva de NO se asocia a estrés nitrosativo y a condiciones
inflamatorias y neurodegenerativas (desmielinizacion, dafio neuronal y pérdida oligodendritica) a
causa de su capacidad para reaccionar rapidamente con el O2™ y producir ONOO" y con el oxigeno
para formar NO>. Sin embargo, este potencial nitrosativo que deriva de su capacidad para formar
RNS, ha sido contrastado por diferentes estudios que muestran al NO como un compuesto
antioxidante y neuroprotector. En este sentido el S-nitrosoglutation (GSNO) constituye una

importante pero limitada fuente de NO, cuya funcién principal es la de actuar como un segundo



mensajero, que regula a través de la S-nitrosilacion la expresién y/o actividad de ciertas proteinas
como NF-kappa. Ademas, una cantidad limitada de NO promueve la vasodilatacion y atenda el

dafio endotelial bajo condiciones de isquemia. (Fernandez, 2009)

1.3.7 Peroxinitrito

La reaccion del NO con el O2™ para producir ONOO-ocurre aproximadamente tres veces mas

rapido que la dismutacion del O.™ para producir H20>

02-+ NO = ONOOEI

ONOO- es un agente altamente oxidante, capaz de provocar dafios al ADN y la nitracion de las
proteinas24. Ademas, una formacién excesiva de este compuesto conduce no sélo a la deplecion

de grupos tioles, sino también a una reduccién en la biodisponibilidad del NO. (Fernandez, 2009)

1.4 Antioxidantes

1.4.1 Definicién

Un antioxidante puede ser definido como un &tomo o molécula gque evita o bloquea las especies
reactivas y el dafio oxidativo, ya sea al interactuar directamente con el oxidante formando un
radical menos activo, o al interferir en la cadena de reacciones oxidativas que conducen al dafo de
los sustratos, tales como lipidos, proteinas, carbohidratos. Una definicion mas amplia incluye
también aquellas moléculas encargadas de reparar el dafio oxidativo provocado por las especies

reactivas. (Fernandez, 2009)

- Antioxidantes grupo primero



Los antioxidantes (AH) de este grupo son aquellos que inhiben, o retardan la oxidacién de los
acidos grasos insaturados al interferir, unas veces con la propagacion de la cadena de radicales
libres, con las etapas de iniciacion al facilitar la donacion de d&tomos de hidrogeno a los radicales

libres con una neutralizacion de sus efectos, segun el tipo de reacciones.

Dentro de este tipo de antioxidantes resultan muy eficaces los de estructura fenolica: BHA,

BHT, GP y tocoferoles, por las 2 razones siguientes:

- Al producir radicales antioxidantes relativamente reactivos y estables, no propagan la

cadena.

- Permitir competir por los radicales peroxilos con el sustrato lipidico RH, por lo general

presente en mas alta concentracion.
Antioxidantes grupo segundo

Los compuestos mas importantes de este grupo de antioxidantes son los inactivados de metales,

capaces de ejercer tres tipos de acciones:

- Desactivar los iones metalicos.

- Promover el inicio de la degradacion de los hidroperéxidos.

- Retrasar la formacion de aldehidos deletéreos.

Suele funcionar unas veces mediante coordinacion con los iones metalicos y modificacion de
su potencial al suprimir las reacciones redox que lleva a radicales alcoxilos y peroxilos y otras por

bloqueo de la formacion de hidroperdxidos y promover su degradacion.

Antioxidantes grupo tercero



Son compuestos que inhiben la oxidacion de los acidos grasos insaturados al inducir la
descomposicion de los hidroperoxidos y formar compuestos estables e inactivos. Algunos de ellos
como el alfa-tocoferol y el &cido o-hidroxy-2,5,7,8-tetrametil-croman-2-carboxilico (denominado
TROLOX TM por la empresa Hoffman La Roche, Inc.) solubles en agua, resultan débiles
destructores de hidroperdxidos. En cambio, agentes reductores como los compuestos en cuya
estructura existen fosfitos, fosfuros, azufre o selenio, son bastante méas eficaces pero sus

actividades toxicas no les hace aptos para incorporarlos a los alimentos. (Gutierrez, 2000)

1.4.2 Sinergismo

Se dice que el sinergismo se produce cuando dos 0 mas antioxidantes presentes en un sistema
muestran un efecto total superior al que se puede estimar por una simple adicion de sus
efectividades individuales, aunque este fendmeno es bien conocido, la mayoria de los sistemas se
han estudiado sobre una base empirica. EI fendmeno esta asociado con dos sistemas separados: a)
mezcla de aceptores de radicales libres y b), agentes quelantes de metales. (Rodriguez &

Rodriguez, 1995)

1.4.2.1 Mezcla de Aceptores de Radicales Libres

Podria parecer que el efecto de la mezcla de aceptores de radicales libres es debido tanto a factores
estéricos como a cambios en la energia de activacion. En el sistema sinérgico que involucre a una
sustancia, tal como acido ascorbico (BH) que tiene un bajo factor estérico e hidroguinona (AH),

en que no seran importantes los factores estéricos, podrian tener lugar las siguientes reacciones:

RO, + AH — RO,H + A

A+BH - B+ AH



De este modo se elimina la posible desaparicion de A por reaccidn con oxigeno, y se regenera
antioxidante efectivo AH. Por si mismo, el BH no produciria efecto alguno antioxidante

significativo, pues la reaccion:

RO, + BH - RO,H + B

1.4.2.2 Agentes Quelantes de Metales

El efecto normal de los agentes quelantes de metales es reaccionar con los iones metéalicos
prooxidantes y, de este modo, evitar su efecto catalitico en la reaccion de oxidacion normal, de
reaccion en cadena. Por esto, esta reaccidn previene que se realice la oxidacion normal, sino
Unicamente retardar la formacion del peroxido, mientras que, al mismo tiempo, prolonga el periodo
de induccion. Los prooxidantes metalicos que ya estan presentes como parte de las estructuras
complejas organicas, no estan afectados generalmente por agentes quelantes. La estabilidad se
alcanza por reaccion del metal con acidos organicos del tipo acido tartarico o citrico o con

sustancias tales como acido etilendiaminotetracetico (EDTA). (Rodriguez & Rodriguez, 1995).

1.4.3 Antioxidantes Sintéticos

Los antioxidantes sintéticos son propiamente donadores de protones, como el butilhidroxianisol
(hidroxianisol butilado, BHA), el butilhidroxitolueno (hidroxitolueno butilado, BHT), la 2,4,5-tri-
hidroxibutirofenona (THBP), el 4-hidroximetil-2,6-ditertbutilfenol, la tertbutilhidroquinona
(butilhidroguinona terciaria, TBHQ) y los galatos, los cuales podemos observar en la figura 9, los
cuales no detienen la formacion de los radicales, sino que reaccionan con ellos, los estabilizan y
producen radicales del antioxidante menos activos. Es decir, se consumen en la reaccion y, por lo

tanto, la estabilidad del lipido siempre va a depender de la cantidad residual. (Badui, 2006)



= (HaC)aC C(CHg),
S C(CHa)s R
oH CHy
BHA BHT
oH
CHy OH CHg
Ho //J:::\ CcH :I: CI‘. —CH,
\| . ] 2 | = =
\I\ CHg | CHg
_—— OH S
T
C—CgHy OH
i
o
THBP TBHQ

OH

O=C—0CzH- J
/\ (CHZz)2C S~ C(CH3)s
& T. J/
|
. —
—
Ho/\\/\OH T/
©OH CH,OH
galato de propilo 4-hidroximetil-2,6-ditert-butilffenol

Figura 9: Antioxidantes mas comunes. (Badui, 2006)

Ademas de los compuestos antes mencionados, los agentes secuestradores también inhiben la
oxidacion, pero por una ruta distinta a la de donacion de protones. Los antioxidantes contienen una
o mas funciones hidroxilo y actdan en la iniciacion y propagacion de la oxidacion al ceder un
atomo de hidrogeno a los radicales acido graso (Re) y a los hidroperdxidos (ROQe¢), restaurando

el acido (RH) y el hidroperéxido (ROOH). (Badui, 2006)

El BHA es una mezcla de dos isdémeros, 2-BHA y 3-BHA, y por contener un solo hidroxilo, al
igual que el BHT, es muy lipdfilo, insoluble en agua y muy soluble en grasas y aceites; es muy
efectivo para prevenir la oxidacion de aceites esenciales y pigmentos liposolubles y a temperaturas
elevadas desprende olores fendlicos. Por su parte, el BHT actlia mejor en grasas animales que en
aceites vegetales. En general, estos dos antioxidantes, BHA y BHT, no son muy activos en aceites
vegetales refinados. EI BHA, con sodio o potasio, desarrolla un tono rosa como el observado en
las mantecas inadecuadamente refinadas, que contienen NaOH y jabones de la neutralizacion.

(Badui, 2006)



El TBHQ, por presentar dos hidroxilos, es un poco mas soluble en agua que los anteriores y es
el antioxidante mas efectivo para los aceites insaturados (soya, canola, algodon, cartamo, etcétera)
y los usados en la fritura. De los ésteres del acido gélico, el galato de propilo es el mas comdn y,
por contener tres hidroxilos, es méas hidrosoluble; el aumento del tamafio de la cadena alifatica los
hace més liposolubles, como sus derivados de octilo y de dodecilo. Son inestables a > 1800C, por
lo que no son recomendables en aceites de fritura. EI de propilo, por ser el méas hidrosoluble,
produce una coloracion azul obscura indeseable en presencia de hierro, en una reaccion tan
sensible que se efecta con el Fe de la mioglobina de la carne en los embutidos; esto limita su uso

en ciertos alimentos y cuando los equipos son a base de este metal. (Badui, 2006)

Los antioxidantes son preventivos y no actlan en los aceites ya oxidados. Su temperatura de
volatilizacion se debe tomar en cuenta, ya que los aceites para freir se pueden quedar
desprotegidos. Su aplicacién depende de la naturaleza del alimento, pero se adicionan como polvo
o liquido, por aspersion o mezclados con otros ingredientes. Su efectividad aumenta
considerablemente cuando se combinan entre si gracias a su efecto sinergista; las mezclas de dos
de ellos han mostrado ser méas efectivas que los antioxidantes en forma individual a la misma
concentracion. El uso de atmdsferas de gases inertes favorece su accién, como es el caso del TBHQ
con EDTA empleadas para prolongar la vida de anaquel de los aderezos y mayonesas inyectados
con nitrégeno. Algunos presentan ligera actividad antimicrobiana: el BHA inhibe bacterias Gram
negativas, Gram positivas y hongos productores de aflatoxinas. El TBHQ también tiene algo de
actividad, sin embargo, por ser lipofilo su coeficiente de participacion entre el lipido y las bacterias
favorece al primero con lo cual pierden su actividad contra las segundas. Se usan en
concentraciones de hasta 200 ppm (0.02%) del contenido de aceite de un alimento, cantidad que

es suficiente para la proteccion, y al mismo tiempo para cumplir con la legislacion mexicana. Su



identificacion y cuantificacion se hace con métodos colorimétricos y de cromatografia de gases.

(Badui, 2006)

1.4.4 Antioxidantes Naturales

Los antioxidantes naturales estan presentes en la mayoria de los alimentos vegetales, bloquean
el efecto perjudicial de los radicales libres. Los medios de informacidn insisten en las virtudes de
productos alimenticios enriquecidos con 40 vitaminas y sus posibles beneficios para la salud,
alabando su papel en la lucha contra la "oxidacion™ del organismo, ante ciertas enfermedades y
frente al envejecimiento. Hoy, la nutricion y la dietética no s6lo se ocupan de los componentes de
los alimentos que aportan beneficios nutritivos: proteinas, grasas, hidratos de carbono, vitaminas
y minerales. Otras sustancias, con propiedad antioxidante, ejercen también un saludable efecto en

nuestro organismo. (Hernandez, 2011)

Entre algunos de los alimentos que contienen en su estructura un potencial antioxidante
encontramos: Pimientos, Chiles, Ajies, Cayena, estos alimentos contienen capsicina, el cual es un
Poderoso antioxidante, investigaciones recientes han revelado que podria desnutrir las células
cancerigenas antes de que éstas causen ningun tipo de problemas. Zanahoria, Tomate, Naranja,
Papaya, Lechuga, espinacas estos alimentos contiene carotenoides, los alfa y beta carotenos son
precursores de la vitamina A y actian como nutrientes antioxidantes. Son los Gnicos carotenoides
que se transforman en cantidades apreciables de vitamina A. Té verde, cacao, uvas cebolla roja,
cerezas estos alimentos contienen catequinas, por ejemplo, en él te verde segun las Gltimas
investigaciones es clave por su alto contenido en catequinas y polifenoles, que actian como

antioxidantes y activadores del metabolismo. (Hernandez, 2011).



Los antioxidantes naturales comprenden a las vitaminas antioxidantes (C y E), los compuestos
pro-vitamina A, como carotenos y cripotoxantina, otros carotenoides como luteina, licopeno y
zeaxantina, y varios compuestos fendlicos (flavonoides y no flavonoides). Las frutas y verduras
han despertado gran interés por parte de la comunidad publica y cientifica, puesto que se ha
comprobado que promueven la salud de la poblacion humana, reduciendo el riesgo de contraer
enfermedades tales como trastornos cardiovasculares, diabetes mellitus, obesidad, hiperlipidemia,
cancer, entre otras y porque son fuente de una gran variedad de antioxidantes naturales que pueden
ser extraidos y utilizados para disminuir la oxidacion de la carne y de productos carnicos. Entre
las frutas mas estudiadas para este proposito destacan: ciruelas, uvas, arandano morado, arandano
rojo, gayuba o uva del 0so, granada, citricos (lima, limén, naranja), manzana, pera y otras frutas

exdticas. (Valenzuela & Pérez, 2016).

1.4.5 Evaluacién de la capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante es la capacidad de una sustancia para inhibir la degradacién oxidativa
(por ejemplo, la peroxidacion lipidica), de tal manera que un antioxidante actda, principalmente,

gracias a su capacidad para reaccionar con radicales libres.

1.4.5.1 Método Captacion de radicales libres por la técnica del radical DPPH (1,1-

difenil2-picril-hidrozilo)

DPPH es el radical estandar mas frecuentemente utilizado. La actividad antioxidante se expresa
como una porcidn de los radicales reducidos a través de la reaccidn con antioxidantes de la muestra

0 en los equivalentes de los antioxidantes individuales, por ejemplo, Trolox (vitamina E comercial



soluble en agua). La actividad antioxidante para los compuestos individuales generalmente se
expresa como la concentracion eficiente (EC50), que es la cantidad de antioxidante necesaria para
disminuir en un 50% la concentracion inicial de DPPH. (YuliaSnegureva & HermanBudnikov,
2017)

Las reacciones de los antioxidantes con DPPH se basan en la transferencia de electrones que
permite el uso de métodos electroquimicos para controlar este proceso. EI niUmero de ventajas de
los métodos electroanaliticos como la simplicidad, alta sensibilidad, rentabilidad y posibilidad de
miniaturizacion y automatizacién los hace muy atractivos en el andlisis de antioxidantes y podria
aplicarse para la evaluacion de la actividad antioxidante basada en DPPH. Se han desarrollado
varios enfoques electroquimicos para la evaluacion de la capacidad antioxidante. Todos ellos se
basan en la reaccion de DPPH con antioxidantes en solucién con diferentes tipos de deteccion que
incluyen voltametria ciclica (CV) y DPV, amperometria y amperometria. La evaluacion
cuantitativa se basa en la disminucion de las corrientes de reduccion de DPPH después de la
reaccion con los antioxidantes.

Los resultados se interpolaron en la curva de calibrado de Trolox (1 mM) y se expresaron en

ug equivalentes de Trolox por gramo de peso fresco (YuliaSnegureva & HermanBudnikov, 2017).

Tratamiento de muestra:

* Pesar 0,5 g de muestra aforar a 10 mL con Metanol 80%.
* Sonicar durante 5 minutos a una intensidad del 30%
«  Usar muestra para el analisis

Procedimiento:

- Ajustar la absorbancia de la solucion DPPHe (200 mg/L) con metanol.

- Enuna microplaca de pozos sembrar la muestra y la solucion de DPPH
previamente preparada.

- Adicionar la solucion DPPH previamente ajustada a cada muestra y estandar



- Incubar en completa oscuridad durante 30 minutos.
- Leer la absorbancia de la solucion resultante a 732 nm

Nota: Este mismo procedimiento se lleva a cabo para la construccion de la curva de calibracion.
Este procedimiento se le realiza a cada muestra y estandar por triplicado.
Para la curva estandar se usa una solucion madre de Trolox 10 mM.

Calculos:

La determinacion del porcentaje de Inhibicion del ABTS se realiza con base en una curva de
calibracion construida a partir del % de Inhibicidn en la absorbancia de las soluciones de Trolox
vs. La concentracién en [uM].

% Inhibicién=[1-(((Abs M-Abs BM))/(Abs Ref))]*100
Donde:

Abs M: Absorbancia muestra
Abs BM: Absorbancia blanco muestra
Abs BRef: Absorbancia blanco referencia

1.4.5.2 Capacidad de absorcidon del radical oxigeno (ORAC)

El ensayo ORAC (oxygen radical absorbance capacity) se utiliza para medir la capacidad que
tiene una sustancia antioxidante para capturar y estabilizar quimicamente radicales del tipo
peroxilo (ROO*®). En la préctica académica como investigativa se usa con frecuencia'y como
fuente de ROO® el AAPH o ABAP ([2,2-azobis(2-amidinopropano]), pero en algunos ensayos
como el reportado por Brenelli et al., (2016), emplean el a,0’-azodiisobutyramidina, generando
los radicales ROO® mediante una descomposicion térmica a 37°C.

Los resultados se pueden expresar por equivalentes de Trolox (TE por gramo de extracto)
0 umoles de equivalentes Trolox/100 g de muestra, una vez se determine la diferencia entre
AUC de la muestra y la AUC de una solucion estandar o patron (Costa Et al., 2012; Brenelli et
al., 2016. En el estudio de la Caracterizacion y evaluacion funcional y de seguridad de compuestos
bioactivos de frutas iberoamericanas como ingrediente alimentario la AUC y el ORAC (



expresados en moles equivalentes de Trolox ,ET, por litro de muestra), se calcula mediante la

siguiente expresion, tanto para la muestra como para la solucién patrén.

AUC=(Q5+[§;h3§H)*CT
i=1

Dénde:

I= nimero de ciclos

F= unidades de fluorescencia
CT=tiempo de cada ciclo en minutos.

ABC .y  [TROLOX]

ORAC = *
ABCtrolox [AH]

1.4.5.3 Actividad antioxidante total (TAA) método colorimétrico Folin-ciocalteu:

El ensayo Folin-Ciocalteu se utiliza como medida del contenido en compuestos fendlicos totales
en productos vegetales. Se basa en que los compuestos fendlicos reaccionan con el reactivo de
Folin-Ciocalteu, a pH bésico, dando lugar a una coloracion azul susceptible de ser determinada
espectrofotométricamente a 765 nm. Este reactivo contiene una mezcla de wolframato sodico y
molibdato sodico en &cido fosférico y reacciona con los compuestos fendlicos presentes en la
muestra. El acido fosfomolibdotingstico (formado por las dos sales en el medio acido), de color
amarillo, al ser reducido por los grupos fendlicos da lugar a un complejo de color azul intenso,
cuya intensidad es la que medimos para evaluar el contenido en polifenoles. (Martinez &

Fernandez, 2015)

El mecanismo de reaccion es una reaccion redox, por lo que ademéas puede considerarse
también, como un método de medida de la actividad antioxidante total. La oxidacion de los
polifenoles presentes en la muestra, causa la aparicion de una coloracion azulada que presenta un

méaximo de absorcion a 765 nm, y que se cuantifica por espectrofotometria en base a una recta



patrén de acido galico. Se trata de un método preciso y sensible, que puede padecer numerosas
variaciones, fundamentalmente en lo relativo a los volimenes utilizados de la muestra a analizar,

concentracion de reactivos y tiempo de reaccion. (Martinez & Fernandez, 2015).

En esta técnica, los resultados son expresados como mg de equivalentes de acido galico
(EAG)/100 g de muestra. El acido galico es un compuesto fenolico empleado en este ensayo como
estandar en la elaboracién de la curva patron, pero no es el Unico fenol como estandar de
comparacion, frecuentemente son usados otros fenoles como la catequina o los acidos tanico,
clorogénico, caféico, vanilico y feralico. En esta técnica, la cantidad de fenoles totales en las

muestras se puede calcular por medio de la ecuacion 7:

Vex*Cex

Contenido de fenoles (um de acido tanico / g de muestra) = * 1000

m

Donde Pmes el peso de la muestra analizada, Vex es el volumen del extracto utilizado y
Cex €s la concentracion encontrado en el extracto a partir del modelo matematico lineal de
tipo y= mx+b obtenido con la curva patrén. En la revisidén de otros protocolos, (Abdelhadi
et al., 2015), los resultados se pueden procesar con la ecuacion 8, posteriormente, se
expresan en miligramos de acido géalico o equivalentes de acido galico (GAE) por gramo de

extracto seco.

Absorbancia = 0.01674 * acido galico (%) + 0.05458



1.5 Caléndula

La flor de caléndula (Caléndula officinalis L.) tiene propiedades funcionales importantes para
la industria alimenticia derivadas de su composicién quimica. Entre los compuestos con mayor
interés se encuentran los antioxidantes (Carotenos, flavonoides y compuestos fenolicos). Los
antioxidantes que encontramos en la caléndula previenen o disminuye el desarrollo de las
enfermedades degenerativas y la formacion de colores y olores desagradables en los alimentos,
derivados de la peroxidacion lipidica. Entre los antioxidantes identificados en la caléndula se
encuentran flavoxantina, luteoxantina, [-caroteno, licopeno, a-caroteno, rutinosido,
isorhamnetina, narcisina. Adicionalmente esta flor presenta otros compuestos de interés, como
aceites esenciales, luteina, esteres de luteina, xantofilas, alcoholes triterpénicos, acidos fendlicos

y taninos entre otros. (Marin, 2012)

Los extractos de plantas fuente de antioxidantes como lo es la caléndula, tradicionalmente se
usan como aditivos en alimentos, bebidas y forrajes, ya sea en forma de extractos naturales o como
compuestos puros, en reemplazo de los aditivos sintéticos y como fuente de antioxidantes en
especial de B-caroteno. Los carotenoides se encuentran en las partes verdes, amarillas y colores
semejantes de las plantas y frutos. En la flor de caléndula el color caracteristico es el naranja y el
amarillo, siendo un indicativo visual de la presencia de carotenoides, el componente principal

responsable de la coloracidn en esta flor es la luteina. (Marin, 2012)

Los aceites esenciales de la caléndula evidencian actividad antibacteriana frente a la bacteria
gran negativa Escherichia coli y anti fangica especialmente contra Staphylococcus aureus,
Streptococcus faecalis y cepas de hongos patdgenos y toxigénicos. Por otra parte, la caléndula

presenta actividad fotoestabilizante lo que puede ser aprovechado en la estabilizacion del color de



alimentos. Este conjunto de propiedades puede ser utilizado en la industria alimenticia como

remplazo natural de los preservantes sintéticos.

