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RESUMEN

En este estudio se evaluaron e identificaron compuestos
volatiles totales en muestras de Octopus maya durante la
etapa de deterioro después de haber sido sometidas a un
proceso de conservacién por congelamiento. Latécnicade
extraccion y andlisis utilizada fue microextraccion en fase
sélida de espacio de cabeza y cromatografia de gases-
espectrometria de masas. Las muestras se analizaron desde
€l primer diade capturahasta 21 dias después del tratamien-
to de congelamiento. Entotal, seidentificaron 11 compues-
tos volatiles involucrados en la degradacién de O. maya.
Losvolatilesdelas muestras de pul po se evaluaron utilizan-
do fibras de microextraccion PDMSy DVB. Se ensayaron
varios tiempos de extraccion y condiciones de temperatura
hastaencontrar los éptimos paralosandlisis. Con lafibrade
PDM S seidentificaron las aminas biogénicas: trimetilamina
y isopropilaminay conlafibraDV B aladimetilamina. Estos
compuestos sirven como indicadores de la descomposicion
delosaimentos. Asimismo, sedetectd lapresenciade acido
acético, el cual esun compuesto que indica deterioro de los
alimentos en las primeras etapas.

Palabras clave: Octopus maya, Aminas biogénicas, HS-
SPME, CG/EM
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ABSTRACT

| dentification of volatilecompoundsfrom decomposition of
Octopusmaya

In this work it was evaluated and identified total volatile
compounds in samples of Octopus maya during
decomposition by using headspace-solid-phase
microextraction and gas chromatography-mass spectrometry.
Thesampleswere analyzed from thefirst day of capture until
21 days after treatment of freezing. A total of 11 volatile
compounds involved in the degradation of O. maya were
identified. Thevolatileswere analyzed by PDMS and DVB
SPME fibers. Several extraction times and temperature
conditionsweretested in order to achieve optimum conditions
for the analysis. By using the PDMS fiber was possible
identifying trimethylamine and isopropylamine, and by using
DVB fiber, dimethylamine. These compoundsare usualy used
as indicators of food decomposition. Also, was possible
detecting acetic acid, which, is a compound related to food
spoilage in the early stages.

K eywor ds. Octopusmaya, Biogenic amines, HS-SPME, GC-
MS

INTRODUCCION

Los productos pesqueros, entre ellosel meroy € pulpo,
son de gran importanciaen Yucatan, México, debido a
que son utilizados en laalimentacion en formatradicio-
nal tanto en México como en otras regiones del mundo
(2). El pulpo esuno delos productos marinos de impor-
tanciaen laalimentacion por su vaor proteico, el conte-
nido de vitaminas y minerales (1). En Yucatén la pro-
duccion de pulpo en e 2012 fue de 17,462t o cual co-
rrespondio a 92,6 % de la produccién anual en € pais
(2, 3). El pulpo ha cobrado un importante interés co-
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mercial por el aumento en su exportacion. No obstan-
te, este producto alimenticio durante el proceso de
mani pulacion, almacenajey congelamiento esta sujeto
a sufrir deterioro. Se reporta que bajo condiciones de
almacenajey congelamiento, ciertos microorganismos
son capaces de sobrevivir y continuar su crecimiento a
unavel ocidad reducida, provocando el deterioro entiem-
pos de almacenamiento largos, ocasionando cuantio-
sas pérdidas econdmicas (4).

El deterioro de los alimentos marinos puede deberse a
procesos autoliticos, quimicos y microbioldgicos (5).
Reportandose principalmente compuestos vol &ilesto-
tales en muestras de pescados y mariscos presentes
durante el deterioro. Entre estos compuestos volétiles
se encuentran las aminas biogénicas (AB), las cuales
son utilizadas como indicadores de frescurao grado de
contaminacion de pescados y alimentos marinos (6).

