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RESUMEN

En el pescado, inmediatamente después de su muerte y du-
rante su transporte a los puntos de comercializacion, se suce-
den una serie de procesos autoliticos en el misculo, entre los
que destacan la hidrolisis de los nucledtidos. Con el proposito
de evaluar la influencia que ejerce la temperatura de almace-
namiento sobre la concentracion de nucledtidos para estimar
la frescura del pescado, tres lotes de hibridos de cachama
(Colossoma sp) se almacenaron en las siguientes condiciones:
a) 0°C = 3°C; b) 10°C + 3°C y ¢) 27°C = 3°C, por dos sema-
nas. Las concentraciones de los nucledtidos individuales a lo
largo del almacenamiento se determinaron por Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (HPLC) segun el método de Iwa-
moto y col.[9]. Los resultados indican que durante las primeras
24 horas las muestiras almacenadas a 10°C presentaron la
mayor tasa de hidrélisis del Adenosin Trifosfato (ATP), segui-
das por las muestras almacenadas a 27°C y luego aquéllas al-
macenadas a 0°C. Las concentraciones de Inosina Monofosfa-
to (IMP), Inosina (HxR) e Hipoxantina (HX) fueron indepen-
dientes de la temperatura de almacenamiento. El incremento
lineal en la consentracion de HX observado en las tres tempe-
raturas durante el periodo de almacenamiento, indica que éste
puede ser usado como un buen indice de |a pérdida de la fres-
cura en estos hibridos.
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ABSTRACT

As soon as the fish dies and during its transportation to the re-
tail centers, there are a series of autolytic processes in their tis-
sues being the hydrolysis of the nucleotides the most important
of them. These postmortem changes modify some of the origi-
nal characteristics of the fish and determine its acceptance or
rejection by the consumer. With the purpose of evaluating the
influence that storage temperature exerts on the nucleotides
concentration for estimating the freshness of fish, three lots of
cachama’s hybrids (Colossoma sp) were kept under the follow-
ing conditions: a) 0°C = 3°C; b) 10°C + 3°C and ¢) 27°C = 3°C,
for two weeks at differents temperatures. The concentrations of
individual nucleotides through out the storage were performed
using High Performance Liquid Chromatography (HPLC) by
lwamoto et al. [9] method. Results indicate that during the first
24 hours the samples stored at 10°C had the highest rate of
Adenosin Monophosphate (ATP) hydrolisis followed by sam-
ples stored at 27°C and this in turn was higher than the one
observed at 0°C. Inosine monophosphate (IMP), Inosine (HxR)
and hipoxanthine (HX) concentrations were independent of
storage temperature. The lineal increment of the HX concen-
tration observed at all temperatures during the storage period
indicates that it can be used as a good index of the loss of the
freshness in these hybrids.
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INTRODUCCION

El cultivo de las especies del género Colossoma (Co-
lossoma macropomum y Colossoma bidens), caracidos nati-
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vos del rio Orinoco de Venezuela, asi como de las cuencas del
Amazonas, ha sido impulsado por representar una fuente al-
ternativa de proteina animal, relativamente econdmica, asi
como también por el manifiesto descenso de las estadisticas
de produccion pesquera de los rios del pais [13].

Los hibridos de cachama, producto del cruce de las
hembras de la cachama negra o cherna (Colossoma macropo-
mum) y machos de la cachama blanca o morocoto (Piaractus
brachypomus), presentan caracteristicas favorables para su
cultivo tales como: resistencia a la manipulacién, poca exigen-
cia en cuanto a la calidad de agua; rapido crecimiento, buen
tamafio; alimentacién omnivora y aceptacién de dietas elabo-
radas; técnicas de reproduccidn inducida; buena calidad de
carne, y bajo precio al nivel de consumidor, lo cual la hace
asequible a los sectores de menores ingresos [6, 7].

Sin embargo, no todo el pescado que se cosecha o pes-
ca llega al consumidor, muchas veces se pierde buena parte
de la pesca por carecerse de vias de comercializacion adecua-
das o de cadenas de conservacion eficientes que permitan
mantener las condiciones de frescura y calidad demandadas
por los consumidores [1].