Flores de Caléndula officinalis L. (Sierra, 2018)

La flor de caléndula es aceptada, avalada y monitoreada por la FDA, (en espafiol
Administracion de Alimentos y Medicamentos) donde se encuentra clasificada como suplemento
dietario y es reconocida como ingrediente alimenticio seguro. La flor de caléndula y sus extractos
cuentan con un gran potencial para ser utilizada en la industria alimenticia aprovechando sus
propiedades como antioxidante, fotoestabilizante, pigmento natural, antimicrobiano y antifangico.
(Marin, 2012)

Esta flor puede constituirse en un aditivo alimenticio de origen natural que potencie la actividad
antioxidante de un producto, imparta o intensifique un color especifico, mejore su vida atil y
remplace o reduzca parcialmente uso de agentes conservantes de origen sintético. La obtencion de
extractos de caléndula se puede realizar a partir de muestras vegetales secas y molidas, mediante
el uso de solventes organicos como éter de petréleo, etanol al 96%, metanol, diclorometano,
hexano, propilenglicol y mezclas hidroalcohodlicas o a través de extraccion con fluidos

supercriticos.



La flor de caléndula contiene importantes compuestos con accion antioxidante como los
carotenos, sin embargo, el contenido de este compuesto en la flor cambia entre las variedades
dependiendo de la composicion quimica, el color (naranja, amarillo) y de si los pétalos tienen
manchas o no. El secado de la planta tiene gran importancia para la preservacion de los principios
activos, por lo cual se plantea la necesidad del secado de las flores de caléndula lo més inmediato
a su cosecha, con una temperatura de secado de 80°C evitando perdidas en el contenido de
carotenoides y flavonoides. (Marin, 2012)

Los aceites esenciales ofrecen un gran potencial de uso como conservantes, para Behnaz, T.
& Mehdi, R. (2017), pueden reducir las reacciones oxidativas durante la manipulacion,
procesamiento y almacenamiento de alimentos. La innovacion alimentaria giraen tornoa utilizar
sustancias naturales que posean actividad biopreservadora con una capacidad similar o incluso
mayor que la de los conservantes quimicos ( Guilherme da Silva D, et al., 2016; Asprea et al.,
2017), pero es necesario profundizar en estudios toxicoldgicos para garantizar con seguridad
este tipo de sustancias en la elaboracion de alimentos. La actividad antioxidante se basa en la
composicion quimica del aceite , por lo tanto, autores como Bouchekrit et al., (2016), indican
que aceites esenciales que contienen sesquiterpenos oxigenados, monoterpenos y compuestos
fendlicos tienen registran mayores propiedades antioxidantes; muchos de ellos pueden ejercer su
accion antioxidante como tal pero el algunas ocasiones pueden combinarse entre ellos para
establecer un efecto de sinergia y potencializar el efecto antioxidante; este argumento abre
nuevas expectativas para el disefio de antioxidantes y conservadores de accion conjunta que
contribuyan a preservar la capacidad antioxidante de los aceites esenciales en las matrices

bioldgicas en donde pueden ser aplicados.



Del alto nimero de investigaciones que se encuentran en el tema, se tiene evidencia que la
actividad antioxidante de los aceites esenciales estd en funcion de la composicion quimica
del aceite esencial y que esta ultima depende del método de extraccion empleado; en la tabla
4, se presentan algunos ejemplos de las técnicas analiticas de mayor uso para evaluar la
capacidad antioxidante de aceites esenciales. Si el aceite esencial registra un alto contenido
de sustancias con capacidad oxidante (agentes reductores), mayor serd la capacidad de
transferir electrones (ET) 6 transferir atomos de hidrégeno (HAT), asi lo expuso en su
momento Mufoz et al. (2007), en donde evalu6 y determind una baja actividad antioxidante
en varios aceites esenciales al usar técnicas como la hidrodestilacion asistida por
microondas y una destilacion — extraccidon simultanea con solvente (SDE); los autores
atribuyeron la baja capacidad antioxidante de los aceites a la ausencia de fenoles o
sustancias capaces de donar hidrégeno. Dentro del mismo contexto, los trabajos realizados
por Costa Et al., 2012, reportan la alta capacidad antioxidante del aceite esencial de lavanda
obtenido por fluidos supercriticos, la cual fue es atribuidaa monoterpenos presentes en el aceite
con tendencia a transferir atomos de hidrogeno - HAT pero una baja capacidad en transferir

electrones (ET).



3. METODOLOGIA
3.1 Materiales

3.1.1 Material bioldgico

3.1.1.1 trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).

De manera comercial, en un centro de acopio en el Barrio Boyaca en la ciudad de Duitama
(Boyacad), se adquirieron 3000 kg de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss). Cada una de las
truchas fueron hembra de 250 kg con un (1) dia de captura provenientes de un criadero de la
Vereda de Avendafios de la misma Ciudad, fueron entregadas en estado de congelacion y

transportadas en nevera de icopor hasta el laboratorio. (Figura 10).

” )

Figura 10. Trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) provenientes del centro de acopio.

Una vez en el laboratorio se mantuvieron en congelacion convencional hasta la realizacion de

las pruebas de las fases I, 11, II



3.1.1.2 Hidrolato de Caléndula
Para la obtencidon del hidrolato se emplearon flores frescas de caléndula (Caléndula officinalis
L.) de 16 semanas de crecimiento y recolectadas en su maxima floracion, provenientes del

invernadero del SENA CEDAGRO Duitama Boyaca.

El hidrolato de caléndula (Caléndula officinalis L.) es obtenido mediante hidrodestilacion
asistida mediante calentamiento 6hmico (OAHD) siguiendo la metodologia de Sarmiento, O
(2016). La extraccion por OAHD se realiz6 de acuerdo a la United States Pharmacopoeia, USP 32
NF27. El sistema de calentamiento 6hmico se llevo a 166 V, un amperaje en promedio de 1,9 Ay

como medio conductor se empled NaCl al 1%. (Figura 11).

Figura 11. Proceso de extraccion del aceite esencial de Caléndula por OAHD: (a): adecuacion de la
muestra. (b): celda 6hmica. (c): equipo destilador OAHD; (1c): Trampa de Clevenger; (2c): adecuacion
equipo destilador a la celda 6mhico; (3c): sistema de calentamiento 6hmico, (d) . Hidrolato de caléndula
(Caléndula officinalis L).

3.2 Métodos
Para la determinacion de proteina de los filetes de Trucha arcoiris, las pruebas experimentales
se llevaron a cabo en el laboratorio de analisis fisico-quimicos de SENA CEDAGRO Duitama

Boyaca. Se adquirieron los servicios de un laboratorio externo AOXLAB S.A.S, para la



determinacion de la capacidad antioxidante (valor TEAC- DPPH). Las siguientes determinaciones
se llevaron a cabo en las instalaciones del laboratorio de Quimica del CEAD de Duitama: pH,
acidez, marcha fotoquimica, contenido de fenoles e indicadores de la capacidad oxidativa (indice

de peroxido y contenido de &cido tiobarbiturico - TBARS).

3.3 Fases de la investigacion

Para desarrollo de esta investigacion se llevaron a cabo las siguientes fases:

3.3.1 Fase I: Métodos para la caracterizacion de la materia prima
En esta fase se relaciona la caracterizacion del material bioldgico (Figura 12). Los protocolos se
presentan en el anexo 1 y anexo 2. El desarrollo metodoldgico para la caracterizacion de los

filetes de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) se presentan en la figura 13.

« Caracterizacion material bioldgico: filetes de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)

Se determind las ccaracteristicas sensoriales de frescura de la trucha arcoiris de acuerdo a la Norma

Técnica Colombiana - NTC 1443.

La determinacion de acidez total titulable método volumétrico en porcentaje de &cido lactico se

desarroll6 de acuerdo al protocolo de Perez, et al (2013),

El potencial de hidrogeno- pH de acuerdo al protocolo de Perez, et al (2013). Se emple6 un pH

metro marca Phywe con previa calibracion cada 5 determinaciones.

La determinacion de humedad y materia seca se determin6 siguiendo el método descrito en

(AOAC, 1990) / 964.22.



Para e; porcentaje de grasa o extracto etéreo se aplicd el método extraccion sohxlet de acuerdo a

lo estipulado AOAC 920.39.

Fasel:
Material biologico: filetes de trucha arcoiris
Oncaorhynchus myKiss
Caracterizacion de la Frotoc
materia prima Porcentaje de humedad: expretads como ®H en bate
hirmeda [%H bh) y ¥H en base seca [¥Hbs)
Porcentaje de grasa: expresado como % exiracio etéreq.
Porcentzje de cenizas (H).
pH; método pHmetro.
Acidez [3).
Proteina %)
Hidrolato de la extraccion del aceite de flores de caléndula I
: L . ;. )
fCuiandol Oii:hols £) Analisis estadistico. medidas de
tendencia central.
Caracterizacion F
Protocolos:

pH: método pHmetro.

Acider [%).

Marcha fotoguimsca cualtativa.

Contenido de fenoles: mg equivalentes de acido galico
[GRENE

Figura 12. Metodologia para la caracterizacion del material bioldgico.

- En cuanto a la determinacion de proteinas (Método Kjeldahl): siguiendo el protocolo
estandarizado del Manual de instructivos y protocolos de laboratorio, control de
calidad de alimentos del SENA CEDEAGRO, en base a lo descrito en A.O.A.C.
Official Methods of Analysis 13 th Edition, 1984.

- Cenizas: Se determinaron cenizas totales segun los métodos descritos en la NTC 1678
yen A.0.A.C., 923.03, 1990; para determinar las cenizas solubles en agua de acuerdo

a AOAC 14 th Ed. 31.015; cenizas solubles en &cido clorhidrico (HCI) segun lo



recomendado por el Instituto de Salud Pdblica de Chile (prt-711.02-009 método

gravimetrico).

Figura 13. Caracterizacién material bildgico filetes de trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss); (a): acidez total titulable; (b): pH; (c): humedad y materia seca;(d): grasa o
extracto etéreo;(e): Proteina; (f): cenizas.

« Caracterizacion material vegetal: hidrolato de caléndula (Caléndula officinalis L.): Se

realizaron las siguiente determinaciones:

- Porcentaje de acidez total titulable expresada como acido citrico de acuerdo al
protocolo de Perez, et al (2013), se determind mediante método volumétrico y se
expres6 como % de acidez.

- pH: de acuerdo al protocolo de Perez, et al (2013), se emple6 un pHmetro marca Phywe

con previa calibracién cada 5 determinaciones.



- Determinacion de Fenoles totales: Se hizo por el método de Folin-Ciocalteu con acido
tdnico como estandar para proceder a elaborar la curva de calibracién. Se siguio los
pardmetros establecidos por (Paladino, s.f) y se hicieron algunos ajustes al método
presentados en PNT N°19 (2010), y (Ainsworth, & Gillespie, 2007). Las medidas de
absorbancia se hicieron a una longitud de onda de 760 nm. Los resultados se expresaron
como contenido de fenoles totales [mg/100 g].

- Marcha fitoquimica: se realizd de forma cualitativa sobre los extractos florales la
identificacion de taninos, flavonoides, fenoles, quinonas, y leucoantocianidas. de

acuerdo a los protocolos expuestos por Calle y Jimenez, (2002).

3.1.2 Fase Il: Métodos para la evaluacién de la capacidad antioxidante del hidrolato de
caléndula (Calendula officinalis L.)
En esta fase se evalud la capacidad de captacion de radicales libres del extracto acuoso

siguiendo la metodologia de la figura 14.

Se empled como antioxidante comercial el Butilhidroxitolueno - BHT, el cual se adquiri6 de
manera comercial en PROQUIMICA COLOMBIA S.A.S (anexo 3) el cual se empledé como

blanco o referencia para evaluar la capacidad antioxidante.

En el anexo 4 se presentan las marchas analiticas de laboratorio de cada una de las

determinaciones:



hidrolato
[ Hidrolato ] [ Antioxidante comercial ]

(apacidad de captacion de radicales _[ Protocolos ]
libres: técnicadel radical DPPH * R

(1,1-difenil-2-picril-hidrazilo):  aa

Fasg 2 [ Evaluacion de la capacidad antioxidante del ]

Fenoles totales: mg

equivalentes de acido
galico (GAE)s

J’ + Determinacion de diferencias

significativas (ANOYA),
[ Anglisis de datos ]_) «  Evaluacidn diferencias significativas
(Test de Duncan o Test de Tukey).

Figura 14. Metodologia para la evaluacién de la capacidad antioxidante del hidrolato de
caléndula (Caléndula officinalis L.)

- Capacidad de captacion de radicales libres: técnica del radical DPPH ° (1,1-difenil-2-picril-
hidrazilo): se llevo de acuerdo al protocolo estandarizados por laboratorios AOXLAB, 2017.
Se prepar6 una solucién de DPPH a 200 mg/L en metanol. Las muestras de hidrolato se
prepararon a una concentracion de 0.05 g/ mL en metanol al 80%. Se preparé una curva
estandar de Trolox a una concentracion de 10 mM. La reaccién en la muestras como en el
estandar con la solucion de DPPH se llevo a cabo a temperatura ambiente (20-22 °C), con
agitacion y en completa oscuridad durante 30 minutos. Las absorbancias se leyeron a 517 nm.
Los resultados fueron expresados como TEAC (actividad antioxidante equivalente a

trolox), la cual se expresa en unidades de umoles Trolox / L. La determinacion del porcentaje



de Inhibicion del DPPH se realizé con base en una curva de calibracion construida a partir del %

de Inhibicidn en la absorbancia de las soluciones de Trolox vs. la concentracion de trolox en [uM].

% Inhibicion=[1-(((Abs M-Abs BM))/(Abs Ref))]*100

Donde:

Abs M: Absorbancia muestra

Abs BM: Absorbancia blanco muestra

Abs BRef: Absorbancia blanco referencia

- Determinacion de Fenoles totales: Se hizo por el método de Folin-Ciocalteu con &cido
tanico como estandar para proceder a elaborar la curva de calibracion. Se siguio6 los
parametros establecidos por (Paladino, s.f) y se hicieron algunos ajustes al método
presentados en PNT N°19 (2010) y Ainsworth, & Gillespie, (2007). Las medidas de
absorbancia se hicieron a una longitud de onda de 760 nm, los resultados fueron
expresados en mg equivalentes de TAE/100 gramos de hidrolato (contenido de fenoles

totales [mg/100 g]).

3.1.3 Fase I11: Métodos para la determinacion de la bioconservacién de los filetes de
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)

En esta fase se evaluo la determinacion de los indicadores de la capacidad oxidativa primaria
y secundaria de los filetes de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) conservados en el hidrolato
de caléndula (Caléndula officinalis L.) siguiendo la metodologia de la figura 15 y en el anexo 5

se presentan los protocolos de laboratorio de cada una de las siguientes marchas analiticas:



Fase 3: Euoc{:-rsel'\:ac:-r de los filetes d= trucha Frotocoby e SMeCEaton
arooiris | Oncorfymchus mydss |
Filete sin tratammiento T1: FS. ] [ Filete oon antion idarte comesrcis ] [ Filete com Fidrolato pung ]
TZ: FAC e

i

I_( e e e e _[ indices de la capacdad oddativa ]E | Erotocoios ]
|

| v b

i [ Coidacion  primaria ] [ Cwidacion Secundaria ]
[ | .L
1 [ Acidos grasos libres (%) ] Contenido de espedies reactivas con el acdo
; I tiobarbitirico (TBARS); mg malonaldehidof kz.
- [ indice de perduidos: meq O2/Kz ]
|
|
! v — T
. — » Determinscion de difsrencizs
! anaizs dedatos significativas (ANOVA)
- h J » Ewvsluacion diferencizs significativas
! "?" (Test d= Duncan o Test da Tukeyd.
I .
. 1
| ) }
—_——— = Tiempo De almacenamisnto
.:-l:l'.h!".l:"dl'.J' e 4 ﬂujﬂ. | | B 5 F ﬁj!':l.'.!'_fl.'_l:.'l'_I.!!l.1!'.4.:.l'_1|.'_||:'|'_I|!.".'.:'.—'L'.:'_'-!.:l:“:ll

Figura 15. Bioconservacion de los filetes de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)

- Indice de peréxido: Se procedi6 de acuerdo a la Norma Técnica Colombiana NTC-236.
Los resultados se expresaron en valor de peroxido- PV (meg-02/Kg).

- Indice de acidez: se llevo a cabo de acuerdo a lo establecido en norma mexicana
NMX-F-101-SCFI-2012 en porcentaje de acido oleico. Los calculos se expresaron

como contenido de &cidos grasos Libres (%AGL).



- Contenido de especies reactivas de &cido tiobarbiturico (indice de TBARS): fue
evaluado mediante determinacion colorimétrica de acuerdo con Perez, et al (2013), con
algunas modificaciones como la preparacién, cantidad de las muestras y el volumen
de &cido triclorodcetico empelado (TCA). Se elabord una curva de calibrado con
diferentes concentraciones del patrdn manolaldehido a 1000 ppm, se  realizaron
medidas de absorbancia a 530 nm. Se construy6 la curvay se determiné la ecuacion
de la recta para determinar a partir de ella la cantidad de pmoles de malonaldehido
presentes en las muestras. Los resultados se expresaron contenido de MDA expresados
en TBA (mg MDA/Kg) siguiendo la base de calculo expuesto por Lopez, et al (s.f), de
la Universidad De Valencia.

- pH: de acuerdo Perez, et al (2013). Se empled un pHmetro marca Phywe con previa

calibracién cada 5 determinaciones.

A continuacion se describe la preparacion de las muestras de los filetes de trucha arcoiris

(Oncorhynchus mykiss) segin tratamientos experimentales:

A las truchas frescas y descongeladas se les realizo una limpieza con agua potable, se reviso
gue no existieran restos de visceras en su interior y se realizdé escamacion. Se les retiro
cabeza y cola obteniendo 200 gramos de parte comestible y luego se desinfectaron con una
solucién de &cido lactico al 2 %.

De la parte comestible se dividieron en 4 porciones quedando cada una de ellas de 50
gramos.

Los tratamientos fueron (Figura 16 ):



FS: Filetes de trucha arcoiris sin ninguna clase de tratamiento: se tomaron 16
porciones de trucha cada una de ellas de 50 gramos para un total de 800 gramos y se dejaron

en refrigeracion a 4,4 °C por 12 horas en un recipiente plastico.

FAC: Filetes de trucha arcoiris impregnadas en antioxidantes comercial -BHT:
se pesaron 0.16 gramos del antioxidante BHT de acuerdo a la resolucién 02310 de 1986
del INVIMA. Se pesaron 0.12 gramos de glicerina de acuerdo al Codex Alimentarius
volumen 1A 1999. La emulsion se prepardé mezclando el antioxidante BHT y la glicerina
en 100 ml agua a una temperatura de 25 °C. Porciones de trucha cada una de ellas de 50
gramos para un total de 800 gramos fueron impregnados con esta emulsion y se dejaron en
refrigeracion a 4,4 °C por 12 horas en un recipiente plastico. El tratamiento FAC se tomo
como tratamiento control.

FHP: Filetes de trucha arcoiris impregnadas en el hidrolato de caléndula:
Porciones de trucha cada una de ellas de 50 gramos para un total de 800 gramos fueron
impregnados con 900 ml de hidrolato de caléndula (Caléndula officinalis L) y se dejaron

en refrigeracion a 4,4 °C por 12 horas en un recipiente plastico.



Figura 16. Tratamientos para la bioconservacion de los filetes de trucha arcoiris.

Pasadas las 12 horas de refrigeracion (4.4°C) se procedio a empacar las muestras en bolsas
ziploc de 500 gramos y se almacenaron a esta misma temperatura por 20 dias, tomando muestras

para los anlisis cada 5 dias (Tabla 6, figura 17).

Tabla 6. Tratamientos y Tiempos de almacenamiento (4.4°C)

DiaO(t) | Dia5(ts) | Dial0 Dia 15 Dia 20
(t1) (t1s) (t20)
FSR1 FSR1 FSR1 FSR1 FSR1
FSR> FSR: FSR> FSR: FSR>
FSR3 FSR3 FSR3 FSR3 FSR3
FACR: FACR; FACR: FACR; FACR:
FACR: FACR: FACR: FACR: FACR:
FACR3 FACR3 FACR3 FACR3 FACR3
FHPR: FHPR1 FHPR: FHPR: FHPR:
FHPR: FHPR> FHPR: FHPR> FHPR:




FHPRs FHPR3 FHPRs FHPR3 FHPRs

FS: Filete sin tratamiento; FAC: Filete con antioxidante comercial; FHP: Filete con hidrolato
puro.
R1,23: Replicas

- Evaluacion sensorial: Se realizé un analisis sensorial descriptivo siguiendo el método
expuesto por Santaella M (2012) sobre los filetes sometidos a los diferentes
tratamientos para evaluar preliminarmente el nivel de impacto en el olor, color, sabor
y textura del hidrolato (Caléndula officinalis L.) sobre el producto con un grupo de 6
panelistas no entrenados. De acuerdo con estos autores se aplicd el formato con las
caracteristicas a evaluar y se empled una escala puntuada que oscilo entre 10 como
méaxima calificacion y 3 como la menor calificacion; los parametros evaluados fueron:
apariencia, olor y textura. El analisis sensorial se realizé a tiempo cero (to) es decir el
primer dia en que las muestras estuvieron refrigeradas y con los respectivos
tratamientos y a los 20 dias de almacenamiento (t20) como tiempo final. La preparacion
de las muestras consistié en una coccion a la plancha por 20 minutos sin adicion de

aderezos o saborizantes.



~ : |
Dia 0.0 (o) Dia 5 (ts) Dia 10 (t1) Dial5(ts)  Dia 20 (tz)

Figura 17. Sistema de empacado e identificacion de los filetes de trucha por tratamientos.

4. ANALISIS ESTADISTICO

4.1 Fase |: Caracterizacion de la materia prima

Para la presentacion e interpretacion de resultados, se utilizaron las medias estadisticas
de rigor como la media aritmética, desviacion estandar, coeficiente de variacion, sesgo

estandarizado y curtosis.

4.2 Fase I1: Evaluacion de la capacidad antioxidante del hidrolato de caléndula (Caléndula
officinalis L.)

Para evaluar la capacidad antioxidante del extracto acuoso se formulé un disefio a una via de

clasificacion con efectos fijos por bloques. Se emplearon 2 técnicas para la determinacion de



la capacidad antioxidante del hidrolato de caléndula (Caléndula officinalis L.) y del
antioxidante comercial (Butilhidroxitolueno - BHT ); se obtuvieron tres replicas por técnica
para un total de 9 unidades experimentales.

El modelo estadistico aplicado fue:
Yije =1+ 7+ B + &

Donde Yijkes la capacidad antioxidante de acuerdo a la técnica de contenido de fenoles y DPPH,;
Yisr €s la cantidad de antioxidante producido en r-esima observacion replica, cuando se aplica j-
esima observacion y en la y-esima tratamiento; p=media global de antioxidante independiente
del tratamiento; ti =efecto del tratamiento sobre la capacidad antioxidante; pj= efecto de bloqueo

(técnica aplicada sobre la concentracion de antioxidantes). Montgomery, (2000).