Entrelos procesos de evaluacién de calidad y deterioro
podemos mencionar al nitrégeno basico volétil total (N-
BVT), que expresa cuantitativamente | as bases vol &ti-
lesde bajo peso molecular, lamedicion detrimetilamina
producida por deterioro bacteriano (N-TMA),
dimetilaminay otros compuestos nitrogenados basi cos
volétiles asociados con el deterioro de los productos
pesqueros (6, 7). Con respecto a N-TMA se ha des-
crito que durante el almacenamiento aerobioy que des-
pués de un periodo de latencia, los niveles aumentan
siguiendo el perfil de una curva exponencial, lo cua
concuerda con el comportamiento del crecimiento
bacteriano (4, 8). Este hecho establece una correla-
ciénentrelosnivelesde N-TMA y el recuento total de
microorganismos (9). De ahi que el N-TMA sea utili-
zado como unaestrategiaparaevaluar lacalidad higié-
nicay sanitariade |os productos marinos. El contenido
delas bases vol &iles total es se ve mayormente af ecta-
da por latemperatura, el tiempo de amacenamiento y
no realmente por las especies analizadas. Las bases
volétiles totales reportadas en productos marinos, son
trimetilamina (TMA), originada por accion bacteriana
durante el almacenamiento en refrigeracion,
dimetilamina (DMA) y (NH3), producidas por accion
bacterianay enzimas endégenas durante su almacena-
miento en congelacion (10). La TMA puede ser en-
contrada en pescados, molusco cefaldpodos y crusté
ceos y la DMA se desarrolla en algunos moluscos

cefalGpodos mayormente reportado en calamar, cabe
destacar que el consumo de aminas biogeénicas por el
ser humano es toxico (10).

Existen muchos métodosy modificacionesparael ana-
lisis de las aminas conocidas como aminas biogénicas
(N-TMA, dimetilaminay monometilaminabasi camen-
te), entre elloslacromatografiade gases (11, 12). Fre-
cuentemente, en la cuantificacion e identificacion de
compuestos se utiliza la técnica de cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM).
Estatécnica, es ampliamente utilizada parala separa-
ciény determinacion de compuestos organi cos vol ati-
lesy semivolétiles.

Dada la sensibilidad y confiabilidad de la técnica de
CG-EM en €l estetrabajo se evaluaron eidentificaron
los compuestos volétiles involucrados en proceso de
deterioro del pulpo Octopus maya.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 el muestreo de pulpo Octopus maya en el
centro de acopio Hulkin en Celestiin Yucatan, las mues-
tras fueron tomadas en condiciones higiénicasy trans-
portadas en una nevera con hielo hasta el laboratorio
dondefueron preparadas paralainduccion del deterio-
ro. Para esto se tomaron 10 g de tgjido de pulpo, se
licud con 25 mL de agua destilada estéril, se depositd
enviaesde50 mL selladoscon membranasdesilicona
y finalmente se almaceno a -20 °C hasta su andlisis.
Las muestras seretiraron del congelador enlosdiasO,
8, 16y 21 de almacenamiento, seincubaron paraindu-
cir el deterioro atemperatura ambiente (21 + 2 °C) y
posteriormente se analizaron |os compuestos vol étiles
por HS-SPME-CG/EM alostiemposde 1, 4, 8, 16y
24 h deincubacion.

La extraccion de los compuestos volatiles se realizo
por HS-SPME, para lo cual se tom6 como base un
estudio previamente reportado (13). Se utilizaron dos
fibras: PDMSde 100 m dedidmetro no polary PDM S/
DVB de 65 m de diametro de polaridad intermedia. El
equipo paralatécnicaHS-SPME consistid enun bafio a
temperatura controlada para garantizar una temperatu-
ra constante en lamuestra contenidaen el vial. Lasex-
traccion de los volatiles consistié en dos etapas: equili-
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brio (30 min'y 37 °C) y extraccion (30 min'y 37 °C);
ambas etapas se |levaron a cabo con agitacion cons-
tante (100 min-1).

Parala separacion e identificacion de los compuestos
seutilizé un cromatégrafo de gases Clarus 500 equipa-
do con un espectrometro de masas Clarus 500 (Perkin
Elmer, Shelton., CT, EE.UU.). Lafibraconlosanalitos
se desorbid en modo splitless durante 4 min a 250 °C.
Se utilizd una columna AT5-MS de 30 m x 0,25 mm
diametro internoy 0,05 m de espesor de fase estacio-
naria. Lafase moévil fue Helio aun flujo de 1 mL/min.
L as condiciones cromatograficas del horno fueron las
siguientes: temperaturainicial: 40 °C; velocidad dein-
cremento detemperatura: 3°C /min; temperaturafinal:
220 °C. Las condiciones del espectrometro de masas
fueron las siguientes. modo de impacto electrénico,
energia de la fuente 70 eV, monitoreo de masas. 34-
450 u; temperatura de lainterface: 220 °C.