En el pescado, inmediatamente después de la muerte y
durante su translado a los centros de expendio, se suceden
una serie de reacciones autoliticas en el musculo, que deter-
minan la acumulacién o desapariciéon de compuestos que inci-
den sobre la calidad del pescado, por modificar las caracteris-
ticas organolépticas originales del pescado. Entre estos cam-
bios se ven principalmente involucrados los nucledtidos.

Con relacién a este dicho, se ha observado que los cam-
bios autoliticos que modifican a los nucleétidos, se suceden
con rapidez desde el mismo inicio del periodo post mortem o
antes y contintian a lo largo del almacenamiento. La velocidad
con que se presentan tales procesos autoliticos depende de la
especie del pescado, asi como también, de las condiciones fi-
siolégicas y de vida dentro de una misma especie [14]. Es co-
nocido que la temperatura es una de las variables que afecta
de manera importante estos procesos durante el almacena-
miento del pescado [4].

Entre las modificaciones que sufren los nucleétidos des-
pués que ocurre la muerte del pescado, se ha observado que
la hidrélisis del Adenosin Trifosfato, ATP, al estado de Inosina
Monofosfato, IMP ocurre rapidamente. La disminucién en las
concentraciones de ATP en el misculo de ciertas especies de
pescado, trae como consecuencia el desarrollo del rigor mortis
[8]. Por otra parte ha sido demostrado que la acumulacién del
IMP incide sobre el desarrollo de aromas y sabores agrada-
bles; este compuesto es ampliamente utilizado en Japén como
un agente saborizante.

En cuanto al comportamiento de otros nucledtidos, se ha
observado que la hidrélisis enzimatica de IMP hasta &cido (ri-
co, es lenta. La acumulacién de algunos catabolitos interme-
diarios de estas reacciones, como la hipoxantina, HX, e inosi-
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na, HxR, son muy utilizados en pruebas que estiman la pérdi-
da de frescura del pescado [12].

El objetivo del presente trabajo fue evaluar en hibridos
de cachama cultivada, durante las dos primeras semanas de
almacenamiento, el efecto de la temperatura sobre la tasa de
degradacién de nucledtidos, y con la finalidad de determinar la
utilidad de la medicién de las concentraciones de estos meta-
bolitos como indice para establecer el tiempo de frescura de
dicha especie. También es importante sefialar que esta inves-
tigacién obedece a la escasez de informacién que existe sobre
los factores involucrados en el desarrollo de los cambios post
morfemn que ocurren en la cachama.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Se evaluaron tres lotes de hibridos de cachama (Co-
lossoma sp.), 36 ejemplares cada lote, con un peso corporal
promedio de 398,31 + 64,85 g y una longitud promedio
23,00 = 1,13 cm, pescados con chinchorro y sacrificados me-
diante incisién cerebral, procedentes de la finca “Acuacampo”
localizada en San Carlos, Edo. Cojedes, obtenidos en diferen-
tes épocas del afio. Cada lote se dividi6 en tres grupos de pes-
cados, que se almacenaron en cavas a temperaturas regula-
das de: 0 + 3°C, 10 + 3°C y 27 + 3°C. Las temperaturas simu-
lan condiciones de almacenamiento en hielo, refrigeracion y
ambiente a las que es sometido el pescado durante el trans-
porte, almacenamiento y procesamiento, respectivamente. En
esta forma los ejemplares fueron transportados al laboratorio
de productos pesqueros del Instituto de Ciencias y Tecnologia
de Alimentos, Universidad Central de Venezuela.

A lo largo del periodo de almacenamiento (dos sema-
nas), se tomaron muestras de musculo dorsal de tres indivi-
duos por cada temperatura de almacenamiento; cada dos ho-
ras durante el primer dia y cada dos dias por el periodo res-
tante, para hacer determinaciones de concéntracion de ATP y
compuestos relacionados.