Para la discusion de resultados los datos se tabularon y procesaron a través del programa
estadistico SPSS 24 para observar la dispersion de los datos y asi verificar la confiabilidad de la
experimentacion a través del anlisis de varianza (ANOVA). Las diferencias significativas entre
las medias de los grupos fueron estimadas a un nivel de significancia del 95 % para establecer el
efecto bioconservante del extracto acuoso de caléndula sobre los filetes de trucha arcoiris durante
20 dias de almacenamiento refrigerado (4.4°C). Se realiz6 un andlisis de correlacion (R?) entre las
dos técnicas de evaluacion de la actividad antioxidante para analizar el proceso oxidativo del

hidrolato.
4.2.1 Hipotesis

4.2.1.1 Hipdtesis de Investigacion



EL hidrolato proveniente de la extraccion del aceite esencial de las flores de caléndula
(Caléndula officinalis L.) registra un alto contenido de fenoles y una alta capacidad antioxidante

para ser usando como bioconservante en filetes de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).
4.2.1.2 Hipotesis estadistica.

Ho : la capacidad antioxidante del hidrolato de caléndula (Caléndula officinalis .L) no difiere
de la capacidad antioxidante del Butilhidroxitolueno — BHT ( no presentan diferencias

significativas):
Ho: ul= p2

Ha: la capacidad antioxidante del hidrolato de caléndula (Caléndula officinalis L.) difiere de la

capacidad antioxidante del Butilhidroxitolueno — BHT ( presentan diferencias significativas):

Ho: pnl #p2

4.3 Fase Ill: bioconservacion de los filetes de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss):
indicadores de la capacidad oxidativa primaria Yy secundaria.

Para evaluar el efecto antioxidante del hidrolato de caléndula sobre los filetes de trucha arcoiris
se formul6 un disefio factorial de una via de clasificacion considerando el tiempo como covariable,

el modelo estadistico aplicado fue:

t=1,2,3
Yl] =u + T; + 7} + gijT‘ ] = 1,2,3,4‘,5
r=12,3

En donde: Yijjes:

e Contenido de acidos grasos libres del nivel del factor i en el tiempo j.
e Contenido de peroxidos del nivel del factor i en el tiempo j.



e Contenido de malonaldehido (indice de TBARS) del nivel del factor i en el tiempo j.
e pH del nivel del factor i durante el tiempo j.

4 = media global.

7i= factor (antioxidante i=1, tratamiento testigo; i=2, BHT comercial i=3, Hidrolato de

caléndula.)

T;j=tiempo en que se toma la medida (covariable).

r = namero de réplicas.

Durante los 20 dias de almacenamiento se tomaron cada 5 dias las determinaciones analiticas

de la fase 11l. Los ensayos se realizaron por triplicado para un total de 15 réplicas por método de

conservacion para un total de 45 unidades experimentales por indicador de la capacidad oxidativa;

en total se obtuvieron 180 unidades experimentales.

Tabla 7. Tratamiento y replicas para la determinacién de la capacidad oxidativa del hidrolato
de caléndula (Caléndula officinalis L) sobre los filetes de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).

Métodos

de

Conservacion.

Tratamiento Replica Covariable Indicador Capacidad
(Tiempo) Oxidativa.

FS: filete sin R1 to,ts, tio, istoo | % Acidos Grasos Libres

tratamiento. R> to, ts, tio, tistoo | Indice de perdxidos PV(meg-
Rs3 to, ts, t1o, tistoo | O2/KQ)

FAC: filete R1 to, ts, tro, tisto | PH
con R> to, ts, tio, t1sto | Contenido de malonaldehido:
antioxidante R3 to ts, tio, tisto | TBA (Mg MDA/Kg de

comercial.

muestra)




FHP: filete R1 to, t5, tao, 15,120

con hidrolato R> to, ts, 10, t15,t20

puro. R3 to, ts, t1o, t15,t20

Para la discusion de resultados los datos se tabularon y procesaron a través del programa
estadistico SPSS 24 para observar la dispersion de los datos y asi verificar la confiabilidad de la
experimentacion a través del andlisis de varianza (ANOVA) vy las diferencias significativas se
evaluaron a través de la prueba de Tukey para establecer el efecto bioconservante del extracto
acuoso de caléndula sobre los filetes de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), durante 20 dias de

almacenamiento refrigerado (4.4°C).

4.3.1 Hipétesis

4.3.1.1. Hipotesis de Investigacion

El hidrolato de hidrolato de caléndula (Caléndula officinalis L.) posee capacidad antioxidante
para evitar o inhibir la produccion de sustancias propias de la oxidacién primaria y secundaria
de los 4cido grasos poliinsaturados presente en los filetes de trucha filetes de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) cuando es almacenada a temperaturas de refrigeracion (4.4°C) por un

tiempo 20 dias.

4.3.1.2 Hipdtesis estadisticas
Ho: el % de acidos grasos libres de cada uno de los tratamientos ( FS, FAC, FHP ) no difieren

entre si (no presentan diferencias significativas):

Ho: ul= p2



Ha: el % de acidos grasos libres de cada uno de los tratamientos ( FS, FAC, FHP ) difieren entre

si (presentan diferencias significativas):

Ho: ul # p2

Ho: el indice de peroxidos (meq - O2/Kg) de cada uno de los tratamientos ( FS, FAC, FHP)

no difieren entre si (no presentan diferencias significativas):

Ho: ul= p2

Ha: el indice de perdxidos (meq - O2/Kg) de cada uno de los tratamientos ( FS, FAC, FHP)

difieren entre si (presentan diferencias significativas):

Ho: pl # p2

Ho: el pH de cada uno de los tratamientos (FS, FAC, FHP) no difieren entre si (no presentan

diferencias significativas):
Ho: ul= p2

Ha: el pH (meq - O2/Kg) de cada uno de los tratamientos (FS, FAC, FHP) difieren entre si

(presentan diferencias significativas):

Ho: nl #p2

Ho: el Contenido de malonaldehido TBA (mg MDA/Kg de muestra) de cada uno de los

tratamientos (FS, FAC, FHP) no difieren entre si (no presentan diferencias significativas):

Ho: pl= p2

Ha: el Contenido de malonaldehido TBA (mg MDA/Kg de muestra) de cada uno de los

tratamientos (FS, FAC, FHP) difieren entre si (presentan diferencias significativas):



Ho: pul # p2

4.4 Variables
4.4.1 Variables independientes: gramos de materia prima trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss), cantidad de hidrolato de caléndula (Caléndula officinalis L.), cantidad de

Butilhidroxitolueno — BHT.
4.4.2 Variables dependientes o de respuesta:

Fase I: % de humedad, % de materia seca, % de grasa, % proteina, acidez, pH, cenizas, contenido

de fenoles [mg/100 g].
Fase Il: VALOR TEAC (DPPH) [umoles/L], Contenido de fenoles totales [mg/100 g].

Fase Ill: contenido de perdéxidos-PV (meg-O2/Kg), contenido de acidos grasos Libres

(%AGL), el contenido de MDA expresados en TBA (mg MDA/Kg), pH.

4.4.3 Variables de ruido:
- forma de cultivo de caléndula, identificacién taxondmica de la flor de caléndula, el tamafo
de la flor y la heterogeneidad del tamafio de la flor de caléndula (Caléndula officinalis L.).

- Condiciones del cultivo de la trucha arcoiris, genética de la especie de la trucha arcoiris.
4.4.4 Condiciones fijas:

- Proceso de obtencién del extracto: calentamiento 6hmico a 166 V, un amperaje en promedio

de 1,9 A.

- Temperatura de refrigeracion 4.4 °C.



5. RESULTADOS
5.1 Fase I: Caracterizacion de la materia prima
5.1.1 Caracterizacion material bioldgico filetes de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
Los resultados obtenidos en la caracterizacion del material biologico se presentan en la tabla
8; en el anexo 6 se presentan los datos segun ndmero de réplicas; en el anexo 7 se presentan los
resultados de las medidas de tendencia central. En el anexo 8 se presentan las caracteristicas

sensoriales de frescura de la trucha arcoiris de acuerdo a la norma técnica colombiana NTC 1443.

Tabla 8. Caracterizacion material bioldgico filetes de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).

Parametro
% % Materia % % %Ceniz % Ph
Humedad Seca Grasa Proteina as Acidez
88.72 11.332 4.032 24.632 4.32 1.3 6.018
(1.9) (1.9) (0.32) (0.5) (0.7) (0.24) (0.001)

& media aritmética de los datos. Los numeros entre paréntesis corresponden a la desviacion

estandar (n=3).

5.1.2 Caracterizacion material vegetal: hidrolato de caléndula (Caléndula officinalis L).

Los resultados obtenidos de la caracterizacion del material vegetal se presentan en la tabla 9; en el
anexo 9 se presentan los datos segin nimero de réplicas; en el anexo 10 se presentan los resultados
de las medidas de tendencia central. Los resultados del contenido de fenoles totales en [mg/100 g]
fueron procesados mediante la ecuacion (1) obtenida por regresion lineal a partir de los datos de
la cuerva patron empleando como estandar diferentes soluciones de acido tanico. En el anexo 11

se presenta la curva patron obtenida para conocer la concentracion de fenoles totales.



Tabla 9. Caracterizacion fisicoquimica del hidrolato de caléndula (Caléndula officinalis L.)

Parametro
% de acidez pH Contenido de
fenoles totales
[mg/100 g]
0,182 532 454,962
(0,048) (0,005) (3,052)

& media aritmética de los datos. Los nimeros entre paréntesis corresponden a la desviacion

estandar (n=3). Ecuacion (1)
Y =0.0158x — 0.0358
R? =0.993

En la tabla 10 se presenta la marcha fitogquimica realizadas al extracto acuoso de caléndula

(Caléndula officinalis L), en el anexo 12 se presenta los resultados y el registro fotogréafico:

Tabla 10. Marcha fitoquimica del hidrolato de caléndula (Caléndula officinalis L).

Cloruro acetato de Shinoda Leucoantocianidas
férrico plomo (Flavonoides)
(fenoles) (Fenoles)
Hidrolato + Parcialmente + +
(+)
Patrén de + + + +
comparacion
acido tanico.
5.2 Fase Il: Evaluacion de la capacidad antioxidante del hidrolato de caléndula

(Caléndula officinalis L):

En la tabla 11 se presentan los datos experimentales de la actividad antioxidante del hidrolato

y del Butilhidroxitolueno — BHT en donde en el contenido de fenoles totales [mg/100 g] fueron



procesados mediante la ecuacion (1) obtenida a partir de los datos de la curva patron empleando
como estandar diferentes soluciones de acido tanico. Para el valor TEAC (DPPH) (umoles/L) la
determinacion del porcentaje de Inhibicién del DPPH se realiz6 con base en una curva de
calibracién construida a partir del porcentaje (%) de Inhibicion en la absorbancia de las soluciones
de Trolox vs. la concentracion en [uM] empleando la ecuacién 2. En el anexo 13 se presentan los
datos segun numero de réplicas para la determinacion del valor TEAC (DPPH) [umoles/L]. En el
anexo 14 se puede revisar el estadistico completo en donde se presenta la media aritmética y el

analisis de varianza (ANOVA).

Tabla 11. Actividad antioxidante del hidrolato de caléndula (Caléndula officinalis L.) y del

BHT
Tratamiento Contenido de fenoles VALOR TEAC (DPPH)
totales [mg/100 g] [umoles/L ]
Hidrolato de caléndula 454,962 76,148 ¢
(Caléndula officinalis L.)
antioxidante (BHT) 1083,4° 1051,4 ¢

ab - indica que hay diferencias significativas entre las medias de los grupos estimadas al
nivel de significancia del 95% ( Pv=0.001). ©¢ : indica que hay diferencias significativas
entre las medias de los grupos estimadas al nivel de significancia del 95% ( Pv=0.012).

% Inhibicion= [1-(((Abs M-Abs BM))/(Abs Ref))]*100  Ecuacion (2)

Se realizd la correlacion entre las técnicas de evaluacién antioxidante: en la figura 18 se
representan los valores del contenido de fenoles totales [mg/100 g] Vs valor TEAC (DPPH)
[umoles/L] con un R? 0.499994. Los estadisticos del coeficiente de correlacion se presentan en

el anexo 15.
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Figura 18. Correlacién entre Valor TEAC (DPPH) Vs Contenido de fenoles totales
[umoles/L].

5.3 Fase I11: bioconservacion de los filetes de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) -
indicadores de la capacidad oxidativa primaria Yy secundaria.

En esta fase se evalud los indicadores que dan informacién sobre el estado de oxidacién
(primaria y secundaria) de los filetes de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) durante 20 dias de
almacenamiento tomando replicas a los 0, 5, 10, 15 y 20 dias de refrigeracion (4.4°C); en el anexo
16 se presentan los datos segiin nimero de réplicas; en el anexo 17 se presenta el analisis de
varianza ANOVA. En las tablas 12, 13,14 y 15 se presentan los resultados obtenidos para pH,

indice de acidez, indice de peroxidos e indice TBARS.



Tabla 12: Variacion en el contenido de pH, durante la bioconservacion de los filetes de trucha
arcoiris en el extracto acuoso de caléndula.

Tiempo de FS FAC FHP
almacenamiento
0 6,337 6,42° 6,36°
5 6,37° 6,42° 6,40
10 6,502 6,40 2P 6,402
15 7,47° 6,83° 6,732
20 8,30° 7,172 7,10°
FS DS* DS*
FAC DS* NS**
FHP DS* NG *

& dentro de una misma fila hay diferencia significativa entre las medias de los grupos
estimadas al nivel de significancia del 95% ( Pv=0.00). " : dentro de una misma fila no hay
diferencia significativa . DS*: La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05. NS**:

No hay significancia en el nivel 0,05.

Tabla 13 : Variacion en el contenido de acidos grasos Libres (%AGL)., durante la
bioconservacion de los filetes de trucha arcoiris en el extracto acuoso de caléndula.

Tiempo de FS FAC FHP
almacenamiento
0 1,282 0,582 0,632
5 1,772 1,072P 1,082P
10 1,892 1,682 1,572
15 3,682 1,832P 1,852P
20 5,132 2,092 2,152
FS DS* DS*




FAC

FHP

DS*

DS*

NS**

NS**

& : dentro de una misma fila hay diferencia significativa entre las medias de los grupos
estimadas al nivel de significancia del 95% ( Pv=0.00). ? : dentro de una misma fila no hay
diferencia significativa . DS*: La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05. NS**: No
hay significancia en el nivel 0,05.

Tabla 14: Variacion en el contenido de peroxidos-PV (meg-O2/Kg) durante la
bioconservacion de los filetes de trucha arcoiris en el extracto acuoso de caléndula.

Tiempo de FS FAC FHP
almacenamiento
0 4,632 5,008 3,978
5 7,482 5,612 5472
10 10,032 6,60° 7,628
15 13,008 6,782 7,982
20 16,052 6,392 8,132
FS DS* DS*
FAC DS* NS**
FHP DS* NS**

& : dentro de una misma fila hay diferencia significativa entre las medias de los grupos
estimadas al nivel de significancia del 95% ( Pv= 0.00). DS*: La diferencia de medias es
significativa en el nivel 0,05. NS**: No hay significancia en el nivel 0,05

Se elabord una curva de calibracion con diferentes concentraciones del patron manolaldehido a
1000 ppm (anexo 18), se realizaron medidas de absorbancia a 530 nm. Se construyo la curva y

se empleo la ecuacion (3) para determinar los pmoles de malonaldehido presentes en las muestras.

Los resultados se presentaron como contenido de MDA expresados en TBA (mg MDA/Kg):

Ecuacion (3)



y = 0,1279x + 0,0337

R* = 0,9927

Tabla 15: Variacién en el contenido de MDA expresados en TBA (mg MDA/KQ): durante la
bioconservacion de los filetes de trucha arcoiris en el extracto acuoso de caléndula.

Tiempo de FS FAC FHP
almacenamiento
0 0,82P 0,812° 0,682
5 2,582 1,2323b 1,220
10 4,343 1,722 1,812
15 5,80 1,91° 2,46 2
20 7,332 2,182 2,902
FS DS* DS*
FAC DS* NS**
FHP DS* NS**

& : dentro de una misma fila hay diferencia significativa entre las medias de los grupos
estimadas al nivel de significancia del 95% ( Pv= 0.00). ® : dentro de una misma fila no hay
diferencia significativa . DS*: La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05. NS**: No
hay significancia en el nivel 0,05

Los resultados correspondientes de la evaluacidn sensorial se presentan en la Figura 19 y en el

anexo 19 se presentan los resultados obtenidos por parte de los 6 panelistas.



Atributo sensorial " apariencia" files de trucha arcoiris

12
10 10 10
10 9
s
g 8 iets 7 o 94 7 +o 44
=
B
s 6
]
[¥)
g
S 4
(]
>
2
0
FS: Muestra 1 FAC: Muestra 2 FHP: muestra 3
i Tiempo de almacenamiento t0 u Tiempo de almacenamiento t20
Atributo sensorial " olor" files de trucha arcoiris
12
10 10 10
10
=
5 8
w
o
w 6 5 5 5
c
©
E 4
o
g2
0
FS: Muestra 1 FAC: Muestra 2 FHP: muestra 3
# Tiempo de almacenamiento t0 # Tiempo de almacenamiento 120
Atributo sensorial " Textura" files de trucha arcoiris
12
10 10 10
10
E . 8 8
= i 7
a ]
c
a6 T
c
‘0
o 4
o P
< 2
o
S ' a-_ a5 e
5 SISIR-c e >
FS: Muestra 1 FAC: Muestra 2 FHP: muestra 3
1 Tiempo de almacenamiento t0 & Tiempo de almacenamiento t20

Figura 19. Evolucién de los atributos sensoriales de filetes de trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss).



6. ANALISIS DE RESULTADOS
6.1 Fase |: Caracterizacion de la materia prima
6.1.1 Caracterizacion material bioldgico filetes de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
Los resultados de la caracterizacion del material biologico de trucha arco iris (Oncorhynchus

mykiss) se presentan en la tabla 8.

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede indicar que el contenido de promedio de
humedad de los filetes de la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) es de 88.7 % en las condiciones
establecidas y mencionadas en el capitulo de metodologia, el valor de desviacion estandar indica
una tendencia a variar por debajo y por encima en 1.9 puntos lo que significa que los filetes de
trucha (Oncorhynchus mykiss) arco iris pueden registra rangos de humedad entre 86.8% a 90.6%.
Frente a algunas investigaciones se reportan valores menores en cuanto a la humedad del filete de
trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) con rangos entre 68,23% y 69,65% (Osorio et al., 2013;
Jouki et al., 2014 ; Mesarcova et al., 2012; Raeisi, et al., 2016; Trullas et al., 2017 y Dehghani et
al.,2018), de igual forma algunos autores presentan valores superiores 70,05-79,75% (Garcia et
al.,2004; Garcia et al.,2006 ; Suarez et al.,2008 ; Perea et al.,2008; Joukar et al., 2017 y Mamani,
2017), pero aun asi siguen siendo inferiores a los reportados en la experimentacién. Es importante
resaltar que a mayor cantidad de agua mayor cantidad de nutrientes por porcién lo que seria un
indicativo que los filetes de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) de esta experimentacion puede
registrar menor extracto seco, de igual forma algunos autores como Garcia et al.,2004 relacionan
el contenidos de humedad con la edad del pescado. Algunos autores consideran que un alto
contenido de humedad en los filetes de pescado puede ser un factor de calidad en cuanto a la

jugosidad de la carne (Suarez et al.,2008), pero a la vez la vida util de los filetes puede verse



afectada durante el almacenamiento al alcanzar rangos de humedad donde el crecimiento de

microorganismos es acelerado por una actividad acuosa elevada.

De acuerdo a los resultados obtenidos (tabla 8) el contenido promedio de materia seca de los
filetes de la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) es de 11.33 % , el valor de desviacion estandar
indica una tendencia a variar por debajo y por encima en 1.9 puntos lo que significa que los filetes
de trucha (Oncorhynchus mykiss ) arco iris pueden registra rangos de materia seca entre 9.43% a
13.23 % . Algunos autores registran un porcentaje de materia seca mas alto al obtenido en la
experimentacidn que abarcan rangos entre 28,50% y 31,77% (Garcia et al.,2006; Mesarcova et al.,
2012; Jouki et al., 2014 y Mamani, 2017), por lo tanto a mayor cantidad de extracto seco menor
porcentaje de agua, relacion que fue inversa en la experimentacion, dichos resultados se atribuyen

a las condiciones genéticas y de cultivo de la especie en estudio.

El contenido de promedio de Grasa de los filetes de la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
es de 4.03 %, el valor de desviacidn estandar indica una tendencia a variar por debajo y por encima
en 0.32 puntos lo que significa que estos filetes de trucha pueden registra rangos de grasa entre
4.35% a 4.03%. Algunos autores registran un contenido de lipidos semejantes al obtenido en la
experimentacién (Garcia et al.,2006; Perea et al.,2008; Jouki et al.,2014; Joukar et al., 2017,
Mamani, 2017 y Dehghani et al.,2018), algunos otros autores como Mesarcova et al., 2012; Trullas
etal., 2017 y Osorio et al., 2013 registran un contenido de lipidos més alto. El porcentaje de grasa
puede estar conformado por acidos organicos como miristica, palmitico, esteérico, oleico, alfa-
linolénico, acido eicosapentaenoico- EPA, &cido docosahexaenoico- DHA, linoleico y v-
linolénico, de las fracciones anteriores hay que destacar el porcentaje en mg/100 gramos de filete
que representa el acido oleico entre1000-2000 y del &cido linoleico entre 600-1300 (Perea et

al.,2008, Osorio et al., 2013), informacion de relevancia dado que este grupo de acidos grasos



representa una alta susceptibilidad a la oxidacion quimica (Raeisi et al., 2016 Joukar et al., 2017),
el contenido graso de los filetes de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) en base a los resultados
obtenidos esta carne se puede considerar con un alto en contenido de lipidos (Garcia et al.,2004)
pero de acuerdo a la composicion de &cidos grasos este contenido puede beneficiar la salud del
consumidor, algunas especies como la cachama registran un contenido de lipidos de 0,56 %
(Suarez et al.,2008) resultado bajo frente al contenido presente en la trucha arcoiris (Oncorhynchus

mykiss).

El contenido de promedio de proteina de los filetes de la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
es de 24.63 %, el valor de la desviacion estandar indica una tendencia a variar por debajo y por
encima en 0.5 puntos lo que significa que los filetes de trucha arcoiris pueden registra rangos de
proteina entre 24.13% a 25.13%. Algunos autores registran un contenido de proteina mas bajo al
obtenido en la experimentacion (Garcia et al.,2004; Mesarcova et al., 2012; Osorio et al., 2013;
Trullas et al., 2017; Mamani, 2017; Joukar et al., 2017 y Dehghani et al.,2018); si confrontamos
el contenido de proteina con otras especies como la cachama que registra un contenido de 18,71%
(Suarez et al.,2008), y el bagre con un 22,11% (Perea et al.,2008), la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) registra valores mas altos, lo que confirma que es una buena fuente de

proteina porque cubre mas del 20% del valor de referencia.