Laidentificacion delos compuestos de lafraccion vo-
I&til de la muestras de pulpo se hizo a través de las
base de datos NIST 2.0, WYLEY y ADAMS.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los compuestos volétiles totales son determinantes
para conocer |la buena calidad de |os productos mari-
nos, estos compuestos pueden evidenciar el grado de

deterioro de las muestras evaluadas (4). En este estu-
dio, losandlisisdel diacero no presentaron indiciosde
compuestos involucrados en e deterioro. Estos com-
puestos, se pudieron detectar a partir delos8, 16y 21
dias de amacenamiento. Los compuestos identifica-
dos como trazadores del deterioro fueron dimetilamina,
isopropilaminay trimetilamina. La presencia de estos
compuestos ha sido reportada anteriormente (14) en
la fraccion amina de los mariscos, los cuales resultan
de la descarboxilacion de los aminoécidos por la ac-
cioén bacteriana. Asi mismo, en otros estudios realiza-
dos (10) se ha identificado trimetilamina (TMA) en
cantidades baj as en organismos marinosfrescos, € cual
seacumuladurante su a macenamiento 'y deterioro como
consecuencia de la degradacion bacteriana del 6xido
detrimetilamina (OTM) (6).

Por otro lado, losresultados delosandlisisrealizadosa
lostiempos 1, 4, 8y 16 h deincubacion, atemperatura
ambiente, no revelaron compuestosindicadoresde de-
terioro (cromatogramas no mostrados). Al tiempo de
incubacion de 24 h, se detectaron los compuestos
involucradosen el deterioro del pulpo asi como los &ci-
dos grasos butiricos, propidnicoy pentanoico, los cua-
les son compuestos del producto de la actividad
bacteriana en |os alimentos carnicosy son los causan-
tes del olor caracteristico arancio (6). LaTabla 1 pre-
sentalarelacion delos compuestosidentificadosen las
muestras de pulpo en proceso de deterioro.

Tabla 1. Tiempo de retencién de compuestos volatiles identificados en pulpo en deterioro

Tiempo de retencién indice de
(min) No. de muestras Nombre retencion
3.101 23 Dimetilamina 426
4917 24 Isopropilamina 498
6.152 22 Trimetilamina 503
7.949 22 Acido acético 663
10.292 22 Acido propionico 718
12.270 22 Acido isobutirico 793
13.248 22 Acido butanoico 829

20.257 23 Acido pentanoico 841
20.262 23 Acido 4 metilpentanoico 949
20.282 23 Acido 2-metilpentanoico 949
20.330 22 Acido isobutilacético 949
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Fig. 1. Perfiles cromatogr &ficos de muestras de pulpo en deterioro. A), Compuestos identificados
con la fibra 1 apolar (PDMS 100 um), B), compuestos identificados con la fibra 2 intermedia
(PDM S/DVB) 65

En las Fig. 1A y 1B se observa un nimero de com-
puestos volatiles en muestras de pulpo en proceso de
deterioro, del total hallado, fue posible identificar 11
compuestosinvolucradosen €l deterioro, entrelosque
se destacan algunas aminas biogénicas trazadoras del
deterioro, asi como &cido acéticoy acidos grasosvol &
tiles. En estudios similares por HS-SPME (15) se ha
reportado lapresenciadetrimetilamina, &cido butanoico
y acido pentanoico en muestras de pescado almacena
das a-20 °C, los cuales coinciden con algunos de los
compuestosidentificados en este estudio.