Meétodos

La concentracion de Adenosin Trifosfato, ATP y los pro-
ductos de su catabolizaciéon (Adenosin Difosfato, ADP; Adeno-
sin Monofosfato, AMP; Inosina Monofosfato, IMP; Inosina,
HxR; e Hipoxantina, HX), se determinaron de acuerdo al méto-
do propuesto por lwamoto y col. [9] con las siguientes modifi-
caciones: la extraccién de los nucleédtidos y compuestos rela-
cionados, se realizd con 5 g de musculo dorsal, los cuales se
homogeneizaron en frio con 15 mL de acido perclérico al 10%,
en un homogeneizador “Sorvall” OMNI-MIXER 17.105. El ho-
mogenato obtenido fue centrifugado a 4.000 r.p.m. durante 10
min., en una centrifuga Sorvall RCB-2 dotada de un rotor
55-34. Se separd el sobrenadante y se ajusté a un pH entre
6,0-7,0 con hidroxido de potasio al 50%. El precipitado forma-
do por este procedimiento se separé centrifugando a 4.000
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r.p.m. durante 10 min en una centrifuga con las caracteristicas
antes mencionadas. Por Gltimo, se tomoé el sobrenadante y se
aforé a 50 mL con agua destilada para determinar la concen-
tracién del ATP y sus compuestos relacionados.

La determinacién de la concentracion de nucledtidos, se
realizé sobre una alicuota de 15 pL, inyectada en un cromaté-
grafo liquido de alta resolucién (HPLC) marca “Waters” com-
puesto por una bomba modelo 510, un detector UV-VIS (190-
486 nm.) ajustado a 254 nmy 0,5 AUFS. La separacion de las
diferentes fracciones de los nucledtidos se realizé utilizando
una columna Novapack C-18 (4 mm x 3.9 mm x 15 cm), em-
pleandose como fase mévil buffer fosfato a una velocidad de
flujo de 0,4 mL/min.

Como patrén se prepard un estandar miltiple a partir de
ATP, ADP, AMP, IMP, HxR, HX de alita pureza (SIGMA Chem.,
Co) con concentraciones de 20 pg/mL para ATP, ADP, AMP,
IMP, HxR respectivamente y 8 pg/mL para HX y, un volumen de
inyeccion de 15 pL. Para el célculo de las concentraciones de
los nucledtidos se procedié al andlisis de las areas de los cro-
matogramas de las muestras respecto a las areas del patrén.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron tratados con el progra-
ma estadistico STATGRAPHICS 6,0 mediante el cual, se les
realiz6 a los datos obtenidos para cada parametro, analisis de
varianza de uno y dos factores con repeticion, con un nivel de
significancia de 95 y 99%. Las graficas utilizadas como figuras
se trazaron y ajustaron con ayuda del programa MICROCALC
ORIGIN 4,0.

RESULTADOS Y DISCUSION

La hidrélisis del ATP es uno de los primeros signos de
los cambios postmorterm; su ausencia conduce a la rigidez e
inextensibilidad de los musculos del pescado debido especifi-
camente a la imposibilidad de los puentes cruzados de los fila-
mentos de miosina de desunirse de los filamentos de actina.

Enla FIG. 1 (A, B, C) se puede apreciar que en las tres
temperaturas de almacenamiento estudiadas, la mayor tasa de
hidrélisis ocurrié durante las primeras 24 h. En los ejemplares
de hibridos de cachama almacenados a 0, 10 y 27°C, se ob-
servo a partir de las 4h, 2h y 8h de almacenamiento, respecti-
vamente, una disminucién en las concentraciones de ATP
muscular. Luego de este periodo, el proceso autolitico se
muestra acelerado a medida gue disminuye la temperatura de
almacenamiento donde a 10°C hay una rdpida hidrélisis de
ATP, FIG. 1B, mientras que a 27°C la tasa de hidrélisis es mas
lenta, FIG. 1A. De acuerdo con Darmordaran y Gopakumar [3],
al disminuir la temperatura de almacenamiento por debajo de
15°C, la actividad de la bomba de Ca2* del reticulo sarcoplas-
matico se encuentra disminuida, lo que ocasiona la presencia
de altas concentraciones de Ca®" en las miofibrillas que activan
la ATPasa miofibrilar, motivando un acelerado consumo de ATP.

En las TABLAS |, Il y lll, se muestran la influencia de la
temperatura de almacenamiento sobre la tasa de acumulacion
e hidrélisis de IMP, HxR e HX en el musculo dorsal de hibridos
de cachama durante su almacenamiento a 0, 10 y 27°C, res-
pectivamente. Se puede observar gue, independientemente de
la temperatura de almacenamiento, se lleva a cabo un com-
portamiento similar en cuanto a las variaciones de las concen-
traciones de IMP, HxR e Hx. No obstante, la velocidad con la
que se presentan estos cambios mostro diferencias estadisti-
cas significativas (P<0,05), que dependen de la temperatura
de almacenamiento.

Durante el inicio del almacenamiento se presenta una
etapa caracterizada por el incremento en la concentracion de
IMP, este periodo es muy breve en los ejemplares almacena-
dos a 27°C, durando alrededor de 4 h, mientras que en los
ejemplares almacenados a 0°C y a 10°C este periodo se ex-
tiende hasta 24 h. Luego de esta fase se establece otra etapa,
caracterizada por la disminucién progresiva de la concentra-
cion del IMP muscular.

Ha sido bien establecido que en el masculo del pescado
la hidrélisis de los nucledtidos de adenina hasta el estado de
IMP ocurre rapidamente. Segun Okuma y col. [10], los nucled-
tidos de adenina desaparecen del mlsculo del pescado luego
de 24 h de almacenamiento. Esta desaparicién es consecuen-
cia de la desaminacién y desfosforilacién parcial del ATP [2].
De esta forma el IMP tiende a acumularse seguido por la HxR.
Cuando los niveles de IMP e HxR comienzan a disminuir el
contenido de HX aumenta [8].

Sin embargo, en los hibridos de cachama si bien se ob-
serva un incremento en los niveles de HX a expensas de la
desaparicion de IMP, no ocurre lo mismo con los niveles de
HxR, los cuales, por el contrario, tienden a incrementarse a
medida que aumenta la concentracion de IMP.

Luego de cierto periodo caracteristico para cada tempe-
ratura de almacenamiento se comienza a percibir la disminu-
cién en los valores de HxR, lo cual tiene un efecto aditivo so-
bre el incremento de la concentracién de HX. Rayder y col.
[11], observaron en el Hoki (Macruronus noevazelandae), un
comportamiento similar al exhibido por los hibridos de cacha-
ma, la falta de correspondencia entre la disminucion de con-
centracién muscular de IMP y el aumento en la concentracion
de HxR se debe a que la velocidad de hidrdlisis de HxR a HX
es mayor que la velocidad de hidrolisis de IMP a HxR.

En cuanto a la influencia de la temperatura de almace-
namiento sobre la tasa de hidrélisis y de acumulacién de IMP,
HxR e HX se puede deducir, que la velocidad con la que ocu-
rren las variaciones de la concentracién de estas moléculas
en el musculo del hibrido de cachama se va incrementando
con la temperatura de almacenamiento, es decir, tanto la acu-
mulacién de HxR e Hx, como la hidrélisis de IMP, ocurre mas
rapido a 27°C que a 10°C y, ésta a su vez ocurre mas rapido
que a 0°C.
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FIGURA 1. CONCENTRACION DE ATP MUSCULAR EN HIBRIDOS DE CACHAMA, DURANTE SU ALMACENAMIENTO A:
(A) 27C; (B) 10°C; (C) 0°C.

A pesar de que la velocidad de hidrélisis del ATP en el
musculo de los hibridos de cachama aumenta a medida que
disminuye la temperatura de almacenamiento a 10°C, encon-
trandose disminuida a 0°C, la tasa de hidrdlisis del IMP dismi-
nuye continuamente a medida que disminuye la temperatura
de almacenamiento. Segiin Tomioka y col. [15], disminucion
de la tasa de hidrélosis a bajas temperaturas, obedece a la
disminucién en la velocidad de desfosforilacion del IMP, debi-
do a la inhibicién de la 5'nucleotidasa (una enzima que se en-
cuentra unida a la membrana plasmatica).

De igual manera ha sido observado que el crecimiento
bacteriano es otro de los factores que provocan el incremento
en la tasa de hidrdlisis del IMP y la tasa de acumulacion de la
HX [5], por lo que seria razonable pensar que a 27°C, el rapido
incremento en los niveles de HX en el muisculo dorsal de hibri-
dos de cachama y la rapida disminucién en los niveles de IMP,
pueden ser provocados en cierta medida por el activo creci-
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miento de las bacterias mesdfilas, que representan la flora
bacteriana acompanante de esta especie de pescado.

Por otro lado, en la cachama hibrida, se observa que en
las tres temperaturas de almacenamiento, los incrementos en
las concentraciones de HX, son practicamente lineales con
respecto al periodo de almacenamiento (rgee=0,93;
F10°:0=0,977; ra7.¢=0,917), lo que permite proponer la concen-
tracién de HX, como un estimador objetivo de la pérdida de
frescura en esta especie.

CONCLUSIONES

El incremento en la concentracion de HX a las tres tem-
peraturas de almacenamiento, es una funcion lineal que de-
pende del tiempo de almacenamiento, por lo que su determi-
nacion, en la cachama hibrida resultaria ser un estimador ob-
jetivo de la pérdida de la frescura.



TABLA |

CAMBIOS EN LA CONCENTRACION DEL IMP EN
MUSCULO DORSAL DE HIBRIDOS DE CACHAMA,
DURANTE SU ALMACENAMIENTO A DIFERENTES
TEMPERATURAS (0°C, 10°C Y 27°C)

TABLA Iif
CAMBIOS EN LA CONCENTRACION DEL HX EN
MUSCULO DORSAL DE HIiBRIDOS DE CACHAMA,
DURANTE SU ALMACENAMIENTO A DIFERENTES
TEMPERATURAS (0°C, 10°C Y 27°C)

Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. X|, N2 4, 373-378, 20U

Tiempo (h) [HX] umol/g [HX] umol/g [HX] pmol/g
0°C 10°C 27°C
0 0,152=0,01 0,152 +0,01 0,152+ 0,01
2 0,302+ 0,03 1,21°+001 1,50° +0,05
4 0,892+ 0,02 1,312x£0,12 4,192+ 0,01
8 0,762+ 0,03 1,42°+0,01 4,28 +0,03
10 0,71 = 0,03
24 1,132+ 0,01 1,922+0,01 5034+ 0,19
48 9,09 +0,14
72 1,802+ 0,07 2,47°+0,01
120 2,072+ 0,20 4,08+ 0,01
168 2,242+ 0,04 3,63°+0,01
240 2,212+ 0,02 7,05+ 0,01
336 5132+ 0,04 10,160 +0,01

Tiempo  [IMP] umol/g [IMP] pmol/g [IMP] pmol/g
(h) 0°C 10°C 27°C
0 3,572+ 0,13 3,572 +0,13 3,572+ 0,13
2 5,212+ 0,60 3,66 + 0,39 4,44° + 0,44
4 4,882 + 0,35 5,289+ 0,55 3,510+ 0,24
10 5,482 + 0,48 2,95 + 0,02
24 5,082 + 0,35 5,500 = 0,10 1,02° = 0,48
48 . 0,23 + 0,05
72 0,96 = 0,08
120 0,29° + 0,03
144 3,052+ 0,01 0,245 + 0,01
168 0,36 +0,02
288 2,972 + 0,56 0,27° + 0,02
336 1,462 + 0,06 0,25 + 0,03
TABLA Il

CAMBIOS EN LA CONCEI\’ITRACION DEL HxR EN
MUSCULO DORSAL DE HIBRIDOS DE CACHAMA,
DURANTE SU ALMACENAMIENTO A DIFERENTES

TEMPERATURAS (0°C, 10°C Y 27°C)

Tiempo  [HxR] pmol/g [HxR] pmoal/g [HxR] umol/g
(h) 0°C 10°C 27°C
0 2,632 + 0,06 2,632+ 0,06 2,632+ 0,06
2 2,652 + 0,05 3,080 + 0,05 2,80° + 0,04
4 2,632 + 0,08 2,012+ 0,07 3,610+ 0,03
8 2,692+0,08 2343+030 1,787 + 0,06
24 1,672 = 0,04 2,190 + 0,01 1,592 + 0,08
48 0,36 = 0,01
72 0,462 + 0,09 1,65° + 0,09
120 1,382 + 0,05 1,582 + 0,08
168 1,472 + 0,05 0,96 +0,08
240 1,002 + 0,01 0,752 = 0,01
288 0,00 = 0,00
336 0,002 + 0,00 0,002 + 0,00
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