El contenido de promedio de cenizas de los filetes de la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
es de 4.3 %, el valor de desviacion estandar indica una tendencia a variar por debajo y por encima
en 0.7 puntos lo que significa que los filetes de trucha arcoiris pueden registra rangos de cenizas
entre 5% y 3.6 %. Algunos autores registran un valor menor al obtenido en la experimentacion
(Garcia et al.,2004; Garcia et al.,2006; Suarez et al.,2008; Jouki et al., 2014; Raeisi et al., 2016;

Joukar et al., 2017; Mamani, 2017) y semejantes a los reportados por Osorio et al., 2013 con un



valor de 4,22%, es importante resaltar que el contenido de cenizas puede variar con factores como

la nutricién, tamafio de peces, composicion del agua y sexualidad.

EL contenido promedio de acidez de los filetes de la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) es
de 1.3 %, el valor de desviacion estandar indica una tendencia a variar por debajo y por encima en
0.24 puntos lo que significa que los filetes de trucha pueden registra rangos de acidez entre 1.06
% y 1.54%. Frente a algunas investigaciones se reportan valores de acidez en carne almacenada a
4.0 °C (Perez et al .,2002) cercano al contenido de acido lactico obtenido en la experimentacion
donde se obtuvo 1.3%, cabe resaltar que la produccion de acido lactico va siempre acompafiada
por el incremento de las poblaciones de bacterias lacticas. La cantidad de acido lactico que genere
el animal depende de la cantidad de glucégeno que se registre al momento del sacrificio (Zamora

et al.,2018).

El contenido de promedio de pH de los filetes de la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) es
de 6.01, el valor de desviacion estandar indica una tendencia a variar por debajo y por encima en
0.001 puntos lo que significa que filetes de esta especie pueden registra rangos de pH entre 6.009
y 6.011. Autores registran valores de pH entre 6,06% y 7,14% (Garcia et al.,2004; Garcia et
al.,2006 y Suarez et al.,2008) rangos que se encuentran dentro de lo obtenido en esta
experimentacién. Un pH cercano a la neutralidad es un indicativo de la susceptibilidad del tejido
carnico a sufrir reacciones de tipo microbiano; teniendo en cuenta la Norma Técnica Colombiana
-NTC 1413 el pH para pescado entero, medallones, filetes y trozos frescos esta entre 5,5a 7,5, el
resultado se ubica dentro de estos parametros por lo tanto los filetes de trucha son sustrato para
que bacterias como Salmonella, Mesofilos Aerobios, Coliformes Fecales los cuales propician
reacciones de desanimacion de las proteinas que hacen que durante el deterioro del producto se

aumente el pH.



6.1.2 Caracterizacion material vegetal: hidrolato de caléndula (Caléndula officinalis L).
De acuerdo a los resultados obtenidos (tabla 9) se puede indicar que el contenido de promedio de
acidez del hidrolato de caléndula (Caléndula officinalis L.) es de 0.18, el valor de desviacion
estandar indica una tendencia a variar por debajo y por encima en 0.048 puntos registrando rangos
de acidez entre 0.132% y 0.228%. El hidrolato de caléndula (Caléndula officinalis L.) registro una
acidez titulable de 0,18 valor que se encuentra por debajo del reportado por Vieira, 2013; el
porcentaje de acidez condiciona el uso del hidrolato a nivel farmacia y alimentos, el cual debe ser
entre 0,20 y 0,89, en donde el resultado obtenido se registra por debajo de este rango
probablemente por la cantidad de acidos orgénicos que contiene la flor de caléndula Anton —
Slavov etal., 2016. El contenido promedio de pH del hidrolato de caléndula (Caléndula officinalis
L.) es de 5.3, el valor de desviacion estandar indica una tendencia a variar por debajo y por encima
en 0.005 puntos, lo que el hidrolato de caléndula (Caléndula officinalis L.) puede registra rangos
de pH entre 5.295 Y 5.305. El valor de pH fue de 5,3 semejante a los reportados en la literatura

por Aguilar, 2000 y Campos - Ferreira et al., 2014, considerandose extractos ligeramente &cidos.

Los resultados obtenidos en la marcha fitoquimica se exponen en la tabla 10, para el extracto
acuoso de caléndula se identifica la presencia de taninos, flavonoides Leucoantocianidinas, entre
otros bioactivos que pueden ejercer algin poder antioxidante. Segun lo expuesto por Dominguez,
(2012) realizar una marcha fitoquimica ayuda a cuantificar la presencia de metabolitos presentes
en el extracto acuoso los cuales pueden presentar un efecto antioxidante, como los fenoles,
quinonas, carotenoides, taninos y cumarinas metabolitos propios del hidrolato de caléndula

(Calendula officinalis L.).



6.2 Fase I1: Evaluacion de la capacidad antioxidante del hidrolato de caléndula (Caléndula
officinalis L)

Los resultados de la evaluacion de la capacidad antioxidante de las flores de caléndula
(Caléndula officinalis L) se presentan en la tabla 11. De acuerdo al analisis de datos existe
significancia estadistica (p <0.05) entre contenido de fenoles del hidrolato de caléndula
(Caléndula officinalis L) y el antioxidante estandar (BHT), el hidrolato registra una actividad
antioxidante baja frente al BHT en cual era un comportamiento esperado dado que este es un
antioxidante sintético especifico para retardar intencionalmente procesos de auto-oxidacion de

acilglicéridos.

Frente a otras investigaciones similares se reportan valores superiores al obtenido es el caso
de Abudunia et al., 2017 cuando se determind fenoles en extracto acuosos de flores de
caléndula variedad Arvensis (47.89 mg de AG/g de extracto) de igual manera lo reporto Xuan
Liu et al., 2012 en variedad de caléndula Tagetes erecta L, en este mismo sentido Rifai, 2018
reporta altos contenidos de fenoles totales a partir de diferentes solventes; en acetato de etilo
(134,24 mg de AG/g de extracto) y metanol (159,27 mg de AG/g de extracto) de igual manera
en los estudios de Xuan Liu et al., 2012 dio evidencia de altas concentraciones de estructuras
fendlicas cuando se emplearon extractos de etanol y metanol, otros autores reportan rangos
que van desde 27 mg GAE/g a 90 mg GAE/g. (Guan-Lin et al., 2015, Akhtar et al ., 2015,
Abudunia et al., 2017) es de resaltar que en éstas Ultimas referencias emplearon métodos de
extraccion comunes como maceracion y filtrados con agua destilada desionizada a
temperaturas menores de 50°C. De acuerdo al andlisis anterior se concluye que el solvente
empleado, el método de extraccion, la variedad genética entre otros factores pueden

condicionar el contenido, tipo y concentracion de sustancias antioxidantes. EI uso de solventes



polares favorecen la solubilizacion de estructuras con sustituyentes hidroxilos que aumentan
la concentracion en la muestra (Faustino et al., 2018), en este enfoque la composicién quimica
del extracto juega un papel preponderante en la evaluacion del sustancias con capacidad
antioxidante presentes en el extracto asi lo expuso Xuan Liu et al., 2012, Rigane et al., 2013,
Nicolaus et al., 2017 en donde la concentracion de flavonoides registra una mayor
concentracion sobre la cantidad de fenoles (Faustino et al., 2018), la estabilidad de radicales
libres puede estar ejercida por flavonoides como la quercetina, acidos glucésidos como el &cido
protocatéquico y el 4&cido 5- O- cafeina-quincico, también pueden ejercer actividad
antioxidante los &cidos hidroxicinamicos entre los que sobresalen el &cido 5- O- cafeinacido
clorogénico, dentro de los derivados fendlicos pueden estar los &cidos hidrobenzoicos, el acido
protocatecuiquico, el acido jeringo, el 4&cido galo, gallicina, quercetagetina, acido galico,

rutina, quecetin-3-orto- glucdésido.

A la luz de los resultados obtenidos (454,96 mg TA /100 g) se deduce que al usar agua
destilada en el proceso de obtencidon de extracto de las flores de caléndula (Caléndula
officinalis L) se tienen un bajo contenido de actividad antioxidante posiblemente se tiene una
menor cantidad de estructuras fendlicas y muy probablemente una alta cantidad de
flavonoides, lo que conllevaria en la continuidad de la investigacién al ajuste del protocolo de
la evaluacion de la actividad antioxidante hacia la determinacién de flavonoides totales para
asi justificar plenamente que los bioactivos presentes en el extracto acuoso de caléndula ejercen
un efecto antioxidante tal como se han reportado en otras investigaciones ( Dominguez et
al.,2009; Vieira, 2013 y Fernandes et al., 2017) como también la evaluacion del efecto del
método de extraccion - Hidrodestilacion asistida por calentamiento 6hmico, que aunque es

una técnica innovadora y puede registrar un alto numero de bioactivos se debe mencionar



la pérdida o degradacion de estos compuestos por reacciones térmicas y también por

reacciones hidroliticas, Zeng et al., 2016 ( libro de aceites).

El analisis de varianza -ANOVA muestran que existe una diferencia estadisticamente
significativa (p <0.05) entre valor TEAC (DDPH) del Hidrolato de caléndula (Caléndula
officinalis L) y del antioxidante estdndar (BHT) que permite concluir que el hidrolato de
caléndula genera una menor reduccién de compuestos cromoforos en comparacion al BHT.
Al comparar el resultado contenidos de la captacion de radicales libres DPPH en el hidrolato
de flores de caléndula y el control BHT se deduce que la actividad antioxidante del hidrolato
tiene un efecto de captacion de radicales libres pero no fue tan grande como el valor TEAC
para BHT, estos resultados concuerdan con lo expuesto en Abudunia et al., 2017; Rigane et

al., 2013.

El hidrolato de caléndula (Caléndula officinalis L) obtenido tiene bajas concentraciones
de antioxidantes que llevan a cabo mecanismo de transferencia de electrones-SET el cual es el
avance quimico de las sustancias antioxidantes sobre la estructura del radical DPPH, dentro de
larevision de la literatura recomiendan evaluar la actividad antioxidante por mas de una técnica
debido a que en los extractos a evaluar pueden tener un alto contenido de fenoles y flavonoides
u otros metabolitos con actividad antioxidante pero si se usa una sola técnica puede sesgar el
verdadero poder reductor de los extractos (Ziyatdinova et al., 2017; Xuan Liu et al., 2012) por
lo tanto y en relacion al resultado obtenido en el hidrolato de caléndula en comparacion con
otros estudios similares el valor es muy bajo por lo que se debe continuar con la caracterizacion
del extracto en relacion a elucidar los verdaderos mecanismos de transferencia de electrones-
SET vy/o transferencias atomos de hidrogeno- HAT que pueden desarrollar los bioactivos

propios presentes en el hidrolato de caléndula (Caléndula officinalis L), complementado con



el perfil quimico para establecer si en el fase hidrofilica pueden estar presentes compuestos de
caracter hidrofobico como el caso de los isoprenoides los cuales en los aceites esenciales
ejercen una alta actividad antioxidante mediante mecanismo SET al estar en cantidades
insignificantes en el hidrolato pueden mitigar los mecanismos de captacion de radicales libres

que se miden por DPPH. SerenaD'Amato et al., 2018.

La concentracion de fenoles totales [mg/100 g] vs la actividad antioxidante ensayo DPPH-
VALOR TEAC (DPPH) [umoles/L] registré una correlacion lineal moderada (r=0.499994 ~
0.5) indicando que los compuestos fendlicos presentes en el hidrolato registran una actividad
antioxidante, pero deben desarrollar otros mecanismo de reaccion diferentes a la SET, por

ejemplo la transferencia de &4tomos de hidrégeno (HAT).

Al retomar las hipotesis de investigacion se puede concluir que: “EL hidrolato proveniente
de la extraccion del aceite esencial de las flores de caléndula officinalis L registra un alto
contenido de fenoles y una alta capacidad antioxidante para ser usando como bioconservante
en filetes de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)”: el hidrolato posee un moderado
contenido de fenoles, se debe estudiar mas a fondo otros componentes como los flavonoides.
De acuerdo a esta investigacion el hidrolato no tiene una alta capacidad antioxidante segln la
interpretacion de la técnica de medicion empleada, por lo tanto es necesario evaluar otros
mecanismo quimicos para evidenciar el verdadero mecanismo quimico de los fenoles presentes

y otra sustancias como lo flavonoides y otros metabolitos activos.

6.3 Fase I11: bioconservacion de los filetes de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss):
indicadores de la capacidad oxidativa primaria y secundaria.



En la tabla 12 se presenta el analisis de varianza ~ANOVA vy en la grafica 20 se presenta la
variacion del valor de pH durante 20 dias de almacenamiento a un temperatura de 4.4°C. Desde el
inicio de tratamiento (t=0) se observaron diferencias significativas en todos los tratamientos, el pH
no es el mismo aunque los rangos sean muy cercanos. En los tratamientos FS, FAC y FHP a (t=0)
la adicion del antioxidante BHT (control) y la adicion de hidrolato de caléndula modifican en cierta
medida el pH inicial (6.33) el cual para el pescado fresco oscila entre (5,7-6,6) debido a la
formacion de acido lactico por glucolisis anaerdbica y la liberacion de fosfato inorganico por la

degradacion de ATP.

En el tratamiento FS el tiempo y la temperatura de almacenamiento afectaron
significativamente los valores de pH registrando un aumento de 6.33 a 8.30. Al comparar los
resultados de pH entre los tratamientos FAC y FHP al quinto y décimo dia del tratamiento (t=5,
t=10) no hay diferencias significativas en los valores de pH, las diferencias se registraron a los 15
y 20 dias. En general la figura 20 evidencia que los tratamiento FAC y FHP no afectan los valores

de pH de forma marcada como si lo hace el tratamiento FS a partir del dia decimo (t=10).
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Figura 20. Medida de pH de los filetes de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
conservados en el hidrolato de caléndula (Caléndula officinalis L).

Los resultados obtenidos de pH de los filetes de la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) en
funcion del tiempo de almacenamiento y los tratamiento FS, FAC, FHP registran una tendencia
hacia la basicidad datos que concuerdan con lo expuesto por Chytir et al., 2004; Ozogul et al.,
2017; Dehghani et al., 2018.  Los resultados del tratamiento FS al ser comparados con
investigaciones similares estos son semejantes y cercanos (Erbay et al.,2017; Ozogul et al.,2017;
Dehghani et al.,2018). EI aumento de pH se debe a la formacion de agentes nitrogenados basicos
como el amoniaco (NH3) y de aminas biogeénicas, esto como resultado de una actividad autolitica
de las enzimas enddgenas provenientes de bacterias psicrotroficas con actividad proteolitica que
en las condiciones de la experimentacion pueden tener lugar en los filetes del tratamiento FS. En
situaciones similares a esta investigacion se han reportado valores de pH hacia rangos acidos es el
caso del trabajo de Shadman et al., 2017 en donde la conservacion de los filetes difieren a pesar
de mantener iguales variables como tiempo y temperatura, esto condiciona que se propicien
diferentes reacciones a nivel de la proteina, por lo tanto en los resultados de estos autores se da
inicio a reacciones en donde se aumenta la concentracion de diéxido de carbono (CO2) mientras
que en el tratamiento FS se propician reacciones de desaminacion, estas diferencias estarian en
funcidon de factores externos asociados al tipo, cantidad de carga microbiana pero también a la
temperatura y tiempo de almacenamiento asi se verifico al comparar los resultados obtenidos por
Secci et al., 2016 en donde el pH se mantuvo en un rango de 6,46 a 6,48 a una temperatura de -

20°C a 90 dias de almacenamiento.

Para los tratamientos FAC y FHP especialmente para este ultimo se han encontrado

comportamientos similares en Joukar et al., 2017 y Erbay et al.,2017; los filetes que se han



sometido a algun tipo de tratamiento antioxidante sus valores de pH han sido inferiores a sus
correspondientes controles, por lo tanto se deduce que el hidrolato de las flores de caléndula tiene
una marcada injerencia sobre las enzimas asociadas a la hidrolisis de proteinas para evitar

reacciones de desaminacion oxidativa, tal afirmacion debe ser estudiada a mayor profundidad.

En la tabla 13 se presenta el analisis de varianza ~ANOVA vy en la figura 21 se muestras la
variacion del valor de acidos grasos libres (%6AGL) durante 20 dias de almacenamiento a un
temperatura de 4.4°C. Desde el inicio de tratamiento (t=0) se observaron diferencias significativas
en todos los tratamientos, el porcentaje de acidos grasos libres no es el mismo. En los tratamientos
FS, FAC y FHP a (t=0) la adicién del antioxidante BHT (control) y la adicion de hidrolato de
caléndula modifican el valor de &cidos grasos iniciales (1,28%) el cual puedo haber aumentado en
las 12 horas que durd el pretratamiento de las muestras, se puede inferir que el filete del pescado
en estado fresco registraba un valor alto y este fue avanzando de manera drastica hasta el final de
ensayo ( figura 21) , se evidencia que el hidrolato de flores de caléndula inicio a ejercer un efecto
protector sobre el hidrolisis de la grasa (figura 21) . El andlisis de varianza ANOVA indica que no
hay diferencias significativas entre los tratamientos FAC y FHP, es decir, ambos tratamiento
exhiben algun mecanismos de control sobre las estructura de la grasa, especificamente sobre el

enlace éster de los acilglicéridos.
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Figura 21. Contenido de é&cidos grasos libres (%AGL) de los filetes de trucha arcoiris
conservados en el hidrolato de caléndula.

Al comparar los resultados obtenidos entre FS, FAC y FHP se observan cambios relevantes
siendo méas marcada la hidrolisis de la grasa en los filetes sin tratamiento (FS) resultados que
concuerda con lo expuesto por Ozogul et al.,2017 y Shadman et al., 2017. En los estudios de
Kamani et al., 2017 reporta un control de la grasa superior a los hallados por FAC y FHP pero
semejantes y cercanos a los obtenidos en las muestras sin ningun tratamientos. En los tratamientos
FAC y FHP la hidrolisis lipidica se desarroll6 a una velocidad méas baja que en el tratamiento FS,
se puede deducir entonces que el bioconservante podrian tener un moderado efecto protector sobre
el enlace éster de triglicéridos, pero un significativo efecto antioxidante a nivel de las cadenas

carbonadas insaturadas.

La trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) es rica en acidos grasos monoinsaturados por eso
es tan facil su degradacion y oxidacion por consiguiente se da origen a especies reactivas de
oxidaciones primarias como los peroxidos e hidroperoxidos no son detectables por el consumidor

(Kamani et al., 2017). Para Raeisi et al.,2016 y Kamani et al., 2017 la hidrolisis del enlace éster



estd asociada a un cambio sustancial en los contenidos de acidos grasos libres, estas reacciones
son catalizadas principalmente por dos enzimas (lipasas y fosfolipasas) (Piedrahita et al.,2014;
Trullas et al., 2017) generadas por el metabolismo de microorganismos como Pseudomonas fragi
, Staphylococcus aureus y Geotrichum candidum. Un relevante aumento en la concentracion de
los &cidos grasos libres en el producto genera cambios en el sabor, capacidad de retencion de agua
y destruccion de algunas vitaminas, esto también influye en la desnaturalizacion de las proteinas

que estarian modificando el pH del medio.

Para los tratamientos FAC y FHP se consideran que un valor de 2.9% y 2.5% respectivamente
para acidos grasos libres son permisibles dado que no sobrepasan el limite permitido para el

contenido de &cido grasos en pescado frescos. (Kamani et al., 2017).

En la tabla 14 se presenta el analisis de varianza ~ANOVA vy en la figura 22 se muestras la
variacion del indicé de perdxido durante 20 dias de almacenamiento a una temperatura de 4.4°C.
Desde el inicio de tratamiento (t=0) se observaron diferencias significativas en todos los
tratamientos, el valor en el contenido de peroxidos PV (meq-0O2/Kg) no es el mismo para todos
los tratamientos. El almacenamiento y la temperatura afecto significativamente los valores de
indices de perdxidos para el tratamiento FS, indicando un desarrollo oxidativo y superando los
valores permisibles (<10 meq-02/Kg) desde el dia diez (t=10) hasta el final del tratamiento (t=20),
figura 22. El analisis de varianza ANOVA indica que no hay diferencias significativas entre los
tratamientos FAC y FHP, es decir, ambos tratamientos exhiben mecanismos de control oxidativo
sobre las cadenas carbonadas de los acidos grasos de los filetes (figura 22). Al inicio del
tratamiento ( t=0) se observa que los filetes en el tratamiento FS registraban ya un contenido de
perdxidos por lo que se atribuye al tiempo de pretratamiento de las muestras, para el tratamiento

FAC en el mismo tiempo (t=0) puedo existir una mayor facilidad de difusion de oxigenos a pesar



de la adicion de BHT sobre los filetes mientras que en el tratamiento FHP durante las 12 horas

que durd el tratamiento la inmersién total en el hidrolato puedo haber evitado la formacion de un

mayor contenido de peroxidos en la muestra.
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Los valores reportados para los tratamientos FAC y FHP registraron una disminucion frente a FS

situacion que concuerda en estudios previos (Raeisi et al., 2016; Shadmana et al., 2017; Ozogul et

al.,2017 y Dehghani et al.,2018): en estas investigaciones los resultados para PV cuando los filetes

fueron sometidos a los diferentes tratamientos registran valores inferiores a los obtenidos en FHP

porque se emplearon como bioconservantes recubrimientos antioxidantes a base de aceites

esenciales de diferentes plantas (emulsiones de tomillo, salvia, romero, naranja, extractos

etanolicos vegetales), estos autores concluyeron que este tipo de recubrimientos generan una alta

capacidad antioxidante para producir una mayor captacion y estabilidad de radicales libres de acido

graso al contener sustancias tipo monoterpenos y fenoles oxigenados que tiene la capacidad de



donar un atomo de hidrogeno de sus grupos hidroxilos y asi retardar la oxidacion primaria de
lipidos. La revision bibliografica también da cuenta de la conservacion de filetes de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) en emulsiones ricas en compuestos como el carvacrol, p —cimeno, a-
terpineno y cinamaldehido (Joukar et al.,2017), en donde los resultados obtenidos estan en rango
cercanos al tratamiento FHP; se deduce que el hidrolato obtenido a partir de las flores frescas de
caléndula (Caléndula officinalis L.) pueden desarrollar un actividad antioxidante semejante a los
recubrimientos antioxidantes a pesar que en los extractos florales como el hidrolato de caléndula
no pueden contener en la misma cantidad y el mismo tipo sustancias fendlicas y/o terpénicas que
pueden estar en los aceites esenciales, en cierta medida la composicion quimica del hidrolato

mitiga pero no controla el avance de la oxidacion primaria de las muestras en estudio.