En el dia 16 de amacenamiento a-20 °C y después de
incubar las muestras 24 h, se pudo identificar con la
fibraPDMS, sei's compuestos trazadores del deterioro
del pulpo: trimetilamina, &cido acético, acido propionico,
acidoisobutirico, &cido butanoicoy écidoisobutilacetico
(Fig. 1A). Estudios del deterioro de O. vulgaris (16)
demostraron lapresenciade TMA y otros compuestos
volatiles. Sin embargo, las concentraci ones reportadas
son inferiores alas establecidas por otros autores (14)
los cuales podrian indicar € grado de frescura de los
moluscos evaluados. Este mismo compuesto (TMA)

sehalderrnltlflcado por HS-SPME/CG-EM (17) en mues-
tras de pescado. Por otra parte, también existen repor-
tes (18) de la presenciade TMA en sardinasy pesca-
doslo cual indicaque esun compuesto que contamina
los alimentos marinos. Existen reportes de que bacte-
rias de los géneros de Pseudomonas, Acinobacter y
Moraxella producen acido acético y écido butirico en
alimentos con pH < 6, en este estudio fue posible iden-
tificar ambos compuestos, esto podria estar indicando
la posible presencia de alguno de estos géneros en las
muestras de pul po deterioradas. Por otro lado, en esta
mismaetapa, seidentificaron con lafiboraPDMS/DVB,
4 compuestos trazadores del deterioro los cuales fue-
ron dimetilamina, acido pentanoico, acido 4-
metil pentanoicoy acido 2-metilpentanoico (Fig. 1B).

A los 21 dias de almacenamiento en congelacién, se
identificé conlafibraPDMS/DVB, laaminabiogenica
isopropilamina el cual es otro de los compuestos im-
portantes para predecir el deterioro de los alimentos

(Fig. 2).
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Se detectd € compuesto isopropilamina con la

fibra de PDMS, 100 mm, al dia 21 de almacenamiento y en un tiempo de 24 h de incubacién a
temperatura ambiente.

Como se menciond anteriormente, durante las prime-
ras horas después de laincubacion a temperatura am-
biente, los andlisis de las muestras no demostraron in-
dicios de compuestos atribuibles al deterioro. Una de
las razones podria deberse a que os microorganismos
presentes tienen baja viabilidad o se encuentran en
proceso adaptativo en esas etapas del deterioro, por 1o
cua no estan activos metabolicamente. Otra razon
puede deberse agque los M O requieren un mayor tiem-
po de activacion a estar en estado latente durante el
tiempo de almacenamiento a bajas temperaturas o tal
Vez a gque existe una baja densidad microbiana por lo
cua laactividad de descarboxilacion delosaminoacidos
parala produccion de las aminas biogénicas vol étiles
no se ve reflgjada.

CONCLUSIONES

Para este andlisis se requirié cantidades pequefias de
muestra, minimamanipulaciony corto tiempo de anali-
sis, lo cual puede ser de gran utilidad para las empre-
sas de alimentos carnicos ya que en poco tiempo se
pudo conocer lacalidad del alimento (5 h) adiferencia
de otros métodos que requieren mayor tiempo (hasta
24 h) y aunamayor manipulacion delamuestra. Este
método permite diagnosticar en forma rpida la cali-
dad delosalimentos, lo cual esdegran utilidad paralas

empresas ya que |os resultados répidos permite cono-
cer lacalidad del alimento antes de ser aceptado para
sucomercializacion.

Se estandariz6 un método andlitico parala extraccion y
determinacion de los compuestos volétiles asociados a
deterioro del pulpo atravésdel uso delasfibrasPDMSy
PDMS/DVB para SPME. El uso de ambasfibras permi-
ti6 extraer eidentificar un mayor nimero de compuestos
en funcion de su polaridad y afinidad a las fibras. Adi,
ciertos compuestos asociados a deterioro de los maris-
cos fueron detectados solamente con la fibora PDMS y
otros con lafiboraPDMSDVB. Seidentificaron 11 com-
puestosinvolucradosen € deterioro del pulpo, deloscua
les, los més importantes fueron las aminas biogénicas
dimetilamina, isopropilaminay trimetilamina. Asi mismo,
se detecto la presencia de &cido acético e cud es un
indicador en las etapas tempranas del deterioro, otros
compuestos identificados fueron écidos grasos que son
parte de los compuestos vol&tiles totales presente en las
muestras de pul po analizadas.

Este método de andlisis de los compuestos volétiles
puede ser aplicado con éxito paraindicar € grado de
deterioro en pulpo y otros alimentos de origen marino,
através de la deteccion de compuestos marcadores de
deterioro tales como las aminas biogénica.
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