Desde el quinto (t=5) dia de almacenamiento se puede ver un efecto protector-antioxidante
sobre los lipidos tipo acilglicéridos de los filetes de trucha resultado semejante a lo expuesto por
Piedrahita et al.,2014 cuando realizo la conservacion de filetes de tres tipos de pescado (bocahico,
cachama y tilapia), filetes de trucha arcoiris que exhiban niveles entre 5 a 10 meg-02/Kg presentan
una rancidez inicial Ozogul et al.,2017, rango en el cual estarian las muestras en el tratamiento
FHP a lo largo de los 20 dias de almacenamiento cumpliendo asi con lo establecido para el valor
méaximo admisible por la resolucion 2154 del 2012 del Ministerio de Salud y Proteccion Social

lejos de un limite del aceptabilidad el cual esta en el rango de 20 meqg-O2/Kg.

Un analisis mas amplio de la figura 22 , claramente se observa que los filetes sin tratamiento
(FS) llegan a un rango inadmisible a los 15 dias de almacenamiento, de igual forma se puede
evidenciar que las muestras en el tratamiento FAC con el paso de los dias de almacenamiento
presenta un aumento paulatino pero que no llega a sobrepasar el nivel permitido por la

normatividad( <10meq O2/Kg), la muestra con el bioconservante (FHP) registra valores un poco



mas altos pero aun asi a los 20 dias del almacenamiento el valor PV, se registra por debajo de la
normatividad. Para todas las muestras a excepcion de los filetes sin tratamiento (FS) estan por
debajo del maximo permitido lo que se puede deducir que se ha generado un bajo grado de
oxidacion primaria que no afecta de manera considerable a los filetes en los tratamiento FAC Y
FHP durante el tiempo de conservacion a 4,4 °C. Adicional al contexto que se expone de debe
tener en cuenta que varios factores externos entre ellos el oxigeno, la luz y la temperatura pueden
causan un aumento en la produccion de radicales libres que conducen a la formacién de sustancias
inestables como aldehidos, cetonas y alcoholes estos ultimos generando una disminucion de los

atributos organolépticos como olor, color y sabor y la perdida de la calidad (Kamani et al.,2017).

En la tabla 15 se presenta el analisis de varianza ~ANOVA y en la figura 23 se presenta la
variacion del indicé del contenido MDA durante 20 dias de almacenamiento a una temperatura de
4.4°C. Desde el inicio de tratamiento (t=0) se observaron diferencias significativas al comparar el
tratamiento FHP vs FS y FAC, a partir del décimo dia (t=10) el andlisis estadistico indica un
aumento en el contenido de especies reactivas de &cido tiobarbiturico en todos los tratamientos
siendo mas marcado la formacion de este aldehido en el tratamiento FS (figura 23) existiendo por
lo tanto significancia estadistica entre este tratamiento con los demas; para los tratamiento FAC y
FHP a pesar que el ANOVA indica diferencias significativas entre los datos, la diferencia de
medias reporta que al conservar los filetes de trucha arcoiris en FAC y FHP se genera el mismo

efecto.
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Figura 23. Contenido de malonaldehido (MDA) por el indice del acido- 2-tiobarbitdrico
(TBA) de los filetes de trucha arcoiris conservados en el hidrolato de caléndula (Caléndula
Officinalis L.)

En la revision de la literatura de trabajos que reportan bioconservacién de filetes de trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) a una temperatura de refrigeracion de 4.0°C — 4.4°C y entre 15 a
20 dias de almacenamiento se encuentran los realizados por Chytir et al.,2004; Jouki et al., 2014;
Shadman et al., 2017 ; Ozogul et al.,2017 y Erbay et al.,2017; al comparar los resultados obtenidos
para FS y los controles respectivos son semejantes y cercanos pero para los tratamientos FAC y
FHP son sustancialmente menores, los valores correspondientes al contenido de malonaldehido
pueden ser favorecidos por la inestabilidad de los radicales peréxidos- hidroperoxidos formados
en la oxidacion primaria de FAC y FHP analisis que concuerda si se relaciona que el contenido de
estas sustancias (figura 22). Los autores citados obtuvieron una menor conversion de sustancias
provenientes de la oxidacion primaria hacia compuestos volatiles como el malonaldehido dado a
que emplearon sistemas de recubrimiento enriquecidos con aceites esenciales (orégano, laurel,
tomillo, salvia) debido a que los principios activos de estos aceites pueden generar una mayor

mitigacion de la oxidacion secundaria, superando la actividad antioxidante de los hidrolatos



florales como la que se registrd y se evidencio en el hidrolato de caléndula (Caléndula officinalis
L.). Es importante mencionar que en los datos presentados por Jouki et al., 2014; Ozogul et
al.,2017 exhiben un comportamiento ascendente pero diferente a los datos que observamos en FHP
en donde se exhiben rango mas amplio desde 1,22 a 2,90 (mg MDA/KQg), se puede inferir que el
hidrolato contribuye a mitigar la difusidn de oxigeno y a estabilizar la formacion de radicales libres
generando una buena barrera contra la oxidacion de los lipidos insaturados presentes en el filete
de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) llegando a mitigar los mecanismos quimicos oxidativos
de los lipidos tipo acilglicéridos que suceden en las fases de iniciacion y propagacion y evitar la
formacion de aldehidos. Varios son los reportes que indican el limite de aceptabilidad
organoléptico en relacion al contendido de MDA para peces esta entre 1 a 2 mg MDA/Kg, en
este rango se ve alterado el olor y el sabor; a la luz de los resultados obtenidos los filetes del
tratamiento FHP a los 5 y 10 dias de almacenamiento registraron este limite de aceptacion sensorial
pero no significa que a los 15 y 20 dias de conservacion los filetes en el tratamiento FHP no puedan
ser consumidos dado que aun estan en el rango del valor admisible dado por Jouki, 2014 (8 mg
MDAV/Kg). En otros contextos han reportado conservacion de filetes de trucha arcoiris en extractos
etandlicos vegetales Unicamente (Raeisi et al., 2016) en esta investigacion el tiempo total de
almacenamiento fue de 15 dias en donde se registraron valores de 2,0 mg MDA/kg dato que se
acerca y se encuentra en el intervalo de tiempo t=10 a t=20 para FHP indicando que el extracto
acuoso de las flores de caléndula (Caléndula officinalis L.) se acerca a las caracteristicas
antioxidantes propias de los extractos vegetales en cuya composicion pueden existir compuestos
fenolicos y flavonoides como una de las sustancias responsables y asociadas con la capacidad de
estabilizar radicales libres, cationes metalicos de quelatos y/o donar atomos de hidrogeno (Raeisi

et al., 2016) ) generando un impacto positivo en la reduccion de productos secundarios de la



oxidacion de lipidos pero no en la misma magnitud que lo hacen los recubrimientos con aceites

esenciales (Joukar et al.,2017; Dehghani et al.,2018).

Se podria deducir que existe una relacion directa entre el contenido de peroxidos (meg-02/Kg)
y el contenido de malonaldehido- MDA (mg MDA/Kg) que conlleve a indicar que a mayor
contenido de perdxidos mayor contenido de MDA pero la literatura cientifica relaciona que no
puede existir tal proporcionalidad dado que una vez formado el MDA dentro del tejido carnico
este puede reaccionar con otros compuestos como proteinas lo que podria alterar la concentracion
de este aldehido en la muestra al dar valores inferiores, por lo que varios autores consideran que
el indice de especies que reaccionan con el acido tiobarbitdrico como el MDA no es un indicador
preciso del grado de oxidacion secundaria de los lipidos. (Trullas et al., 2017) por lo tanto se deben
considerar otras técnicas complementaria de mayor avance como la que se describe en Kamani et
al.,2017 basada en el procesamiento de imagenes y modelos predictivos para evaluar la oxidacion

de lipidos.

Al retomar las hipétesis de investigacion se puede concluir que : “El hidrolato de caléndula
(Caléndula officinalis L) posee capacidad antioxidante para evitar o inhibir la produccion de
sustancias propias de la oxidacion primaria y secundaria de los &cido grasos poliinsaturados
presente en los filetes de trucha filetes de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) cuando es
almacenada a temperaturas de refrigeraciony por un tiempo 20 dias”: la capacidad antioxidante
exhibida por el hidrolato de caléndula (Caléndula officinalis L) retarda la velocidad de formacion
de producto propios de la oxidacién primaria medido en términos de indice de perdxidos , por
lo tanto al existir en el medio una baja cantidad estos metabolitos intermedios, puede el
hidrolato prevenir la formacion de compuestos tipo aldehidos como el malonaldehido

considerandose un indicador de una oxidacion secundaria de lipidos tipo acilgliceroles .



Se observa en la figura 19 del apartado de la resultados lo obtenido en la evaluacién sensorial
en muestras que permanecieron a tiempo cero (t=0) y a tiempo final 20 (t=20) del tratamiento. Se
evaluaron los atributos de apariencia, olor, y textura para las muestras FS: muestra 1; FAC:
Muestra 2 y FHP: muestra 3 respectivamente. Como se puede evidenciar segun lo establecido por
los panelistas en el tiempo cero (t=0) todas las muestras presentan un atributo de apariencia, olor
y textura de 10 que es la calificacion satisfactoria, lo que indica que para ese momento todos los
filetes de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) se encontraban cumpliendo a cabalidad los

atributos sensoriales y de aceptabilidad.

La mejor calificacion dada para el atributo sensorial de apariencia en el dia final del tratamiento
(t=20) es para la muestra FHP con una valoracion de 9, y las muestras FS y FAC tiene una
valoracién de 7, esto es debido al tratamiento de conservacion a la que estuvo sometida cada
muestra evaluada. Para el parametro de olor en el dia 20 (t=20) se puede evidenciar que se genera
una calificacion de 5 que corresponde al olor caracteristico del pescado para todas las muestras
sujetas a estudio; una posible explicacion del porqué no se detect6 olores asociados a la rancidez
en la muestras FS y el ain en FAC y FHP pudo deberse al proceso de coccidon a fueron sometidos
las muestras en el momento de la preparacion para la evaluacion sensorial , este aumento de
temperatura puede eliminar algunos compuestos volatiles indeseados en la carne de pescado segun

Ozogul et al.,2017.

Para el ultimo atributo evaluado que es la textura se evidencia una calificacion semejante para
todos los filetes, lo que indica que el método de conservacion aplicado para cada una de las
muestras no genera alteracion alguna en la textura de los filetes de trucha arcoiris (Oncorhynchus

mykiss).



En general factores externos como la temperada de captura, el tamafio de los peces, la nutricion
y la variacion sexual pueden llevar a cambios significativos en los atributos sensoriales y la calidad

microbioldgica de los filetes de pescado (Dehghani et al., 2018).

6.4 Marcha Fitoquimica

Los resultados obtenidos en la marcha fitoquimica se exponen en la tabla 10 para el extracto
acuoso de caléndula, en donde se corrobora la presencia de taninos, flavonoides
Leucoantocianidinas, entre otros biactivos presentes con poder antioxidante. Segun lo expuesto
por Dominguez, (2012), realizar una marcha fitoquimica ayuda a cuantificar la presencia de
metabolitos presentes en el extracto acuoso los cuales pueden presentar un efecto antioxidante,
como los fenoles, quinonas, carotenoides, taninos y cuarinas metabolitos propios del hidrolato de

caléndula officinalis L.

6.5 Evaluacion Sensorial

Se observa en la figura 19 del apartado de la resultados, lo obtenido en la evaluacion sensorial
en muestras que permanecieron a tiempo cero (t=0) y a tiempo final 20 (t=20) del tratamiento. Se
evaluaron los atributos de apariencia, olor, y textura para las muestras FS: muestra 1; FAC:
Muestra 2 y FHP: muestra 3 respectivamente. Como se puede evidenciar segun lo establecido por
los panelistas en el tiempo cero (t=0) todas las muestras presentan un atributo de apariencia, olor
y textura de 10 que es la calificacion satisfactoria, lo que indica que para ese momento todos los
filetes de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) se encontraban cumpliendo a cabalidad los

atributos sensoriales y de aceptabilidad.



La mejor calificacidon dada para el atributo sensorial de apariencia en el dia final del tratamiento
(t=20) es para la muestra FHP con una valoracion de 9, y las muestras FS y FAC tiene una
valoracion de 7, esto es debido al tratamiento de conservacion a la que estuvo sometida cada
muestra evaluada, para el parametro de olor en el dia 20 (t=20) se puede evidenciar que se genera
una calificacion de 5 que corresponde al olor caracteristico del pescado para todas las muestras
sujetas a estudio; una posible explicacion del porqué no se detect6 olores asociados a la rancidez
en la muestras FS y el aln en FAC y FHP pudo deberse al proceso de coccion a fueron sometidos
las muestras en el momento de la preparacion para la evaluacion sensorial , este aumento de
temperatura puede eliminar algunos compuestos volatiles indeseados en la carne de pescado

Ozogul et al.,2017.

Para el ultimo atributo evaluado que es la textura se evidencia una calificacion semejante para
todos los filetes, 1o que indica que el método de conservacion aplicado para cada una de las
muestras no genera alteracion alguna en la textura de los filetes de trucha arcoiris (Oncorhynchus

myKkiss).

En general factores externos como la temperada de captura, el tamafio de los peces, la nutricion
y la variacion sexual pueden llevar a cambios significativos en los atributos sensoriales y la calidad

microbiologica de los filetes de pescado (Dehghani et al., 2018).



7. CONCLUSIONES
Dado que la vida util de los filetes de trucha arcoiris refrigerados es relativamente corta
Yy que existe una tendencia creciente de los consumidores de pescado fresco, se requiere
nuevos métodos de conservacién organica y natural el desarrollo de nuevos métodos
de conservacion que permitan la extension de vida atil del pescado fresco.
De acuerdo al andlisis y confrontacion de resultados se puede deducir que las
determinaciones de pH y acidos grasos libres dan un indicativo de la frescura durante
los dias de tratamiento refrigerado y los resultados obtenidos del indice de perdxido y
MDA son verdaderos indicadores del avance de la oxidacién quimica de las cadenas
carbonadas de los acidos grasos presentes en los filetes de trucha arcoiris.
Los filetes bajo las condiciones de la experimentacion en el tratamiento FHP pueden
ser considerados sustancias con capacidad intermedia  para la inhibicion de la
oxidacion quimica de lipidos pero es necesario confrontar estos resultados con analisis
microbioldgicos para confirmar un apto consumo.
el hidrolato de caléndula genera una gran expectativa para ser empleado como
bioconservante en este tipo de productos; de acuerdo a los resultados de esta
investigacion se puede considerar que prolonga la vida util de filetes de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) durante el almacenamiento refrigerado por 4.4°C sin embargo
se requieren mas estudios de caracterizacion el hidrolato antes de considerarlo un
conservante de productos carnicos, por ejemplo, verificar la actividad antioxidante por
otras tecnicas por ejemplo ABTS comparada con ORAC.
El hidrolato a partir de las flores frescas de caléndula pueden aumentar la vida atil de

refrigeracion de los filetes de trucha arco iris al retardar el deterioro quimico, pero es



importante complementar la investigacion con estudios en cuanto a la actividad
microbiana del hidrolato.

Todas las muestra de filetes de trucha arcoiris almacenada a 4,4 °C en el extracto
acuoso en las flores frescas de caléndula para el valor de pH, %AGL, Peroxidos-PV
(meg-02/Kg) y MDA (mg MDA/Kg) permanecieron por debajo del limite aceptable.
De acuerdo a la literatura, para complementar la caracterizacion del extracto acuoso de
caléndula (Caléndula Official L.) es necesario determinar el perfil antioxidante con mas
de una técnica general y especifica: en la determinacion antioxidante es necesario
complementar el resultado de contenido de fenoles (Folin Ciocalteu) con el de
flavonoides (estdndar patron de quercetina). En la evaluacion de la actividad
antioxidante especifica varios autores recomiendan complementar el estudio de la
captacion de radicales libres DPPH con ABTS o en su defecto el método ORAC con el
fin de evidenciar con exactitud el mecanismo de reaccion de la estabilizacion de
radicales libres o productos de la iniciacion y propagacion de oxidacion de radicales
libres de lipidos acilglicéridos.

es importante resaltar que la caléndula puede integrarse en las formulaciones de algunas
bebidas, sopas y ensaladas como un ingrediente innovador que puede llegar a aportar
un importante valor nutricional e innovador.

En la evaluacién sensorial no se tuvo en cuenta el atributo del sabor, ya que no se
realizaron andlisis a nivel microbioldgico de los filetes de trucha arcoiris ni del
hidrolato de caléndula, por esta razon no se tenia asegurada la calidad microbiana del

alimento.



8. RECOMENDACIONES

El ensayo del radical DPPH da a conocer la capacidad y el mecanismo quimico
antioxidante del hidrolato de las flores de caléndula, se ha indicado que el mecanismo
puede estar basado en la transferencia de electrones pero realmente este no alcanza
arrojar a ciencia cierta el verdadero poder antioxidante del extracto acuoso por esta
razon se hace necesario realizar algunas otras técnicas como FRAP y ABTS las cuales
manejan el mismo mecanismo y también se puede realizar la técnica del ORAC que
esta si maneja una mecanismo diferente ya que este va encaminado a la transferencia
de 4tomos de hidrogeno y de esta manera se puede a barca de manera mas amplia los
posibles mecanismos para conocer la capacidad antioxidante del extracto acuoso que
se encuentra en estudio.

Ampliar las investigaciones en la aplicacion de los hidrolatos en las industrializacion
de alimentos, pero se requiere revisar el tema de la toxicologia de los hidrolatos de la
carga microbiana inicial y la forma como podrian verse afectados en Iso procesos

térmico de conservacion (procesos de pasterizacion y/o esterilizacion) y/o congelacion.
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ANEXOS

Anexo 1. Caracterizacién material biologico filetes de trucha arcoiris

(Oncorhynchus mykiss)

- Caracteristicas sensoriales de frescura de la trucha arcoiris de acuerdo a la Norma
Técnica Colombiana - NTC 1443.

Clas olor piel Carne 0jos Textu Color Branqui
ificacio
n ra as
Fres Brilla Firmeme Brillante Con Caract Color
co, nte e | nte adherida | s, glébulo | rigor eristico rojo intenso,
caracter | iridiscent | alos huesos, | ocular mortis de la | separadas,
istico e elastica, no Saliente, | firme. especie. | mucus
de la|escamas |suelta jugo, | iris nitido, escaso.
especie | uniforme | vasos transparente
S sanguineos | sin
firmeme | intactos. manchas.
nte
adherida
S
Leve Brilla Carne Brillante Firme, Leve Color
a nte, adherida a|s, algunas |elastica | mente rojo palido,
pescad | iridiscen | los huesos | manchas de | al decolora |0  rosado,
0 cia y | pero se | sangre presionar | do. algunas
color puede frescas, con el facilmente
separar con | ligeramente | dedo, la separables;




disminui | presion undidos, huella levemente
dos. ligera, iris, desapare decolorada,
suelta jugos | borroso. ce se observa
al mucus.
comprimirla
;  algunos
vasos
sanguineos
rotos.

Algo Leve Se Ligeram Defor Decol Color
rancio, | mente desprende ente opacos. | macion | orado. pardusco,
olor brillante, | con al amarillento;
leve. escamas | facilidad de presionar Seco; mucus

flojas, los huesos; con el abundante,

faciles de | suelta dedo. completame

remover. | liquido nte unidas,
facilmente; decoloradas
pegajosa.

Ran Flacid Se separa Opacos, Pesca Leve Muy
cidez a, opaca. |de los | no se | do mente decoloradas
avanza huesos; se | observa la | blando. | blanquec | secas
da, olor desintegra | parte ino,
putrido. facilmente | interna. lechoso.




Ligera al

mente presionarla;

amonia Vasos

cal. sanguineos
destruidos;
suelta
abundante
liquido.

1 Algo Glébulo, Excep Blang Complet
putrido ocular cional- uecino amente
amonia hundido, mente lechoso. | decoloradas
cal. totalmente | blando. , gran

opacos. cantidad de
mucus.

Unicamente los pescados clasificados como 5 y 4 se pueden utilizar para el consumo humano
o0 animal directo o para preparacion de conservas.

- Determinacion de acidez total titulable en porcentaje de acido lactico: de acuerdo al
protocolo de Pérez, et al (2013), se determind mediante método volumétrico.

Materiales:

- Licuadora

- Matraz aforado 250 ml

- Erlenmeyer de 125 mi

- bureta

- Agua destilada

- Fenolftaleina
- Agitador




Procedimiento

1. Pesar 10 g de muestra, transferir en un vaso de licuadora, adicionar 200 mL de agua destilada

y homogeneizar durante 1 min.

2. Filtrar a traves de manta de cielo para eliminar el exceso de tejido conectivo, recibir el filtrado

en un matraz aforado de 250 mL y aforar con agua destilada.

3. Transferir una alicuota de 25 mL del filtrado a un matraz Erlenmeyer de 125 mL, afiadir 75

mL de agua destilada y 2 gotas de fenolftaleina, agitar suavemente y titular con NaOH 0.1N.
4. Preparar un blanco con agua destilada.
5. Realizar esta determinacion por triplicado.
6. Reportar en porcentaje de acido lactico aplicando la siguiente formula:

Calculos

(V-Vb) (N NaOH)(meq acido lactico) (fd) X
peso de muestra

100

% de &cido lactico =

Donde:

V = volumen de NaOH gastado en la muestra
Vb = volumen de NaOH gastado en el blanco
N = normalidad del NaOH

fd = factor de dilucién



- pH: de acuerdo al protocolo de Perez, et al (2013), se empled un pH metro marca Phywe
con previa calibracion cada 5 determinaciones.

Materiales

- vaso de precipitado
- gasa

- mata de cielo

- pH-metro

- agua destilada

Procedimiento
Esta determinacion se basa en la medicion electrométrica de la actividad de los iones hidrégeno
presentes en una muestra del producto mediante un potenciémetro o medidor de pH.

1. Pesar 10 g de carne, transferir a un vaso de licuadora, adicionar 100 mL de agua destilada y
homogeneizar durante 1 min.

2. Filtrar empleando gasa o manta de cielo para retirar el exceso de tejido conectivo.

3. Tomar la lectura de pH del filtrado por duplicado, introduciendo el electrodo del
potenciémetro previamente calibrado, con las soluciones reguladoras de referencia de pH 4 y pH
7.

4. La diferencia maxima permisible en el resultado de pruebas efectuadas por duplicado, no
debe exceder de 0.1 unidades de pH, en caso contrario repetir la determinacion.

5. Después de obtener el valor de pH del filtrado, enjuagar el electrodo con agua destilada para
eliminar cualquier residuo de material.



- Determinacion de humedad y materia seca: siguiendo el método descrito en (AOAC,
1990) / 964.22.

Materiales: Crisoles o capsulas de porcelana: se deben desecar a 100°C x2h, tomar
con pinzas de crisol y registrar el peso vacio.

Procedimiento: Para la determinacion de la humedad se pesan aproximadamente 5.0
g de muestra en una balanza de precision dentro de una cépsula previamente tarada,
desecandose a 110°C en estufa, hasta alcanzar un peso constante. La pérdida de peso se
considerada como el contenido de humedad y el residuo desecado del alimento se

considera la materia seca. Los resultados obtenidos se expresan porcentualmente.

Calculos

gramos de agua
b

%H=< )*100

Donde b la masa (g) de la muestra tomada para el analisis
Gramos de agua= m(alimentos)inicial -m (alimentos)seco

Porcentaje de Materia Seca:



%MS = m (alimentos)seco*100/b

Porcentaje de Materia Seca:

%MS = m (alimentos)seco * 100/b

Porcentaje de grasa o extracto etéreo: método Sohxlet de acuerdo a lo estipulado
AOAC 920.39

Materiales

Equipo de extraccion soxhlet
N-hexano

Papel filtro

balanza

horno

Procedimiento: Para la determinacion de grasa, por este método, se debe usar

muestras deshidratadas. El solvente organico, por ebullicién, asciende a la parte

superior del extractor del equipo soxhlet. Alli se condensa por refrigeracion con agua y

cae sobre la muestra, regresando posteriormente al matraz por sifon, arrastrando consigo

la grasa.

Pesar el papel filtro, pesar 5 gramos de grasa, colocarlas en el papel filtro.
Colocar la muestra en el extractor del equipo soxhlet.

En el baldn agregar 250 ml de n-hexano, previamente se ha pesado.
Calentar suavemente hasta 68-70°C

El solvente se evapora y luego se condensa y cae sobre la muestra

Cuando el extractor se llene de n-hexano, retronara al balon, es un primer ciclo o

sifon.

Realizar 4 ciclos, aproximadamente 4 horas.
Realizar una destilacion simple para separar el solvente de la grasa

Evaporar el residuo de n-hexano en estufa y pesar el balon.



Calculos

% grasa= peso del matraz _con grasa- peso del matraz vacio *100

Gramos de muestra

Determinacion de proteinas (Método Kjeldahl): siguiendo el protocolo
estandarizado del Manual de instructivos y protocolos de laboratorio, control de
calidad de alimentos del SENA CEDEAGRO, en base a lo descrito en A.O.A.C.
Official Methods of Analysis 13 th Edition, 1984.

Materiales

- Acido sulfarico concentrado.

- Sulfato de potasio o sulfato de sodio.

- Sulfato cuaprico.

- Solucion de hidroxido de sodio al 15 %. Disolver 150 g de NaOH y completar a 1
litro.

- Solucién de acido sulfurico 0.1 N. Tomar 2.7 mL de H2SO4 conc. y completar a 1
litro, luego estandarizar con Na2CO3 anhidro.

- Solucién de hidroxido de sodio al 30 %. Disolver 300 g de NaOH y completar a 1
litro.

- Solucion indicadora de rojo de metilo al 1 % en etanol. Disolver 1 g de rojo de
metilo en 100 mL de etanol (95 %).

- Solucién de hidréxido de sodio 0.1 N. Tomar 4 g de NaOH y enrasar a 1 litro con
agua recientemente hervida y enfriada. Valorar con &cido succinico.

- Acido borico al 3 %. Disolver 30 g de &cido bérico y completar a 1 litro.

- Indicador de Tashiro: rojo de metilo al 0.1 % y azul de metileno al 0.1 % en relacion
de 2:1, en alcohol etilico.

- Solucién de acido clorhidrico 0.1 N. Tomar 8.3 mL de HCI conc. y enrasar a 1 litro.
Valorar con Na2CO3 anhidro.

- Mezcla de catalizador: sulfato de cobre, sulfato de potasio y selenio negro.



Procedimiento.
- Realizar la muestra en duplicado.
- Efectuar un ensayo en blanco usando una sustancia orgénica sin nitrégeno
(sacarosa) que sea capaz de provocar la reduccién de los derivados nitricos y nitrosos
eventualmente presentes en los reactivos.
- Pesar al 0.1 mg. alrededor de 1 g de muestra homogeneizada (m) en un matraz de
digestion Kjeldahl.
- Agregar 3 perlas de vidrio, 10 g de sulfato de potasio o sulfato de sodio, 0.5 g de
sulfato ctprico y 20 mL de acido sulfurico conc.
- Conectar el matraz a la trampa de absorcion que contiene 250 mL de hidréxido de
sodio al 15 %. El disco poroso produce la divisién de los humos en finas burbujas con
el fin de facilitar la absorcion y para que tenga una duracién prolongada debe ser
limpiado con regularidad antes del uso. Los depdsitos de sulfito sodico se eliminan

con &cido clorhidrico.

Cuando la solucion de hidroxido de sodio al 15 % adicionada de fenolftaleina
contenida en la trampa de absorcion permanece incolora debe ser cambiada (aprox. 3
analisis).

- Calentar en manta calefactora y una vez que la solucion esté transparente, dejar en
ebullicién 15 a 20 min. méas. Si la muestra tiende a formar espuma agregar acido
estedrico o gotas de silicona antiespumante y comenzar el calentamiento lentamente.
- Enfriar y agregar 200 mL de agua.

- Conectar el matraz al aparato de destilacion, agregar lentamente 100 mL de NaOH
al 30 % por el embudo, y cerrar la llave.

- Destilar no menos de 150 mL en un matraz que lleve sumergido el extremo del

refrigerante o tubo colector en:

a) 50 mL de una solucion de acido sulfarico 0.1 N, 4 a 5 gotas de rojo de metilo y 50
mL de agua destilada. Asegurar un exceso de H2SO4 para que se pueda realizar la

retro titulacion. Titular el exceso de acido con NaOH 0.1 N hasta color amarillo o



b) 50 mL de &cido borico al 3 %. Titular con acido clorhidrico 0.1 N hasta pH 4.6
mediante un medidor de pH calibrado con soluciones tampon pH 4 y pH 7, o en
presencia del indicador de Tashiro hasta pH 4.6 Cada cierto tiempo es necesario
verificar la hermeticidad del equipo de destilacién usando 10 mL de una solucién de
sulfato de amonio 0.1 N (6.6077 g/L), 100 mL de agua destilada y 1 a 2 gotas de
hidroxido de sodio al 30 % para liberar el amoniaco, asi como también verificar la
recuperacion destruyendo la materia organica de 0.25 g de L(-)-Tirosina. El contenido

tedrico en nitrogeno de este producto es de 7.73 %. Debe recuperarse un 99.7 %.

Calculos
O/N—14 XN XV x100
T T T M x 1000
) 14 X N XV x 100 X factor
%Proteina = <1000
Donde:

V: 50 mL H2SO4 0.1 N - gasto NaOH 0.1 N o gasto de HCI 0.1 N
m: masa de la muestra, en gramos

Factor:

6.25: para carne, pescado, huevo, leguminosas y proteinas en general
5.7: para cereales y derivados de soya

6.38: leche

5.55: gelatina

5.95: arroz

- Cenizas: Se determinaron cenizas totales segun los métodos descritos en la NTC
1678 yen A.0.A.C., 923.03, 1990; para determinar las cenizas solubles en agua



de acuerdo a AOAC 14 th Ed. 31.015; cenizas solubles en &cido clorhidrico (HCI)
segun lo recomendado por el Instituto de Salud Publica de Chile (prt-711.02-009
método gravimeétrico).

Materiales

Mufla

Desecador
Balanza analitica
Crisoles

Procedimiento

Se calienta el crisol por 20 min. En una mufla cuya temperatura se ha fijado a 550°c.
Se deja enfriar el crisol en el desecador a temperatura ambiente y se pesa (m,) en la
balanza analitica con aproximacion a 0.1 mg

Se transfiere 1.5 0 2 gramos de la muestra de ensayo preparada al crisol.se esparce

uniformemente y sin demora se pesa en crisol nuevamente con aproximacion a 0,1 mg.

(my)

Determinacion aplicando una mufla.
Se coloca el crisol con su contenido en la mufla fria y gradualmente se eleva la
temperatura de esta durante 5 h 0 6 h a 550 °C + 25 °C y se mantiene esa temperatura

hasta que la ceniza tenga un aspecto gris- blanco .

Se retira el crisol de la mufla y se deja enfriar en el desecador a temperatura ambiente.

Se inspecciona la ceniza.

Si la ceniza todavia esta negra, se trata con unas gotas de peroxido de hidrogeno o agua

y se repite el procedimiento.



- Si tiene una apariencia gris- blanco, se pesa el crisol con su contenido (m,) en la

balanza analitica, con aproximacién a 0,1 mg.

Calculos

Se calcula la fraccion de masa de la ceniza en la muestra de ensayo utilizando la

siguiente ecuacion:

Wq = (mz - mo) - (m1 - mo)x 100 %

w, =es la fraccion de la masa de la ceniza, expresada como porcentaje de la muestra
de ensayo.

m, = es la masa, en gramos del crisol vacio.
m, = es la masa, en gramos del crisol con la porcion de ensayo.

m, = es la masa, en gramos el crisol con la ceniza.

ANEXO 2.

Caracterizacion material vegetal hidrolato de caléndula (Caléndula officinalis L).

- Porcentaje de acidez total titulable expresada como acido citrico de acuerdo al
protocolo de Perez, et al (2013), se determin6 mediante método volumétrico.

Materiales

- Vaso precipitado de 250 ml
- Erlenmeyer de 250 ml

- Mata de cielo

- Agua destilada

- fenolftaleina

Procedimiento



1. Pesar 10 g de muestra, transferir en un vaso de licuadora, adicionar 200 mL de agua destilada
y homogeneizar durante 1 min.

2. Filtrar a través de manta de cielo, recibir el filtrado en un matraz aforado de 250

mL y aforar con agua destilada.

3. Transferir una alicuota de 25 mL del filtrado a un matraz Erlenmeyer de 125 mL, afiadir 75
mL de agua destilada y 2 gotas de fenolftaleina, agitar suavemente y titular con NaOH 0.1N.

4. Preparar un blanco con agua destilada.

5. Realizar esta determinacion por triplicado.

6. Reportar en porcentaje de acido citrico aplicando la siguiente formula:

Calculos

(V-VDb) (N NaOH)(meq acido citrico) (fd) X
peso de muestra

% de acido lactico = 100

Donde:

V = volumen de NaOH gastado en la muestra
Vb = volumen de NaOH gastado en el blanco
N = normalidad del NaOH

fd = factor de dilucion

- pH: de acuerdo al protocolo de Perez, et al (2013), se empled un pH metro marca Phywe

con previa calibracion cada 5 determinaciones.

Materiales

- vaso de precipitado de 100 ml
- gasa
- manta de cielo

- pH-metro



- Agua destilada
Procedimiento:

Esta determinacion se basa en la medicion electrométrica de la actividad de los iones hidrogeno

presentes en una muestra del producto mediante un potenciometro o medidor de pH.

1. Pesar 10 g de carne, transferir a un vaso de licuadora, adicionar 100 mL de agua destilada y

homogeneizar durante 1 min.
2. Filtrar empleando gasa o manta de cielo para retirar el exceso de tejido conectivo.

3. Tomar la lectura de pH del filtrado por duplicado, introduciendo el electrodo del
potenciometro previamente calibrado, con las soluciones reguladoras de referencia de pH 4 y pH
7.

4. La diferencia maxima permisible en el resultado de pruebas efectuadas por duplicado, no

debe exceder de 0.1 unidades de pH, en caso contrario repetir la determinacion.

5. Después de obtener el valor de pH del filtrado, enjuagar el electrodo con agua destilada para

eliminar cualquier residuo de material.

- Determinacién de Fenoles totales: Se hizo por el método de Folin-Ciocateu con acido
tdnico como estandar para proceder a elaborar la curva de calibracion. Se siguio los
parametros establecidos por (Paladino, s.f). Y se hicieron algunos ajustes al método
presentados en PNT N°19 (2010), y (Ainsworth, & Gillespie, 2007). Las medidas de
absorbancia se hicieron a una longitud de onda de 760 nm.

Materiales

- Matraz aforado de 100 ml.

- Espectrofotometro (760nm)

- Cubeta de vidrio de 1 cm de recorrido dptico.
- Pipetasde 1,5, 20y 50 mL.

- Material usual de laboratorio.



- Agua destilada.

- Aceite esencial de orégano.

- Reactivo Folin-Ciocalteu (se puede preparar con: 100g de tungsteno de sodio y 25g de
molibdato de sodio, disueltos en 700ml de agua destilada, agregar 50 ml de &cido
fosforico a 85% (densidad =1,71g/ml), 100 ml de acido clorhidrico concentra- do
(densidad = 1,19 g/ml). Poner a ebullicion sobre reflujo durante 10 horas, agregar 150g
de sulfato de litio, algunas gotas de bromo y poner nuevamente en ebullicion durante
15 minutos. Dejar enfriar y completar a 1 litro con agua destilada.)

- Acido tanico.

- Carbonato de sodio 0,7M.

Procedimiento

Preparar las siguientes soluciones:

Preparar una disolucion 0,7 molar de carbonato sddico
Disolucién madre de &cido tanico 500mg/I

Disolucién patrén de acido tanico 50mg/I

Solucién de acetona agua 1:1

Preparacion de la curva de calibracion:

Blanco 1 2 3 4 5 6 7
SIn de acido
0 0,05 0,1 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5
tanico
Acetona agua
0,5 0,45 0,4 0,3 0,25 0,2 0,1 0

1:1

Folin Ciocalteu 1 1 1 1 1 1 1 1




Carbonato

sédico

Correspondencia

en pg/ml de fenoles

1. Tomar alicuotas de 0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.25, 0.3, 0.4, 0.5 mL de solucion de &cido gélico (1 mL
= 0.1 mg de acido Galico )

1.1 Agregar en el orden de la tabla las disoluciones

1.2 Mezclar bien y medir el color después de 30 minutos a 760 nm contra el blanco de agua
Destilada. Centrifugar.

1.3 Trazar absorbancia contra concentracion para obtener la Curva estandar.

Muestra:

0,5mL de muestra

1 mL de Reactivo Folin-Ciocalteu

4 mL de Carbonato de Sodio 0,7M

Agitar para homogenizar

dejar reposar por 30 minutos.

Paralelamente, se prepara un blanco analitico con agua destilada.

La absorbancia de la muestra se mide en la oscuridad a una longitud de onda de 765 nm en
espectrofotometro.

8. Ladeterminacion de fenoles totales se debe realizar por triplicado.

No ook o

Calculos

La ecuacion a obtener es del tipo: y = ax+ b
Donde:

y= Densidad optica a 760 nm (Absorbancia)
a= Pendiente de la recta
x= concentracién de Acido galico (mg/L).

b= intercepto.



- Marcha fitoquimica : se realizé de forma cualitativa sobre los extractos florales la
identificacion de taninos, flavonoides, fenoles, quinonas, y leucoantocianidas. de acuerdo a
los protocolos expuestos por Calle y Jiménez, (2002).

Cloruro férrico: se realiz6 es prueba para determinar la presencia de fenoles. Los taninos
reaccionan con solucion acuosa de tricloruro férrico al 1% dando coloracion azul (taninos
derivados del &cido galico) o verde (taninos derivados del &cido protocatequico), segin lo
establecido por Calle et al.,2002 , para realizar este ensayo a 0,2 ml de extracto acuoso, se agrego

una gota se solucion de tricloruro férrico. Se emple6 acido tanico al 5% como solucion patron.

Acetato de plomo: esta prueba se realiz6 con el fin de identificar fenoles. Los taninos reaccionan
con solucion de acetato de plomo produciendo turbidez o precipitado blanco Calle et al.,2002. para
realizar este ensayo a 1.0 ml de extracto acuoso se adiciono 1 mL de solucion de acetato de plomo

al 10% y se registraron resultados.

- Shinoda (flavonoides): esta prueba se realiz para reconocer la presencia de flavonoides, los
cuales son anillos de gama benzopirona que reaccionan en presencia de acido clorhidrico
concentrado y magnesio Calle et al.,2002 para realizar este ensayo a 1 ml de extracto acuoso en
un tubo de ensayo se agregd magnesio en polvo y gotas de acido clorhidrico, se emple6 acido

tanico al 5% como solucidon patron y se compararon resultados.

- Leucoantocianidinas: se tomo6 2 ml de extracto acuoso en un tubo de ensayo y se adiciono 1
ml de &cido clorhidrico concentrado, se calentd a bafio maria durante 15 minutos, la aparicién de
coloraciones rojas es purbe de presunta presencia de leucoantocianidinas en la muestra, se emple6

acido tanico al 5% como solucién patron y se compararon resultados.



ANEXO 3. Ficha técnica Butilhidroxitolueno- BHT, antioxidante comercial.

FICHA TECNICA Codigo: GT-F-40

Fecha: 27/082014

Version: 02 Pagina: 1 de |

Numero de Revision:001 Declaracion de Fecha de Revision: 10/11/2018
TITULO: BHT ANTIOXIDANTE FOOD GRADE

[ 1. DESCRIPCION GENERAL ]

Nombre quimico: 2, 6-di-terc-butil-p-cresol

Otros nombres: Hidroxitolueno butilado, Butil Hidroxi Tolueno.

Férmula Quimica o Componentes: CsHx{OH ) CHs)(C(CHs)s)2

CAS: 128-37-0 UN: 3077 Calidad: FG (Food Grade)
Descripcién: Polvo cristalino blanco éleo- soluble.

Vencimiento: 2 afios.

[ 2. APLICACIONES GENERALES ]

Es un antioxidante altamente eficaz que no se decolora y no es téxico. Protege muchos compuestos
orgdnicos de ser oxidados por el oxigeno. Ampliamente usado en la industria de elastémeros, Iitex,
propelentes, adhesivos, pinturas, tintas de impresion, éteres alifiticos y ciclicos, aceites vegetales y
plasticos.

[ 3. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS ]

Sustancias incompatibles: Cloruros de dcido, anhidridos de dcidos, agentes oxidantes, bases, latdn,
cobre.
Informacién adicional: Evitar el calentamiento fuerte y la formacién y dispersién de polvo.

Parametro Unidad Espedificacion

Pureza % 99,8 Min.
Temperatura de fusidn oC 69,0 - 70,0
Contenido de agua Y% 0,12 Max.
Cenizas sulfatadas % 0,002 Max.
Fenol libre % 0,02 Max.

Metales pesados (como Pb) % 0,0004 Max.

Arsénico % 0,0001 Max.

[ 4. CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO Y PRECAUCIONES |

Condiciones de almacenamiento: Mantener en un lugar fresco, seco y bien ventilado. Mantener los
redpientes bien cerrados.
Precauciones: El producto no es toxico.
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ANEXO 4.
Técnicas capacidad antioxidante

- Capacidad de captacion de radicales libres: técnica del radical DPPH * (1,1-difenil-2-picril-
hidrazilo): se llevé de acuerdo al protocolo estandarizados por laboratorios AOXLAB, 2017.
Se prepard una solucion de DPPH a 200 mg/L en metanol. Las muestras de hidrolato se
prepararon a una concentracion de 0.05 g/ mL en metanol al 80%. Se prepar6 una curva

estdndar de Trolox a una concentracion de 10 mM. La reaccién en la muestras como en el



estandar con la solucion de DPPH se llevo a cabo a temperatura ambiente (20-22 °C), con
agitacion y en completa oscuridad durante 30 minutos. Las absorbancias se leyeron a 517 nm.
Los resultados fueron expresados como TEAC (actividad antioxidante equivalente a
trolox), la cual se expresa en unidades de umoles Trolox / L. La determinacion del porcentaje
de Inhibicion del DPPH se realizo con base en una curva de calibracion construida a partir del %
de Inhibicion en la absorbancia de las soluciones de Trolox vs. La concentracion de trolox en
[uM].

% Inhibicidén= [1-(((Abs M-Abs BM))/ (Abs Ref))]*100 Ecl.
Donde:

Abs M: Absorbancia muestra
Abs BM: Absorbancia blanco muestra
Abs BRef: Absorbancia blanco referencia

- Determinacion de Fenoles totales; método de Folin-Ciocateu con acido tadnico como
estdndar para proceder a elaborar la curva de calibracién. Se siguié los parametros
establecidos por (Paladino, s.f)

Materiales

Matraz aforado de 100 ml.

Espectrofotémetro (760nm)

- Cubeta de vidrio de 1 cm de recorrido Optico.

- Pipetasde 1,5, 20 y 50 mL.

- Material usual de laboratorio.

- Agua destilada.

- Aceite esencial de orégano.

- Reactivo Folin-Ciocalteu (se puede preparar con: 100g de tungsteno de sodio y 25g de
molibdato de sodio, disueltos en 700ml de agua destilada, agregar 50 ml de &cido
fosforico a 85% (densidad =1,71g/ml), 100 ml de acido clorhidrico concentra- do
(densidad = 1,19 g/ml). Poner a ebullicion sobre reflujo durante 10 horas, agregar 150g
de sulfato de litio, algunas gotas de bromo y poner nuevamente en ebullicion durante

15 minutos. Dejar enfriar y completar a 1 litro con agua destilada.)



- Acido tanico.
- Carbonato de sodio 0,7M.

Procedimiento

Preparar las siguientes soluciones:

Preparar una disolucion 0,7 molar de carbonato sodico
Disolucién madre de &cido tanico 500mg/I

Disolucion patron de acido tanico 50mg/I

Solucién de acetona agua 1:1

Preparacion de la curva de calibracion:

blanco 1 2 3 4 5 6 7
SIn de acido
0 0,05 0,1 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5
tanico
Acetona agua
0,5 0,45 0,4 0,3 0,25 0,2 0,1 0
1:1
Folin Ciocalteu 1 1 1 1 1 1 1 1
Carbonato
4 4 4 4 4 4 4 4
sodico
Correspondencia
0 5 10 15 20 25 30 35

en pg/ml de fenoles

2. Tomar alicuotas de 0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.25, 0.3, 0.4, 0.5 mL de solucién de acido galico (1 mL
= 0.1 mg de acido Galico )
2.1 Agregar en el orden de la tabla las disoluciones



2.2 Mezclar bien y medir el color después de 30 minutos a 760 nm contra el blanco de agua
Destilada. Centrifugar.
2.3 Trazar absorbancia contra concentracion para obtener la Curva estandar.

Muestra:

9. 0,5mL de muestra

10. 1 mL de Reactivo Folin-Ciocalteu

11. 4 mL de Carbonato de Sodio 0,7M

12. Agitar para homogenizar

13. dejar reposar por 30 minutos.

14. Paralelamente, se prepara un blanco analitico con agua destilada.

15. La absorbancia de la muestra se mide en la oscuridad a una longitud de onda de 765 nm en
espectrofotometro.

16. La determinacidn de fenoles totales se debe realizar por triplicado.

Calculos

La ecuacion a obtener es del tipo: y = ax+ b

Donde:

y= Densidad o6ptica a 760 nm (Absorbancia)
a= Pendiente de la recta
x= concentracion de Acido galico (mg/L).

b= intercepto.

ANEXO 5.

Meétodos para la determinacion de la bioconservacion de los filetes de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss).



- Indice de perdxido: Se procedio de acuerdo a la Norma Técnica Colombiana NTC-236.

Materiales y reactivos

- Agua destilada

- Acido acético glacial, fraccion de masa de 100 %

- Isooctano, libre de peréxidos.

- Cloroformo, libre de peréxidos.

- Solucion de &cido acético glacial e isooctano, preparada mezclando 60 ml de acido acético
glacial y 40 ml de isooctano (o en relacion 3:2).

- Yoduro de potasio, libre de yodo y yodatos.

- Solucion saturada de yoduro de potasio. Disuelva aproximadamente 14 g de yoduro de
potasio en aproximadamente 8 g de agua destilada. Aseglrese de que la solucion
permanezca saturada (cristales no disueltos).

o Almacene en un lugar oscuro y prepare solucion fresca cada dia. Ensaye la solucion
de la siguiente manera: adicione dos gotas de solucion de almidon a 0,5 ml de
yoduro de potasio en 30 ml de la solucion de acido acético glacial e isooctano (o
cloroformo). Si se forma una coloracién azul y si se necesita mas de una gota de la
solucion normal de tiosulfato de sodio para eliminarla, deseche la solucion de

yoduro de potasio.

- Solucioén normalizada o estandarizada de tiosulfato de sodio 0,1 N, [Na,S,05]= 0,1 mol
/L

- Utilice unicamente agua destilada para la preparacion de esta situacion. Esta solucion se
puede utilizar durante un mes y se almacena en un frasco color ambar.

- Solucién normalizada o estandar de tiosulfato de sodio 0,01 N, , [Na,S,04]=0,01 mol/L

o Es necesario preparar esta solucion fresca a partir de la solucion normalizada o

estandar de tiosulfato de sodio 0,1 mol/L antes del uso o para determinar la

titulacion diariamente. Tal como muestra la experiencia, la estabilidad es limitada

y depende del valor de pH y del contenido de diéxido de carbono libre. Para la

solucion utilice Gnicamente agua destilada.



- Solucion de almidén. Mezcle 0,5 g de almidon y una cantidad pequefia de agua destilada.
Adicione esta mezcla mientras agita a 50 ml de agua destilada en ebullicion, mantenga en

ebullicion durante pocos segundos (10 s) y enfrié inmediatamente.

o Lasolucion se debe preparar fresca diariamente.

o Serecomienda utilizar almidon de papa para la yodo métrica dado que este almidon
suministra un color azul méas oscuro. También se puede utilizar reactivos
equivalentes.

- Yodato de potasio (K103) estandar primario.
- Acido clorhidrico [HCI]= 4 mol/L

Preparacion de la muestra

La muestra de ensayo para la determinacion del valor de perdxido se debe tomar primero y el

valor de peroxido se debe determinar inmediatamente.

Homogenice la muestra, preferiblemente sin calentamiento y sin aireacion. Evite la radiacion
solar directamente, caliente las muestras solidad cuidadosamente hasta 10 °c por encima de su
punto de fusion. Las muestras con purezas visibles se deben filtrar; la filtracion se debe registrar

en el informe d ensayo.

Para algunos productos, la cantidad extraida de grasa y aceite puede ser inferiora 5 g, o el valor
de perdxido de la grasa o el aceite puede estar por encima de 30 meq de oxigeno activo por

kilogramo. En estos casos, el usuario deberia seleccionar una muestra con masa inferior.

Procedimiento

Realice todas las etapas con la luz natural difusa o con luz artificial. Evite la exposicion directa

a la luz sola. Observe que todos los recipientes estén libres de compuestos oxidantes o



reductores.Almacene las soluciones normalizadas estandar de tiosulfato de sodio en frascos de

color ambar.

Preparacion y determinacion del titulo de la solucion normal de tiosulfato de sodio 0,01N

- Preparacion de la solucion normalizada o estandar de tiosulfato de sodio 0,01 N: Por medio
de una pipeta, transferir 100 ml de la solucion normalizada o estandar de tiosulfato de sodio 0,1 N
a un matraz volumétrico o Erlenmeyer con capacidad de 1000 ml. Diluya hasta la marca con agua
destilada. Determine de la homogenizacién, transfiera la solucion normal e tiosulfato de sodio 0,01

N a un frasco color ambar.

e Determinacion del titulo de la solucién normalizada o estandar de tiosulfato de sodio 0,01
N.

Con aproximacion de 0,001 g, pese 0,27 g a 0,33 g de yodato de potasio (KI03) en un
matraz volumétrico o Erlenmeyer (250 ml o 500 ml) y diluya hasta la marca con agua
destilada.

Por medio de una pipeta, transfiera 5 ml o 10 ml de esta solucion de yodato de potasio
a un matraz o Erlenmeyer de 250 ml. Adicione 60 ml de agua destilada, 5 ml de &cido
clorhidrico 4 mol/L y 25 mg a 50 mg de yoduro de potasio 0 0,5 ml de la solucién saturada

de yoduro de potasio.

Titule esta solucion utilizacién el método yodo métrico (visual) para determinacion el
factor de la solucion normalizada o estandar de tiosulfato de sodio 0,01 N.Calcule el factor,

F, de la solucién de tiosulfato de sodio 0,01 N utilizando la siguiente formula:

g Miog V161000 Wi,

En donde:

Mkioz es la masa de yodato de potasio, en gramos;



6 es lamasa equivalente para el titulo (1 mol KIO3 <« 3 mol lo);

V1 es el volumen de la solucion de yodato de potasio, utilizando para la determinacion del
titulo (5 ml 0 10 ml);

V> es el volumen total de la solucion de yodato de potasio, en mililitros (250 ml o 500 ml);

V3 es el volumen de la solucion de tiosulfato 0,01 N utilizando para la determinacién, en
mililitros:

Wkios es la pureza del yodato de potasio en g/100 g;
Mkioz es la masa molecular de yodato de potasio (214 g/mol)

Ciio  es la concentracion de la solucién normal de tiosulfato de sodio en moles por litro (0,01
mol/l)

Determinacion del valor de peroxido

Verifique que el matraz o Erlenmeyer este limpio y seco. Pese las siguientes cantidades en el

matraz, con aproximacion de 0,1 mg:

a) 5,09 +0,1 g de la muestra de ensayo para los valores de perdxido esperados desde > 1 a 30 ;

b) 10,09 + 0,1 g de la muestra de ensayo para los valores de peroxido esperados desde 0 hasta 1.

Enjuague el matraz o Erlenmeyer con la solucién de acido acético glacial e isooctano o acido
acético glacial y cloroformo antes del uso para garantizar que el matraz no contenga ninguna

sustancia oxidante ni reductora.

e Se adiciona 30 ml de solucion de acido acético / cloroformo en relacion 3:2 o 50 ml de
solucion de acido acético acético/ iso-octano en relacion 3: 2, para disolver la muestra de
ensayo rapidamente mediante agitacion, se afiade 0,5 ml de solucién de yoduro de potasio,
se tapa el matraz y se agita con un agitador magnético sin crear un vortice grande, 0
manualmente sin incorporarse aire. Se mantiene en reposo por un minuto a una temperatura

entre 15 ° a 25 °c. se adiciona inmediatamente 30 ml de agua.



e Titule inmediatamente el yodo liberado con la solucidon normal de tiosulfato de sodio 0,01
N desde anaranjado amarillento hasta amarillo palido, y después de la adicion de 0,5 ml de
solucion de almiddn, desde el violeta hasta la carencia de color. Detenga la titulacion tan
pronto la solucion permanezca sin color durante 30 s.

e Enunensayo blanco paralelo, no se debe utilizar mas de 0,1 ml de la solucién de tiosulfato
0,01 N. sin el ensayo blanco es superior, entonces reemplace la solucidon saturada de yoduro
de potasio ya que esta podria no ser adecuada.

Calculos

Calcule el valor de peroxido (conocido comunmente en la industria como “VP”), en
miliequivalentes de oxigeno activo por kilogramo activo, usando la siguiente formula:

(V =Vy) X Cpp X F x 1000
M

En donde:

-V =es el volumen de la solucidn de tiosulfato de sodio utilizada para la determinacion
en mililitros.

- Vo=esel volumen de la solucién normal de tiosulfato de sodio utilizada para el ensayo
blanco, en mililitros.

- F = es el factor de la solucion de tiosulfato de sodio 0,001 N determinado segin lo
establecido.

- Ctio = es la concentracion de la solucién de tiosulfato de sodio, en moles por litro.

- m =es la masa de la porcion de ensayo, en gramos.

- Indice de acidez: se llevd a cabo de acuerdo a lo establecido en norma mexicana NMX-
F-101-SCFI1-2012. Los célculos se expresaron como acidos grasos libres como oleico, en %.

Los reactivos que a continuacion se mencionan, seran grado analitico, a menos que se indique

otra cosa; cuando se hable de agua, esta sera agua destilada.

- Solucion de hidroxido de sodio exactamente valorada (segun la tabla 1)



- Alcohol etilico de 95 ° (v/v) neutralizado en el momento de usarse con hidréxido de sodio 0,1

N. utilizando como indicador fenolftaleina.

- Solucion alcohdlica indicadora de fenolftaleina al 1,0 %.

Preparacion de la muestra

La cantidad de muestra empleada para esta determinacion debe estar de acuerdo con la siguiente

tabla:
Porcentaje de Muestra en gramos Mililitros de Normalidad de la
acidos grasos libres alcohol solucion.
0,0a0,2 56,4 +0,2 50,0 0,1
0,2a1,0 28,2 0,2 50,0 0,1
1,0a30,0 7,05%0,05 75,0 0,25
30,0 a 50,0 7,05+ 0,05 100,0 0,2501,0
50,0 a 100,0 3,525 + 0,001 100,0 1,0

Procedimiento

A la muestra determinada en gramos, seca, fundida y filtrada, contenida en un matraz
Erlenmeyer de 300 ml, se le agregan tantos mililitros de alcohol etilico como lo indica la tabla
anterior, previamente neutralizado; si la disolucion de los &cidos grasos libres no es completa en
frio, caliente suavemente el matraz en bafio de vapor a reflujo hasta disolucion completa, y después
se agrega 2 ml de fenolftaleina; se titula la mezcla con la solucién de hidréxido de sodio valorada,

agitando frecuentemente hasta que una coloracion rosada persista durante 30 segundos.



Expresion de resultados:

El porcentaje de acidos grasos libres en la mayoria de grasas y aceites son calculados como
acido oleico, sin embargo en aceites de coco son frecuentemente expresados como acido ladrico y

en aceite de palma en términos de acido palmitico.

L . , VxNx 28,2
Acidos Grasos Libres como Oleico, en %= ————=

P . . VxNx 20,0
Acidos Grasos Libres como Laurico, en %= ————="

VxNx 25,6

Acidos Grasos Libres como Palmitico, en % = -

En donde:

- Meg= es el miliequivalente quimico del acido graso de referencia (Oleico 0,282,
Laurico 0,200 y Palmitico 0,256);
- N =es lanormalidad de la solucion de hidréxido de sodio;
-V =son los mililitros de solucion valorada de hidroxido de sodio
gastados en la titulacion de la muestra.

- pm =es la masa de la muestra en gramos.

Los &cidos grasos libres son expresados frecuentemente en términos de Valor Acido o Indice
de Acidez, en vez de porciento de acidos grasos libres. El valor acido es definido como el numero
de miligramos de KOH necesario para neutralizar un gramo de muestra. Para convertir el porciento

de 4cidos grasos (como Oleico) a valor acido, se multiplica el porciento de acidos grasos por 1,99

Contenido de especies reactivas de acido tiobarbiturico (indice de TBARS): fue evaluado
mediante determinacion colorimétrica de acuerdo con Perez, et al (2013),



Materiales

HCI: acido clorhidrico
TBA: acido 2-tiobarbiturico
EDTA: &cido etilendiaminotetraacetico

TEP: 1, 1, 3,3-tetraetoxipropano

e Disolucion A: disolver 0,5 g de galato de propilo y 0,5 g de EDTA con una mezcla
etanol/agua 1:1 (v/v) y enrasar a 100 mL (antioxidante).

e Disolucion HCI 4 N

e Disolucion de TBA (0,14415 g de TBA en 50 mL de agua destilada).

e Disolucion B [0,110155 g de TEP (1, 1, 3,3-tetraetoxipropano malonaldehido;
densidad=0,917 g/mL) = 0,12 mL de TEP aforado a 50 mL con disolucién A].

e Disolucion C (0,1 mL de disolucion B aforada a 100 mL con disolucién A)

Preparacion de la muestra
e Pesar 10 g de muestra previamente picada (en caso de harinas y producto terminado) y en
el caso del aceite solo se mide su masa, posteriormente pasarla a un tubo de destilacion tipo
Kjeldahl.

Afadir al tubo:

e 95 mL de agua destilada

e 2,5mL de disolucion antioxidante

e 2,5mL de disolucion HCI 4N

e 3-5 perlas de vidrio para regular la ebullicion

e Los tubos se llevan a la unidad de destilacion, donde se destilan hasta recoger un volumen
de destilado de aproximadamente 50 mL (tomar el valor exacto del volumen del destilado,
Vd).



Tomar dos tubos de ensayo que tenga tapon de rosca. En uno de los tubos introducir 2 mL
extracto recogido y en el otro tubo 4 mL. Completar con disolucion A hasta un volumen
final de 5 mL

Finalmente, afiadir al tubo de ensayo 5 mL de disolucion de TBA.

Preparacion del blanco

Blanco: 5 mL de disolucién A + 5 mL de disolucion de TBA.

Elaboracion de curva de calibracion del patrén 1, 1, 3,3 tetraetoxipropano.

Se procedera a la preparacion de una recta de calibrado con diferentes concentraciones

del patron (malonaldehido).

Patron 1: 0,1 mL de disoluciéon C + 4,9 mL de disolucion A + 5 mL de Disolucion de TBA
(equivale a 0.0012 pmol de malonaldehido).

Patrén 2: 0,5 mL de disolucion C + 4,5 mL de disolucion A + 5 mL de disolucién de TBA
(equivale a 0.005 umol de malonaldehido).

Patron 3: 1 mL de disolucién C + 4 mL de disolucion A + 5 mL de disolucién de TBA.

(equivale a 0.01 pmol de malonaldehido).
Patron 4: 2 mL de disolucion C + 3 mL de disolucion A + 5 mL de disolucién de TBA.
(Equivale a 0.02 pmol de malonaldehido).

Patron 5: 3 mL de disolucién C + 2 mL de disolucion A + 5 mL de disolucién de TBA.
(equivale a 0.03 pumol de malonaldehido).

Patron 6: 4 mL de disolucién C + 1 mL de disolucion A + 5 mL de disolucién de TBA.
(equivale a 0.04 pumol de malonaldehido).

Representacion de los valores de absorbancia (eje y) frente a la concentracion de
patrén 1,1,3,3 Tetraetoxipropano(eje x).



Desarrollo de la reaccion y medida de la absorbancia
Tapar todos los tubos e introducirlos en un bafio con ebullicion suave durante 40 min.
Una vez finalizado el tiempo de reaccidn, se enfriardn los tubos en corriente de agua y

agitando ligeramente.

En caso que se observe la formacion de burbujas en los tubos de ensayo, éstos se levaran a
un bafio de ultrasonidos durante unos minutos, hasta que todo el aire incluido en la

disolucion se haya liberado.

Finalmente, medir en un espectrofotometro la absorbancia a 530 nm de cada una de las

disoluciones contenidas en los tubos.

Calculos

A partir de esta representacion, se obtiene la ecuacion de la recta de ajuste para los
patrones medidos. Esta ecuacion se empleard como recta de calibrado para determinar la
concentracion de malonaldehido (mg de MDA/kg de muestra) en las muestras a partir de
sus lecturas de absorbancia. Se consideraran Unicamente aquellos tubos cuyas lecturas de
absorbancia hayan caido dentro de los valores registrados para los patrones con los que
hemos calculado la recta de calibrado.

El valor de concentracién de MDA en el tubo de muestra se sustituird ecuacion 1, para

obtener el valor del indice de TBA, expresado en mg de malonaldehido/kg de muestra:

mgMDA) _T72xCxVy

Indice TBA (
kg

mxV

Ecuacion 1.Ecuacion para el calculo del indice del TBA dénde:



72 = Peso molecular del malonaldehido

C = umoles de malonaldehido obtenidos a partir de la recta de calibrado
Vd = volumen del destilado recogido (L)

m = peso en gramos de la muestra

V = volumen de la alicuota (2 mL)

Imagen. Curva patrén TBARS

ANEXO 6.

Datos segun numero de réplicas, caracterizacion filetes de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss).

Replicas Paradmetros Caracterizacion Filetes de Trucha
%H %MS pH filete % % proteina %o cenizas % acidez  pH
de trucha Grasa filete
de
trucha
R1 89 11 6,00 4,34 25,13 4,0 1,6 6,00
R2 85 15 6,02 3,71 24,13 4,6 1,34 6,02
R3 90 10 6,02 4,03 24,63 4,3 11 6,02
ANEXO 7.

Medidas de tendencia central caracterizacion filetes de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).

%H %MS




11,3333333

88,6666666
Media 7
Error tipico 0,76011695
Mediana 89
Moda 89
Desviacion 1,86189867
estandar 3
Varianza de la 3,46666666
muestra 7
4,64866863
Curtosis 9
Coeficiente de -
asimetria 2,065715983
Rango 5
Minimo 85
Maximo 90
Suma 532
Cuenta 6
Coeficiente de
variacion 1
% Grasa
4,02666666
Media 7
0,18187297
Error tipico 2
Mediana 4,03
Moda #N/A
Desviacion 0,31501322
estandar 7
Varianza de la 0,09923333
muestra 3
Coeficiente de -
asimetria 0,047611716
Rango 0,63
Minimo 3,71
Maximo 4,34
Suma 12,08
Cuenta 3
Coeficiente de
variacion 1

Media 3
Error tipico 0,76011695
Mediana 11
Moda 11
1,86189867
Desviacion estandar 3
Varianza de la 3,46666666
muestra 7
4,64866863
Curtosis 9
Coeficiente de 2,06571598
asimetria 3
Rango 5
Minimo 10
Méaximo 15
Suma 68
Cuenta 6
Coeficiente de
variacion 1
% proteina
Media 24,63
0,28867513
Error tipico 5
Mediana 24,63
Moda #N/A
Desviacion estandar 0,5
Varianza de la
muestra 0,25
Coeficiente de
asimetria 0
Rango 1
Minimo 24,13
Maximo 25,13
Suma 73,89
Cuenta 3
Coeficiente de
variacion 1

% cenizas

% acidez




1,33666666

Media 7
Error tipico 0,13568755
Mediana 1,34
Moda #N/A
Desviacion estandar 0,23501773
Varianza de la 0,05523333

muestra 3
Curtosis #iDIV/0!
Coeficiente de -

asimetria 0,063812132
Rango 0,47
Minimo 1,1
Maximo 1,57
Suma 4,01
Cuenta 3
Coeficiente de

variacion 1

3,93333333
Media 3
0,40551750
Error tipico 2
Mediana 4
Moda #N/A
Desviacion 0,70237691
estandar 7
Varianza de la 0,49333333
muestra 3
Curtosis #iDIV/0!
Coeficiente de -
asimetria 0,42327316
Rango 14
Minimo 3,2
Maximo 4,6
Suma 11,8
Cuenta 3
Coeficiente de
variacion 1
pH filete de trucha
6,01333333
Media 3
0,00666666
Error tipico 7
Mediana 6,02
Moda 6,02
Desviacion 0,01154700
estandar 5
Varianza de la 0,00013333
muestra 3
Coeficiente de -
asimetria 1,732050808
Rango 0,02
Minimo 6
Maximo 6,02
Suma 18,04
Cuenta 3
Coeficiente de
variacion 1




ANEXO 8.
Caracteristicas sensoriales de frescura de la trucha arcoiris de acuerdo a la norma técnica
colombiana NTC 1443.

Cl Olor piel Carne Ojos textur Color Branqui
asific a as
acion
5 Fresc Brilla Firmeme Brillante Con Caract Color
0, nte e nte adherida s, glébulo rigor eristico rojo intenso,
caracteri iridiscent alos huesos, ocular mortis de la separadas,
stico de e elastica, no Saliente, firme. especie.  mucus
la escamas  suelta jugo, iris nitido, escaso.
especie  uniforme vasos transparente
S sanguineos  sin
firmeme intactos. manchas.
nte
adherida
S
4 Leve Brilla Carne Brillante Firme, Leve Color
a nte, adherida a s, algunas elastica  mente rojo palido,
pescado iridiscen los huesos manchas de al decolora o  rosado,
cia y pero se sangre presionar do. algunas
color puede frescas, con el facilmente
separar con ligeramente dedo, la separables;




disminui  presion hundidos, huella levemente
dos. ligera, iris, desapare decolorada,
suelta jugos borroso. ce se observa
al mucus.
comprimirla
; algunos
vasos
sanguineos
rotos.

3 Algo Leve Se Ligeram Defor Decol Color
rancio, mente desprende ente opacos. macion  orado. pardusco,
olor leve. bDrillante, con al amarillento;

escamas facilidad de presionar Seco; mucus

flojas, los huesos; con el abundante,

faciles de suelta dedo. completame

remover. liquido nte unidas,
facilmente; decoloradas
pegajosa.

2 Ranci Fléacid Se separa Opacos, Pesca Leve Muy
dez a, opaca. de los no se do mente decoloradas
avanzada huesos; se observa la blando.  blanquec secas
, olor desintegra  parte ino,
putrido. facilmente  interna. lechoso.




Ligeram al

ente presionarla;

amoniac vasos

al. sanguineos
destruidos;
suelta
abundante
liquido.

1 Algo Glébulo, Excep Blang Complet
putrido ocular cional- uecino amente
amoniac hundido, mente lechoso.  decoloradas
al. totalmente  blando. : gran

opacos. cantidad de
mucus.

Unicamente los pescados clasificados como 5 y 4 se pueden utilizar para el consumo

humano o animal directo o para preparacion de conservas.

ANEXO 9.
Datos segun numero de réplicas, caracterizacién hidrolato de caléndula (Caléndula
officinalis L).
Replicas Parametros Caracterizacion Hidrolato
% pH Contenido de fenoles
acidez totales [mg/100 g]

R1 0,235 5,3 458,294




R2 0,151 5,3 452,301
R3 0,151 5,29 454,287
ANEXO 10.

Medidas de tendencia central caracterizacion hidrolato de caléndula (Caléndula officinalis L).

% Acidez

Media 0,179
Error tipico 0,028
Mediana 0,151
Moda 0,151
Desviacion estandar 0,048497423
Varianza de la muestra 0,002352
Curtosis #iDIV/0!

Coeficiente de asimetria 1,732050808
Rango 0,084
Minimo 0,151
Maximo 0,235
Suma 0,537
Cuenta 3
Coeficiente de variacion 0,270935322
Media 5,296666667
Error tipico 0,003333333
Mediana 53
Moda 53
Desviacion estandar 0,005773503
Varianza de la muestra 3,33333E-05
Curtosis #iDIV/0!

Coeficiente de asimetria -1,732050808
Rango 0,01
Minimo 5,29




Maximo 53
Suma 15,89
Cuenta 3
Coeficiente de variacion 0,001090026
Contenido de Fenoles
Media 454,96
Error tipico 1,762515469
Mediana 454,287
Moda #N/A
Desviacion estandar 3,052766341
Varianza de la muestra 9,319382333
Curtosis #iDIV/0!
Coeficiente de asimetria 0,944675896
Rango 5,993
Minimo 452,301
Maximo 458,294
Suma 1364,882
Cuenta 3
Coeficiente de variacion 0,006709957
ANEXO 11.

Resultados curva patron contenido de fenoles totales.



Concentracion ABS
_ (760 nm) Curva de calibracién contenido de fenoles calibracién
(Lg/mL) utilizando acido tdnico como estdndar a 760 nm.
3 0.0594
) y o= DLkl 58x - O,0358 -
10 0.1038 2 R? = 0,993
g‘; *
15 02103 = g
20 02717
Concentracidn de dcido tanice en ugl mL
25 0,3303
30 0. 4462
35 0,3262

ANEXO 12. Marcha fitoquimica del hidrolato de caléndula.



Prueba Compuesto Resultado Observaciones foto
ido tanico + Al realizar la prueba de cloruro ferrico, se obtiene un
R acido tanico L .
Cloruro Ferrico Fenoles Hidrolato + resultado positivo presentado una coloracion azul, lo que
nos indica presencia de taninos derivados del acido galico.
En esta prueba arroja un resultado parcialmente positivo, ya
que en el hidrolato se muestra un tenue precipitado blanco,
pero no es muy contundente el resultado positivo.
acido tanico +
Acetato de k
Fenoles Hidrolato
plomo .
parcialmente +
Esta prueba arroja una coloracion rosa por cosnsiguiente
confirma la existecia de flavonoides en la muestra siendo un
resultado positivo.
. . acido tanico +
Shinoda Flavonoides .
Hidrolato +
Esa prueba arroja unas coloraciones rojas, lo cual afirmala
presencia de leucoantocianidinas en la muestra, siendo un
resultado positivo.
Leucoantociani|Leucoantocuan| acido tanico +
das idas Hidrolato +




ANEXO 13.

Datos segun numero de réplicas para la determinacion del valor TEAC (DPPH)

[umoles/L]
Hidrolato Antioxidante comercial (BHT)
replica  Contenido  VALOR replica  Contenido VALOR
de fenoles ~ TEAC (DPPH) de fenoles TEAC (DPPH)
totales [umoles/g ] totales [Hmoles/L]
[mg/100 g] [mg/100 g]
1 458,294 75,875 ] 1095 9 10504
2 452,301 76,148 > 1070.8 10505
3 454,287 76,420 3 10834 10514
ANEXO 14.

Andlisis estadistico y andlisis de varianza de la Actividad antioxidante del hidrolato de

caléndula (Caléndula officinalis L.) y del BHT.

Contenido de fenoles totales Contenido de fenoles totales
[mg/100 g] (hidrolato) [mg/100 g] (BHT)
Media 454,960483 Media 1083,363472
Error tipico 1,76261712 Error tipico 7,238629053
Mediana 454,286805 Mediana 1083,363472
Moda #N/A Moda #N/A
Desviacion 3,05294241 Desviacion 12,5376733
estandar estandar
Varianza de la 9,32045738 Varianza de la 157,1932517
muestra muestra
Curtosis #iDIV/0! Curtosis #iDIV/0!
Coeficiente de 0,94464185 Coeficiente de 8,19345E-14
asimetria asimetria
Rango 5,99335478 Rango 25,07534659
Minimo 452,300645 Minimo 1070,825799
Maximo 458,294 Maximo 1095,901145
Suma 1364,88145 Suma 3250,090416
Cuenta 3 Cuenta 3
Coeficiente de 0,00671035 Coeficiente de 0,011572915

variacion variacion




VALOR TEAC (DPPH)
[umoles/g ] (hidrolato)

VALOR TEAC (DPPH)
[umoles/L] (BHT)

Media 76,1478599 Media 1051,428571
Error tipico 0,15725494 Error tipico 0,549857399
Mediana 76,1478599 Mediana 1051,428571
Moda #N/A Moda #N/A
Desviacion 0,27237354 Desviacion 0,952380952
estandar estandar
Varianza de la 0,07418735 Varianza de la 0,907029478
muestra muestra
Curtosis #iDIV/0! Curtosis #iDIV/0!
Coeficiente de -2,3431E- Coeficiente de 0
asimetria 13 asimetria
Rango 0,54474708 Rango 1,904761905
Minimo 75,8754864 Minimo 1050,47619
Méaximo 76,4202335 Maximo 1052,380952
Suma 228,44358 Suma 3154,285714
Cuenta 3 Cuenta 3
Coefieciente de 0,0035769 Coeficiente de 0,000905797
variacion varianza
ANOVA
Contenido de fenoles por método hidrolato
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 269985,06 269985,06 90,07
0,001
4 4 8
Dentro de 11988,912 2097,228
grupos
Total 281973,97
6

Actividad Antioxidante DPPH

ANOVA



Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 1529 607 1| 1529607 19’3; 0,012
Dentro de 316,813 4 79,203
grupos
Total 1846,420 5

ANEXO 15. Estadisticos del coeficiente de correlacion entre contenido de fenoles totales
[mg/100 g] y valor TEAC (DPPH) [umoles/g].

Coeficiente de correlacion para las técnicas de evaluacién antioxidante del hidrolato de
caléndula (Caléndula officinalis L)

Contenido de fenoles totales VALOR TEAC (DPPH)

[mg/100 g] [umoles/g ]
Contenido de fenoles totales
[mg/100 g] 1
VALOR TEAC (DPPH)
[umoles/qg ] 0,499994711 1
Contenido de
fenoles totales
[mg/100 g] VALOR TEAC (DPPH) [pumoles/g ]
Media 458,2938167 76,14785992
Varianza 675,6401996 0,074187346
Observaciones 3 3
Grados de libertad 2 2
F 9107,216234
P(F<=f) una cola 0,000109791
Valor critico para F
(una cola) 19

Coeficiente de correlacion para las técnicas de evaluacion antioxidante del
Butilhidroxitolueno — BHT.

Contenido de fenoles VALOR TEAC (DPPH)
totales [mg/100 g] [umoles/g ]

Contenido de fenoles totales
[mg/100 00 g] 1



VALOR TEAC (DPPH)

[umoles/qg ]

ANEXO 16.

Indicadores de la capacidad oxidativa de los filetes de trucha arcoiris (Oncorhynchus

Determinacion de pH:

mykiss).

Di Tratamien Di Di Tratamien

a to pH Tratamiento pH to pH
FAC ( control) 6,4

0 FSR1 6,29 0 |R1 0 FHPR1 6,4
FAC ( control) 6,4 6,3

0 FSR2 6,36 0 |R2 0 FHPR2
FAC ( control) 6,3

0 FSR3 6,33 0 |R3 6,4 0 FHPR3
FAC (control) 6,4

5 FSR1 6,38 5 |R1 5 FHPR1 6,4
FAC (control) 6,4

5 FSR2 6,35 5 |R2 5 FHPR?2 6,4

6,36 FAC (control)

5 FSR3 5 5 |R3 6,4 5 FHPR3 6,4
FAC (control) 6,4

10 FSR1 6,5 10 |R1 6,5 10 FHPR1
FAC (control)

10 FSR2 6,5 10 |R2 6,5 10 FHPR?2 6,4
FAC (control)

10 FSR3 6,5 10 |R3 6,5 10 FHPR3 6,4
FAC ( control)

15 FSR1 7,5 15 |R1 6,8 15 FHPR1 6,8
FAC ( control)

15 FSR2 7,4 15 |R2 6,9 15 FHPR2 6,7
FAC ( control)

15 FSR3 7,5 15 |R3 6,8 15 FHPR3 6,7
FAC (

20 FSR1 8,5 20 | control)R1 7,1 20 FHPR1 7,1
FAC (

20 FSR2 8,1 20 | control)R2 7,2 20 FHPR2 7
FAC (

20 FSR3 8,3 20 | control)R3 7,2 20 FHPR3 7,2

indice de acidez:




AG AG AG
: L (% L (% . L(%

Tratlgamlen A, Tratamiento A, Tr?gamlen A,
Di Oleico Di Oleico Di Oleico

) ) )
1,0 FAC ( control) 0,5 0,6

0 FSR1 5 0 |R1 2 0 FHPR1 3
1,3 FAC ( control) 0,6 0,6

0 FSR2 6 0 |R2 3 0 FHPR?2 3
1,2 FAC ( control) 0,5 0,6

0 FSR3 0 0 |R3 8 0 FHPR3 3
1,7 FAC (control) 1,0 1,0

5 FSR1 7 5 |R1 8 5 FHPR1 8
1,7 FAC (control) 1,0 1,0

5 FSR2 6 5 |R2 7 5 FHPR?2 7
1,7 FAC (control) 1,0 1,0

5 FSR3 9 5 |R3 7 5 FHPR3 8
1,8 FAC (control) 1,6 15

10 FSR1 9 10 |R1 8 10 FHPR1 7
1,8 FAC (control) 1,6 15

10 FSR2 9 10 |R2 8 10 FHPR?2 7
1,8 FAC (control) 1,6 15

10 FSR3 9 10 |R3 8 10 FHPR3 7
3,6 FAC ( control) 1,8 1,8

15 FSR1 4 15|R1 3 15 FHPR1 5
3,7 FAC ( control) 1,8 1,8

15 FSR2 2 15| R2 3 15 FHPR?2 3
3,6 FAC ( control) 1,8 1,8

15 FSR3 8 15|R3 4 15 FHPR3 7
5,2 FAC ( 2,0 2,1

20 FSR1 4 20 | control)R1 9 20 FHPR1 5
5,0 FAC ( 2,0 2,2

20 FSR2 3 20 | control)R2 9 20 FHPR?2 0
51 FAC ( 2,0 2,0

20 FSR3 2 20 | control)R3 9 20 FHPR3 9

indice de peroxidos
PV PV
: ( i | (

Trz:'éamlen PV( Tratamiento | meg- Tre:gamlen meg-

Di meg- Di 02/Kg Di 02/Kg
02/KQ) ) )




FAC ( control) 4,0
0 FSR1 4,73 0 |R1 4,6 0 FHPR1 4
FAC ( control) 3,9
0 FSR2 4,52 0 |R2 5,3 0 FHPR?2 1
FAC ( control) 3,9
0 FSR3 4,64 0 |R3 51 0 FHPR3 6
FAC (control) 5,3
5 FSR1 7,57 5 |R1 5,6 5 FHPR1 6
FAC (control) 55
5 FSR2 7,38 5 |R2 57 5 FHPR2 7
FAC (control) 5,4
5 FSR3 7,48 5 |R3 55 5 FHPR3 7
FAC (control) 7,6
10 FSR1 9,62 10 |R1 6,6 10 FHPR1 3
10,4 FAC (control) 7,5
10 FSR2 3 10 |R2 6,4 10 FHPR2 3
10,0 FAC (control) 7,7
10 FSR3 3 10 |R3 6,8 10 FHPR3 2
12,9 FAC ( control) 79
15 FSR1 1 15|R1 6,6 15 FHPR1 5
13,0 FAC ( control) 8,0
15 FSR2 9 15 |R2 6,9 15 FHPR2 2
13,0 FAC ( control) 79
15 FSR3 0 15|R3 6,8 15 FHPR3 8
16,2 FAC ( 8,2
20 FSR1 2 20 | control)R1 6,0 20 FHPR1 6
15,5 FAC ( 7,9
20 FSR2 3 20 | control)R2 6,7 20 FHPR2 2
16,4 FAC ( 8,2
20 FSR3 0 20 | control)R3 6,4 20 FHPR3 1
indice de TBA 0 TBARS
TBA TBA TBA
(mg (mg (mg
Di Tratamie | MDA/ Tratamiento MDA/ Tratamie | MDA/
a nto Kg de Kg de nto Kg de
muestra Di muestra Di muestra
) ) )
FAC ( control)
0 FSR1 0,80 0 |R1 0,84 0 FHPR1 0,67
FAC ( control)
0 FSR2 0,83 0 |R2 0,78 0 FHPR?2 0,68




FAC ( control)

0 FSR3 0,82 0 |R3 0,81 0 FHPR3 0,68
FAC (control)

5 FSR1 2,60 5|R1 1,24 5 FHPR1 1,19
FAC (control)

5 FSR2 2,54 5|R2 1,23 5 FHPR2 1,24
FAC (control)

5 FSR3 2,62 5|R3 1,23 5 FHPR3 1,22
FAC (control)

10 FSR1 4,59 10|R1 1,68 10 FHPR1 1,86
FAC (control)

10| FSR2 41011 90|R2 L7611 40| FHPR2 | M7
FAC (control)

10 FSR3 4,34 10| R3 1,72 10 FHPR3 1,81
FAC ( control)

15 FSR1 5,80 15|R1 191 15 FHPR1 2,56
FAC ( control)

15 FSR2 5,79 15|R2 191 15 FHPR2 2,35
FAC ( control)

15| FSR3 5,80 15| R3 1,91 15| FHPR3 2,46
FAC (

20 FSR1 7,53 20 | control)R1 1,98 20 FHPR1 3,11
FAC (

20| FSR2 7,13 20 | control)R2 2,38 20| FHPR2 2,70
FAC (

20| FSR3 7,33 20 | control)R3 2,18 20| FHPR3 2,90

ANEXO 17.

Analisis de varianza ANOVA para indicadores de capacidad oxidativa.
Estadisticos para pH.

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: LnpH

Tipo 111 de
suma de Cuadratic
Origen cuadrados Gl 0 promedio F Sig.
Modelo 209° 6 035|  20781| 000
corregido
Interceptacio 163,660 1 163,660 139948, 000
n 271
Trat ,023 2 ,012 10,017 ,000




Dia ,186 4 ,046 39,663 ,000
Error ,044 38 ,001
Total 163,913 45
Total 253 44
corregido
a. R al cuadrado =,825 (R al cuadrado ajustada = ,797)
Comparaciones multiples
Variable dependiente: LnpH
HSD Tukey
Diferencia
de medias (I-
() trat (J) trat J) Sig.
Sin aplicacion Antioxidante «
comercial BHT 0424 004
Hidrolato x
(Caléndula) 0527 000
Antioxidante Sin aplicacion -,0424" ,004
comercial BHT Hidrolato
) ,0103 ,689
(Caléndula)
Hidrolato Sin aplicacion -,0527" ,000
Caléndula joXi
( ) Antioxidante 0103 689
comercial BHT
Se basa en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica (Error) =,001.
*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
ANOVA?
Suma de Media
Modelo cuadrados Gl cuadratica F Sig.
1 Regres 7,694 1 7604  °%°|  ooo?
on 7
. Residu 5,293 43 123




Total

12,987 |

44

a. Variable dependiente: pH

b. Predictores: (Constante), Dia en que se toma la medida

12.2 Estadisticos para acidez.

Pruebas de efectos inter-sujetos
Variable dependiente: Lnacidez

Tipo Il de
suma de Cuadratic
Origen cuadrados Gl 0 promedio F Sig.
Modelo 13,184° 6 2107 AL 000
corregido 33
Interceptacio 10,218 1 10,218 564,7 000
n 03
trat 3,403 2 1,702 94'02 000
Dia 9,781 4 2,445 1353’1 000
Error ,688 38 ,018
Total 24,090 45
Total 13,872 44
corregido

a. R al cuadrado =,950 (R al cuadrado ajustada = ,943)

La ANOVA muestra que hay efecto del dia en que se toma la informacion y de los

tratamientos

ANOVA?
Suma de Media
Modelo cuadrados gl cuadratica F Sig.
1 Regres 9,507 1 9507| 7| ooo®
on 0
. Residu 4,364 43 101




Total | 13,872 44

a. Variable dependiente: Lnacidez

b. Predictores: (Constante), Dia en que se toma la medida

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Lnacidez

HSD Tukey
Diferencia
de medias (I-
() trat (J) trat J) Sig.
Sin aplicacion Antioxidante .
comercial BHT 5895 000
Hidrolato N
. 5770 ,000
(Caléndula)
Antioxidante Sin aplicacion -,5895" ,000
comercial BHT Hidrolato
-,012 7
(Caléndula) 0125 706
Hidrolato Sin aplicacion -,5770" ,000
(Caléndula) Antioxidante
comercial BHT 0125 706

Se basa en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica (Error) = ,002.
*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.




12.3 Estadisticos para peroxidos

ANOVA?
Suma
de Media
Modelo cuadrados gl | cuadréatica F Sig.
1 Regr 185,76 185,76 30, b
esion 1 L 1| 963 000
Resi 257,97 43 6,000
duo 9
Total 443,74 44
0
a. Variable dependiente: Oxidacion grasa
b. Predictores: (Constante), Dia en que se toma la medida
El modelo de regresion es significativo
Pruebas de efectos inter-sujetos
Variable dependiente: indice de peroxidos
Tipo Il
de suma de Cuadratic
Origen cuadrados Gl | o promedio F Sig.
Modelo 342,608 6 s7.116| 224 o000
corregido 80
Interceptact 630,912 1| 2630012  B% 000
on 432
trat 153,409 2 76,705 284? 000
Dia 189,289 4 47,322 179’; 000
Error 101,042 38 2,659
Total 3074,653 45
Total 443,740 44
corregido

a. R al cuadrado =,772 (R al cuadrado ajustada = ,736)




Comparaciones multiples

Variable dependiente: indice de peroxidos
HSD Tukey

Diferencia
de medias (I-
(I) trat (J) trat J) Sig.
Sin aplicacion Antlfmdante 4,1700" 000
comercial BHT
Hidrolato *
1
(Caléndula) 36013 000
Antioxidante Sin aplicacion -4,1700" ,000
comercial BHT Hidrolato
, -,5687 ,609
(Caléndula)
Hidrolato Sin aplicacion -3,6013" ,000
(Caléndula) Antioxidante
- b 7 1
comercial BHT 568 609

Se basa en las medias observadas.
El término de error es la media cuadrética (Error) = 2,659.
*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.

Oxidacion grasa
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12.4 Estadisticos para TBARS.
Pruebas de efectos inter-sujetos ANOVA
Variable dependiente: InTBA
Tipo Il de
suma de Cuadratic
Origen cuadrados gl 0 promedio F Sig.
Modelo 18,415° 3 6138 98| 000
corregido 4
) Interceptacio 058 1 os8| 917|344
Dia 12,590 1 12500 2% 000
trat 5,826 2 2013 °%| 000
Error 2,572 41 ,063
Total 42,170 45
Total 20,088 44
corregido

a. R al cuadrado = ,877 (R al cuadrado ajustada = ,868)




Observe que al realizar el analisis de varianza para juzgar la hipotesis

Ho:uy = po = us

H1: almenos 2 medias difieren
Se rechaza la hipotesis nula y se concluye que los tratamientos (antioxidantes) difieren en su

efecto. De la misma manera, el tiempo también influye en el efecto de los antioxidantes, debido a

que los valores Sig. Resaltados en negrilla son pequefios.

Comparaciones multiples
Variable dependiente: InTBA

(I) Testigo, (J) Testigo, Intervalo de
BHT comercial BHT comercial Diferencia confianza al 95%
e hidrolato de e hidrolato de de medias (I- Error Limite Limite
calendula. calendula. J) estandar Sig. | inferior | superior

Sin Antioxidante 8000%| 21939 002 2670 1.3330
aplicacion comercial BHT

Hidrolato 7203"| 21939 006| 1873| 1.2533
(Caléndula)
Antioxidante Sin . -
comercial BHT aplicacion -8000°) 219391 002 1,3330 ~2670
Hidrol
idrolato -0797| 21939| 930| -6127| 4533
(Caléndula)
Hidrolato Sin . -
, ., - 712 21 , -,187
(Caléndula) aplicacion 03 939 006 1,2533 873
Antioxi
ntioxidante 0797| 21939 930| -4533| 6127
comercial BHT

Se basa en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica (Error) = ,361.

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.

Coeficientes
Coeficient
es
Coeficientes no estandarizado
estandarizados S
Error
Modelo B estandar Beta t Sig.




1 (Constante) ,830 ,375

Dia en que se toma

la medida 169 031

644

2,211

5,515

,032

,000

a. Variable dependiente: TBA

Por cada da de almacenamiento | ranciedad aumenta en 0,169

8,00

g,00

TBA

4,00

2,00 D -

00

1 I 1
0 3 10 15

Dia en que se toma la medida

20




8,00

&,001

2,004

00

1

T
Sin aplicacodn

T T
Arltiuxidagtl_?Tcumercial Hidralato (Caléndula)
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ANEXO 18.

Contenido de especies reactivas de acido tiobarbiturico (indice de TBARS) expresado en
mg MDA/kg

MDA ABS530
(ppm)

01 0,0793

0,5 0,1411

1 0,1516

3 0,3729

4 0,4991

5 0,6608

Absorbancias

Curva de calibracion para el Contenido de especiesreactivas
de acido tiobarbiturico (indice de TBARS) expresado en mg

1,600
1,400
1,200
1,000
0,800
0,600
0,400
0,200
0,000

._g.-"'

0

MDA/kg
y=0,1279x+0,0337
R?=0,9927
R
2 4 6 8 10

contenido de MDA ( mg MDA/kg

12



10

1,3488

ANEXO 19. Evaluacion sensorial filetes de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).

Tiempo cero (to)

Apariencia Puntuacion Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Olor Puntuacion | Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Carcateristica de caracteristico, ligeramente
pescado cocino, 10 XXXX XX XXXX dulce 10 XXXX XXX XXX
billante.
Caracteristica, Caracteristico, menorintenso,
. XXXX XX id 9 XX
menos intensa. 9 carne cociaa.
. Caracteristicos menor
ligeramente intenso, a leche o patatas XX X
apagada. 8 cocidas. 8
Neutro, patatas cocidas.
Reseca. XXX XX
7 7
Aumento del Dulce , afrutado
atributo anterior. 6 6
Aspecto A pescado «
gelatinoso. 5 5
Presencia de Olorintenso a pescado,
abundante acido, agrio.
exudado lechoso. 4 4
Aumento del Acido Lactico, amoniacal,
atributo anterior. 3 rancio. 3
Textura Puntuacion Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Firme y elastica,
se desmenuza 10 XXXX XXX XXXX
con facilidad.
Menos firme y
. XX
elatica. 9
Menos elastica.
8
Blanda. 7 XX XX
Muy Blanda. 6 X
Pastosa
5
Aumento del
atributo
4

Muy pastosa.




Tiempo Veinte (t2o)

Apariencia Puntuacion Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Olor Puntuacion Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Carcateristica de Lo .
. caracteristico, ligeramente
pescado cocino, 10 X 10
. dulce.
billante.
Caracteristica, Caracteristico, menorintenso,
. XX XX XXX A
menos intensa. 9 carne cocida. 9
. Caracteristicos menor
ligeramente X
apagada XX intenso, a leche o patatas
pagaca. 8 cocidas. 8
Neutro, patatas cocidas.
Reseca. XXXX XXXX
7 7
Aumento del Dulce , afrutado
atributo anterior. 6 6
Aspecto A pescado
. XXXXXX XXXX XXXXXX
gelatinoso. 5 5
Presencia de Olorintenso a pescado,
abundante acido, agrio. XX
exudado lechoso. 4 4
Aumento del Acido Lactico, amoniacal,
atributo anterior. 3 rancio. 3
Textura Puntuacion Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Firme y elastica,
se desmenuza 10 XX
con facilidad. XX
Menos firme y
elatica. 9
Menos elastica. XXXX XXXX
8
Blanda. 7 XX XXXX
Muy Blanda. 6
Pastosa
5
Aumento del
atributo
4
Muy pastosa. 3




Registro fotografico Evaluacion Sensorial:




