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RESUMEN

El objetivo de la presente tesis fue estudiar la estabilidad y la vida util de
caballa (Scomber japonicus) preservada mediante combinacion de barreras de stress
microbiano (coccion, disminuciéon de a,, envasado al vacio, pasteurizacion a baja
temperatura y refrigeracion). Se trabajé con lomitos de caballa, asi se llama a la parte
del pescado que queda luego de separar las visceras, cabeza, cola, parte 6sea y
ademas quitar la piel y el musculo rojo.

En el Capitulo 1 se estudia el proceso de elaboracion de los lomitos de caballa
de humedad intermedia incluyendo el estudio tedrico de la pasteurizacion. También se
realiza una caracterizacion sensorial y fisicoquimica del producto terminado.

En el Capitulo 2 se estudia la difusion de los solutos (glicerol y sal) y del agua
durante la infusion de caballa en la soluciéon de baja a,. En este estudio se utilizaron
dos geometrias, se trabajo con rodajas, a las que se consideré como placas planas
semiinfinitas, y con lomitos, a los que se consider6 como cilindros finitos y como
cilindros semiinfinitos. Se utilizaron los modelos de Crank, Peleg, Zugarramurdi &
Lupin, Weibull y Azuara para ajustar los datos experimentales.

En el Capitulo 3 se analiza el comportamiento de los microorganismos
presentes en la preserva (flora nativa) durante el almacenamiento. Ademas, se realiza
un estudio de reto microbiano con el fin de validar experimentalmente la etapa de
pasteurizacion y analizar el comportamiento durante el almacenamiento del
Staphylococcus aureus (microorganismo objetivo de la pasteurizacion) sobreviviente al
pasteurizado.

En el Capitulo 4 se estima la vida util de la preserva almacenada en
refrigeracion. Para esto se realizé6 un estudio de vida util acelerado utilizando tres
temperaturas: 15, 25 y 35°C. Para cada tiempo de muestreo se realizaron analisis
fisicoquimicos (a,, humedad, TBA, color instrumental y perfil de acidos grasos) y
sensoriales (evaluacién de aroma rancio y color amarillo-rojizo). La evaluacion
sensorial se realizé mediante un panel de 10 evaluadores entrenados. El tiempo de
vida util se determin6 cuando el valor de los indicadores criticos de deterioro llegé a
valores inaceptables sensorialmente. Finalmente, se hallé una relacion para estimar la
vida util de la preserva a distintas temperaturas. A partir de esta relacién se
extrapolaron los resultados a temperatura de refrigeracion.

Se desarrollé un producto a partir de caballa preservado mediante la tecnologia
de obstaculos. Las barreras de stress microbiano aplicadas fueron efectivas para
reducir la flora bacteriana inicial y mantener sin desarrollo microbiolégico durante al

menos 12 meses de almacenamiento.
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INTRODUCCION

El sector pesquero desempefia un papel muy importante para la seguridad
alimentaria, para el desarrollo de industrias alimentarias y para el alivio de la pobreza
alrededor del mundo. A nivel mundial, mas de 38 millones de personas trabajan
directamente en la pesca y la piscicultura y los productos pesqueros representan el 15-
16 % de la ingesta global de proteina animal. El setenta por ciento del pescado para el
consumo humano esta actualmente suministrado por los paises en desarrollo y el
sector de la pesca es particularmente importante para distintos paises de Africa, Asia,
y América Latina (Rahman, 2007).

En Argentina, las exportaciones en materia pesquera en el afno 2014 superaron
la barrera de los 1500 millones de délares. Los productos del caladero nacional son
muy requeridos en los mercados internacionales, producto de sus cualidades naturales
y de las acciones mancomunadas del Estado Nacional y las empresas del sector
pesquero en la promocion en ferias internacionales (MAGYP, 2015).

El consumo de pescado y productos pesqueros ha sido fuertemente
influenciado por mejoras en el manejo poscosecha, embalaje, almacenamiento,
transporte y comercializacion, que han dado lugar a mejoras significativas en la
eficiencia de la postproduccion, menores costos, mayor oferta de productos y una
mejora de los productos y su inocuidad. En general, ha habido un crecimiento en la
produccion de pescados y productos pesqueros comercializados en forma fresca y en
la produccién de alimentos listos para cocinar o listos para su consumo. Esto se da en
parte debido a la creciente comprension del rol del pescado para la salud (Rahman,
2007).

El pescado representa una valiosa fuente de micronutrientes, minerales, acidos
grasos esenciales y proteinas. La carne del pescado contiene entre 8-25% de
proteinas, 0,5-30% de grasa y 0,6-1,5% de compuestos minerales. Posee cantidades
abundantes de vitaminas solubles en agua y el aceite de pescado (sobre todo en el
higado) es rico en vitaminas A y D. Ademas, el valor biolégico de la proteina de
pescado supera a la de proteinas de la carne roja, debido a la baja proporcién de
colageno (Opara y col., 2007). Los lipidos contenidos en el pescado son ricos en
acidos grasos poliinsaturados, particularmente en acidos grasos omega-3 que pueden
alcanzar hasta un 40% del contenido de aceite de pescado.

La tendencia de los ultimos 10 afos indica que se han ido incrementando las
capturas de caballa en Argentina, siendo los mayores desembarques realizados
principalmente en el puerto de Mar del Plata (MAGYP, 2013). La caballa tiene como

destino principal la industria conservera (76 %) (comercializada en el mercado interno)
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y el resto se exporta como pescado entero congelado, siendo Brasil el principal pais
importador (MAGYP, 2013).

La industria conservera realiza el tradicional enlatado seguido de una
esterilizaciéon comercial. El elevado contenido de lipidos, sumado a sus caracteristicas
musculares, hacen que la caballa sea muy apreciada por la excelencia del producto
que se obtiene luego del tratamiento de coccion (Casales y Yeannes, 1987). Sin
embargo, este proceso afecta las propiedades nutricionales asi como también algunos
atributos de calidad sensorial como la textura y el sabor. Las vitaminas A, C, biotina,
piridoxina, el acido pantoténico, la tiamina, riboflavina y la niacina son los nutrientes
mas danados por el proceso de esterilizacion comercial (Pigott y Tucker, 1990).
Actualmente debido a la posibilidad de utilizacion de las nuevas tecnologias de
envasado y distintas técnicas de preservacion, se ha reducido la necesidad de aplicar
procesos tan intensos.

Considerando lo expresado anteriormente, es importante desarrollar nuevas
formas de preservacion de esta especie. La preservacidon mediante la tecnologia de
obstaculos representa una buena alternativa para la produccién industrial de caballa.

En este trabajo de tesis se propone la combinacién de las siguientes técnicas:
coccion al vacio (para acondicionar la materia prima, reducir la carga microbiana e
inactivar enzimas), deshidratacion osmoética (para reducir la actividad de agua),
envasado al vacio (para generar condiciones anaerébicas), pasteurizacién a bajas
temperaturas (para eliminar microorganismos patégenos en el producto final) y
refrigeracion. De esta manera, se busca obtener un producto listo para consumir de

larga vida dutil.
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OBJETIVOS

El objetivo general de esta investigacion es la preservacion de caballa
(Scomber japonicus) por métodos combinados. Se pretende determinar la estabilidad y
vida util de lomitos de caballa (filete sin piel y sin musculo oscuro) preservados
mediante combinacién de barreras. Se busca obtener un producto seguro para la
comercializacion y que pueda ser distribuido a grandes distancias y con un ahorro
energético durante el procesamiento tratando también de evitar el agregado de
conservantes quimicos. Se obtendria un producto listo para consumir saludable y de
larga vida util.

A partir del objetivo general se plantearon los siguientes objetivos

particulares:

» Desarrollar el proceso de elaboracion de la preserva de caballa

> Determinar la efectividad de las barreras de stress microbiano mediante reto

microbiano

» Estudiar el comportamiento de la flora nativa y del Staphylococcus aureus
(microorganismo de control) durante el almacenamiento a distintas
temperaturas

» Determinar la vida util de la preserva de lomitos de caballa a tiempo acelerado

» Modelar el comportamiento de los factores de deterioro durante el
almacenamiento de la preserva para poder estimar la vida util a temperatura de

refrigeracion

» Estudiar la difusién de glicerol y sal y la pérdida de agua durante la etapa de

deshidratacion osmoatica
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Marco tedrico

MARCO TEORICO

Generalidades sobre la caballa

La caballa (Scomber japonicus) pertenece a la Familia Scombridae y es un pez
de habitos pelagicos que, debido a la cantidad de lipidos que posee, se clasifica como
una especie grasa. Esto la hace una de las tres especies mas apreciadas para la
elaboracion de conservas en nuestro pais junto a la anchoita (Engraulis anchoita) y el
bonito (Sarda sarda) (Pereira y Molina, 2001). En la Argentina se la conoce también
con el nombre comun de “magru”. Como se puede observar en la Figura 1, posee un
cuerpo alargado, fusiforme, robusto, ligeramente comprimido y cubierto con escamas
diminutas. La linea lateral es bien evidente. Tiene cabeza pequefa; boca desprovista
de dientes; ojos laterales, grandes y protegidos por una membrana adiposa
transparente que tiene una abertura central de contorno oval; narinas pares proximas
a los ojos; dos aletas dorsales, la primera espinosa y la segunda formada por radios
blandos; aleta caudal bifurcada; aleta anal semejante a la segunda dorsal y aletas

pectorales y ventrales cortas (Pereira y Molina, 2001).

Figura 1 Ejemplar de caballa (Scomber japonicus)

La talla maxima observada fue de 57 cm vy, frecuentemente, se capturan
comercialmente ejemplares entre 20 a 45 cm. La reproduccion tiene lugar a fines de
noviembre y diciembre s6lo de noche, con una temperatura en superficie de alrededor
de 16 0 17 °C. Su edad de maduracién sexual esta entre 1 y 2 afios. Se alimentan de
plancton, peces y calamaretes. En los dos primeros afos de vida alcanza algo mas del
50% de la talla maxima. La mayor edad observada es de 13 afios, pero los
desembarques comerciales tienen tallas de 2 a 4 anos. Es una especie pelagica de
aguas templado-calidas (Cousseau y Perrota, 2000).

Se encuentra a lo largo de la costa atlantica sudamericana desde la Zona
Comun de pesca Argentino-Uruguaya (35 °S) hasta el paralelo de 45 °S, incluyendo el
Golfo de San Matias. Se distinguen dos zonas de pesca (denominadas efectivos)

separadas entre si por el paralelo 39 °S. Uno de ellos, el “efectivo marplatense” o
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“norte”, que se distribuye desde el paralelo 35 °S hasta proximidades de Mar del Plata
(38 °S) y el otro, el “efectivo sur” (que comprende la zona denominada “El Rincon”),
que se distribuye al sur del 39 °S hasta el 45 °S (Cousseau y Perrota, 2000).

Segun Perrota y col. (2001), histéricamente la pesqueria de caballa se realiz6
sobre el efectivo norte por la flota de rada con asiento en el puerto de Mar del Plata,
hacia fines de la primavera y principios de verano, cuando el recurso se acerca a la
costa a reproducirse. Es a comienzos de la década del noventa que el efectivo sur
empieza a ser explotado por embarcaciones de altura, entre agosto y noviembre, en la
zona denominada “El Rincén”, entre el paralelo 39°S y el 41 °30’ S. Posteriormente, se
incorporaron embarcaciones costeras y fresqueras de altura con redes de arrastre de
fondo (Perrotta, 1992; Perrotta y col., 2001). La pesca de especimenes adultos en el
efectivo sur, se lleva a cabo desde fines de invierno y durante la primavera y es
efectuada principalmente por buques fresqueros costeros y de altura provenientes de
Mar del Plata (Garciarena y Buratti, 2012).

Las variaciones en las capturas de la flota marplatense son producidas
principalmente por cambios en la accesibilidad del recurso. El factor de la
capturabilidad puede aumentar cuando las embarcaciones se desplazan hacia aguas
mas profundas, o bien si las masas de agua de zonas mas oceanicas se aproximan a
la costa. Aunque la disponibilidad de caballas en el area de pesca sea abundante,
cuando el mercado requiere pocos volumenes de captura se produce una disminucion
del esfuerzo y del area de accién de la flota. De esta forma el mercado se convierte en
el principal regulador de la magnitud de los desembarques de la especie (Agustinelli,
2014).

La tendencia de los ultimos 10 afios indica que se ha ido incrementando las
capturas de caballa en Argentina, tal es asi que, durante los afos 2010 y 2011 Ila flota
pesquera realizé las mayores capturas historicas de caballa con 27558 y 28253
toneladas respectivamente (MAGYP, 2011). En la actualidad, los mayores
desembarques se realizan en el puerto de Mar del Plata, donde es procesado el 97,83
% del total capturado, seguido por pequefios porcentajes en los puertos de Puerto
Madryn, Ushuaia, Necochea y San Antonio Este (MAGYP, 2013). Tiene como destino
principal la industria conservera (76 %), donde se comercializa en el mercado interno,
y el resto se exporta como pescado entero congelado, siendo Brasil el principal pais
importador (MAGYP, 2013).
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Estructura y composicion guimica de la especie

La composicién quimica de los peces varia considerablemente entre las
diferentes especies y también entre individuos de una misma especie, dependiendo de
la edad, sexo, medio ambiente y estacion del afio. Los principales constituyentes de la
caballa son el agua (60-75%), las proteinas (19-23,5%), los lipidos (1-19%) y las
cenizas (1,2 -2,3%) (Agustinelli, 2014). La fraccion lipidica es el componente que
muestra la mayor variacién sobre todo en las especies grasas como la caballa.

El contenido de grasa en el pescado, independientemente de que sea magro o
graso, tiene consecuencias sobre las caracteristicas tecnologicas post mortem. Los
cambios que ocurren en el pescado magro fresco pueden ser anticipados mediante el
conocimiento de las reacciones bioquimicas en la fraccién proteica, mientras que en
las especies grasas deben incluirse los cambios en la fraccion lipidica (que reducen el
tiempo de almacenamiento debido a la oxidacion lipidica).

El tejido muscular del pez se divide en musculo claro y musculo oscuro, siendo
la proporcion entre los mismos dependiente de la actividad del pez (Huss, 1999). Esto
se debe a que ambos musculos representan dos sistemas motores separados que
operan de forma independiente y utilizan distintos sustratos como combustible. El
musculo oscuro cumple funciones en los movimientos de nado continuo (aerdbico)
mientras que el musculo claro actua como reserva de energia para nados cortos
(anaerébico) con alta actividad. La caballa pertenece al grupo de las especies
pelagicas, que nadan de forma casi continua, por lo que el contenido de musculo
oscuro puede llegar hasta un 48% de su peso (Huss, 1999). Este se encuentra debajo
de la piel, a lo largo de los laterales del cuerpo y en las regiones asociadas a una gran
actividad como lo es la zona cercana a la cola y aletas. El alto contenido de
mioglobina, enzimas y contenido lipidico en el musculo oscuro respecto al musculo
claro, lo hacen altamente susceptible al deterioro por reacciones de oxidacion (Huss,
1999).

El contenido de agua y de lipidos presenta una alta variabilidad, estrechamente
relacionada con factores como la alimentacion, nado migratorio, cambios sexuales
relacionados con el desove, la estaciéon del afio, entre otros (Huss, 1999). La caballa
(especie grasa) se diferencia de las especies magras en cuanto a la distribuciéon del
contenido lipidico en el musculo. Los lipidos se situan tanto en el musculo oscuro
como en las células de depdsito ubicadas en el musculo blanco, en el tejido
subcutaneo, en los musculos del vientre y en los musculos que mueven las aletas y

cola. Mientras que en las especies magras utilizan el higado como depdsito de
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energia. Los lipidos almacenados son utilizados durante las épocas de migracion y
durante el desarrollo de las génadas (Huss, 1999).

Los lipidos presentes en las especies de peces 6seos pueden ser divididos en
dos grandes grupos: los fosfolipidos y los triglicéridos. Los fosfolipidos constituyen la
estructura integral de la unidad de membranas en la célula, por lo tanto, a menudo se
le denomina lipidos estructurales. Los triglicéridos son lipidos empleados para el
almacenamiento de energia en depdsitos de grasas, generalmente dentro de células
especiales rodeadas por una membrana fosfolipidica y una red de colageno
relativamente débil. Los triglicéridos son a menudo denominados depdsitos de grasa
(Connell, 1990; Huss, 1999).

La caballa posee caracteristicas en su composicion lipidica que la enriquece
desde el punto de vista nutricional, debido a la presencia de Acido Eicosapentaenoico
(EPA) y el Acido Docosahexaendico (DHA). El consumo de estos &cidos grasos esta
altamente relacionado con la disminucién de enfermedades cardiacas (Connor, 2000).

Las proteinas del musculo del pez se pueden dividir en tres grupos:

» Proteinas estructurales (actina, miosina, tropomiosina y actomiosina), que
constituyen el 70-80 por ciento del contenido total de proteinas.

» Proteinas sarcoplasmaticas (mioalbumina, globulina y enzimas), que son
solubles en soluciones salinas neutras de baja fuerza i6nica (0,15 M). Esta
fraccidn constituye el 25-30 por ciento del total de proteinas.

» Proteinas del tejido conectivo (colageno), que constituyen aproximadamente el
3 por ciento del total de las proteinas en teledsteos y cerca del 10 por ciento en

elasmobranquios.

El pescado es considerado como una fuente de proteinas rica en aminoacidos
esenciales (lisina, metionina, cisteina, treonina, triptéfano, entre otros). Ademas,
contiene minerales (K, P, Mg, | y Fe) y vitaminas (grupos A, D y E). Las proteinas de
alto valor biolégico son el componente mas importante en cuanto al aporte que brinda
la carne de pescado para la alimentacion humana. El alto grado de aprovechamiento
de la proteina de pescado obedece a la clase y relacion existente entre los
aminoacidos que la componen, sobre todo en lo referente a aminoacidos esenciales
(Huss, 1999; Suzuki, 1987)
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Cambios bioguimicos en el pescado

El pescado es uno de los alimentos del reino animal mas susceptibles al
deterioro ya que sus tejidos musculares se deterioran mas rapidamente que los
musculos de los mamiferos. El alto contenido de agua y aminoacidos libres y el bajo
contenido de tejido conectivo, comparado con otras carnes, contribuyen a su veloz
deterioro. Inmediatamente luego de su muerte, distintos cambios bioquimicos y
enzimaticos son activados en los musculos del pescado, especialmente si se

manipulan incorrectamente (Pereira de Abreu y col., 2010).

Cambios en las proteinas

Los cambios en la calidad del pescado pueden ser monitoreados mediante
parametros bioquimicos o enzimaticos de la frescura y mediante cambios
microbioldgicos durante la manipulacion y el almacenamiento. Las enzimas enddégenas
juegan un rol muy importante en la degradacion de las proteinas del musculo del
pescado luego de la muerte. Se considera que la degradacion de la estructura
muscular es causada por proteasas como la calpaina y la catepsina D, B y L
(Godiksen y col., 2009). En pescado refrigerado en hielo, la miosina es la proteina
mas hidrolizada, seguida por la troponina-T y las a y B-tropomiosina. An y col. (1994),
reportaron que la degradacién de miofibrillas en filetes de merluza del Pacifico a 0°C
es causada por las catepsinas. Ademas de las proteasas endogenas, distintos
microorganismos que crecen en el musculo secretan una gran variedad de enzimas
hidroliticas, particularmente proteasas. Pseudomonas spp. es el gran responsable del
deterioro de las proteinas de los alimentos (Pantazi y col., 2008). El deterioro del
musculo del pescado causa una disminucion en el valor nutritivo, en la aceptabilidad y
en la funcionalidad de las proteinas (Masniyom, 2011).

El coldgeno es uno de los principales constituyentes del tejido conectivo
intramuscular en el pescado. Es considerado como una proteina relativamente estable,
que rodea cada fibra muscular y conecta al miosepto. La degradacion del colageno
lleva a una alteracion de la textura del musculo. Segun Montero y Borderias (1990), la
disminucion de la dureza de la carne es debida a la desintegracién de las fibras del
colageno causada por degradacion enzimatica y por la produccion de acido lactico
durante la glicolisis anaerdbica post-mortem. Hernandez-Herrero y col. (2003),
indicaron que la reduccién de la dureza de la carne de pescado luego de su muerte se
debié en mayor grado a cambios en la estructura del colageno que por los cambios en

las proteinas miofibrilares.
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Para obtener un producto final de buena calidad es indispensable contar con
materia prima en 6ptimas condiciones. El manejo de la caballa desde que se pesca
hasta que llega a procesarse dentro de los frigorificos es de fundamental importancia

para que no se deteriore, de acuerdo a lo mencionado anteriormente.

Cambios en los lipidos

El cambio en los lipidos del pescado es responsable de la pérdida de calidad
durante el almacenamiento extendido, especialmente si las condiciones ambientales
no son las adecuadas. Los cambios estan dados debido a lipdlisis, oxidacion lipidica y
la interaccion de los productos de estos procesos con componentes no lipidicos como
las proteinas. Los musculos de pescado contienen una abundante cantidad de lipidos
de cadena larga con una alta proporcién de acidos grasos poliinsaturados (AGPI), los
cuales sufren cambios debido a su oxidaciéon durante el procesamiento y el
almacenamiento. Ademas del alto grado de AGPI, la presencia de distintos pigmentos
hemo y de iones metalicos genera una aceleracion de la oxidacion lipidica. Estas
reacciones resultan en la produccién de diversas sustancias, algunas de las cuales
tienen sabores y olores desagradables. La magnitud de estas reacciones depende
principalmente de la especie de pescado y de la temperatura de almacenamiento
(Connell, 1990; Huss, 1999). Los pescados grasos como la caballa son
particularmente susceptibles a la degradacion lipidica, la cual puede ocasionar severos
problemas en la calidad, incluso durante el almacenamiento a temperaturas bajo cero.

La oxidacion lipidica se genera mediante un mecanismo autocatalitico (Huss,
1999; Olafsdéttir y col., 1997), se inicia por la escisién de un atomo de hidrégeno del
atomo de carbono central de la estructura pentahédrica presente en la mayoria de las
acilcadenas de los acidos grasos con mas de un doble enlace. El radical lipidico (L¢)
que se forma reacciona muy rapidamente con el oxigeno atmosférico formando un
radical perdxido (LOOQOe), el cual puede nuevamente escindir un hidrégeno de otra
acilcadena produciendo un hidroperéxido (LOOH) y un nuevo radical Le. Esta
propagacion continia hasta que uno de los radicales es removido mediante reaccion
con otro radical o con un antioxidante (AH) del cual resulta un radical (A*) mucho
menos reactivo. Posteriormente, debido a la catalisis de iones de metales pesados, los
hidroperéxidos continuan dividiéndose hasta formar cadenas carbonadas mas cortas,
que son los productos secundarios de la autooxidacion: aldehidos, cetonas, alcoholes,
pequenos acidos carboxilicos y alcanos. Estos productos producen diferentes aromas
y sabores y, en algunos casos, decoloracién amarillenta. Segun Thanonkaew y col.

(2006), el cambio de color en calamar esta acompafado por el desarrollo de olor
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rancio durante el almacenamiento congelado. Algunos de los aldehidos formados
pueden ser determinados como sustancias reactivas al acido tiobarbiturico. Los iones
metalicos son de gran importancia en el proceso de iniciacion, ya que catalizan la
formacion de especies reactivas al oxigeno, como el radical hidroxilo (OHe), el cual
reacciona inmediatamente con los lipidos o cualquier otra molécula en el lugar donde
ha sido generado (Huss, 1999).

Durante el almacenamiento se generan acidos grasos libres (hidrélisis de los
triglicéridos) debido a la actividad de enzimas originadas en el tracto digestivo o
excretadas por ciertos microorganismos. También debido a lipasas celulares, pero en
menor grado (Connell, 1990; Huss, 1999).

Algunos factores que determinan el deterioro de los lipidos son el oxigeno, el
pH, la luz, la temperatura y la a,,. En presencia de altos contenidos de oxigeno en el
envase se acelera la rancidez de los lipidos, generando colores y aromas indeseables.
Es posible disminuir la lipdlisis y la oxidacion lipidica mediante la modificacién de la

atmoésfera del envase (Ej. envasado al vacio).

Deterioro microbioldgico e inocuidad en el pescado

El deterioro microbiolégico del pescado puede ser causado por la actividad de
enzimas y microorganismos, generando el rechazo de los productos para consumo
humano. El musculo de un pez saludable o de un pescado recién capturado es estéril,
debido a que el sistema inmunologico del pez previene el crecimiento de bacterias en
el musculo. Cuando el pez muere, el sistema inmunoldgico colapsa y las bacterias
proliferan libremente. En la superficie de la piel, las bacterias colonizan en una amplia
extension la base de las escamas. Durante el almacenamiento, las bacterias invaden
el musculo penetrando entre las fibras musculares. Durante el almacenamiento en
hielo, la poblacién bacteriana se duplica en aproximadamente 1 dia y después de 2 0 3
semanas alcanza unas 10%a 10° UFC/g (Huss, 1999). Los microorganismos asociados
con el pescado dependen de factores como la locacidon geografica, factores
medioambientales, los métodos de captura, de almacenamiento y transporte.

Uno de los mayores problemas asociados al consumo de caballa es la posible
formacion bacteriana de una amplia variedad de aminas, como resultado de la
descarboxilacion directa de aminoacidos. La caballa, como otros escombridos (atun,
bonito, jurel) tiene la particularidad de presentar un alto contenido de histidina libre en
su tejido muscular, principalmente en el musculo rojo (Taylor, 1986). La histidina es un

aminoacido esencial, el cual se encuentra presente principalmente en los pigmentos
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(hemoglobina, mioglobina y hematina), en los citocromos (especialmente en el
citocromo C) y en enzimas como la catalasa. La formacién bacteriana de histamina
depende de la disponibilidad de histidina libre, la accion descarboxilasa y de las
condiciones del medio (temperatura, pH). Para que ocurra la formacion de histamina
deben coexistir los tres factores mencionados (Guizani y col., 2005; Yeannes, 1995).
La intoxicacion escombroide o por histamina se relaciona generalmente con el
consumo de pescado contaminado con una carga microbiana capaz de provocar la
descarboxilacién de histidina libre por accion enzimatica, atribuida fundamentalmente
a Morganella morganii, Proteus spp. como las bacterias mas rapidamente formadoras
de histamina y también a la accion de Clebsiela pneumoniae, Enterobacteriaceae,
Clostridium spp y Lactobacillus spp, resultando en un alto contenido de la amina
biégena histamina (Gral y col., 2003; Lehane y Olley, 2000; Taylor, 1986).

En los productos de la pesca, como en cualquier otro alimento listo para
consumir que requiere de la manipulacién por parte de operarios, aparece un grave

peligro asociado a la contaminacion del alimento con Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus

El Staphylococcus aureus (S. aureus) ha sido reconocido como un
microorganismo indicador de una deficiente higiene durante el procesamiento de los
alimentos y una de las mayores causas de gastroenteritis (debido a la ingesta de
alimentos) alrededor del mundo (Soriano y col. 2002). Es una bacteria anaerobia
facultativa, con forma de coco, gram-positiva y no tiene requerimientos particulares en
cuanto a su crecimiento (nutricion y medio ambiente), tolerando la sal y a,, tan bajas
como 0,86. Puede crecer hasta valores de pH de 4,5 y la temperatura minima de
crecimiento se encuentra entre 7 y 10°C (Bennett y Lancette, 1995; Valero y col.,
2009). Estas caracteristicas le permiten crecer y sobrevivir en una gran variedad de
condiciones ambientales asi como también la posibilidad de persistir en ambientes
hostiles (Ej. superficies secas) durante largos periodos.

Los estafilococos son organismos ubicuos y se pueden encontrar en el agua, el
aire, el polvo, la leche, las aguas residuales, el pavimento, otras superficies y todos los
articulos que entran en contacto con el hombre, ademas, sobreviven muy bien en el
medio ambiente. No obstante, su principal reservorio y habitat es la nariz, garganta y
piel del hombre y animales. La tasa de portadores humanos puede ser hasta del 60
por ciento de los individuos sanos, con una media del 25-30 por ciento de la poblacion

que es positiva para las cepas productoras de enterotoxina (Valero y col., 2009).
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La intoxicacién por S. aureus se debe a la ingesta de alimentos que contienen
su enterotoxina. Una dosis de enterotoxina de 1 pg en un alimento contaminado
produce sintomas de intoxicacién. Este nivel de toxina es tipicamente alcanzado
cuando la poblacién de S. aureus alcanza valores entre 10° y 10° UFC/g (FDA, 1992;
Notermans y Heuvelman, 1983). Si las condiciones ambientales durante el
almacenamiento del alimento permiten el desarrollo del microorganismo (Ej. un abuso
de tiempo y temperatura), la enterotoxina puede ser producida generando un alto
riesgo de intoxicacion para los consumidores (Todd y col., 2008). Es una pobre
competidora contra otras bacterias y es facil de destruir mediante la coccién, sin
embargo, sus toxinas pueden sobrevivir los procesos de coccion (Bennett y Lancette,
1995).

Los sintomas comunes, que pueden aparecer entre 2 y 4 horas después del
consumo de alimentos contaminados, son nauseas, vomitos y algunas veces diarrea.
Normalmente, los sintomas no duran mas de 24 horas, pero en casos graves, la
deshidratacion puede llevar a la conmocion y al colapso.

Segun el reporte del afio 2006 de la European Food Safety Authority (EFSA,
2007), 35 brotes asociados a intoxicacion por S. aureus fueron reportados durante el
afo 2006 en la Union Europea. Estos brotes resultaron en 777 casos, 14
hospitalizaciones y una muerte. En Espana, el nimero de casos reportados al Sistema
Espafiol de Informacién Microbioldgica debido a la ingesta de S. aureus se increment6
de 442 casos en 2001 a 649 casos en 2006. Sin embargo, la real incidencia de la
intoxicacién alimentaria por ingesta de S. aureus resulta mucho mayor debido a que
muchos casos no son reportados a las autoridades sanitarias. Entre 2005 y 2010, el S.
aureus fue responsable de cerca del 6,8% de todos los brotes de ETA en Korea (Park
y col. 2012). Ademas, la intoxicacién causada por este microorganismo representa una
considerable carga social incluyendo gastos médicos y bajas en la productividad.

Distintos cortes de carne, productos de carne cocidos y alimentos preparados
mantenidos en condiciones inadecuadas de almacenamiento luego de su coccion han
sido frecuentemente implicados como fuente de intoxicacion debido a S. aureus
(Castillejo-Rodriguez y col., 2002). Diversos estudios reportan la presencia de esta
bacteria en comidas listas para consumir y en alimentos perecederos como en jamon
ahumado y cerdo crudo (Atanassova y col. 2001), pescado (Simon y Sanjeev, 2007) y
pollo (Pepe y col., 2006).

La presencia de S. aureus en las zonas de manipulacion de alimentos ha sido
ampliamente demostrada por distintos estudios, reportando su presencia en las
superficies de trabajo y utensilios (DeVita y col., 2007; Sneed y col., 2004). Otros

estudios han reportado también su presencia en las manos de los trabajadores ya que
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este microorganismo suele ser miembro transitorio y/o residente de la piel (Sattar,
2001).

Por todo lo expresado anteriormente, los lomitos de caballa pueden ser
contaminados con S. aureus durante el proceso de elaboracion a través de

manipuladores infectados o a partir del medio ambiente.

Tecnologia de obstaculos

La preservacion de alimentos implica exponer los microorganismos a un
ambiente hostil a fin de inhibir su crecimiento, acortar su supervivencia o causar su
muerte. La estabilidad y seguridad microbiana de la mayoria de los alimentos se basa
en la combinacién de varios factores (obstaculos), que no deberian ser vencidos por
los microorganismos. Se tiene en cuenta la influencia de los diferentes métodos de
preservacion en la fisiologia y el comportamiento de los microorganismos, por ejemplo
su homeostasis, el agotamiento metabdlico, las reacciones de estrés, etc.; surge
entonces el concepto de preservacion de alimentos multitarget (multiblanco-
multiobjetivo) (Leistner y Rodel, 1976, Leistner, 1987, 1994, 2000).

La homeostasis (equilibrio interno) de las bacterias es alterado por diferentes
obstaculos y, durante el almacenamiento, utilizan todo posible mecanismo reparador
para poder sobrevivir al ambiente hostil. Durante esta supervivencia, los
microorganismos usan toda su energia y mueren (Leistner, 2000).

El "efecto barrera", es de fundamental importancia para la preservacién de
alimentos dado que en un producto estable las barreras controlan los procesos de
deterioro, intoxicacion y fermentacion no deseados. Ademas, las complejas
interacciones entre temperatura, actividad de agua, pH, potencial redox, etc., son
significativas para la estabilidad microbiana de los alimentos. La tecnologia de
barreras (o tecnologia de obstaculos o métodos combinados), permite mejoras en la
seguridad y calidad mediante una combinacion inteligente de obstaculos que aseguran
la estabilidad y seguridad microbiana, asi como propiedades nutritivas satisfactorias
(Leitsner, 2000).

En el desarrollo de esta tesis se utilizaron distintas técnicas de preservacion,
siendo las mas importantes: disminucién de la a,, (mediante DO), envasado al vacio y

pasteurizacién a bajas temperaturas.
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Deshidratacion Osmética (DO)

El proceso de DO es frecuentemente aplicado para conservar la calidad y
estabilidad de los alimentos. La DO produce una disminucién de la actividad de agua
(aw), prolongando asi su vida util (Rastogi y Raghavarao, 2002). El nivel de a,,
alcanzado en los productos deshidratados osmoticamente generalmente no es
suficiente para proporcionar la estabilidad microbiolégica durante el almacenamiento
por lo que es necesario combinar con otros métodos de conservacion tales como
tratamientos térmicos moderados o refrigeracion, entre otros (Ayala-Aponte y col.,
2009; Collignan y col., 2001).

La DO es un proceso que consiste en la inmersién del alimento sdélido, ya sea
entero o en piezas, en soluciones acuosas de alta concentracion en azucares y/o sales
para provocar al menos dos flujos principales, simultaneos y en contracorriente: el flujo
de agua desde el alimento hacia la solucién y la transferencia simultanea de soluto
desde la soluciéon hacia el alimento. Estos flujos se deben a los gradientes de
concentracion del agua y soluto existentes a un lado y otro de las membranas que
forman el tejido del alimento. Durante el proceso, los contenidos de agua y de soluto
en el alimento cambian hasta lograr un contenido en equilibrio con la solucion
osmatica (Corzo y Bracho, 2009; Lemus-Mondaca, 2009).

La solucion osmética que se usa para deshidratar el producto debe ser rica en
solutos que reduzcan la actividad de agua del mismo y que generen una diferencia de
presion osmotica entre el producto a deshidratar y la solucion. Distintos solutos,
incluyendo azucares, sales y humectantes pueden ser utilizados para reducir la a,, en
el rango que va desde 0,6 a 0,9 y de esta manera obtener alimentos de humedad
intermedia. La seleccién de los solutos adecuados para la estabilizacién de los
alimentos implica consideraciones acerca de la capacidad de reduccion de la ay, el
impacto del sabor, la textura, el costo y la seguridad. Teniendo en cuenta estas
caracteristicas, una combinacion de cloruro de sodio y glicerol ha sido
convenientemente utilizada para generar productos de humedad intermedia
(Brockman, 1970; Favetto y col., 1981; Moreira y col., 2007; Sanchez Pascua y col.,
1994).

Ademas de disminuir la a,, la DO es utilizada como un pretratamiento para
mejorar las caracteristicas sensoriales, nutricionales y funcionales de los alimentos sin
cambiar su integridad (Lemus-Mondaca y col., 2009). Los productos adquieren las
propiedades mecanicas necesarias (firmeza, dureza) para permitir un eficiente post-

tratamiento. Ademas, se modifican las propiedades térmicas (conductividad y
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difusividad) mejorando la eficiencia de tratamientos térmicos posteriores (Ochoa
Martinez y Ayala Aponte, 2005).

Las soluciones osmoticas pueden ser re-utilizadas durante algunos ciclos y asi
disminuir el costo del proceso. Cuando ya no se pueden re-utilizar deben ser tratadas
para evitar contaminacion microbiana (Dalla Rosa y Giroux, 2001; Keqing, 2004).

A pesar de sus ventajas, la DO aun tiene restricciones para su implementacion
a nivel industrial tanto en el disefio de los equipos como de los procesos. Estas
restricciones estan relacionadas principalmente con la falta de modelos predictivos de
cinéticas de pérdida de agua y ganancia de sélidos que permitan relacionar con
precision las caracteristicas de los productos deshidratados con las de la materia
prima y las variables del proceso. Aunque la deshidratacion osmotica ha sido utilizada
desde muchos afos atrds, generalmente se ha trabajado en forma empirica y la
informacion experimental se interpreta con modelos que son validos solamente para
reproducir condiciones semejantes a las del trabajo del cual fueron obtenidos. Las
limitaciones en el modelado de la DO se deben principalmente a la presencia de un
mecanismo complejo de transferencia de masa simultdnea de dos flujos en
contracorriente en un sistema que es polifasico y multicomponente (Barat, 1998).

El conocimiento de la cinética de transferencia de masa durante la DO es de
gran importancia tecnoldgica, ya que permite estimar el tiempo de inmersion de un
alimento en la solucion osmatica para obtener productos con determinados contenidos
de agua y solutos. Esto permite disefiar adecuadamente un proceso (Schmidt y col.,
2009).

Variables que afectan el proceso de DO

Las principales variables que afectan el proceso de DO son: la concentracion y
temperatura de la solucién osmotica, el tiempo de inmersion, la estructura del
alimento, la relacion alimento:solucion, la agitacién, el tamano y la geometria del
alimento, la naturaleza y peso molecular de los solutos, la presién de trabajo y el
pretratamiento del producto (Rastogi y Raghavarao, 1996; Uribe y col., 2011). A

continuacion se describen algunas.

» Agente osmotico: la naturaleza del agente osmético es fundamental para definir

el comportamiento del producto durante el proceso de deshidratacion osmatica.
Las soluciones concentradas de sacarosa han sido las mas comunmente
utilizadas en frutas y el NaCl en vegetales, pescados y carnes, debido al sabor

que le imparten a los alimentos. La interaccion de los solutos con el agua y la
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matriz solida del alimento dependera de la naturaleza y propiedades fisicas del
soluto (viscosidad, poder depresor de la a,, etc.). A iguales concentraciones
iniciales, cuanto mayor peso molecular tenga el agente osmaético (como en el
caso de los polisacaridos) menor sera la ganancia de solidos (difunden poco
hacia el interior del tejido) y mayor la pérdida de agua. En la actualidad existe
gran cantidad de agentes osmoticos tales como la sacarosa, glucosa, azucar
invertido, jarabe de maiz, maltosa, melaza, cloruro de sodio, cloruro de potasio,

glicerol, manitol, propilenglicol, sorbitol, entre otros (Keqging, 2004).

Concentraciéon de la solucion: la concentracion de la solucion osmoética define la

fuerza impulsora para la transferencia de materia. El intercambio de masa se ve
favorecido usando una solucion altamente concentrada. Segun Ramallo (2010),
la pérdida de agua se incrementa mas que la ganancia de sélidos cuando hay un

aumento en la concentracion de la solucion osmoética.

Temperatura: La velocidad de la DO esta afectada en gran medida por la
temperatura. Esta es la variable que mas afecta a la cinética de pérdida de agua
y de ganancia de solidos. El incremento de la temperatura de proceso provoca
un aumento de la velocidad de transferencia de masa, tanto en lo que refiere a la
salida de agua como a la entrada de sodlidos solubles (Keqing, 2004). La pérdida
de agua se incrementa con la temperatura, sin embargo la ganancia de solidos
es menos afectada por esta variable del proceso (Ramallo, 2010). Cuando se
emplean altas temperaturas el soluto no puede difundir a través de la membrana
celular tan facilmente como el agua y el equilibrio osmodtico se alcanza en
principio por el flujo de agua desde la célula (se concentran las soluciones
internas de las células). Este tipo de equilibrio produce un alimento con menor
ganancia de sdlidos. Ademas hay que tener en cuenta que la viscosidad de la
solucién hiperténica disminuye con la temperatura incrementandose el
coeficiente de difusion del agua. A temperaturas mayores de 45 °C se
incrementa la velocidad de transferencia de masa al mismo tiempo que pueden
tener lugar reacciones de pardeamiento y deterioro del aroma. Altas
temperaturas, mayores de 60 °C, modifican las caracteristicas del tejido
favoreciendo el fendbmeno de impregnacién y de este modo la ganancia de

sélidos. La temperatura 6ptima de procesamiento depende del alimento utilizado.

Naturaleza y propiedades fisicoguimicas del alimento: la composicién quimica

(proteinas, carbohidratos, sales, grasas, etc.), la estructura fisica (porosidad, tipo
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y arreglo de las células, orientacion de las fibras, etc.) y los pretratamientos
pueden afectar la cinética de la 6smosis en los alimentos. La complejidad de la
estructura y la variabilidad de la respuesta fisiologica del tejido ante el proceso
osmotico plantean dificultades al modelar la cinética y predecir los cambios
fisicos y quimicos inducidos en el producto durante la 6smosis (Chiralt y Talens,
2005).

Geometria_del material: el proceso de deshidratacién osmotica depende de la

geometria del material a deshidratar. Depende de la relacién area superficial por
unidad de volumen y de la longitud de difusién, es decir del espacio que deben
recorrer el agua y los solutos involucrados en el transporte de masa. Segun
Sablani y Rahman (2003), la ganancia de sélidos se incrementa con el area
superficial y disminuye cuando la longitud de difusidon se incrementa, mientras
que la pérdida de agua pasa por un maximo (dependiendo de la forma) y luego
disminuye. Esta disminucion de la pérdida de agua podria deberse a una
reduccion de la difusion causada por una alta ganancia de sélidos en la

superficie con formacion de una capa de solutos (Ramallo, 2010).

Agitacion de la solucion osmética: la velocidad de deshidratacion osmatica puede

aumentarse mediante la agitacion del fluido, en tanto que la ganancia de sélidos
se ve menos afectada por esta variable de operacion (Moreira y Sereno, 2003).
En algunos casos el incremento en la velocidad de deshidratacion es tan
pequefio que puede ser mas economico no utilizar agitacion. Para determinados
rangos de temperatura, se encontré que la velocidad de agitacion favorece la

pérdida de agua y disminuye la ganancia de sacarosa (Tonon y col., 2007).

Presiéon de operacion: la presion de operacion es otro parametro a tener en

cuenta. El vacio en la deshidratacion osmoética produce cambios en el
mecanismo de transferencia de masa ya que intensifica el flujo capilar y el total
de agua transferido resulta de una combinacién de difusion tradicional y flujo por
capilaridad, y es afectado por la porosidad del material. Se ha observado que la
ganancia de soluto, en el proceso osmético, se ve favorecida con el uso de bajas
presiones (Fito, 1994). Las altas presiones pueden ser utilizadas como un
tratamiento previo para acelerar el transporte difusivo dentro de los alimentos

durante pasos subsecuentes del proceso.
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Pasteurizacion

La pasteurizacién es ampliamente aceptada como un método efectivo de
destruccion de microorganismos vegetativos patégenos en alimentos (Wilbey, 2014).
Su uso es muy comun hoy en dia por ser eficiente, ambientalmente “amigable”,
saludable y de bajo costo en comparacion con otras tecnologias de conservacion. Las
temperaturas utilizadas permiten una mayor retencién de las propiedades originales de
los alimentos. El objetivo principal de la pasteurizacion de los alimentos de baja acidez
es la reduccion de los agentes patégenos responsables de las enfermedades
transmitidas por los alimentos (Silva y Gibbs, 2010).

La palabra "pasteurizacion" tiene su origen en el trabajo del cientifico francés
Louis Pasteur y se refiere a un tratamiento térmico suave (entre 50 y 90°C) utilizado
para la preservacion de alimentos, cuyo objetivo es inactivar formas vegetativas de
microorganismos patégenos y deteriorantes. A diferencia de la esterilizacion, el
alimento pasteurizado no es estéril debido a la posible presencia de esporas
microbianas resistentes al calor (Lund, 1975). Por lo tanto, otras formas de
preservacion tales como la refrigeracion, atmadsfera modificada (por ejemplo, envasado
al vacio), la adiciébn de conservantes antimicrobianos, la disminucién de la a, o
combinaciones de las técnicas mencionadas, se requieren para la estabilizacion vy la
distribucion del producto (Silva y Gibbs, 2010).

La pasteurizacion fue re-definida por el Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos como “cualquier proceso, tratamiento, o combinacién de los mismos,
que se aplica a los alimentos para reducir los microorganismo mas resistentes de
importancia para la salud publica a un nivel que sea improbable que presenten un
riesgo para la salud publica en condiciones normales de distribucion y
almacenamiento” (NACMCF, 2006).

En general, los productos alimenticios pueden tener una vida util de 10 dias
siempre y cuando alcancen alguno de estos requerimientos: una a, < 0,97, un
porcentaje de sal > 3,5 %, un pH < 5,0 o un tratamiento térmico de 90°C durante
10min (FSA, 2008). Sin embargo, si se desea obtener un alimento con un tiempo de
conservacion prolongado, la siguiente informacion debe ser obtenida para establecer

un proceso de pasteurizacion adecuado (Silva y Gibbs, 2010):
» ldentificar los microorganismos patégenos capaces de crecer en la comida a

ser pasteurizada que puedan proliferar bajo las condiciones de

almacenamiento establecidas.
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» Obtener de la literatura los datos de la resistencia al calor (valores de D y z), en
particular aquellos microorganismos capaces de crecer en el alimento a
pasteurizar.

» Seleccionar el microorganismo patégeno mas resistente térmicamente como el
objetivo de la pasteurizacion.

» Siempre revisar el potencial crecimiento de Clostridium botulinum en el nuevo
alimento de baja acidez

» Establecer un valor de P minimo (valor de pasteurizacion), que proporcione la
letalidad necesaria en el microorganismo elegido en el punto de calentamiento
mas lento de los alimentos (Betts y Gaze , 1992).

» Realizar pruebas de reto microbiano para validar experimentalmente el proceso
térmico en condiciones de almacenamiento especificas.

» Analizar el uso de conservantes para asegurar la inocuidad y aumentar la vida

atil.

Envasado al vacio

Las tecnologias de envasado son muy importantes para proteger los productos
alimenticios contra los efectos deteriorantes, ya sean microbiolégicos, bioquimicos o
fisicos. Las funciones principales son: el control del crecimiento microbiano y de la
calidad del alimento y la extension de su vida util. Ademas, el envase sirve de
contencioén y contribuye al marketing y a la comunicacién al consumidor (Restuccia y
col., 2010). La velocidad del deterioro durante el almacenamiento de un producto
depende de la composicién bioquimica de los sustratos y de los metabolitos presentes
en el alimento, de la contaminacién microbiana y de las condiciones ambientales
durante el tiempo de guarda. Los productos del mar frescos se deterioran mas
rapidamente que otros alimentos frescos. Es por esto que el marketing ha hecho
hincapié en conservas enlatadas y productos congelados. Desde que los alimentos
marinos listos para cocinar o frescos se han vuelto cada vez mas populares, estos se
encuentran presentes en los distintos mercados. Diversas técnicas se han utilizado
para extender la vida util de los productos de la pesca ya que su corta vida util es un
factor limitante.

El envasado en atmdésfera modificada (EAM) es un método de preservacion de
alimentos que ha recibido mucha atencion en los ultimos afos. EI EAM es definido
como el aislamiento de productos alimenticios dentro de un material barrera a los

gases, en donde el ambiente gaseoso ha sido cambiado (Sivertsvik y col., 2002). Es
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utilizado para extender el periodo de vida util de alimentos frescos o minimamente
procesados. Ha sido demostrado que el EAM retrasa el crecimiento microbiano y el
deterioro enzimatico. La vida util de productos de la pesca refrigerados y envasados
en atmosfera modificada ha sido incrementada como resultado de la extension de la
fase de latencia de distintas bacterias aerdbicas deteriorantes. Generalmente, la vida
util del pescado refrigerado esta limitada debido al crecimiento bajo condiciones
aerobicas de microorganismos Gram-negativos como Pseudomonas, Shewanella
putrefaciens, y Aeromonas (Ravi-Sankar y col., 2008).

La aplicacion exitosa del EAM para inhibir el deterioro y extender la vida util de
los productos de la pesca esta asociada a un numero de factores interrelacionados,
como el desarrollo de nuevos materiales de empaque incluyendo el envasado bajo
vacio y el envasado con gases (como respuesta a las demandas del consumidor en
busca de productos atractivos y de aspecto fresco); las preocupaciones de los
consumidores en cuanto al uso de conservantes y la percepcion favorable del
consumidor hacia la tecnologia de EAM (Masniyom, 2011).

El EAM es utilizado para modificar la atmdsfera que rodea los productos
frescos. Bajo esta denominacién se encuentran el envasado bajo vacio, la aplicacién
de gases dentro del envase y el envasado activo. El envasado al vacio, es utilizado
para almacenar por largos periodos de tiempo productos deshidratados y para alargar
la vida util de distintos productos del mar. El alimento es envasado en bolsas
especialmente disefiadas con propiedades barrera contra el oxigeno y el agua. El aire
es removido bajo vacio y la bolsa es sellada mediante la aplicacion de calor. En la

Figura 2 se puede observar la envasadora al vacio utilizada en esta tesis.
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Figura 2 Envasadora al vacio

Los microorganismos aerobios (particularmente Psuedomonas spp. y
Aeromonas spp.) no pueden crecer en productos almacenados en una atmésfera
conteniendo niveles bajos de oxigeno (menores al 1%). Arashisar y col. (2004),
reportaron una disminucion en los recuentos de bacterias psicrotrofas y mesofilas en
trucha envasada al vacio. Ademas, el envasado al vacio puede prevenir la rancidez
oxidativa manteniendo los caracteres organolépticos del pescado procesado. Pantazi y
col. (2008) y Giménez y col. (2012), encontraron que productos de pez espada y
trucha arco iris envasados al vacio tuvieron menores valores de malonaldehido con
respecto a iguales productos envasados en aire. Esto fue consecuencia de la ausencia

de oxigeno en los envases.

Caracterizacion sensorial

El analisis sensorial es una disciplina cientifica usada para evocar, medir,
analizar e interpretar las reacciones a aquellas caracteristicas de los alimentos y otras
sustancias, que son percibidas por los sentidos de la vista, el olfato, gusto, tacto y oido
(Barda N., 2012).

Las tres metodologias utilizadas dentro del analisis sensorial son la
discriminativa, descriptiva y afectiva. El analisis descriptivo representa la metodologia

mas sofisticada en comparacién con los otros métodos. Los resultados de este analisis
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comprenden una descripcidn completa de los productos y proveen la base para

determinar las caracteristicas sensoriales que son importantes para la aceptabilidad,

como asi mismo para poder relacionar variables de proceso de formulaciéon o cambios

puntuales en las caracteristicas sensoriales. Entre otras aplicaciones, los ensayos

descriptivos son utiles para realizar (DESA, 2010):

>

Pruebas de almacenamiento: Si existen cambios en los productos durante el

almacenamiento, el analisis descriptivo provee la base para comparar productos.

Desarrollo de nuevos productos: El analisis descriptivo se usa para establecer el
producto deseado, determinar en qué difieren del ideal los productos de ensayo y
proveer informacién precisa sobre el producto final. Esto ultimo es util para la

promocion y control de calidad del producto.

Control de calidad: Puede ser utilizado para identificar los limites de tolerancia

sensoriales de un producto y para controlar desviaciones del standard a lo largo

del tiempo.

Relaciones instrumentales-sensoriales: El analisis descriptivo es especialmente util

en la identificacion de diferencias sensoriales en el producto que se correlacionan

con diferencias en medidas instrumentales.

Dentro de los métodos para realizar analisis descriptivos se decidié utilizar uno

de los mas completos, el Analisis Descriptivo Cualitativo (ADC). Este método fue

desarrollado en el afio 1974 por Tragon Corp. Las caracteristicas mas importantes de

este método son las siguientes (DESA, 2010):

>

Analiza mas de un producto a la vez: la evaluacion de mas de un producto por

sesién implica capitalizar la habilidad del evaluador en realizar juicios relativos con
un alto grado de precision. Los seres humanos son malos evaluadores de lo
absoluto, pero muy buenos para detectar diferencias relativas. Muchos productos
en una prueba implica mucha informacién a procesar. Sin embargo, el uso de

modernos paquetes estadisticos minimiza este problema.

Emplea un _numero limitado de evaluadores: un panel sensorial para realizar el

ADC debe constar de 8 a 12 evaluadores. Si son mas de 12 es dificil mantener la

atencion de todos en la etapa de discusion abierta y suelen presentarse problemas
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de horarios, presentacion de muestras, etc. Con menos de 8 existe el riesgo de

confiar demasiado en muy pocos evaluadores.

» Los evaluadores se seleccionan y monitorean: los evaluadores deben demostrar

habilidad para percibir diferencia dentro del tipo de productos que se van a analizar
regularmente. Asimismo deben tener habilidad para verbalizar sus impresiones
sensoriales y ser capaces de trabajar en grupo. Una de las virtudes del método
ADC es la posibilidad de verificar que cada evaluador esta diferenciando entre
productos en la mayoria de los descriptores. La confiabilidad de cada evaluador se
mide obteniendo respuestas repetidas para cada producto. Para cada evaluador se
realiza un analisis de varianza y asi se determina su poder de discriminacion. Si
estos resultados se almacenan, con el tiempo se tendra un registro del trabajo de

cada evaluador que servira de base para renovar los componentes del panel.

» Emplea descriptores obtenidos por consenso: el éxito de una prueba descriptiva

depende del lenguaje sensorial que representa a los productos a ser evaluados.
Para el desarrollo de este lenguaje los evaluadores deben probar distintos
productos y verbalizar sus impresiones. El descriptor debe ser definido y, en lo

posible, incluir material de referencia.

> Es un método cuantitativo: la tarea del evaluador es hacer una marca vertical

sobre la linea que mejor refleje la intensidad relativa del descriptor en cuestion
sobre la escala seleccionada. La cuantificacién se realiza midiendo la distancia
desde el extremo hasta la marca que realizé el evaluador. Otro aspecto importante
de la cuantificacion es la repeticion de los ensayos. Ademas de servir para
monitorear a los evaluadores, es importante para obtener un nivel adecuado de
discriminacién, es muy arriesgado confiar en resultados descriptivos sobre los

cuales no ha habido repeticiones.

> Los resultados se analizan estadisticamente: el modelo mas utilizado es el de

analisis de varianza que permite estudiar la diferencia existente entre los productos
para cada uno de los descriptores. Asimismo, permite monitorear el funcionamiento

del panel y la validez de los descriptores utilizados.

Para representar los resultados del ADC se utilizan métodos gréficos, siendo

los mas comunes el perfil lineal, los graficos radiales e histogramas.
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Capitulo 1: Desarrollo y caracterizacion de la preserva

1.1 Resumen

El propédsito de este capitulo fue disefar el proceso de elaboracion de los
lomitos de caballa de humedad intermedia y realizar una caracterizacion sensorial y
fisicoquimica del producto terminado.

Los troncos de caballa (pescado sin cola, cabeza ni visceras) fueron cocidos al
vapor para acondicionar la materia prima, producir una disminucién de la carga
bacteriana y una inactivacién enzimatica. Una vez cocidos, se les saco el esqueleto, la
piel, las espinas y el musculo oscuro obteniendo los lomitos. Para disminuir la a,, los
lomitos fueron deshidratados osméticamente utilizando una solucién de glicerol (40%),
sal (5%) y acido citrico (0,5%). Los lomitos deshidratados osmdticamente se
envasaron al vacio, se pasteurizaron y se almacenaron en refrigeracion (5 £ 1°C).

Se calculd el tiempo necesario de pasteurizacion a una temperatura de 60°C
para lograr 5 reducciones decimales con Staphylococcus aureus como
microorganismo control (utilizando el método general y el método de la formula de
Stumbo y de Hayakawa).

Por ultimo, se realizé una caracterizacién de la preserva mediante analisis
fisicoquimicos y perfiles sensoriales. Ademas, se compard sensorial vy
fisicoquimicamente las muestras de lomitos de caballa de humedad intermedia con

muestras de lomitos cocidos al vapor.

1.2 Introduccion

La inocuidad de los alimentos asi como también su calidad sensorial y nutritiva
estd basada en la aplicacion de una combinacién de factores de preservacion
llamados obstaculos. Los alimentos de humedad intermedia (AHI) se encuentran en el
rango de actividad de agua (a,) entre 0,60 y 0,90. La a,, es el obstaculo primario de
preservacion para asegurar la estabilidad microbiologica, sin embargo, los AHI suelen
ser estabilizados mediante el uso de otros obstaculos como la pasteurizacién, la
acidez (pH), el potencial redox (Eh), los preservantes (nitritos, sorbatos, sulfito, etc.) y
microorganismos competitivos (por ejemplo, bacterias acido lacticas) (Leistner, 2000).
Estos alimentos son faciles de preparar y se almacenan sin refrigeracion, generando
que su procesamiento sea eficiente en cuanto a costos y energia utilizada.

Los AHI tradicionales basados en carnes, pescados, frutas y vegetales son

muy comunes en diferentes partes del mundo debido a que son sabrosos, nutritivos e
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inocuos. Por otro lado, se han desarrollado nuevos AHI pero no han superado las
expectativas en cuanto a su calidad sensorial y nutricional. Algunas razones de esta
performance desalentadora fueron la baja palatabilidad de la mayoria de estos
productos debido a la alta concentracion de humectantes y la necesidad de introducir
frecuentemente altas cantidades de aditivos quimicos antimicrobianos (Leistner, 1999).

El glicerol es un excelente depresor de la a, durante la DO de productos
alimenticios. Sus grupos polares forman enlaces de hidrégeno con el agua disponible
en el sistema generando que ese agua ya no esté disponible (Lombard y col., 2000).
Ademas, es un aditivo comunmente utilizado para mejorar la textura de los alimentos
(plastificante) y también ha mostrado ciertas ventajas como agente antimicrobiano
(Moreira y col., 2007).

Distintos autores han utilizado glicerol como depresor de la a, en alimentos
deshidratados osmoéticamente. En Argentina, se ha investigado el uso de glicerol y sal
para deshidratar osmoticamente carne de vaca (Favetto y col., 1981). Actualmente, el
Cddigo Alimentario Argentino contiene un producto denominado “Carne vacuna cocida
conservada de humedad intermedia” (Capitulo VI, Articulo 379bis). En este articulo se
dan detalles de su elaboracion: “la carne debe ser trozada convenientemente, reducida
en su actividad acuosa y preservada por coccion en una solucion que contiene sal
comun, glicerina y sorbato de potasio”.

Moreira y col. (2007), utilizaron soluciones de glicerol y sal para deshidratar
osmoticamente castafias. Sanchez Pascua y col. (2001), utilizaron glicerol y sal para
disminuir la a,, de pastas de pescado (caballa y salmén de mar), y Farahnaky y col.
(2009) elaboraron higos disecados con el agregado de glicerol. En la bibliografia
existen antecedentes de deshidratacion osmotica de caballa para obtener un producto
de humedad intermedia, Sanchez Pascua y col.,, (1994 y 1998) deshidrataron

osmoticamente caballa mediante una coccién e infusién en soluciones de glicerol y sal.

1.3 Objetivos

» Disenar las etapas del proceso de elaboracion de los lomitos de caballa de
humedad intermedia, incluyendo la formulacion de la solucion osmotica (y el
tiempo de inmersion) y el calculo tedrico del tiempo de pasteurizacidon a una
temperatura de 60°C para lograr 5 reducciones decimales con Staphylococcus
aureus como microorganismo control (utilizando el método general y de la férmula

de Stumbo y de Hayakawa).
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» Realizar una caracterizacion sensorial mediante la realizacion de perfiles

sensoriales utilizando el método del Analisis Descriptivo Cualitativo.
» Realizar una caracterizaciéon fisicoquimica mediante determinaciones de la

composicion quimica proximal; contenido de glicerol, NaCl y acido citrico; pH; a, y

determinaciones instrumentales de color y textura.

1.4 Materiales y métodos

1.4.1 Materia Prima

Se utilizé caballa (Scomber japonicus) capturada en el mes de octubre de 2010
en las costas de la provincia de Buenos Aires y conservada a bordo en hielo. Luego de
su arribo al puerto de la ciudad de Mar del Plata, la materia prima fue transportada en
cajones con hielo para su posterior lavado, envasado y congelado en la planta
procesadora MIA S.A. La etapa de congelado se realizé en un tunel de congelacion a -
38 + 4°C y se almaceno en freezer a -18 + 2°C hasta su utilizacion.

Se utilizaron aproximadamente 40 piezas de 40 + 2 cm de largo con un peso de
0,59 £ 0,03 kg.

1.4.2 Anadlisis fisicoquimicos

Durante el disefio del proceso de elaboracion de la preserva se realizaron

distintos analisis fisicoquimicos. A continuacion se detallan cada uno de ellos.

Determinacién del contenido de agua

El contenido de agua se determiné a 105 + 1 °C hasta peso constante (AOAC,
Sec. 984.25, 1990) utilizando un horno de secado modelo 644 (Marne, Coérdoba,

Argentina). Se realiz6 por triplicado.

Determinacion del contenido de lipidos

Los lipidos totales se determinaron por hidrélisis acida (AOAC, 1990. Sec.
922.06).
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Se pesaron 2 g de muestra en un erlenmeyer de 150 ml previamente tarado.
Se agregaron 2 ml de etanol con agitacion continua hasta humedecer totalmente la
muestra. Se adicionaron 10 ml de solucién de acido clorhidrico (25 partes de HCl y 11
partes de agua) y se colocd en bafo termostatico a 70-80 °C durante 30 minutos.
Durante el calentamiento se agitd el erlenmeyer con intervalos de 5 min. Una vez
finalizada la etapa de calentamiento, se agregaron 10 ml de etanol y se transfirié la
mezcla a una ampolla de decantacién. Se agregaron 25 ml de éter etilico y 25 ml de
éter de petrdleo y se dejé reposar hasta lograr la separacién de las fases. Se filtr6 la
fase superior sobre un erlenmeyer de 125 ml previamente tarado. Estos ultimos pasos
de extraccién del liquido remanente se repitieron dos veces utilizando 15 ml de cada
éter. Se evaporo el éter en un bafo termostatico a 80 °C y luego en estufa a 100 °C
hasta peso constante. Se determind el contenido de grasa presente en la muestra
mediante la diferencia de peso del erlenmeyer vacio y con el residuo graso luego de la

evaporacion. Esta determinacion se realizé por duplicado.

Determinacién del contenido total de proteinas

El contenido total de proteinas se determind utilizando el método de Kjeldahl
(AOAC, 1990. Sec. 920.152). Este método se basa en la digestion de la muestra con
acido sulfurico concentrado usando sulfato de cobre como catalizador. Se le agrego a
la muestra NaOH 40% y se destil6 el nitrdgeno liberado hacia una solucion de acido
bérico. El destilado fue titulado con acido sulfurico normalizado. Se utilizé el factor 6,25
para trasformar el nitrogeno total en proteina total (Kirk y col., 1996). Esta

determinacion se realizé por duplicado.

Determinacion del contenido de cenizas

Las cenizas fueron determinadas por calcinacién a 550°C como lo describe la
técnica de la AOAC, Sec. 945.46 (1990) utilizando un horno eléctrico modelo 332

(Indef, Cérdoba, Argentina). Se realizé por duplicado.

Determinacion del contenido de cloruro de sodio

El contenido de cloruro de sodio se determind mediante el método de Mohr

adaptado a alimentos (Kirk y col., 1996). Se realizé por duplicado.
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Determinacion del contenido de Glicerol

Para determinar el contenido de glicerol se siguio el procedimiento descripto en
el kit para medicion de glicerol mediante método enzimatico UV (Boehringer
Mannheim/R-Biopharm, Darmstadt, Germany) utilizando un espectrofotometro
Shimadzu UV-1601 PC (Kyoto, Japdn).

Se picd la muestra utilizando una procesadora y se pesaron aproximadamente
59. Se colocaron los 5g en un vaso de precipitados de 100 ml y se anadio
aproximadamente 60 ml de agua destilada. Se homogeneizé y colocé en bafio
termostatizado a 60°C durante 15 minutos. Se dejé enfriar y se enrasé a 100ml. Se
coloco la solucion en un bafio con hielo por 15 min. para permitir la separacion de las
grasas y se filtr6. La muestra a medir se debi6 diluir hasta obtener una concentracion

de glicerol entre 0,04 y 0,4 g/l. Se determind por duplicado.

Determinacion del contenido de acidez

La acidez se determind por titulacion con solucion acuosa de NaOH 0,1 N (Kirk
et al., 1996). Los resultados se expresaron como porcentaje de acido citrico (%). Se

determiné por triplicado.

Determinacién del pH

El pH se midié utilizando una relacién muestra:agua destilada de 1:1 (AOAC,
1990, Sec. 981.12) con pH-metro digital marca INSTRU modelo INO7601. Se

determiné por triplicado.

Determinacion de la actividad de agua (aw)

La a,, fue determinada mediante higrémetro Aqualab, modelo CX-2T (Decagon,

Pulman, WA, USA). Se determiné por triplicado.

Determinacion instrumental del color

El color es un atributo de calidad muy importante y una de las caracteristicas
sensoriales mas apreciadas por los consumidores (Birkeland y Bjerkeng, 2005; Corzo
y col., 2008; Sohn y col., 2005; Valencia Garcia y col., 2012). Si bien se realiz6 un

analisis sensorial del cambio en el color del producto, también se midié este parametro
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de forma objetiva mediante el uso de un colorimetro a fin de correlacionar los valores
obtenidos con la evaluacion sensorial.

Las mediciones de color se realizaron utilizando un colorimetro portatil
(Lovibond, SP60, Reino Unido) bajo la escala de color CieLab (CIE, 1978), con
iluminante D65 y un angulo de vision de 10°. En este espacio de color, L* es un
indicador de la luminosidad que varia entre el color negro (0) y blanco (100). Los
valores positivos de a* (0 a 60) son una medida de la intensidad de color rojo mientras
que los negativos (0 a -60) representan las tonalidades verdes. Por su parte b* mide la
intensidad de color amarillo (valores de 0 a 60) y azul (valores de 0 a -60). Los datos

obtenidos son promedio de 5 mediciones.

Analisis instrumental de la textura

Se realiz6 un analisis instrumental de la textura de los lomitos de caballa
cocidos al vapor y, por otro lado, de los lomitos cocidos y deshidratados
osmoticamente con el fin de investigar los cambios introducidos en el producto a partir
de la deshidratacion osmética.

Se analiz6 la textura mediante el uso de la técnica Texture Profile Analisis
(TPA) (Bourne, 1978) utilizando un texturometro marca Stable Microsystems Ltd.
Technologies, modelo TA.XT2 (Scarsdale, NY) controlado por el software Texture
Expert® (CIDCA, La Plata) y con una celda de carga de 25kg. Las condiciones del test
fueron dos ciclos consecutivos de 15% de compresidén con 5s entre los ciclos. Las
mediciones fueron hechas con una sonda cilindrica de 15mm de diametro. La
velocidad pre y post-ensayo fue 3 mm/s y la velocidad de ensayo 0,5 mm/s. Las
muestras fueron mantenidas por una hora a temperatura ambiente antes de cada
analisis. Los datos obtenidos son el promedio de 9 mediciones.

De la curva fuerza-tiempo resultante fueron determinados los siguientes

parametros (Bourne, 1978):

» Dureza (N): maxima fuerza requerida para comprimir la muestra.

» Cohesividad: El trabajo hecho durante la segunda compresion dividido por el
trabajo hecho durante la primera compresion (A/A;, donde A, es la energia total
requerida por la primera compresién y A, la energia total requerida para la
segunda compresion). El resultado obtenido es un indicador de la visco-elasticidad
del alimento. Un valor préximo a 1 indica total elasticidad y un valor proximo a cero

indica que la muestra no se recuperoé en absoluto.

41



Capitulo 1: Desarrollo y caracterizacion de la preserva

» Adhesividad (Ns): area negativa de la fuerza ejercida luego del primer ciclo,

representa el trabajo requerido para despegar la muestra completamente del

dispositivo.
En la Figura 1.1 se puede observar un ejemplo de analisis de TPA con sus dos

ciclos caracteristicos, sus dos areas (A1 y Ay), la dureza representada por el pico de

fuerza y el area negativa luego del primer ciclo que representa la adhesividad.

Fuerza (N)
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a0 Dureza /”\

70 /
KO

— |

a0 / \ / \

[ l

20 f AREA 1 \ / AREAZ \
|

) [
; / \
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I
0 a0 &0 a0 120
Tiempo (segundos)

Figura 1.1 Ejemplo de andlisis de TPA.

1.4.3 Calculo tedrico de la pasteurizacion

Se realizé el calculo tedrico del tiempo de pasteurizacion a una temperatura de
proceso de 60°C con Staphylococcus aureus como microorganismo control. Los
lomitos de caballa de humedad intermedia poseen una a,, de 0,89 + 0,01 y un pH de
5,11 £ 0,05. Bajo estas condiciones el C. botulinum es incapaz de crecer ya que
necesita de una a, mayor a 0,93. Se eligid el Staphylococcus aureus como el

microorganismo objetivo dado que es el Unico microorganismo patégeno que puede

42



Capitulo 1: Desarrollo y caracterizacion de la preserva

crecer a una a,, menor a 0,90 (DHHS, 2011; IFT, 2003; NACMCF, 2010). En el Anexo
1 se listan las condiciones limites de crecimiento de bacterias patégenas de interés
segun DHHS, (2011).

El calculo tedrico estudiado en el presente Capitulo fue validado mediante la
realizacién de un estudio de reto microbiano detallado en el Capitulo 4.

Para el calculo del tiempo de pasteurizacion se utilizé el método general y el de
la formula de Stumbo y de Hayakawa. Se estimé la evolucion de la temperatura en
estado no estacionario en el centro geométrico del lomito considerado como un cilindro
finito. Las ecuaciones para transferencia de calor en estado no estacionario para

objetos sélidos con geometria placa plana y cilindro son las siguientes:

Placa plana (coordenadas cartesianas)

O’T o'T 0T 10T

+ + =—— 1.1
ot ot ozt a ot

Cilindro (coordenadas cilindricas)

1.2

1 a[ arj 10°T T 1aT
——|r— |+— =
r or\_ or r?06* &' a ot

La transferencia de calor para una placa infinita y un cilindro infinito se puede
considerar como unidimensional. Las soluciones para temperatura inicial uniforme y
1<Bi<40 (Bi: Numero de Biot) estan dadas por (Toledo, 2007):

Placa infinita

oS ﬁ@
T,-T _i 2Bi L
T,-T, 02 +Bi’ +Bi cos(d,)

n=1

exp(—aﬁFo) 1.3

Siendo &, las raices de 6 tang & = Bi, Tc la temperatura del medio (°C), T la
temperatura a tiempo t (seg), Ty la temperatura inicial (°C), L mitad del espesor (m), x
distancia al centro (m), Bi el nimero de Biot (hL/K,), Fo el nimero de Fourier (a4t/L?).
x/L se considera igual a 0,0001 cuando se calcula la temperatura en el centro

geométrico de la placa (Singh, 1996)
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Cilindro infinito

T,-T & 2Bi JO(;a”)
e — _azF 14
T Zw s a0, 0O)

Siendo &n las raices de & J1(8) = Bido(d), Jo ¥ J1 las funciones de Bessel de
orden 0 y 1 respectivamente, R el radio (m), r distancia al centro (m), r/R se considera
igual a 0,0001 cuando se calcula la temperatura en el centro geométrico del cilindro
(Singh, 1996).

Se calcularon las propiedades termofisicas del lomito a 60°C y a 18°C de
acuerdo a las correlaciones de Choi y Okos (Urbicain y Lozano, 1997) y a partir de las
mismas los numeros de Bi y Fo. El coeficiente de conveccién en agua estanca
obtenido de bibliografia fue de 60 W/m®°C (Singh y Heldman, 1993).

Las dimensiones promedio del lomito de caballa fueron: largo 0,14 m, diametro
0,03 m, por lo que se consideré como un cilindro finito. La temperatura adimensional

para un cilindro finito esta dada por:

S = =) ;
]:1 _T;' cilindrofinito Ta _T; cilindroinfinito T” _T; placainfinito

Se calculd la historia térmica en el centro geométrico del lomito para la etapa

de calentamiento a 60°C y de enfriamiento a 18°C utilizando planilla de calculo de
Excel 2007. Cuando el Fo> 0,2 se consideré sélo el primer término de la serie para el
célculo de la temperatura.

Se graficod Log (TR-T) en funcion del tiempo para el calentamiento y Log (T-TC)
para el enfriamiento, siendo TR la temperatura del medio de calentamiento, TC la
temperatura del medio de enfriamiento, T la temperatura a tiempo t. A partir de estas
rectas se obtuvieron los valores de fy, j, fe, je, donde f es el tiempo necesario para que
la curva de calentamiento/enfriamiento atraviese un ciclo logaritmico de temperatura
(inversa de la pendiente), j,== (TR-Tpsi)/(TR-Ti), j=(TC-Tpsi)/(TC-Ti), Tpsi es la
temperatura pseudoinicial y Ti la inicial para el calentamiento en el caso del j, y para el
enfriamiento en el caso del j.. El valor de j se obtuvo a partir de la ordenada al origen
de la curva dada por Log(lJ) siendo I= TR-Ti para el calentamiento y I=Tc-Ti para el
enfriamiento.

Como se mencion6é anteriormente, el microorganismo seleccionado para el

calculo de la pasteurizacion fue el Staphylococcus aureus dado que es el Unico
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microorganismo patégeno capaz de crecer a este valor de a,,. El parametro D (tiempo
de reduccion decimal) del S. aureus a la temperatura de referencia (65°C) para el
calculo de procesos de pasteurizacion y el valor de z (grados Fahrenheit necesarios
para reducir el valor de D por un factor de 10) se obtuvieron de Stumbo (1973). El Fy
requerido a 65°C con D=0,9 min. y z=12°F y para 5 reducciones decimales es de 4,5
min. Segun Stumbo (1973), es suficiente un criterio de 5 reducciones decimales
cuando se trabaja con bacterias mesdfilas. Kennedy y col. (2005), reportaron que
generalmente se acepta una reduccion de 5 log como la reduccion objetivo en
bacterias patdgenas que se encuentran en alimentos.

El tiempo de pasteurizacion a 60°C para lograr valor letal equivalente a 4,5
min. a 65°C se calculd por método general y por el método de la formula de Stumbo y
Hayakawa.

Se calculé la letalidad para las etapas de calentamiento y enfriamiento de

acuerdo a:
T
L=(10)""= 1.6
t
Fy = [ Lt 1.7
0

El método de la férmula se basa en valores tabulados de letalidad expresados
como f,/U vs el parametro g. Stumbo combina las letalidades del calentamiento y del
enfriamiento en las tablas de f,/U vs g para diferentes valores de j. y de z, supone que
f,=f.. Siendo U el tiempo requerido, a temperatura del medio de calentamiento, para
generar la misma destruccidén bacteriana que la generada por un proceso térmico a un
valor dado de F, y g = (TR-T) donde T es la temperatura final de la etapa de
calentamiento.

Hayakawa presenta la letalidad de las etapas de calentamiento y enfriamiento
en tablas separadas de g/Ks vs U/f, para z=20°F, con Ks=2/20 para el calentamiento y
de I/Ks vs U'/f, para distintos valores de j. con I.=(TR-g-TC) para el enfriamiento. El
valor de U para el enfriamiento se calcula de acuerdo a U=U'10(-g/z). EI U del proceso
se obtiene sumando los valores de U para calentamiento y enfriamiento (Toledo,
2007).

Ambos métodos de la férmula utilizan la siguiente ecuacion para el célculo del

tiempo de calentamiento:
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B =fh(log(jl)—log(g)) 1.8
Siendo I=(TR-Ti)

1.4.4 Analisis sensorial

Para la caracterizacién sensorial de la preserva primero se realizd una
seleccion de los panelistas. Luego de la seleccién, se los entrend y, por ultimo, se
realizaron perfiles sensoriales. A continuacion se describen las experiencias

realizadas.

Seleccion de evaluadores

Se realiz6 una seleccion de evaluadores de acuerdo a los lineamientos
propuestos en la norma ISO 8586-1:1993 o su equivalente IRAM 20005-1:1996. Se les
asignd puntos a los errores cometidos en cada prueba, siendo los mejores
evaluadores aquellos con menor puntaje total. Los ensayos se realizaron con 11
candidatos.

La metodologia utilizada incluyo:

» Sesion tedrica: se explicaron las pruebas a realizar, se indicod la importancia de

estos ensayos y el compromiso que deberian asumir al realizarlos.

> Reconocimiento de qustos basicos: se evalud la sensibilidad de los candidatos

para los gustos dulce (sacarosa), salado (sal de mesa), amargo (cafeina), acido
(acido citrico) y umami (glutamato monosddico) segun la Norma IRAM 20005-
1:1996. Cada solucion se prepard por duplicado y todos los participantes recibieron
el mismo orden de presentacion. Las muestras fueron codificadas segun la tabla

1.1. En la misma se pueden ver las concentraciones utilizadas.
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Tabla 1.1 Cédigos y concentraciones de gustos basicos

Cédigo Gusto Concentracion(g/l)

557 Agua

477 Agua

924 Salado 5
738 Salado 5
125  Amargo 0,5
355 Amargo 0,5
172 Dulce 16
765 Dulce 16
831 Acido 1
616 Acido 1
111 Umami 0,6
143 Umami 0,6

Cada error en la determinacién de los gustos se consider6 como un 1 para el
puntaje final.

Reconocimiento de aromas: se presentaron tiras de papel embebidas en esencias

aromaticas dentro de tubos plasticos con tapa (Figura 1.2), cada tubo codificado
con un numero de tres cifras seleccionado al azar. Las muestras utilizadas y sus
codigos figuran en la Tabla 1.2.

Figura 1.2 Tubos conteniendo tiritas de papel embebidas en esencias

Tabla 1.2 Cédigos de las esencias utilizadas

Muestra Cédigo

Anetol 879
Almendras 445
Mentol 286
Citral 411
Eugenol 160
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Los resultados fueron calificados como puede verse en la Tabla 1.3 de forma
tal de analizar la capacidad de cada evaluador.

Tabla 1.3 Calificacidn de las respuestas

Calificacién Definicién
A Resultado correcto
B Asociacion correcta
C Incorrecto o insuficiente

Las calificaciones A y B se consideraron como un 0(cero) para el puntaje final

mientras que la C se consideré como un 1.

Discriminacion de color: Los evaluadores debieron ordenar 5 diluciones de jugo de

durazno (BC, La Campagnola) colocadas en tubos de ensayo (Figura 1.3). Las

diluciones empleadas se pueden ver en la Tabla 1.4.

Tabla 1.4 Diluciones de jugo de durazno

Muestra %
211 100
509 90
108 80
771 70
199 60

Figura 1.3 Diluciones de jugo de durazno

Cada error en la asignacion del orden en la intensidad del color se considerd
como un 1 para el puntaje final.

Prueba de perfil sensorial: se realizo el perfil sensorial de galletitas de agua de tres

marcas distintas. Se tuvieron en cuenta sélo 4 descriptores de facil comprension
(aspecto tostado, fracturabilidad, gusto salado y sabor tostado). Para cada
descriptor se consideré correcta la respuesta cuando el orden del evaluador
coincidié con el orden promedio de todo el grupo. A la respuesta incorrecta se le
asigno un 1 para el puntaje final. Las marcas de galletitas y los cddigos utilizados

figuran en la Tabla 1.5.
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Figura 1.4 Presentacion de las galletitas

Tabla 1.5 Marca y codigo de las muestras

Marca Caodigo
Traviata(Bagley) 298
Media Tarde(Lia) 919

Granix 314

» Puntaje final: se sumaron los puntos obtenidos por cada evaluador y se armaron
planillas con el orden de mérito, siendo los mejores evaluadores aquellos que

obtuvieron los menores puntajes finales.

Entrenamiento

Se siguieron los lineamientos propuestos por las Normas IRAM 20005-1/2 que
proveen las bases para el desarrollo de las etapas de entrenamiento de los
evaluadores sensoriales.

Los objetivos del entrenamiento de los evaluadores durante las distintas

sesiones fueron:

Aprender a evaluar los productos.
Familiarizarse con las muestras.
Emitir juicios objetivos.

Equiparar el vocabulario del grupo.

Comparar intensidades.

YV V.V V VYV V

Mejorar la repetibilidad.
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Los evaluadores fueron entrenados para desarrollar la capacidad de evaluar las
propiedades del producto: color, aroma, textura manual y bucal y sabor. Recibieron
entrenamiento en el uso de escalas y en el desarrollo y uso de descriptores. Ademas,
fueron instruidos para realizar las pruebas con objetividad y descartando sus gustos o
desagrados.

Figura 1.5: Sesién de entrenamiento

Lugar de los Ensayos

Se utilizaron las instalaciones del Grupo de Investigacion en Preservacion vy
Calidad de Alimentos (GIPCAL) perteneciente al Departamento de Ingenieria Quimica
y de Alimentos de la Facultad de Ingenieria, Universidad Nacional de Mar del Plata. El
grupo cuenta con cabinas especialmente disefiadas para realizar evaluaciones

sensoriales y mesadas para trabajos en grupo (Figura 1.6).

Figura 1.6 Cabinas para realizar evaluaciones sensoriales
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Perfil Sensorial

Para la realizacion del Perfil Sensorial de los lomitos se utilizé el método de
Analisis Descriptivo Cualitativo (DESA, 2010).

Los analisis descriptivos pueden ser considerados como la primera instancia en
la caracterizacion de un producto alimenticio, proveyendo una terminologia pre-
definida para describir las percepciones sensoriales lo mas objetivamente posible. Sin
embargo, la validez de los resultados obtenidos depende de la seleccién inicial de los
descriptores y en la habilidad de los jueces de identificar y cuantificar cada atributo
(Montouto-Grafia y col. 2002).

La busqueda de descriptores se divididé en dos partes, inicialmente se les pidid
a los panelistas que busquen caracteristicas sensoriales que consideren importantes
para describir las muestras (Generoso y col., 2005; Generoso y col., 2006; Gokoglu,
2002; Trinchero y col.,, 2007). Los evaluadores analizaron y verbalizaron sus

impresiones con el fin de desarrollar un lenguaje sensorial representativo (Figura 1.7).

Figura 1.7 Evaluadores analizando descriptores

Cada descriptor fue definido y en los casos que se considerd necesario, se
incluyd un material de referencia. Se realizaron las escalas propias de cada descriptor.
Se decidio utilizar escalas no estructuradas ancladas en los extremos con el centro
definido. En una segunda parte se eligieron los descriptores mas representativos
obtenidos por consenso entre los jueces y el lider del panel (DESA, 2010; Gokoglu,
2002).

Para el gusto salado se realizé un minimo de escala utilizando una solucion al

0,5% de sal y un maximo de 2,5% y se entrend al panel con esta escala.
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De cada filete de caballa se obtienen 2 lomitos, cada uno de ellos tiene un color
caracteristico. En la Figura 1.8 se puede ver el lomito ubicado en la zona ventral (que
se asemeja a un color té con leche) y el lomito ubicado en la zona dorsal (que se

asemeja a un color gris).

| Figura 1.8 Lomito color t con leche (A) y lomito color gris (B)

Para la evaluacion del color se crearon sus respectivas escalas. Para el color té
con leche se realizaron soluciones conteniendo proporciones variables de té y leche
como se puede ver en la Tabla 1.6 y en la Figura 1.9. Se utilizé leche en sachet marca
La Serenisima y té marca La Virginia infusionando durante 5 minutos un saquito en
250 ml de agua a 95°C. Para el color gris se utilizé una escala de grises obtenida del
programa Microsoft Office Word 2003 (Figura 1.10).

Tabla 1.6. Porcentajes utilizados para color té con leche
05 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Te 95 90 80 70 60 50 40 30 20 10
Leche 5 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Figura 1.9 Tubos de ensayo conteniendo las soluciones de té con leche
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Figura 1.10 Escala de grises

Luego de la definicion de los descriptores y sus respectivas escalas, se
realizaron sesiones de entrenamiento para que los evaluadores se familiaricen con los
mismos.

Una vez hecho el entrenamiento, se procedid a realizar las evaluaciones
sensoriales. En cada sesion, los panelistas recibieron muestras de lomitos de caballa
elaboradas segun se muestra en el diagrama de flujo de la Figura 1.13. Con el fin de
evaluar el efecto que produce en los lomitos la deshidratacién osmética, se realizaron
perfiles sensoriales de lomitos cocidos al vapor (lomitos cocidos) y de lomitos cocidos
al vapor y deshidratados osméticamente (lomitos de humedad intermedia).

Cada panelista recibié una muestra de aproximadamente 20g a temperatura
ambiente (18 + 2°C) dispuesta sobre un recipiente plastico con tapa y se le entregd

una planilla con las escalas de los descriptores.

1.4.5 Analisis Estadistico de los Resultados

Para determinar la capacidad discriminatoria de cada panelista, los resultados
se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) de un factor (evaluadores).
De esta manera, se determind si el efecto del mismo fue significativo para los
descriptores estudiados (p<0,05). En analisis posteriores se compararon las medias
mediante el Test de Tukey (p<0,05).

Para comparar los lomitos cocidos con los lomitos deshidratados
osmoticamente (tanto para comparar perfiles sensoriales como la textura instrumental)
se realizd6 un ANOVA de un factor (tratamiento). De esta manera, se determiné si la
etapa de deshidrataciéon osmoética tuvo un efecto significativo (p<0,05) sobre los
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descriptores analizados. Posteriormente se compararon las medias mediante el Test
de Tukey (p<0,05).

El analisis estadistico se llevo a cabo con el programa InfoStat, 2011 (Grupo
InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina).

1.5 Resultados y discusion

1.5.1 Composicién quimica proximal

La composicion quimica proximal de la materia prima cruda se muestra en la
Tabla 1.7.

Tabla 1.7 Composicion quimica proximal (% en base hiumeda) de caballa entera y lomitos

Humedad Proteinas Lipidos Cenizas
Caballa entera 69,42 + 0,38 21,31 +0,19 8,26 + 0,18 1,31+ 0,07
Lomitos 71,66 + 0,20 21,48 + 0,52 5,50 + 0,69 1,36 + 0,03

1.5.2 Formulacién de la solucién de infusién para la deshidratacién osmoética

Para la eleccion de la concentracion de la solucion osmotica se tomd como
referencia a la solucién de infusion utilizada por Sanchez Pascua y col. (1998) para la
coccion y deshidratacion osmotica de lomitos de caballa. Esta solucion estuvo
compuesta por 54% de glicerol; 38,3% de agua; 7% de sal y 0,7% de sorbato de
potasio.

Como se decidié no utilizar conservantes quimicos en la elaboracién de la
preserva, en primera instancia se eliminé el sorbato de potasio de la composicion de la
solucion.

Teniendo como objetivo obtener un producto con una a, de entre 0,88 y 0,90,
se buscé disminuir lo mas posible los porcentajes de glicerol y sal de la solucion. La
busqueda de una disminucién del contenido de glicerol en la solucion obedecié a
optimizar los costos de produccién. La limitacion mas importante del desarrollo de la
DO a escala industrial se encuentra en la viabilidad econémica del uso de soluciones
concentradas, dependiendo de la disponibilidad de los solutos a bajos costos (Dalla
Rosa y Giroux, 2001).
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En cuanto al contenido de NaCl, se buscoé que el contenido final de la preserva
fuera cercano al 2 %. Ademas, se establecio que el tiempo de inmersién de los lomitos
en la solucion de infusion no fuera mayor de 20 h.

Teniendo en cuenta los requisitos mencionados, se experimentd con distintos
porcentajes de glicerol y sal en la solucion. Se investigo utilizando 54, 40, 30 y 20% de
glicerol y 4, 5, 6 y 7% de sal. Se realizaron analisis de a,, y contenido de glicerol y sal y
se determind que la composicion que cumplié con los requisitos establecidos fue: 40%
de glicerol, 5% de sal y 55% de agua.

Luego de la realizacién del perfil sensorial de los lomitos de humedad
intermedia se decididé agregarle acido citrico a la solucién con el fin de contrarrestar el
gusto dulce. Este analisis se detalla en la Seccion 1.5.5. La solucién final fue: 54,5%
de agua; 40% de glicerol; 5% de sal y 0,5% de acido citrico. Con esta solucién de
infusion, en 19h de deshidratacion osmética se llegé a una a,, de 0,89 + 0,01 con un
contenido de NaCl de 1,99 £ 0,01%; un contenido de glicerol de 16,03 + 0,63%; un
contenido de acido citrico de 0,16 + 0,01% y un pH de 5,11 + 0,05.

1.5.3 Calculo tedrico de la pasteurizacion

Se calcularon las propiedades termofisicas de los lomitos a 60°C y a 18°C de
acuerdo a las correlaciones de Choi y Okos (Urbicain y Lozano, 1997). Estas
propiedades y el Bi para cilindro y para placa a ambas temperaturas se muestran en la

Tabla 1.8.

Tabla 1.8 Propiedades termofisicas de los lomitos de caballa de a,, intermedia

Temperatura (°C)
Propiedad Termofisica

18 60
p (Kg/md) 1287,42 1270,73
Ko (W/m°C) 0,489 0,460
Cp (J/Kg°C) 2868,93 2890,58
a, (m?/s) 1,042x107 1,173x10”
Bi piaca 8,594 9,123
Bi cilindro 1,841 1,955

En las Figuras 1.11 y 1.12 se muestran las curvas de calentamiento y
enfriamiento del lomito de caballa a 60°C y 18°C respectivamente. Se obtuvieron

valores de R de 0,9996 y 0,9992 para calentamiento y enfriamiento respectivamente.
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Los valores de fy, y f. fueron 25,06 y 27,32 respectivamente. El j, fue de 0,926 y el j. de
0,974.

Log (TR-T)
o
[6)]
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-1 - ) .
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Figura 1.11 Curva de calentamiento
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Figura 1.12 Curva de enfriamiento

De acuerdo a los valores de f,, y f. obtenidos es posible utilizar el método de
Stumbo para el calculo del tiempo de pasteurizacion.

El tiempo de pasteurizacion determinado por el método general fue de 53,5
min. y de 52,0 y 52,5 min. por el método de Stumbo y Hayakawa respectivamente.

Las tablas utilizadas por el método de Stumbo y Hayakawa se pueden ver en

los Anexos 2, 3y 4.

1.5.4 Proceso de elaboracion de lomitos de caballa de humedad intermedia

El proceso de elaboracion de los lomitos se muestra en el diagrama de flujo de

la Figura 1.13.
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Figura 1.13 Diagrama de Flujo del proceso de elaboracién de lomitos de caballa de humedad

intermedia
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A continuacion se describen en detalle las etapas de este proceso.

» Descongelado: las caballas (Figura 1.14) fueron descongeladas en refrigeracion (5
1 1°C) durante 48hs.

Figura 1.14 Ejemplar congelado de caballa (Scomber japonicus)

» Eviscerado y corte de cabezas y colas: una vez descongeladas las piezas, se les

abrié el abdomen aplicando un corte con cuchillo de acero inoxidable desde el ano
hasta debajo de la cabeza. Luego se aplicd otro corte debajo de las aletas
pectorales (un corte de cada lado) para separar la cabeza y, mediante un tirén, se
retiraron las visceras junto con la cabeza. Finalmente se corté la aleta caudal
(cola). A la parte del pescado que resulta del retirado de las visceras, cabeza y

cola se la denomina “tronco” (Figura 1.15).

Figura 1.15: Obtencion del tronco de caballa.
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» Lavado: los troncos fueron lavados con agua de red para retirar restos de sangre y
visceras adheridas al abdomen.

» Coccidn al vapor: los troncos lavados fueron cocidos al vapor (100°C) utilizando

una olla acondicionada para tal fin. El tiempo de coccién fue de 20 minutos. La
coccion se realizé con el fin de acondicionar las muestras para poder realizar la
separacion del musculo blanco de forma eficiente. Ademas, durante la coccién se

inactivan enzimas y se reduce la carga bacteriana.

» Oreo: una vez cocidos, se dejaron enfriar los troncos por 20 minutos a temperatura

ambiente y luego fueron mantenidos en refrigeracién (5 £ 1°C) durante 2 horas.

» Separacion manual de lomitos: la separacion de los lomitos se realizé de forma

manual. Se retird la piel, el esqueleto, el musculo oscuro y las espinas. De esta

manera se obtuvo el musculo limpio al que se denominé “lomito” (Figura 1.16).

Figura 1.16: Lomitos de caballa.

> Deshidratacion osmdtica: se colocaron los lomitos en la solucidon de infusion a

temperatura de refrigeracion (5 = 1°C) durante 19 horas. La composicion de la
solucion se puede ver en la Tabla 1.9. La a, de la solucién fue de 0,68 y la
proporcion pescado:solucion fue de 1:2. Una vez deshidratados, los lomitos se

sacaron de la solucion y se escurrieron sobre bandejas.
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Tabla 1.9: Composicién de la solucién de infusion.

Componente Porcentaje(p/p)
Agua 54,5
Glicerol 40

Sal 5

Acido citrico 0,5

> Envasado al vacio: los lomitos escurridos se colocaron en bolsas termosellables de

polietiieno de baja densidad (PEBD) y poliamida (PA) de 75 micrometros de
espesor (Cryovac®) y se procedié al envasado al vacio utilizando una envasadora
Rapi Vac modelo DZ 400 (Servivac, Argentina).

Las propiedades de permeabilidad de las bolsas utilizadas fue la siguiente:
= velocidad de transferencia de oxigeno: 75 cc/m?/24h

= velocidad de transferencia de vapor de agua: 11 g/ m%/24h

» Pasteurizacion: los lomitos envasados al vacio se pasteurizaron en agua a 60 *

1°C durante 54 minutos mediante el uso de un bafo termostatico modelo Masson
D (Vicking, Argentina). El estudio tedrico de la pasteurizaciéon fue detallado en la

Seccion 1.5.3 y la validacion de esta etapa se puede ver en el Capitulo 3.

» Almacenamiento en refrigeracion: luego de la pasteurizacion, se enfriaron en un

bano de agua a 18°C durante 30 minutos, se secaron con papel y se almacenaron

en refrigeracion (5 £ 1°C).
El producto final (Figura 1.17) presenté un contenido de humedad del 50,32 +

0,02%; un 1,99 + 0,01% de NaCl; un 16,03 £ 0,63% de glicerol y un 0,16 £ 0,01% de
acido citrico. Ademas, el pH fue 5,11 £ 0,05y la a,, 0,89 + 0,01.
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Figura 1.17 Lomito de caballa DO, envasado al vacio y pasteurizado

1.5.5 Evaluacion sensorial

A continuacion se detallan los resultados de las pruebas de seleccion y la

realizacion del perfil sensorial.

Seleccion de Evaluadores

En las tablas 1.10, 1.11, 1.12 y 1.13 se pueden ver los resultados de las

pruebas de reconocimiento de gustos basicos, de aromas, de color y de perfil

sensorial.
Tabla 1.10 Resultados de la prueba de gustos basicos
Evaluador Muestras Puntaje
831 111 738 924 125 765 143 557 616 477 355
1 Dul  Ac Uma Sal Sal Ama Dul Agua Uma Ac Agua Ama 2
2 Dul  Ac Uma Sal Sal Ama Dul Uma Ama Ac Agua Ama 1
3 Dul  Ac Uma Sal Sal Ama Dul Agua Ama Ac Agua Ama 2
4 Dul  Ac Agua Sal Sal Ama Dul Agua Agua Ac Uma Ama 3
5 Dul  Ac Uma Sal Sal Ama Dul Uma Uma Ac Uma Ama 2
6 Dul  Ac Uma Sal Sal Ama Dul Agua Ama Ac Agua Ama 2
7 Dul  Ac Uma Sal Sal Ama Dul Agua Agua Ac Uma Ama 2
8 Dul  Ac Uma Sal Sal Ama Dul Uma Agua Ac Agua Ama 0
9 Dul  Ac Uma Sal Sal Ama Dul Agua Agua Ac Agua Ama 1
10 Dul  Ac Uma Sal Sal Ama Dul Uma Agua Ac Agua Ama 0
11 Dul  Ac Agua Sal Sal Ama Dul Uma Ama Ac Uma Ama 3
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Tabla 1.11 Resultados de la prueba de reconocimiento de aromas

Muestras
Evaluador Anetol Almendra Mentol Citral Eugenol Puntaje
879 445 286 411 160
1 A A B A B 0
2 A A A A Cc 1
3 A A A A Cc 1
4 A Cc B A Cc 2
5 A A A A A 0
6 A B B A B 0
7 A B B A Cc 1
8 A A A A A 0
9 A B A B A 0
10 A A A A A 0
11 A B A B Cc 1
Tabla 1.12 Resultados de la prueba de discriminacion de color
Evaluador Muestras Puntaje
199 771 108 509 211
1 199 771 108 509 211 0
2 199 771 108 509 211 0
3 199 771 108 509 211 0
4 199 108 771 509 211 1
5 199 771 108 509 211 0
6 199 771 108 509 211 0
7 199 771 108 211 509 1
8 199 771 108 509 211 0
9 199 771 108 509 211 0
10 199 771 108 509 211 0
11 199 771 108 211 509 1
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Tabla 1.13 Resultados de la prueba del perfil sensorial

Evaluador Aspecto Fracturabilidad Salado Sabor
Tostado Tostado
1 0 0 0 1
2 0 0 0 1
3 0 0 0 1
4 0 0 1 0
5 0 0 0 1
6 0 1 0 0
7 0 0 0 0
8 0 1 0 0
9 0 1 0 0
10 0 0 0 0
11 0 1 0 0

En cuanto a los resultados de la prueba del perfil sensorial, para el descriptor
aspecto tostado, el orden de todos los evaluadores coincidié con el orden promedio del
grupo. La galletita con el cédigo 314 resulto la mas tostada seguida por la 298.

Con respecto a la fracturabilidad, los evaluadores 6, 8, 9 y 11 presentaron un
desvio con respecto al orden del grupo.

Una de las muestras, la 314, no contenia sal, esto fue percibido por todos los
evaluadores. El evaluador 4 dio un puntaje demasiado alto a la muestra 298 con
respecto al resto.

Con respecto al sabor tostado, 4 evaluadores presentaron diferencias con
respecto al orden del grupo (1, 2, 3y 5).

Puntaje final:

Tabla 1.14: Puntaje final

Evaluador Suma total

1 3
2 3
3 3
4 7
5 3
6 4
7 3
8 1
9 2
10 0
11 6
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Se decidié tomar como puntaje maximo admisible un valor de 4. En la tabla

1.15 se puede ver el orden de mérito final.

Tabla 1.15 Orden de mérito

Evaluador Puntaje

10 0
8 1
9 2
1 3
2 3
3 3
5 3
7 3
6 4
11 6
4 7

Se puede apreciar que los evaluadores numero 11 y 4 no lograron pasar las

pruebas de seleccion.

Busqueda de descriptores

El analisis descriptivo de lomitos de caballa se realizé con los 9 evaluadores
que superaron las pruebas de seleccion.

La busqueda de descriptores se dividié en dos. Inicialmente, se les pidi6 a los
panelistas que busquen caracteristicas sensoriales que consideren importantes para
describir las muestras.

Estos fueron los descriptores encontrados por los evaluadores:

Presencia de musculo oscuro
Uniformidad de color
Manchas doradas

Color grisaceo

Color té con leche

Color crema

Aroma a pescado

V V. V V V V V VY

Aroma dulzoén
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Aroma a mar
Aroma a sal
Aroma a rancio
Fibrosidad
Dureza
Jugosidad
Elasticidad
Masticabilidad
Gusto dulce
Gusto salado
Gusto amargo
Sabor a pescado

Sabor rancio

YV VV V V VYV V V V V VY V V V

Sabor residual
Luego, fue elegida una lista final de atributos, se los definio y se cre6 una

escala verbal. Esta segunda parte fue realizada por el lider del panel junto con los

evaluadores y se puede ver en la Tabla 1.16.
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Tabla 1.16 Lista de descriptores con escala y definicion

Escala Definicion
Color
Grisaceo Impresa Color asociado con el color gris
Té con leche Diluciones Color asociado con el color del té con el agregado de
leche
Aroma
Pescado Nada-Mucho Aroma caracteristico del pescado fresco cocido
Dulzén Nada-Mucho
Rancio Nada-Mucho Aroma caracteristico de la oxidacion de los lipidos del
pescado
Textura
Jugosidad Nada-Mucho Grado de humedad del producto al masticar
Dureza al Tacto Blando-Duro Fuerza requerida para lograr cortar el producto con la
(Flan-Corcho) ayuda de un tenedor.
Dureza Blando-Duro Fuerza requerida para lograr deformar o penetrar el
(Flan-Corcho) producto al masticar.
Sabor
Dulce Nada-Mucho Gusto dulce
Scién salina al 0,5%-
Salado Gusto salado
2,5%
Amargo Nada-Mucho Gusto amargo
Pescado Nada-Mucho Sabor asociado al pescado fresco cocido
Rancio Nada-Mucho Sabor originado por la oxidacion de los lipidos del

pescado

Perfil Sensorial

Se realizé el perfil sensorial de acuerdo al método del Analisis Descriptivo

Cualitativo (DESA, 2010). Para la realizacion de este estudio un evaluador no fue

tenido en cuenta debido a que sus evaluaciones fueron significativamente diferentes
con respecto al resto (p<0,05).
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Luego de analizar por ANOVA los resultados para cada descriptor, se observo
que el color gris y el té con leche, los sabores amargo, dulce y rancio, la dureza al
corte, la jugosidad y los aromas a pescado y rancio no presentaron diferencias
significativas entre los evaluadores (p>0,05). Los demas descriptores presentaron
diferencias significativas, por lo tanto se realizé un Test de Tukey (p<0,05) con el fin de
detectar diferencias entre las medias de los evaluadores.

En cuanto al aroma dulzdén, el evaluador 7 mostré una tendencia a marcar muy
por encima de la media general por lo que no se tuvo en cuenta su evaluacion para
este descriptor. Para la dureza en boca, el evaluador 2 tuvo una tendencia a marcar
por debajo de la media general y los evaluadores 1 y 8 por encima de la misma. La
evaluacién de estos tres no se tuvo en cuenta.

Para los descriptores sabor a pescado y gusto salado hubo una gran disparidad
de resultados. Los lomitos contienen diversos ingredientes y sustancias propias del
pescado que se solapan entre ellos produciendo en los evaluadores distintos
estimulos haciendo que cada uno tenga sus propias percepciones (Multon, 1988;
Sanchez Pascua y col., 2010). Esta disparidad de resultados se corrigié con mas
sesiones de entrenamiento en los descriptores mencionados anteriormente. En cuanto
al gusto salado, ademas, se decidi6 cambiar la escala del estilo nada-mucho por otra
en que se utilizaron dos soluciones acuosas con concentraciones distintas de sal para
el minimo y maximo de escala. Las concentraciones elegidas fueron 0,5% y 2,5%. De
esta manera se logré mejorar las evaluaciones.

En la Figura 1.18 se muestran los resultados del perfil en un grafico radial. Se
puede apreciar una caracteristica muy distintiva del producto dada por el gusto dulce
aportado por el glicerol. Segun Multon (1988), el glicerol, en ciertas concentraciones,
puede aportar un gusto residual dulce. Ademas del gusto dulce, también aporté un
leve aroma dulzon.

Cabe destacar que el producto no presentd ni aroma ni sabor rancio. Ademas,
no tuvo gusto amargo, este es un dato relevante dado que el glicerol puede aportar

también un sabor residual amargo (Sanchez Pascua y col., 2010).
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Color Gris
10

Sabor Amargo Color Té con Leche

Sabor Rancio Aroma a Pescado

Sabor a Pescado Aroma Dulzén

Sabor Salado Aroma Rancio

Sabor Dulce Dureza al Corte

Jugosidad Dureza en Boca

Figura 1.18 Perfil sensorial de lomitos deshidratados osmoéticamente

Reduccion de la intensidad del gusto dulce

Luego de realizar el perfil sensorial de los lomitos, se decidio trabajar sobre la
formulacién del producto para intentar disminuir la intensidad del gusto dulce percibida
por los evaluadores.

Diversos autores han utilizado una combinacion de glicerol y sal para disminuir
la a, de productos carnicos (Brockman, 1970; Chirife y col., 1979; Favetto y col.,
1981). Dependiendo la a, buscada, los productos frecuentemente son rechazados
sensorialmente debido al gusto residual dulce (Leistner, 1987; Sanchez Pascua y col.
1994). Por este motivo se decidié incorporar acido citrico en la solucion de infusién
para contrarrestar el gusto dulce. La interaccion acido-dulce ha sido ampliamente
estudiada (Bonnans y Noble, 1993; Marsh y col., 2003, 2006; Sanchez Pascua y col.,
2010; Schifferstein y Frijsters, 1990). Estos autores determinaron que el acido citrico
suprime el dulzor de la sacarosa. La combinacién acido-dulce ha sido utilizada en
pescados marinados con acido acético y sacarosa (McLay, 1972) y con acido acético y
sorbitol (Casales y Yeannes, 2006). Distintos acidos han sido utilizados como
complemento de la sal para tiernizar mantos de calamar (Collignan y Montet, 1998) o
para estabilizar y dar propiedades organolépticas especificas en anchoas (Poligné y
Collignan, 2000).
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Se realizaron ensayos para determinar el porcentaje de acido citrico a utilizar
en la solucién osmotica. Para esto se analizaron diferentes porcentajes: 0,25; 0,5; 1; 2
y 3 %. El panel sensorial se reunié para evaluar el sabor de las muestras y decidir el
porcentaje optimo que permitiera balancear el dulzor y la acidez. Con 0,25% de acido
citrico el dulzor de las muestras siguio¢ siendo muy elevado y, por otro lado, a partir del
1% el sabor acido fue muy fuerte. Es por esto que se determind que la concentracion
que contrarrestd el gusto dulce sin prevalecer en exceso el acido fue 0,5% de acido

citrico.

Perfil sensorial de los lomitos de humedad intermedia y comparaciéon con lomitos

cocidos

Se realizé un segundo perfil sensorial a los lomitos elaborados con la nueva
solucion de infusion conteniendo acido citrico. El agregado de acido citrico disminuyo
significativamente (p<0,05) el gusto dulce de los lomitos (de un valor de 7,96 + 0,75
paso a tener un valor de 5,47 £ 1,06). Ademas del gusto dulce, también disminuyeron
significativamente el aroma dulzén y el color té con leche. Distintos autores han
informado del cambio de color de filetes de pescado debido a la inmersiéon en
soluciones conteniendo acidos. Kofakowski y Bednarczyk (2002), reportaron un
aumento de la claridad y un descenso del color rojo en filetes de arenque inmersos en
solucion de sal y acido acético. Se detectod el sabor acido aportado por el acido citrico
(con un valor de 1,89 + 1,12) y los otros parametros estudiados no presentaron

diferencias significativas (p>0,05).

Una vez obtenido el perfil sensorial definitivo de los lomitos DO (con el
agregado de acido citrico a la solucidon osmoética), los panelistas analizaron también
muestras de lomitos de caballa cocidos al vapor (sin el proceso de DO). Este andlisis
se llevd a cabo con el fin de comparar el producto cocido con el producto de humedad
intermedia y poder determinar cémo afecta la DO a las caracteristicas sensoriales de

la caballa. Los resultados se muestran en la Figura 1.19.
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Dureza al corte
10

Dureza en boca

Jugosidad

Acido Aroma a pescado

Amargo Aroma dulzén

Sabor rancio Aroma rancio

Sabor a pescado Dulce

Salado

—e— Lomitos DO —— Lomitos cocidos ‘

Figura 1.19 Perfiles sensoriales de lomitos deshidratados osméticamente (DO) y de lomitos

solamente cocidos

Ademas, en la Tabla 1.17 se observan los resultados de los perfiles y el

analisis estadistico realizado (ANOVA).

Tabla 1.17 Resultado del perfil sensorial de lomitos cocidos y lomitos deshidratados
osmoéticamente (DO)

Atributos Lomitos cocidos Lomitos DO
Gris 4,22+0,94 a* 4,72+0,75 a
Té con leche 1,89+1,05 a 1,78+0,67 a
Dureza al corte 4,16x1,11 a 6,28%1,51 b
Dureza en boca 3,4210,94 a 5,31£0,88 b
Jugosidad 3,89+0,99 a 4,42+0,86 a
Aroma a pescado 3,39+1,55 a 3,19+1,44 a
Aroma dulzén 1,39+1,18 a 2,3320,95 b
Aroma rancio 0,92+0,73 a 0,75+0,67 a
Dulce 0,47+0,47 a 5,47+1,06 b
Salado 0,94+0,66 a 2,22+0,93 b
Sabor a pescado 4,64+0,89 b 2,94+0,75 a
Sabor rancio 0,61+£0,56 a 0,8310,91 a
Amargo 0,78+£0,69 a 0,61+0,56 a
Acido 0,50£0,54 a 1,89+1,12 b

*Valores medios seguidos por letras distintas en una
misma fila son significativamente diferentes (p<0,05).
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No hubo diferencias significativas (p>0,05) en los parametros gris y té con
leche. La DO no influyé sobre la percepcién sensorial del color del producto.

Los lomitos DO tuvieron una dureza significativamente mayor (p<0,05) tanto al
corte como en boca. Esta caracteristica distintiva de los lomitos de humedad
intermedia se pudo deber a la pérdida de agua por deshidratacion (Ruiz-Ramirez y
col., 2005), asi como también al efecto plastificante del glicerol (Multon, 1988; Moreira
y col., 2007). Los plastificantes como el glicerol ejercen una gran influencia sobre las
propiedades reoldgicas de los productos alimenticios ya que cambian su organizacion
molecular (Farahnaky y col., 2009).

La pérdida de agua durante la DO no afecté la jugosidad de los lomitos ya que
no hubo diferencias significativas (p>0,05) entre las muestras. Esto se puede deber a
que si bien se perdié alrededor de un 18% de agua durante la DO, el producto
incorpord alrededor del 16% de glicerol. Ademas de plastificante, el glicerol es un
excelente humectante (Muguruma y col., 1987).

En cuanto al aroma a pescado y a rancio, estos no se vieron afectados por el
tratamiento aplicado (p>0,05). Por el contrario, se encontraron diferencias
significativas (p<0,05) en el aroma dulzén debido al glicerol.

Como se dijo anteriormente, con el agregado de acido citrico a la solucién
osmoética se redujo significativamente el gusto dulce de un valor de 7,96 a 547. A
pesar de esta reduccion, el gusto dulce se siguidé percibiendo ya que los evaluadores
encontraron diferencias significativas (p<0,05) entre la muestra cocida y la procesada.
Esta es una caracteristica intrinseca de la preserva.

Tanto en el gusto acido como en el salado las muestras deshidratadas tuvieron
una intensidad significativamente mayor (p<0,05). Esto fue debido al acido citrico y a
la sal incorporados durante la DO.

Los sabores amargo y rancio fueron percibidos levemente (en todos los casos
tuvieron una puntuacién menor a 1) y no hubo diferencias significativas (p>0,05) entre
las muestras evaluadas.

Por ultimo, existieron diferencias significativas (p<0,05) en el sabor a pescado.
Los evaluadores percibieron un mayor sabor a pescado en las muestras cocidas. Esta
disminucion en el sabor a pescado debido al procesamiento puede atribuirse a un
enmascaramiento producido por los gustos dulce, salado y acido aportados por el
glicerol, la sal y el acido citrico respectivamente. Ademas, durante la DO se produce
una salida de solutos, que forman parte del sabor, desde el producto hacia la solucion
(Sablani y Rahman, 2003).
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1.5.6 Analisis instrumental de la textura

Se realiz6 un analisis instrumental de textura de los lomitos deshidratados
osmoticamente (lomitos DO) mediante la técnica Texture Profile Analisis (TPA)
(Bourne, 1978). Ademas, se analiz6 con la misma técnica la textura de los lomitos
cocidos con el fin de investigar el aporte de la DO a la textura del producto. Los

resultados se muestran en la Tabla 1.18.

Tabla 1.18 Resultado del andlisis instrumental de textura de lomitos cocidos y lomitos
deshidratados osmaéticamente (DO)

Muestra Dureza (N) Adhesividad (Ns) Cohesividad
Lomitos cocidos 4,33+1,38 a* 0,03+0,01 a 0,43+0,02 a
Lomitos DO 9,81£1,77 b 0,030,011 a 0,44+0,02 a

*Valores medios seguidos por letras distintas en una misma columna
son significativamente diferentes (p<0,05).

Como se puede observar, la dureza de los lomitos DO fue significativamente
mayor (p<0,05) que la dureza de los lomitos cocidos. Estos resultados estan de
acuerdo con los resultados del andlisis sensorial. Como se vio anteriormente, la
dureza evaluada en boca y al corte de los lomitos de humedad intermedia también fue
significativamente mayor. Este estudio sirvio para confirmar de forma objetiva los
resultados sensoriales.

Ademas de la dureza, se analizdé la adhesividad y la cohesividad de las
muestras. No hubo diferencias significativas (p<0,05) entre las muestras estudiadas en
ambos parametros. Por lo tanto, la deshidratacion osmotica generd una mayor dureza

en los lomitos pero no afecté a la adhesividad ni a la cohesividad.

1.5.7 Analisis instrumental del color

Se analizdé el color de los lomitos mediante el uso de un colorimetro para
obtener resultados objetivos de este parametro y poder comparar con los resultados
del analisis sensorial del color.

Al igual que en el andlisis instrumental de la textura, se analizaron también
muestras de lomitos cocidos con el fin de estudiar el efecto de la DO sobre el color de

los mismos. Los resultados se muestran en la Tabla 1.19.
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Tabla 1.19 Resultado del analisis instrumental de color de lomitos cocidos y lomitos
deshidratados osmoéticamente (DO)

Gris Té con leche
Parametro tgm:g: Lomitos DO tgm:g: Lomitos DO
L* 67,19+4,51a 65,38t2,09a 66,35t2,70a 65,95+5,04 a
a* 0,86+1,38 a 0,741+1,25 a 4,45+0,85 a 3,64+1,08 a
b* 15,38+3,99a  13,07+4,21a 19,96+1,48a 20,361+2,15a

*Valores medios seguidos por letras distintas en una misma columna
son significativamente diferentes (p<0,05).

Tanto para el color gris como para el color t¢ con leche, ninguno de los
parametros estudiados (L*, a* y b*) presenté diferencias significativas (p>0,05) entre
las muestras cocidas y las DO. Estos resultados concuerdan con el analisis sensorial,
ya que tanto en el color gris como el té con leche los evaluadores no encontraron

diferencias significativas entre las muestras cocidas y las DO.

1.6 Conclusiones

Se realizo el diseno del proceso de elaboracion de la preserva de caballa. Las
etapas del proceso de elaboracion de lomitos de humedad intermedia fueron:
descongelado de la caballa, eviscerado y corte de cabezas y colas, coccion al vapor,
oreo, separacion de los lomitos, deshidratacion osmotica, envasado al vacio,
pasteurizacion y almacenamiento refrigerado.

Mediante la deshidratacion osmética en solucion de glicerol (40%), sal (5%) y
acido citrico (0,5%) se obtuvo un producto con un contenido de humedad del 50,32 +
0,02%, un 1,99 + 0,01% de NaCl y 16,03 + 0,63% de glicerol. Ademas, el pH fue 5,11
+0,05ylaa, 0,89 £ 0,01. De acuerdo a estas caracteristicas fisicoquimicas, el Unico
microorganismo patégeno capaz de crecer en la preserva es el Staphylococcus
aureus, por lo que se disefd la etapa de pasteurizacion teniendo a este
microorganismo como referencia. Se estimd la evolucion de la temperatura en estado
no estacionario en el centro geométrico del lomito. El tiempo de pasteurizacién para
lograr una letalidad de 5D (5 reducciones decimales) determinado por el método
general fue de 53,5 min. y de 52,0 y 52,5 min. por el método de Stumbo y de
Hayakawa respectivamente. El tiempo de pasteurizacion tedrico calculado en este
Capitulo fue validado experimentalmente mediante un estudio de reto microbiano en el

que se inoculd una cepa de Staphylococcus aureus (Capitulo 3).
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Se realizé un perfil sensorial mediante el método del Analisis Descriptivo
Cualitativo analizando aspecto, aroma, textura y sabor de los lomitos de humedad
intermedia. Para este fin se seleccioné un grupo de panelistas y se los entrend para
poder evaluar los descriptores caracteristicos del producto bajo estudio. A partir del
perfil realizado, se decidié agregarle acido citrico a la solucion osmotica (0,5%) para
contrarrestar el gusto dulce aportado por el glicerol. Con el agregado de &cido citrico
se logré disminuir significativamente el gusto dulce de la preserva.

Para describir los cambios sensoriales producidos debido a la DO, se comparé
el producto final con lomitos cocidos (sin deshidratar). La DO no cambié el color, la
jugosidad, los aromas a rancio y a pescado, el sabor a rancio ni el gusto amargo. En
cambio, esta etapa aumentd significativamente la dureza (tanto al corte como en
boca), el aroma dulzén, los gustos dulce, &acido y salado, y disminuyé
significativamente el sabor a pescado.

Para completar la caracterizacion fisicoquimica, se realizaron analisis
instrumentales de textura y color del producto final. Los cambios en textura y color
debido a la etapa de deshidratacion también fueron analizados. La dureza de los
lomitos DO fue significativamente mayor que la dureza de los lomitos cocidos. Este
estudio sirvié para confirmar de forma objetiva los resultados sensoriales de dureza.
Ademas se hallé que tanto la adhesividad como la cohesividad de las muestras no
tuvieron diferencias significativas. Por lo tanto, la DO generé una mayor dureza en los
lomitos pero no afecté a la adhesividad ni a la cohesividad.

Tanto para el color gris como para el color t¢ con leche, ninguno de los
parametros estudiados (L*, a* y b*) presentd diferencias significativas (p>0,05) entre
las muestras cocidas y las DO. Estos resultados concuerdan con el analisis sensorial
ya que, tanto en el color gris como el té con leche, los evaluadores no encontraron

diferencias significativas entre las muestras.
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2.1 Resumen

El objetivo de este capitulo fue estudiar la difusién de solutos (glicerol y sal) y
de agua durante la infusidon de caballa en la solucion de baja a,. Se utilizaron dos
geometrias, se trabajo con rodajas, a las que se consider6 como placas planas
semiinfinitas, y con lomitos, a los que se consideré como cilindros finitos y como
cilindros semiinfinitos.

La transferencia de masa durante la deshidratacion osmaética fue modelada
utilizando el modelo de Crank, de Zugarramurdi y Lupin, de Azuara, de Peleg y de
Weibull. Ademas, se determinaron los perfiles de concentracion de agua y solutos

durante la deshidratacion osmatica de los lomitos.

2.2 Introduccion

El desarrollo de nuevos productos y la optimizacion del proceso de
deshidratacion osmoética (DO) dependen del correcto entendimiento del contenido de
agua y solidos y en el conocimiento de los coeficientes de difusion durante la DO. Los
resultados de este trabajo son de gran importancia para la industria pesquera para
poder desarrollar productos de humedad intermedia listos para consumir o como
materia prima de otros procesos.

La alta complejidad del sistema hace que la precision predictiva sea dificil
cuando se usan modelos matematicos rigurosos y que ésta dependa de la
determinacion apropiada de las condiciones de equilibrio y de parametros como la
difusividad (Ochoa Martinez y Ayala Aponte, 2005). Diferentes modelos matematicos
han sido aplicados para ajustar los resultados experimentales de los procesos de DO
con el objetivo de predecir el comportamiento de los productos alimenticios.
Generalmente, cuando se quiere utilizar un modelo fenomenoldgico para procesos a
presion atmosférica, como la DO, se emplea el modelo de Crank, que consiste en una
solucién de la Ley de Fick en estado no estacionario y que representa el mecanismo
difusional (Crank, 1975). La solucion analitica de esta ecuacion diferencial esta
limitada a geometrias regulares simples y tiene la forma de una serie infinita
dependiente del tiempo, de la cual suele emplearse sélo el primer término. Este
modelo, utilizado por distintos autores (Casales y col., 2009; Corzo y Bracho, 2007;
Gerla y Rubiolo, 2003; Gou y col., 2003; Graiver y col, 2006; Rodger y col., 1984; Telis

y col., 2003 entre otros), asume que la concentracion de la solucién permanece
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constante, la resistencia externa es despreciable comparada con la resistencia interna
y la geometria de las muestras es simple como, por ejemplo, una placa semiinfinita. La
Ley de Fick resuelta de acuerdo a Crank (1975) (considerando al medio como un
sélido poroso homogéneo con propiedades constantes), en la mayoria de los casos,
suele ajustar bien a los resultados de las experiencias de deshidratacién osmética en
lo que respecta a los contenidos promedio de agua y solutos (azucar o sal) en funcion
del tiempo (Ramallo, 2010). Los coeficientes de difusion efectivos del agua y solutos
obtenidos de este modo son valores "globales" que minimizan los errores pero que no
son los verdaderos ya que engloban en si distintos fendmenos (resistencia
transmembrana, variacion del volumen, interaccién entre los flujos, heterogeneidad del
sélido, etc.).

Otra alternativa para modelar el proceso de DO es el uso de modelos empiricos
basados en representaciones matematicas de los datos observados
experimentalmente, cubriendo algunas de las imprecisiones del modelo de Crank.
Estos modelos usualmente no tienen en cuenta las dimensiones ni la estructura del
material. Algunos modelos empiricos fueron desarrollados a partir de ajustes
polinébmicos, mientras que otros a partir de balances de masa y relaciones entre
distintas variables de proceso (Corzo y Bracho, 2009; Ochoa Martinez y Ayala Aponte,
2005). Dentro de los modelos empiricos se encuentran los de Peleg (Corzo y Bracho,
2006; Czerner y Yeannes, 2010; Schmidt y col., 2009; Turhan y col., 2002), Azuara
(Azuara, 1998; Corzo y col, 2012) y Zugarramurdi y Lupin (Corzo y Bracho, 2005;
Czerner y Yeannes, 2010; Zugarramurdi y Lupin, 1980). También han sido utilizados
modelos probabilisticos como el de Weibull (Corzo y Bracho, 2008, 2009). Los
modelos empiricos y probabilisticos estan basados en la representacion matematica
de los procesos naturales y tienen una aplicacion simple (Ochoa Martinez y Ayala
Aponte, 2005). En la mayoria de los casos, esta interpretacion de la informacién
experimental es valida solamente para reproducir condiciones semejantes a las del
trabajo del cual se obtuvieron. La metodologia que se utiliza es la correlacion directa
de la pérdida de agua y la ganancia de sélidos con algunas variables de proceso o el
planteamiento de un ajuste polindmico, sin embargo, estos métodos no permiten la
extrapolacion mas alla del rango experimental, necesitan un alto numero de
parametros que no tienen significado fisico o no siempre generan un buen coeficiente
de correlacion (Parjoko y col., 1996).

Dentro del grupo de los modelos empiricos se puede mencionar el modelo de
Azuara, que simula la pérdida de agua y la ganancia de sélidos a partir de los
balances de masa, obteniendo ecuaciones que requieren dos parametros ajustables

(Azuara y col., 1992, 1998). La principal ventaja del modelo de Azuara es que no se
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requiere llegar al equilibrio para predecirlo. Su gran desventaja es su validez, ya que
se limita al rango experimental para el cual se obtuvieron los parametros. Peleg (1988)
propuso un modelo de dos parametros para representar la adsorcién de agua en leche
en polvo y en granos de arroz enteros. Este modelo empirico ha sido utilizado para
modelar las curvas de sorcién de distintos alimentos. La mayor ventaja del modelo de
Peleg es que se ahorra tiempo al predecir la cinética de sorcién del alimento
deshidratado osmoticamente. Ademas, utilizando datos a tiempos experimentales
cortos se puede obtener el valor de equilibrio (Peleg, 1988; Turhan y col., 2002). Por
ultimo, el modelo de Zugarramurdi y Lupin (1980) fue propuesto para explicar el
comportamiento observado durante el salado de pescado. Este modelo presenta una
aproximacién exponencial a los valores de equilibrio de sal y agua.

Otra posibilidad es utilizar modelos de ajustes polindmicos. Se utilizan modelos
estadisticos o empiricos para evaluar el efecto de las variables del proceso sobre la
cinética de transferencia de agua y soluto, a partir de analisis de regresién. Los ajustes
polinébmicos son modelos empiricos sencillos, validos solamente para las condiciones
experimentales a partir de las que se obtuvo el modelo. Los parametros no tienen
significado fisico (Ochoa Martinez y Ayala Aponte, 2005).

Debido a que todos los modelos utilizados para representar la DO tienen
limitaciones, se decidié estudiar tanto el modelo de Crank como modelos empiricos y
probabilisticos con el fin de analizar su desempeno en el ajuste de los datos

experimentales de la DO de caballa.

2.3 Objetivos

» Estudiar la difusion de glicerol, sal y agua durante la infusién en la solucién de baja
a,, utilizando dos geometrias distintas (rodajas y cilindros).

» Analizar el modelado de la transferencia de masa durante la deshidratacion
osmoética.

» Determinar los coeficientes de difusion de agua y solutos.

» Estimar los perfiles de concentracién de agua y solutos.
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2.4 Materiales y métodos

Para realizar el estudio de difusion se utilizé caballa (Scomber japonicus)
capturada en el mes de octubre de 2010 en las costas de la provincia de Buenos Aires
y mantenida a bordo en hielo. Luego de su arribo al puerto de la ciudad de Mar del
Plata, la materia prima fue transportada en cajones con hielo para su posterior lavado,
envasado y congelado en la planta procesadora MIA S.A. La etapa de congelado se
realizé en un tunel de congelacion a -38 + 4°C y se almacené en freezer a -18 + 2°C
hasta su utilizacion.

En el estudio de difusién de agua y solutos durante la deshidratacion osmética
de caballa se utilizaron dos geometrias. Se trabajé con rodajas, a las que se considerd
como placas planas semiinfinitas, y con lomitos, a los que se consideré como cilindros

finitos y como cilindros semiinfinitos.

2.4.1 Deshidratacién osmética de rodajas de caballa

Proceso de elaboracion

La Figura 2.1 muestra el diagrama de flujo del proceso de elaboracién de las
rodajas. Se utilizd el procedimiento descripto por Sanchez Pascua y col. (1998) donde
la etapa de coccion y la deshidratacion osmadtica se realizaron juntas en la solucion

osmotica.
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Caballa entera
congelada

\ 4

Descongelado
parcial
\ 4
Pelado —— Piel
\ 4
' Visceras
Eviscerado y corte y
de cabezas cabezas

Y
Cortado de rodajas —— Colas

A 4
Descongelado

\ 4
_ Coccién y
Gliceroly sal ——»  deshidratacion = |—— Agua
osmatica

\ 4

Oreo

Rodajas de caballa
de humedad
intermedia

Figura 2.1 Diagrama de Flujo del proceso de elaboracion de rodajas de caballa de humedad
intermedia

A continuacién se explica en detalle cada una de las etapas involucradas.

» Descongelado parcial: las caballas enteras congeladas (-18°C) se mantuvieron

en refrigeracion (5 £ 1°C) durante aproximadamente 10 horas con el fin de
facilitar la etapa de eliminacion de la piel. Si bien el pescado no llegé a
descongelarse al cabo de estas 10 horas, adquirié una textura apropiada como

para facilitar el pelado y el corte de las rodajas. Se buscé que no estuviese tan

80



Capitulo 2: Difusion de agua y solutos durante la DO

duro como congelado a -18°C ni tan blando como si estuviese totalmente
descongelado.

» Pelado: con la ayuda de un cuchillo de acero inoxidable se les retird la piel
mediante cortes longitudinales (Figura 2.2).

Figura 2.2 Caballa sin piel

» Eviscerado y corte de cabezas: a los pescados enteros ya pelados se les realizé

un corte de lado a lado debajo de las aletas pectorales para retirar la cabeza.
Luego se abrié el abdomen mediante un corte longitudinal desde el ano hacia la

cabeza y se les retird las visceras.

» Corte de rodajas: las rodajas fueron cortadas con un cuchillo de acero inoxidable.

El diametro promedio de las rodajas fue de 5,15 £ 0,15cm y un espesor de 0,72 +
0,05 (Figura 2.3).

Figura 2.3 Rodajas de caballa

81



Capitulo 2: Difusion de agua y solutos durante la DO

» Descongelado: se descongelaron las rodajas en refrigeracion (5 £ 1°C) durante 5

horas.

» Coccidén y deshidratacién osmética: se sumergieron las rodajas en la solucién

osmotica hasta que el equilibrio fue alcanzado (180 min). La composicion de la
solucion de infusion se puede ver en la Tabla 2.1 (Sanchez Pascua y col., 1998).
La a,, de la solucién fue de 0,64. La proporcién pescado:solucion fue de 1:10 con
el fin de evitar la dilucién de la solucién osmética como resultado de la pérdida de
agua desde el pescado hacia la solucion y el ingreso de los solutos desde la

solucién hacia el pescado.

Tabla 2.1 Composicién de la solucién de infusion para la coccién y deshidratacion osmética
de las rodajas

Porcentaje(p/p)
Glicerol 54
Agua 39
Sal 7

» Oreo: se retiraron las rodajas de la solucion y se dejaron escurrir y enfriar

durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Muestreo

Las rodajas fueron sumergidas en la solucion de infusién a tres temperaturas
distintas (50, 70 y 90 = 1°C) hasta que el equilibrio fue alcanzado (un tiempo maximo
de 3 horas). A cada tiempo de muestreo se retiraron tres rodajas de la solucion, se
escurrieron, se enjuagaron con agua destilada, se secaron con papel absorbente y se
realizaron los siguientes analisis fisicoquimicos: a,, humedad, contenido de sal y de
glicerol (ver técnicas en Seccién 1.4.2). Los tiempos de muestreo fueron los
siguientes: 5, 10, 15, 20, 25, 40, 60, 80, 120, y 180 min. Se realizaron dos experiencias

por cada temperatura.
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2.4.2 Deshidratacion osmética de lomitos

Proceso de elaboracion

El proceso de elaboracion de los lomitos de caballa se explica en la Seccién
1.5.4.

Muestreo

El trabajo experimental se realizd con muestras cilindricas suficientemente
largas de modo que el proceso de difusidén se consideré como unidimensional en la
direccion radial.

Para determinar la cinética de transferencia de masa y los coeficientes de
difusién, lomitos cilindricos de 16,5 £ 0,3 cm de largo y 1,9 £ 0,2 cm de diametro se
sumergieron en la solucién de infusion (la proporcion pescado:solucién fue de 1:10) y
se mantuvieron bajo temperatura de refrigeracion (5 £ 1°C). En diferentes tiempos, tres
cilindros se retiraron de la solucion y los extremos fueron descartados con el fin de
evitar los efectos de borde, solo el area central de cada cilindro (9 cm de longitud) se
analizd (Graiver y col., 2006). Los lomitos se escurrieron, se enjuagaron con agua
destilada, se secaron con papel absorbente, se pesaron y se les realizaron los
siguientes analisis fisicoquimicos: a,, humedad, contenido de sal y de glicerol (ver
técnicas en Seccion 1.5.4). El muestreo se realizé a los siguientes tiempos: 0,5; 1; 1,5;
2;2,5;3;4;7;,10,5; 15; 17; 19 y 24 h. Se realizaron dos experiencias.

Ademas, se realizaron dos experiencias a 10° C con el fin de validar los

diferentes modelos.

2.4.3 Porcentaje de incorporacion de solutos (%lIS)

El %S se calculd utilizando la Ecuacion 2.1:

£Mﬂjxloo 2.1

isolscion

%@:(

donde C; s roq €S la concentracion de soluto en las rodajas a tiempo t y C; s scisn €S la

concentracion inicial de soluto en la solucion.
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2.4.4 Modelos matematicos

Modelo de Crank para rodajas (placa plana semiinfinita)

El modelo de Crank se basa en un conjunto de soluciones de la ley de difusion
de Fick para diferentes geometrias (Crank, 1975). La difusién de cloruro de sodio y
glicerol a través de las rodajas de caballa puede ser considerada como difusién a
través de una placa plana de espesor 2I. A tiempo t=0 la regidn -I<x<| tiene una
concentracién uniforme (C)) y la superficie se mantiene a una concentracion constante
(C;). La ecuacioén de difusion para movimiento unidimensional se puede expresar de la

siguiente manera (Crank, 1975):

oC
o| D—*
oC, _ ( 8x] 29

ot ox

donde C; es la concentracion a tiempo ¢ y coordenada x y D es el coeficiente de

difusién. Si D es constante la Ecuacion 2.2 puede ser expresada como:

2
oC, :D8 C, 23
ot Oox

La solucion de la Ecuacion 2.3 para placa plana semiinfinita para tiempos cortos es la

siguiente:

1
C -C, :M,:z(mjz o4
c.-C,) M xl?

[ee}

donde M,y M., son la pérdida de agua o la ganancia de solutos (expresado como g en
base seca sin sal ni glicerol, g/gbs) a tiempo ¢ y a tiempo infinito respectivamente y / es
la mitad del espesor de la rodaja.

Este modelo asume que la concentracion en la superficie permanece constante
y que la resistencia externa es despreciable comparada con la resistencia interna.

Ademas, se asume que la geometria es placa plana semiinfinita.
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Modelo de Crank para lomitos (cilindro)

El modelo de difusiéon de Fick en estado no estacionario fue aplicado para

describir la difusién de agua y solutos en el cilindro (Crank, 1975).

5_C=l£(la_cj 25
ot ror\ror

La solucién analitica de la Ecuacién 2.5 se obtiene asumiendo lo siguiente:
» Concentraciones iniciales uniformes de agua y solutos:
C(r,0)=C, 26

> Simetria de concentracion en el centro:

Z—C:O para r=0 2.7

A

» Concentraciones constantes de agua y solutos de la superficie en el equilibrio

(resistencia externa despreciable para la transferencia de masa)

C(r,t)=C,, para r=R 2.8

» Concentracion de la solucion constante (alta relacion solucion:pescado).

La Ecuacion 2.2 y las condiciones de contorno pueden ser escritas en forma

adimensional:

op 10 Op

——=——| x| p=p(x,7);0<x<L;7>0 2.9

or x@x(xﬁrj =) e

o(x,0)=1 2.10
a—(p=0x:0,r>0 2.1
Ox
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w(x,r)=0,x=0,r>0 212
Siendo
c-¢C
po—— i L DL 213
G-C,” R R

La solucion de la Ecuacion 2.9 para la relacién media de pérdida de agua y ganancia

de soluto esta dada por

X, =X, 4 [ ) Dt)
=Y —exp| -62 = 2.14
Xo = X Zaj Pl

donde x; es la pérdida de agua o la ganancia de solutos (expresado como g en base
seca sin sal ni glicerol, g/gbs) a tiempo ¢, x,, el valor de equilibrio y x, el valor inicial, &,

son las raices de la ecuacién de Bessel de primer clase de orden cero : Jo(6,)=0.
1- Modelo basado en la segunda ley de Fick para cilindro infinito
El coeficiente efectivo de difusion fue calculado usando 1, 3 y 5 términos de la

Ecuaciéon 2.14. Esta ecuacion puede ser simplificada considerando solo el primer

término de la serie y escrita en forma logaritmica como:

In| 2T | g 252 DL 2.15
Xy — X, 1) R

eq

La difusividad efectiva del agua y de los solutos es calculada a partir de la

xt - xeq

pendiente del grafico de: ln( J vs. tiempo.

Xo — xeq

2- Modelo basado en la segunda ley de Fick para cilindro finito

La prediccion de la transferencia de masa en un cilindro finito requiere el uso

de soluciones analiticas para ambos cilindro infinito y placa infinita y esta dada por:
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— _ 2 2
— n=o0 n=o0 2 1 Dt
X, =Xy _ ZizeXp(_&?gzzj Lzexp _% 216
xO _xeq n=1 5;; R n=0 (27’1 +1) 72'2 41

El coeficiente efectivo de difusion fue calculado usando 5 términos de cada serie.

Modelo de Zugarramurdi y Lupin (Z & L)

Zugarramurdi y Lupin (1980) propusieron un modelo matematico con una

aproximacién exponencial a los valores de equilibrio de sal y agua.

ox,
E:K(xeq—xt) 2.17
donde x, y x,, son los contenidos de agua, sal o glicerol (expresado como g en base
seca sin sal ni glicerol, g/gbs) a tiempo ¢ (h) y en el equilibrio respectivamente y K es la
constante de velocidad especifica (h™).

Integrando la Ecuacion 2.17 con la condicion inicial x,—, = x,se obtiene:

x, = x4 X +X,, (l—e_Kt) 2.18

t

Modelo de Weibull

El modelo de Weibull describe el comportamiento de sistemas o eventos que
tienen algun grado de variabilidad, tal como la cinética de la deshidratacion osmotica.
La funcién de densidad de la distribucién de probabilidad de Weibull se puede escribir
como (Cunhay col., 1998, Corzo y Bracho, 2008):

p-1 B
’B(t) exp—(tj >0
e\ @ 2.19

/0= 0,£<0

siendo a el parametro de escala del modelo de Weibull, g el parametro de forma, y ¢ el

tiempo de muestreo.
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Si se considera que n, corresponde a la fraccién de un componente dado x, que
cambia desde un valor inicial (x,) hasta un valor de equilibrio (x,) y que el tiempo
requerido para alcanzar un cierto valor de n, esta representado por la variable continua
y aleatoria G, con una funcién de densidad de la probabilidad f(t), donde f(t) es la
funcién de distribucién de Weibull, luego n, se puede definir como la probabilidad de
tener una cierta fraccion de x en, al menos, un tiempo especificado ¢, bajo condiciones

experimentales especificas (Cunha y col., 1998). Por lo tanto:
o p B
nt=P(G>t)=If(u)du=1—F(t)=exp—(—j 2.20

siendo F(t) la distribucion acumulativa correspondiente.
La fraccion del contenido de agua durante la deshidratacion osmética se puede

expresar como:

] B
nt:xt ); :exp—[éj 2.21

siendo xy, x; Yy x., l0os contenidos de agua o solutos (expresado como g en base seca
sin sal ni glicerol, g/gbs) a tiempo t=0, a tiempo t y en el equilibrio respectivamente, a
el parametro de escala del modelo, 3 el parametro de forma del modelo (adimensional)

y t el tiempo de deshidratacion o muestreo.

Modelo de Peleg

Peleg (1988) propuso una ecuacién de sorcion de dos parametros:

X, =xyE 2.22
K, +K,t

donde x, Y x, son el contenido de agua, sal y glicerol (expresado como g en base seca
sin sal ni glicerol, g/gbs) a tiempo 0 y a tiempo ¢ respectivamente. K; es la constante de
velocidad de Peleg (h/(g/gbs)) y K, es la constante de capacidad de Peleg (1/(g/gbs)).

En la Ecuacion 2.22 “+” se transforma en “+” para la ganancia de sal y glicerol y en “-

para la pérdida de agua. K; esta relacionada con la velocidad de transferencia de
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masa al principio del proceso de DO (Ecuacién 2.23). K, esta relacionada con el

contenido de agua, sal o glicerol a tiempo ¢t > « (Ecuacion 2.24).

dx, [dt =+1/K, 2.23
Xoq =x, £1/K, 2.24
donde x,, es el contenido de agua, sal o glicerol en el equilibrio (z > ).

Modelo de Azuara

Azuara y col., (1992) desarrollaron un modelo de dos parametros a partir de la

siguiente expresion:

Stx,,
X, = 2.25
1+ st

donde x, y x,, son la pérdida de agua o la ganancia de sal o glicerol (expresado como g
en base seca sin sal ni glicerol, g/gbs) a tiempo ¢ y en el equilibrio respectivamente y S

(1/h) es la constante del modelo (constante de velocidad).

2.4.5 Perfiles de concentracion de agua y solutos durante la deshidratacién

osmotica de cilindros de caballa

La distribucién de la concentracion de agua y solutos fue considerada en forma
radial con R como funcién del tiempo (¢) dado que el largo del cilindro de caballa es
mayor que tres veces su diametro 2R. Las distribuciones de agua y solutos a lo largo

del radio estan dados por (Crank, 1975):

Con=Cp
) oy 2 JOE(S,, ijexp(—aj %’j 2.26
C,-C,, S5 J (5 ) R R

n=1%¥pY1\%n

—

o en la forma adimensional:
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- 2
‘P(X’T):;é‘ J1(5 )

n n

Jo (5nx)exp(—5,fz') 2.27

2.4.6 Ecuacion de Arrhenius

La dependencia de la temperatura de los coeficientes de difusion estudiados y
de los parametros cinéticos de los modelos fueron representados por la ecuacion de

Arrhenius linealizada:

E
In(4)=1In(4,) - (R;") 2.28
donde 4 es el parametro estudiado, 4, el factor de Arrhenius (cm?s™), E, la energia de
activacion (kJ/mol), R la constante general de los gases (8,314 (J/(mol K)) y T la
temperatura absoluta (K).

A partir de la ecuacion 2.28 se puede estimar la E, mediante la representacion
del in(4) en funcién de la inversa de la temperatura absoluta (7). Al graficar se

obtiene una recta con pendiente —E/R.

2.4.7 Andlisis Estadistico

El ajuste de los modelos a los datos experimentales se realizé con el programa
OriginPro 8. La bondad de ajuste se calculé utilizando el coeficiente de determinacion
(R?), la raiz del error cuadratico medio (RMSE, Ecuacién 2.29) y la desviacién relativa
media (P, Ecuacién 2.30).

RMSE = /lZ(xl.p ~x;)° 2.29
nio
X. —

_100 < | %) 2.30

n =y

P

donde x; es el valor experimental, x;, es el valor predicho y n es el numero de pares de
datos. El ajuste fue considerado satisfactorio si los valores de P fueron menores o
iguales a 10% (Azoubel y Murr, 2003).
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2.5 Resultados y discusion

2.5.1 Composicion quimica proximal

La composicion quimica proximal de la materia prima (caballa entera, rodajas y
lomitos) se puede ver en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2 Composicién quimica proximal (% en base humeda) de caballa entera, rodajas y
lomitos

Humedad Proteinas Lipidos Cenizas

Caballa entera 69,42 £ 0,38 21,31 +0,19 8,26 + 0,18 1,31+ 0,07
Rodajas 73,85+0,28 21,59 + 0,31 3,69+0,12 1,33 £ 0,01
Lomitos 71,66 + 0,20 21,68 + 0,52 5,60 + 0,69 1,36 + 0,03

2.5.2 Deshidratacion osmética de rodajas de caballa

Cinética de la deshidratacion osmética de rodajas

Se analiz6 el efecto de la temperatura sobre la pérdida de agua y la ganancia
de solutos. La pérdida de agua (expresada como contenido inicial de agua — contenido

de agua a tiempo t, (x, - x,)) y el contenido de sal y glicerol durante la DO a diferentes
temperaturas se muestra en la Figura 2.4.

0,14
A: Glicerol 0,12
g 0,1 1
0,08 1
2]
E0,0B b
0,04 A
0,02 A
T T 0 T T T T
0 20 40 | 60 80 0 20 40 60 80
t (min) t (min)
——50°%
70°C
—A&—90°C

60 80

40
t (min)

Figura 2.4 Cinética de deshidratacion osmaética de rodajas de caballa a diferentes
temperaturas
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Se observd que el aumento en la temperatura de proceso aceleré la
transferencia de agua y solutos. Un comportamiento similar fue reportado por Corzo y
Bracho (2006) durante la DO de laminas de sardina. Las temperaturas mas altas
aceleraron la pérdida de agua debido a un hinchamiento y a un efecto plastificante de
las membranas celulares asi como también debido a una mejor transferencia de masa
en la superficie del producto por una menor viscosidad de la solucion osmotica
(Burhan Uddin y col., 2004; Tortoe, 2010). Ademas, el aumento de la ganancia de
sélidos a mayores temperaturas pudo deberse a la destruccion de la estructura de las
membranas celulares (Corzo y Bracho, 2006). Este fendmeno se observa también al

analizar el porcentaje de incorporacion de solutos (Figura 2.5).

% Incorporacioén de sal

70 A

A

60 -

50
- 404
=N

30 A

20 A

10 A

0 T T T 1
0 50 100 150 200
Tiempo(min)
% Incorporacién de Glicerol
70

60 |
50 | //
40 |

30 | /

20 |

107//("

0 T T T 1
0 50 100 150 200

%

Tiempo(min)

——50°C 70°C —&—90°C

Figura 2.5 Porcentaje de incorporacién de sal y glicerol durante la DO a 50, 70 y 90°C

La disminucién del contenido de agua y el aumento en el contenido de solutos
presentd una velocidad maxima al comienzo del proceso debido a un mayor gradiente
de concentracion de agua y solutos existente a ambos lados de las membranas que

constituyen el alimento. Luego, se observd una disminucion de la velocidad de
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transferencia de masa hasta que el equilibrio fue alcanzado (en la Figura 2.4 no se
muestran los valores de equilibro).

Como se muestra en la Figura 2.6, la a,, de las rodajas disminuy6 durante el
proceso debido a la transferencia de solutos desde la solucién hacia el alimento y
también debido al flujo de agua desde el alimento hacia la solucién.

Mayores temperaturas generaron un descenso mas rapido de la a,, debido a un
aumento de la velocidad de transferencia de masa. El tiempo necesario para alcanzar

determinada a,, disminuy6 al aumentar la temperatura de proceso.

&
0,95 - \
00|  EI g3

Z 2
0,85 1 - —
038 E
0,75 ‘ ‘ ‘ ‘

0 20 40 ” )

Tiempo(min)

—e—50°C 70°C —a—90°C

Figura 2.6 Descenso de la a,, a diferentes temperaturas

Estimacion de los coeficientes de difusion (modelo de Crank)

Los valores de la difusividad de la sal en pescados dependen de la especie, la
temperatura de proceso, la orientacién del musculo, el contenido de grasa, la
presencia o ausencia de piel, entre otros factores (Zugarramurdi y Lupin, 1980;
Collignan y col., 2001).

Los valores de los coeficientes de difusion (D) de agua, sal y glicerol obtenidos
para las rodajas de caballa se muestran en la Tabla 2.3. Los datos experimentales
ajustaron al modelo de Crank tal como lo indican los altos valores de los coeficientes
de determinacion (0,94 < R? < 0,99) y los bajos valores de RMSE (0,016 < RMSE <
0,076) (Tabla 2.3).
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Tabla 2.3 Coeficientes de difusion (D) y parametros estadisticos

Soluto  Temperatura D(m’s™) R® RMSE
50°C 0,98 x 10 0,98 0,046

sal 70°C 1,30x 10 0,99 0,032
90°C 1,50 x 10°° 0,99 0,026

50°C 0,85 x 10° 0,97 0,041

Glicerol 70°C 1,05x 10 0,97 0,052
90°C 1,15x 10°° 0,99 0,016

50°C 0,96 x 10°° 0,99 0,020

Agua 70°C 1,16 x 10 0,94 0,076
90°C 1,34 x 10°° 0,99 0,023

Los valores de Dg, y Dagua para las rodajas de caballa estan en concordancia
con los resultados reportados por Uribe y col. (2011) en calamar deshidratado
osmoticamente a temperaturas entre 75 y 95°C. Sin embargo, valores mas bajos de
Dsa fueron reportados durante la DO de salmon del Atlantico (Wang y col., 2000).

Es importante tener en cuenta que no hay informaciéon disponible en la
literatura sobre difusividad de glicerol en pescado. Sin embargo, un coeficiente de
difusion (Dg;i) de 0,47 x 10° m?/s fue reportado para bife deshidratado osméticamente
a 30°C (Favetto et al, 1981).

Se observo que la temperatura de proceso influye sobre los valores de los
coeficientes de difusion de agua, sal y glicerol. Al aumentar la temperatura se observo
un aumento en los valores de D. Estos resultados concuerdan con los resultados
obtenidos por Uribe y col. (2011) en calamar, Hashiba y col. (2009) en carne de cerdo
y Sanjay Sarang y col. (2007) en vegetales para D¢, a distintas temperaturas.

La comparacién de M¢/M.. experimental con los valores estimados por el

modelo de Crank se muestra en la Figura 2.7.
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Figura 2.7 Comparacion entre datos experimentales y estimados por el modelo de Crank a
diferentes temperaturas

Se puede ver en la Figura 2.7 que todos los puntos tienen una buena
aproximacion a la linea bisectriz, esto indica la bondad de la prediccién. El modelo de
Crank puede ser utilizado para explicar la cinética de la transferencia de masa durante
la DO. Esto se puede verificar también mediante los parametros estadisticos R? y
RMSE (Tabla 2.3).

La ecuacién de Arrhenius (Ecuacion 2.28) fue aplicada para estudiar la
influencia de la temperatura en los coeficientes de difusién. Se observé que los valores
de D para la pérdida de agua y la ganancia de solutos aumentaron al incrementar la
temperatura de proceso siguiendo la ecuacion de Arrhenius.

Los valores de R? fueron: 0,977; 0,962 y 0,998 para Dsa , Dgiceror ¥ Dagua
respectivamente. Los valores de E, fueron 10,401; 7,532 y 8,139 kJ/mol para sal,
glicerol y agua respectivamente. Favetto y col. (1981) reportaron un valor de E, similar
para la difusién de glicerol en bife de vaca. El valor de E, para la difusion de sal esta
de acuerdo con lo reportado por Favetto y col. (1981) en bife y con Del Valle y
Nickerson (1967) en pez espada. Sin embargo, este valor es menor al reportado por

Uribe y col. (2011) en calamar.
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Modelo de Zugarramurdi & Lupin (Z & L)

El parametro K y los parametros estadisticos del ajuste realizado con el modelo

de Z & L se presentan en la Tabla 2.4

Tabla 2.4 Parametros y valores de equilibrio del modelo de Z & L

0 2 Xeq Error
Temp. (°C) K R RMSE Experim XeqZ & L Relativo(E)
50 1,14 0,98 0,006 0,138 0,136 1,45
Sal 70 1,53 0,97 0,008 0,150 0,143 4,67
90 1,82 0,98 0,006 0,152 0,146 3,95
50 1,01 0,96 0,059 0,993 0,954 3,93
Glicerol 70 1,32 0,96 0,054 0,926 0,898 3,02
90 1,40 0,97 0,055 1,046 1,011 3,35
50 1,23 0,86 0,088 1,295 1,275 1,54
Agua 70 2,08 0,98 0,038 1,251 1,226 2,00
90 2,52 0,95 0,055 1,123 1,178 4,90

Se observd que la constante de velocidad especifica (K) del modelo de Z & L
aumentd su valor al incrementar la temperatura de proceso. Este aumento de la
velocidad de transferencia de masa podria explicarse por un aumento de la fuerza
impulsora del agua y los solutos, asi como también por una disminucion de la
viscosidad de la solucién osmoética a temperaturas mas altas. Resultados similares
fueron reportados por Corzo y Bracho (2005) en laminas de sardina.

El parametro K aument6 al aumentar la temperatura siguiendo la relacion de
Arrhenius (R? = 0,99). Los valores de E, para sal, glicerol y agua obtenidos con el
modelo de Z & L fueron: 11,44; 8,05 y 17,62 kJ/mol respectivamente. Segun los
resultados obtenidos, el parametro K puede ser considerado como pseudo-coeficiente

de difusién (Lemus-Mondaca y col., 2009a).
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Figura 2.8 Comparacion entre datos experimentales y estimados con el modelode Z & L a
diferentes temperaturas

Los valores experimentales de agua, sal y glicerol ajustaron a los modelos de Z
& L (Figura 2.8), siendo este modelo capaz de predecir la pérdida de agua y la
ganancia de solutos durante la DO de rodajas de caballa. Esto pudo ser verificado
también con los altos coeficientes de correlacion y los bajos RMSE (Tabla 2.4).

En la Tabla 2.4 se muestran los valores de equilibrio obtenidos
experimentalmente y los estimados por el modelo de Z & L. Este modelo fue capaz de

predecir satisfactoriamente los valores de equilibrio de agua y solutos.

Modelo de Weibull

Los parametros del ajuste realizado mediante el modelo de Weibull se

presentan en la Tabla 2.5.
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Tabla 2.5 Parametros del modelo de Weibull

Temp. (°C) B a R? RMSE

50 0,81 0,94 0,97 0,036

Sal 70 0,69 0,77 0,99 0,020
90 0,77 0,64 0,99 0,022

50 0,71 1,19 0,97 0,031

Glicerol 70 0,68 0,86 0,97 0,030
90 0,71 0,89 0,99 0,019

50 0,68 0,73 0,71 0,125

Agua 70 1,05 0,45 0,95 0,058
90 0,66 0,52 0,94 0,049

El parametro de forma (B) del modelo de Weibull no mostré una tendencia clara
con respecto a la temperatura de proceso ni para el agua ni para los solutos. El
parametro de escala (a) para agua y solutos disminuyd a medida que aumentd la
temperatura de proceso. Resultados similares fueron obtenidos por Uribe y col. (2011)
durante la DO de calamar y por Schmidt y col. (2009) durante la DO de pechugas de
pollo con 5% de NaCl.

El parametro a (inversa de la velocidad) disminuy6 al aumentar la temperatura
siguiendo la relacién de Arrhenius (R? = 0,89). Los valores de E, para sal, glicerol y
agua obtenidos con el modelo de Weibull fueron: 9,36; 7,15 y 8,25 kJ/mol
respectivamente. Basandose en los resultados obtenidos, el parametro a puede ser
considerado como pseudo-coeficiente de difusion (Lemus-Mondaca y col., 2009a).

Los valores experimentales de agua, sal y glicerol ajustaron al modelo de
Weibull (Figura 2.9), siendo capaz de predecir la pérdida de agua y la ganancia de
solutos durante la DO de rodajas de caballa. Esto pudo ser verificado también con los
altos coeficientes de correlacién y los bajos RMSE (Tabla 2.4). La unica excepcién fue
la prediccion del comportamiento de la pérdida de agua a 50°C con el modelo de
Weibull donde se obtuvieron valores inferiores de R? (0,71) y mayores de RMSE
(0,125).
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Figura 2.9 Comparacioén entre datos experimentales y los estimados con el modelo de Weibull
a diferentes temperaturas

Modelo de Peleg

Los parametros y los valores de equilibrio para agua, sal y glicerol estimados

con el modelo de Peleg a diferentes temperaturas se muestran en la Tabla 2.6.

Tabla 2.6 Parametros y valores de equilibrio del modelo de Peleg

Temp. 2 Xeq Error
(°C) Ki Kz R®  RMSE  XPeleg Experim  Relativo (E)
50 526 5,704 0,99 0,005 0,175 0,138 26,84
Sal 70 3,436 5,775 0,99 0,004 0,173 0,15 15,33
90 2947 567 0,99 0,004 0,176 0,152 16,44
50 0,854 0,803 0,97 0,048 1,245 0,993 25,37
Glicerol 70 0,639 0,909 0,98 0,037 1.1 0,926 18,85
90 0,566 0,799 0,99 0,036 1,251 1,046 19,69
50 0,761 1,166 0,92 0,057 1,155 1,295 10,81
Agua 70 0,428 1,022 0,97 0,052 1,072 1,251 14,34
90 0,396 1,165 0,97 0,039 1,056 1,123 5,96
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La constante de velocidad de Peleg (K1) disminuyo de 0,761 a 0,396 h/(g/gbs)
para la pérdida de agua; de 5,526 a 2,947 h/(g/gbs) para ganancia de sal y de 0,944 a
0,566 h/(g/gbs) para ganancia de glicerol, respectivamente, con el aumento de la
temperatura de proceso desde 50 a 90°C. Dado que la inversa de K, (Ecuacion 2.23)
esta relacionada a la velocidad de transferencia de masa, la pérdida de agua y la
ganancia de solutos se ven incrementadas con el aumento de la temperatura. Un
comportamiento similar fue encontrado por Corzo y Bracho (2006) en laminas de
sardina y por Turhan y col. (2002) en garbanzo. No se encontré informacién disponible
en la literatura de la ganancia de glicerol.

La constante de capacidad de Peleg no mostré una tendencia clara con
respecto a la temperatura de proceso ni para agua ni para los solutos. Corzo y Bracho
(2006) encontraron resultados similares para la DO de laminas de sardina.

El coeficiente de determinacion (R?) varié desde 0,90 a 0,99 para pérdida de
agua y ganancia de solutos. Los valores de RMSE fueron menores a 0,09 en todos los
casos. De acuerdo a los parametros estadisticos utilizados para analizar la bondad de
ajuste (RMSE y R?), el modelo de Peleg describe adecuadamente la cinética de la
transferencia de masa durante la DO de rodajas de caballa.

El ajuste de los datos experimentales al modelo de Peleg se puede ver en la
Figura 2.10.

015 0,16
T 01 8T 0.12
¥ T §Es
So EEN- 0,08
B == >
22 1005 B 22
= x| > 0,04
— 0 0
0 1 2 3 0 1 2 3
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Figura 2.10 Ajuste del modelo de Peleg a la pérdida de agua y ganancia de sal y glicerol: agua
experimental (¢), agua estimado (- - - -); glicerol experimental ( ), glicerol estimado (==); sal
experimental (A), sal estimado (—)
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Los datos experimentales y los estimados para la transferencia de agua y
solutos son comparados en la Figura 2.11. Se puede observar que el modelo ajustd
los valores satisfactoriamente, lo cual fue verificado con los parametros estadisticos R?
y RMSE (Tabla 2.6)
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Figura 2.11 Comparacioén entre datos experimentales y los estimados con el modelo de Peleg

a diferentes temperaturas

Los valores de equilibrio obtenidos a partir de la Ecuacion 2.24 se muestran en
la Tabla 2.6. Los valores de la pérdida de agua en el equilibrio para tiempos de
inmersion largos estimados por el modelo de Peleg fueron, en todos los casos,
menores que los valores experimentales. El modelo de Peleg tendié a subestimar la
pérdida de agua. Schmidt y col. (2009) reportaron resultados similares durante la DO
de pechuga de pollo. Sin embargo, los valores de equilibrio de sal y glicerol obtenidos
con el modelo de Peleg para tiempos de inmersién largos fueron mayores en
comparacion con los valores experimentales. Estos resultados indican que el modelo
de Peleg sobreestim6 la ganancia de sal y glicerol.

La dependencia de la constante de velocidad de Peleg de la temperatura fue
representada con la ecuacion de Arrhenius linealizada (Ecuacion 2.28). La constante
de velocidad de Peleg para pérdida de agua y ganancia de sal y glicerol en funcion de
la temperatura de proceso representd una relacién de Arrhenius (0,862<R?<0,961).

Valores mayores de E, indican una sensibilidad mayor a la temperatura. La constante
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de velocidad de Peleg para la pérdida de agua (E,=16,14kJ/mol) fue mas sensible a la
temperatura que para la pérdida de sal (E,=14,21 kd/mol) y glicerol (E,=10,12 kd/mol).
Los valores de E, fueron similares a los obtenidos por otros autores en procesos de

DO de pescado (Corzo y Bracho, 2006) y de carne (Favetto y col., 1981).

La cinética de transferencia de agua, sal y glicerol durante la DO fue ajustada
adecuadamente por los modelos de Crank, Peleg, Weibull y Z & L. La ventaja que
presentaron los modelos de Peleg y Z & L fue que sirvieron para predecir los valores
de equilibrio, siendo el modelo de Z & L el que mejor predicciones logré.

Por lo anteriormente mencionado, el modelo de Z & L fue capaz de ajustar
adecuadamente la transferencia de masa de agua, sal y glicerol y, ademas, predecir

satisfactoriamente los valores de equilibrio.

2.5.3 Deshidratacion osmotica de lomitos de caballa

Estimacién de los coeficientes de difusién (modelo de Crank)

Los coeficientes efectivos de difusién de agua y solutos fueron calculados
ajustando las soluciones de la segunda ley de Fick (Ecuaciones 2.14, 2.15 y 2.16) a
los datos experimentales. Los valores predichos de los coeficientes de difusion de
agua, sal y glicerol para cilindro infinito con 1, 3 y 5 términos de la serie y para cilindro
finito se muestran en la Tabla 2.7. Los valore de R?>, RMSE y P se muestran en la
Tabla 2.8.

Tabla 2.7. Coeficientes de difusion de agua y solutos

D(m?/s)
Modelo de Cilindro infinito Cilindro infinito Cilindro
Crank (5 términos de la (3 términos de la infinito Cilindro finito
serie) serie) (linealizado)

Perdida  de 2,63x107 2,63x107 2,88x107 2,30x10°°
agua

S:I"a“cia de 4.14x10° 411x10° 4.04x10° 3.67x10°
Ganancia de 4.25x10° 4.25x10° 4.06x10° 3.78x107

glicerol
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Tabla 2.8. Parametros estadisticos de los modelos utilizados
Pérdidade Ganancia Ganancia
Modelo de Crank

agua de sal de glicerol
o R? 0,95 0,98 0,99
Slemminos  RMSE 0,045 0,03 0,023
P (%) 8,46 4,17 4,32
Cilindro 3 términos R® 0,95 0,98 0,99
infinito de la serie RMSE 0,048 0,032 0,024
P (%) 8,88 4,35 4,48
R? 0,93 0,98 0,99
Linealizado = RMSE 0,18 0,12 0,1
P (%) 14,9 8,75 7,82
Cilindro R? 0,92 0,97 0,98
finito RMSE 0,057 0,039 0,025
P (%) 10 5,69 4,34

En todos los casos R? fue mayor que 0,92 y la RMSE fue menor que 0,18, esto
indica que el modelo propuesto es aceptable. Ademas, los valores de P fueron
menores al 10% excepto para la perdida de agua estimada con la ecuacion
linealizada.

No hubo diferencia en los valores de D al considerar 3 o 5 términos de la serie
para cilindro infinito. Estos resultados concuerdan con los reportados por Ramallo y
col. (2004) en la DO de pifa en solucion de sacarosa. Cuando los D fueron estimados
con la ecuacién linealizada la RMSE fue mayor (0,10<RMSE<0,18) y, ademas, el valor
de P para pérdida de agua fue mayor a 10%.

La validacion de los modelos se muestra en la Figura 2.8. Como se puede
apreciar, los modelos siguieron la tendencia general de las curvas experimentales de
la DO. Los valores de la pérdida de agua y ganancia de sal y glicerol predichos por el
modelo de Crank para cilindro infinito y para cilindro finito fueron cercanos a los
valores experimentales. El modelo basado en la soluciéon de la ley de Fick para cilindro
infinito con términos de orden superior fue el mejor ajuste para pérdida de agua y
ganancia de sal. Para la ganancia de glicerol no hubo diferencias en los parametros

estadisticos estudiados (R?, RMSE y P) para cilindro infinito y finito.
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Figura 2.9. Ajuste de los datos experimentales al modelo de Crank

Cinética de la deshidratacion osmética y modelado mediante Z & L y Azuara

Los modelos desarrollados por Z & L y Azuara (ecuaciones 2.18 y 2.25) fueron
utilizados para predecir la cinética de la DO y para determinar pérdida de agua y
contenido de solutos en el equilibrio. La Tabla 2.9 muestra los valores de los
parametros de los modelos y los parametros estadisticos R?>, RMSE y P. Para la

ganancia de solutos, en todos los casos el R? fue mayor a 0,93, RMSE fue menor a
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0,016 y P fue menor o igual a 10, lo que indica la aceptabilidad de los modelos de Z &
L y Azuara. Para pérdida de agua, el valor de P fue mayor a 10.

La validacion de los modelos se muestra en la Figura 2.10. La pérdida de agua
y la ganancia de solutos se incrementaron de forma no lineal con el tiempo y los
valores estimados fueron cercanos a los experimentales.

La comparacién de los valores de equilibrio experimentales con los estimados
se muestra en la Tabla 2.10. El modelo de Z & L subestimé los valores de equilibrio del
contenido de agua y solutos. En el caso del modelo de Azuara, los valores de
equilibrio estimados concordaron con los experimentales de acuerdo con los bajos

valores de E.

Tabla 2.9. Parametros de los modelos de Z & L y Azuara

Z&L Azuara

k(h") X R®° RMSE P (%) S(h") x4 R* RMSE P (%)

:Sﬂi'da 9 01863 0451 097 0018 1181 01548 0615 098 0017 10,62
dG:';zrc'a 02981 0,055 097 0002 78 02920 0069 099 0002 556
Ganancia 3497 0385 093 0024 1000 03584 0471 097 0016 6,01
de glicerol

Tabla 2.10. Comparacion de los valores de equilibrio experimentales y estimados por los
modelos de Z & L y Azuara

XegExp. XeqzaL F? Xeq Azuara E
Pérdida de 0,560 0,451 19,46 0,615 9,82
agua
sGaalnanma de 0,069 0,055 20,29 0,069 0
Ganancia de 0503 0.381 24.25 0,471 6,36
glicerol ’ ’ ’ ’ ’
ar E=X " Yeli00 E: Error relativo, x; valor experimental y x;, valor predicho.

X;
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Figura 2.10. Ajuste de los datos experimentales a los modelos de Azuaray Z & L

Perfiles de agua y solutos durante la deshidratacion osmoética

Luego de comprobar que los valores estimados por el modelo de Crank para

pérdida de agua y ganancia de solutos se ajustaron a los datos experimentales (Figura
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2.9), se predijo la distribucion del agua y de los solutos dentro los cilindros de caballa.
La Ecuacién 2.27 fue resuelta utilizando los coeficientes de difusion efectivos (Tabla
2.8). Los contenidos adimensionales de agua, sal y glicerol vs. el tiempo adimensional
(1 = Dt/R?) fueron graficados como funcién del radio adimensional (x = r/R) (Figura
2.11). En esta Figura se observa que el punto central tuvo el maximo contenido de
agua y el minimo contenido de sdlidos (para agua Cy>Ceq y para solutos Cy=0 y
Co<Cq). Por lo tanto, el agua se transfiri6 desde el interior hacia la superficie y los
solutos en direccién inversa. Como puede verse en la Figura 2.11, la disminucion del
contenido de agua y el aumento en el contenido de solutos se llevd a cabo
mayormente en la region superficial de los cilindros y luego progreso lentamente hacia
el interior. Al final de la DO los contenidos de agua y solutos alcanzaron el equilibrio

con la solucién osmatica.
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Figura 2.11. Distribucién adimensional de agua, glicerol y sal dentro de los cilindros de caballa
durante la deshidratacion osmética
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2.6 Conclusiones

Deshidratacion osmética de rodajas

El rango de temperatura entre 50 y 90°C influyé en los fendémenos de
transferencia de masa durante el proceso de DO de rodajas de caballa inmersas en
una solucién de glicerol (54% p/p) y sal (7% p/p). Una mayor temperatura de proceso
promovié mayor pérdida de agua y ganancia de solutos durante la deshidratacion
osmotica de las rodajas. Como resultado, el tiempo requerido para alcanzar un valor
de a,, determinado disminuyd a medida que aumento la temperatura.

La cinética de transferencia de masa de agua, sal y glicerol durante la DO fue
ajustada adecuadamente por los modelos de Crank, Peleg, Z & L y Weibull. Los
coeficientes de difusion (D) y los parametros de los modelos de Zugarramurdi & Lupin,
Peleg y Weibull (K, K; y a) mostraron una dependencia con la temperatura siguiendo
la relacion de Arrhenius.

Los modelos de Peleg y de Z & L brindaron mayor informacién ya que también
predijeron el contenido de agua y solutos en el equilibrio. Esta informacion es
relevante para el desarrollo de este tipo de productos. Es importante aclarar que el
modelo de Peleg subestimd el contenido de agua en el equilibrio y sobreestimo los
contenidos de solutos en el equilibrio comparados con los valores experimentales. En
cambio, el modelo de Z & L realizé6 un mejor acercamiento a los valores de equilibrio
de agua y solutos.

Por lo tanto, el modelo de Z & L fue capaz de ajustar adecuadamente los datos
de transferencia de masa y, ademas, predecir satisfactoriamente los contenidos de

agua y solutos en el equilibrio.

Deshidratacion osmoética de lomitos

El modelo de Crank para cilindro finito e infinito y los modelos empiricos de
Zugarramurdi & Lupin y Azuara predijeron mejor la ganancia de sal y glicerol que la
pérdida de agua durante la deshidratacién osmadtica de cilindros de caballa en la
solucidén hipertonica de agua, sal y glicerol.

Tres términos en la solucién analitica de la ecuaciéon de Fick para cilindro
infinito fueron apropiados para determinar los coeficientes de difusion.

El modelo basado en la solucion de la ley de Fick para cilindro infinito resulté la

mejor opcidn para representar la pérdida de agua y la ganancia de solutos.
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Los valores de equilibrio estimados con el modelo de Azuara se ajustaron
correctamente a los valores experimentales.

Utilizando los valores de difusividad efectiva estimados, se logré predecir la
distribucion de agua y solutos en las muestras de cilindros de caballa. Los cambios en
las concentraciones de agua, glicerol y sal estuvieron confinados principalmente en la
region de la superficie y progresaron lentamente hacia el interior. Al final de la DO los
contenidos de agua y solutos en el lomito de caballa alcanzaron el equilibrio con la

solucion osmotica.
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3.1 Resumen

En este capitulo se analizé el efecto de las barreras de stress microbiano sobre
la microflora nativa de la preserva de lomitos de caballa. Se determinaron
microorganismos psicrotrofos, mesofilos, Staphilococcus spp., mohos y levaduras y
clostridio sulfito-reductores en la materia prima, en los lomitos durante el procesado y
en la preserva pasteurizada durante el almacenamiento a tres temperaturas (5, 25 y
35°C). Ademas, se analizd el comportamiento microbiolégico de la preserva sin el
proceso de pasteurizacion con el fin de determinar la importancia de esta etapa. Los
datos de crecimiento microbiano obtenidos a partir de este estudio fueron modelados
mediante los modelos de Gompertz modificado y logistico.

Se realiz6é también un estudio de reto microbiano donde se inoculé una cepa de
Staphylococcus aureus, se pasteurizd y se analizd la presencia de dicho
microorganismo durante el almacenamiento. Este andlisis sirvio para validar
experimentalmente el célculo tedrico de la pasteurizacion realizado en el Capitulo 1.
Ademas, como se inoculd un numero alto de microorganismos (del orden de 7 log
UFC/qg), al finalizar la pasteurizaciéon se contd con un recuento del orden de 2 log
UFC/g. Esta flora sobreviviente fue utilizada para analizar su comportamiento durante

el almacenamiento de la preserva a 5, 25 y 35°C.

3.2 Introduccién

Existen distintos tipos de estudios de reto microbiano que investigan la
validacién de los procesos de inocuidad alimentaria, las condiciones de
almacenamiento del producto y la vida util. Los estudios de reto microbiano
relacionados con la inocuidad de alimentos difieren dependiendo del tipo de producto y

del proceso productivo. Existen tres tipos de estudio (NACMCF, 2010):

» Estudios de inhibicién de crecimiento de patégenos. Estos estudios se utilizan
para evaluar la capacidad de una formulacién de producto alimenticio en particular
con un tipo especifico de elaboracion y envasado para inhibir el crecimiento de
ciertos patdogenos bacterianos cuando se mantiene en condiciones de
almacenamiento especificas (tiempo y temperatura). El objetivo de un estudio de
crecimiento puede ser para pedir una exencion (o una variacién) de algun
requerimiento definido por alguna regulacién local, nacional o bien dada por el

Cddigo Alimentario; puede ser también para demostrar la inocuidad de alguna
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formulacion; para determinar si una formulacidon o cambio en el proceso es
requerido si el producto es sometido a un abuso de temperatura; o bien para
determinar el efecto de la modificacion de una formulacién, proceso o tecnologia

de empaque.

Estudios de inactivaciéon de patégenos. Estos estudios se utilizan para evaluar
la capacidad de una formulaciéon de un producto alimenticio en particular, una
practica de fabricacion de alimentos especificos 0 su combinacién para causar la
inactivacion de ciertos patégenos bacterianos. Estos estudios también pueden
verse afectados por el almacenamiento y las condiciones de envasado y deben
tener en cuenta estas variables. Los estudios de inactivacion pueden ser utilizados
para determinar si un proceso térmico provee una adecuada reduccion decimal de
un patoégeno objetivo. Por ejemplo, el requerimiento de inactivacién de 5-log de
Escherichia coli O157:H7 en salchichas secas fermentadas (FSIS, 2001).

Combinacion de estudios de crecimiento e inactivacion. Se pueden usar
estudios combinados para evaluar la capacidad de un alimento o proceso
particular para inactivar determinados patdégenos bacterianos y para inhibir el
crecimiento de ciertas otras bacterias patdgenas o para conseguir un nivel de
inactivacion seguido por la inhibicion del crecimiento de los supervivientes o
contaminantes introducido después de procesar. FSIS (2009), expone un ejemplo
de un elaborador de carne procesada que necesita, por regulacion, demostrar una
etapa de destruccién de Listeria monocytogenes de 2 ciclos logaritmicos mediante
un proceso de altas presiones, seguido de una inhibicidn de crecimiento mediante

la formulacion del producto durante el almacenamiento refrigerado.

De acuerdo a lo anteriormente mencionado se considero adecuado trabajar con

la combinaciéon de estudios de crecimiento e inactivacion. Se buscd determinar si el

tratamiento térmico provee una adecuada reduccion logaritmica de Staphylococcus

aureus como asi también analizar la efectividad de los obstaculos disefiados en esta

preserva durante el almacenamiento.

Distintos autores han realizado estudios de reto microbiano con S. aureus

como microorganismo objetivo. Chawla y Chander (2004), realizaron una combinacion

de estudio de inactivacion y de crecimiento. Ellos determinaron la inocuidad de un

alimento de humedad intermedia (AHI) elaborado a partir de carne de cordero

combinando las tecnologias de irradiacién, reduccion de la a,, y envasado al vacio.

Determinaron la efectividad de la irradiacion sobre S. aureus, Clostridium sporogenes
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y Bacillus cereus y estudiaron el crecimiento de estos microorganismos durante el
almacenamiento. Vora y col. (2003), inocularon tres AHI (carne, pan y pollo) con una
cepa de S. aureus y modelaron su comportamiento durante el almacenamiento a
temperatura ambiente. Walkling-Ribeiro y col. (2008), estudiaron la inactivacion de S.
aureus en jugo de manzana mediante distintas tecnologias (irradiacion ultravioleta,
pre-calentamiento y campos eléctricos pulsados) y realizaron una comparacion contra
una pasteurizacién convencional.

Dado que el crecimiento de bacterias patégenas y la produccién de toxinas
como resultado de un abuso de tiempo y temperatura de almacenamiento de
productos de la pesca puede producir enfermedades en el consumidor (DHHS, 2011),
en la presente investigacion, ademas de estudiar el almacenamiento en refrigeracion

se estudié el comportamiento a temperaturas superiores.

3.3 Objetivos

» Analizar el comportamiento microbiolégico durante el procesamiento de la
preserva y durante el almacenamiento a distintas temperaturas (5, 25 y 35°C).

» Estudiar y modelar el crecimiento microbiano de la preserva sin el proceso de
pasteurizacion.

» Realizar un estudio de reto microbiano con el fin de validar experimentalmente
la etapa de pasteurizacion de la preserva y analizar el comportamiento de la
carga de Staphylococcus aureus sobreviviente al proceso de pasteurizacion

durante el almacenamiento.

3.4 Materiales y métodos

3.4.1 Materia prima

Se utilizé caballa (Scomber japonicus) capturada en el mes de octubre de 2012
en las costas de la provincia de Buenos Aires y conservada a bordo con hielo. Luego
de su arribo al puerto de la ciudad de Mar del Plata la materia prima fue transportada
al laboratorio en envases térmicos con hielo. Se utilizaron 41 caballas de 38 £ 3 cm de

largo con un peso de 0,560 + 0,04 kg.
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3.4.2 Analisis fisicoquimicos

Se determiné la composicién quimica proximal de la materia prima (contenido
de agua, lipidos, proteinas y cenizas) y la composicién quimica proximal, pH, a,,
humedad y contenido de sal, glicerol y acido citrico de la preserva. Las técnicas para

realizar estas determinaciones se describen en la Seccion 1.4.2.

3.4.3 Estudio de la flora nativa

En la planificacion de un estudio de reto microbiano es esencial tener
informacion de las caracteristicas microbiolégicas de la materia prima. Es también
necesario determinar cémo el procesamiento modificard la carga microbiana del
producto, qué microorganismos estan involucrados y el comportamiento del producto
ante la posibilidad de recontaminacion. Asimismo, es importante determinar los
recuentos del producto final (Notermans, 1983). De acuerdo a lo anteriormente
expresado se considerd necesario realizar un estudio de la flora nativa de la materia

prima, durante el procesamiento y el almacenamiento.

Muestreo

El proceso para la obtencién de las muestras es el mismo que el descripto en la
Seccion 1.5.4 con la diferencia que para este estudio se utilizé caballa fresca (sin
congelar).

Se monitored el comportamiento de la flora nativa en la materia prima cruda, en
los troncos de caballa luego de la coccion al vapor y durante el almacenamiento de la
preserva pasteurizada y sin pasteurizar. Se utilizaron tres temperaturas de
almacenamiento: 5, 25 y 35°C y los tiempos de muestreo fueron: 0, 1, 2, 3,4,5,7,9y
12 meses para 5y 25°Cy0; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 4; 5; 7; 9 y 12 meses para 35°C.

Por tratarse de alimentos solidos se requirio el tratamiento previo de las
muestras a fin de liberar los microorganismos en un medio fluido (ICMSF, 1983). Para
ello, se procesaron 10 g de muestra con 90 ml de diluyente en un homogeneizador
circular (Stomacher 400). El diluyente consistié en una solucién salina (0,85% NaCl)
con 0,1% de peptona (ICMSF, 1983). La muestra se sac6 en forma aséptica de cada
envase cerrado. Los recuentos de microorganismos se realizaron por siembra en
profundidad o en superficie segun correspondiera para cada grupo en particular,

considerando en cada caso el factor de dilucidon especifico. Los recuentos de
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microorganismos totales y el aislamiento de los grupos microbianos determinados se
realizaron utilizando los medios de cultivo y condiciones de incubacion de acuerdo a
ICMSF (1983). Los analisis se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron

como log UFC/g (Unidades Formadoras de Colonias por gramo de muestra).

Recuento de Bacterias Psicrétrofas (BP)

Las bacterias psicrétrofas Gram-negativas constituyen el principal grupo de
microorganismos responsables del deterioro en los productos de la pesca frescos
(Gram y Dalgaard, 2002; Gram y Huss, 2000; Huss, 1995) y son capaces de
desarrollarse a bajas temperaturas, como las de refrigeracion (2-8 °C) (ICMSF, 1983).

Se realizé siembra en profundidad utilizando Agar para Recuento en Placa. Se
incubd a 25 + 0,5 °C durante 96 hs (ICMSF, 1983) y se cuantificaron las BP.

Recuento de Bacterias Aerobias Mesdfilas totales (BAM)

El recuento de BAM es utilizado como indicador microbiolégico de la calidad
higiénica de los alimentos y da una idea de la contaminacion por estas bacterias
durante el procesamiento de los productos pesqueros (ICMSF, 1983).

Se realiz6 siembra en profundidad utilizando Agar para Recuento en Placa. Se
incubd a 35 £ 0,5 °C durante 48 hs (ICMSF, 1983) y se cuantificaron las BAM.

Recuento de mohos y levaduras (M&L)

Los mohos y levaduras son microorganismos indicadores de calidad sanitaria
que pueden crecer a una mayor velocidad que las bacterias en medios mas hostiles,
como alimentos con baja actividad de agua (ICMSF, 1983), por lo tanto, se considerd
apropiado investigarlos en los lomitos de caballa.

Se realiz6 siembra en placa en superficie con espatula de Drigalsky utilizando
Agar H&L (Britania). Se incub6 a 25 + 0,5 °C durante 5dias (ICMSF, 1983) y se

cuantifico.

Recuento de Staphylococcus spp. Investigacidon de Staphylococcus aureus (S.

aureus).

Los estafilococos suelen encontrarse en las fosas nasales, boca, oidos y en la

piel de las personas. Una inadecuada higiene y/o manipulacion podria llevar a la
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presencia de estas bacterias en los alimentos (ICMSF, 1983). A este grupo pertenecen
S. aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus, entre otras. Se cuantificaron bacterias
Staphylococcus spp. por siembra en superficie en Agar Baird Parker incubando a 35 +
0,5 °C durante 48 horas (ICMSF, 1983).

Dado que los lomitos poseen una a,, de 0,89 + 0,01 y un pH de 5,11 + 0,06 se
decidio utilizar como organismo de control durante la pasteurizacion al S. aureus
debido a que es el Unico microorganismo patégeno capaz de desarrollarse a esa a,
(NACMCEF, 2006).

Para identificacion de S. aureus se sembrd en agar manitol salado, agar dnasa

y se realiz6 test de coagulasa (ICMSF, 1983).

Investigacion de microorganismos clostridio sulfito-reductores (CSR)

Los clostridio sulfito-reductores (CSR) son microorganismos del género
Clostridium que tienen la capacidad de reducir el sulfito a sulfuro (ICMSF, 1983). A
este grupo pertenecen los microorganismos patdgenos C. perfringens y C. botulinum
(ICMSF, 1983), siendo este ultimo el de mayor importancia por la posibilidad de
generar toxina mortal. Considerando que los CSR son microorganismos anaerobios,
éstos podrian desarrollarse en los productos envasados al vacio, por lo que se
investigd su presencia.

Se sembrd 1 ml de muestra en Agar Sulfito Polimixina-Sulfadiazina (SPS) en
placa. El medio SPS es selectivo para sulfito-reductores ya que al contener sulfito
sédico, el mismo es reducido a sulfuro por la mayor parte de los clostridios. A su vez,
el sulfuro reacciona con el citrato de hierro, dando lugar a sulfuro de hierro, que se
manifiesta por la formaciéon de un precipitado negro alrededor de las colonias. Se

incubd en jarras de anaerobiosis a 35 £ 0,5 °C y 46 + 0,5°C durante 48 horas.

3.4.4 Modelado matematico

Modelo de Gompertz modificado

Se utilizé el modelado matematico para analizar el efecto de la temperatura de
almacenamiento sobre el comportamiento microbiolégico de la preserva. Uno de los
modelos mas utilizados para describir el crecimiento microbiano estda dado por la

ecuacion de Gompertz modificada (Gibson y col., 1988) cuya expresion es la siguiente:
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log N = A+ Cexp(—exp(—=B(t — M))) 3.1

donde log N es el logaritmo decimal del recuento de microorganismos (log CFU/g) a
tiempo t, A el recuento logaritmico asintético a medida que el tiempo disminuye
indefinidamente (aproximadamente equivalente al logaritmo del recuento inicial de
bacterias (log CFU/g)), C es el incremento del recuento logaritmico a medida que el
tiempo crece indefinidamente (esto es el numero de ciclos de crecimiento (log CFU/g)),
B es la velocidad maxima relativa de crecimiento a tiempo M (meses™) y M el tiempo

requerido para alcanzar la maxima velocidad de crecimiento (meses).

: o . BC
La velocidad especifica de crecimiento se puede calcular de acuerdo a u=—
e

((log CFU/g)/meses) con e = 2,7182, la duracién de la fase de latencia DFL =M—(%)
(meses) y la maxima densidad de poblacion MDP =4+ C (log UFC/g).

Los datos fueron ajustados a la ecuacion de Gompertz modificada mediante
regresion no lineal con el programa OriginPro version 8 (OriginLab Corporation,
Northampton, MA).

El efecto de la temperatura de almacenamiento (5, 25 y 35°C) sobre la
velocidad especifica de crecimiento («) fue estudiado mediante el modelo de Arrhenius

segun la siguiente ecuacion:

’ E/l
In(p) =In(4") - 7 3.2

donde u es la velocidad especifica de crecimiento ((log UFC/g)/meses), T es la
temperatura absoluta (K), E, la energia de activacion (kJ/mol), 4" el factor
preexponencial ((log UFC/g)/meses) y R la constante general de los gases (8,314
(J/(mol K)).

Modelo logistico

Se aplicé el modelo logistico de acuerdo a:

logN=A4+C/(+exp(D - Ft)) 33
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donde logN es el logaritmo decimal del recuento de microorganismos (log CFU) a
tiempo t, A el recuento logaritmico asintético a medida que el tiempo disminuye
indefinidamente (aproximadamente equivalente al logaritmo del recuento inicial de
bacterias(log CFU)), C es el incremento del recuento logaritmico a medida que el
tiempo crece indefinidamente (esto es el numero de ciclos de crecimiento (log CFU)),
D es un parametro adimensional, F es el parametro del crecimiento de la velocidad

relativa a la mitad del tiempo de la fase exponencial (meses ™).

La velocidad especifica de crecimiento se puede calcular de acuerdo a y:%, la

duracion de la fase de latencia DFL =¥ .

3.4.5 Andlisis estadistico

Los datos experimentales fueron ajustados a la ecuacion de Gompertz
modificada y al modelo logistico mediante regresién no lineal con el programa
OriginPro version 8 (OriginLab Corporation, Northampton, MA).

El ajuste de los datos experimentales realizado por los modelos fue evaluado
mediante la Suma de los Cuadrados de los Residuos (SCR) y el coeficiente de
determinacion ajustado (R?%;). Considerando que SCR es una medida de la diferencia
entre los datos experimentales y los calculados, un bajo valor de SCR indica un buen

ajuste del modelo.

3.4.6 Reto microbiano

Con el estudio de reto microbiano se busco validar el estudio tedrico de la
etapa de pasteurizacion desarrollado en el Capitulo 1 y, por otro lado, estudiar el
comportamiento durante el almacenamiento de la flora de Staphylococcus aureus

sobreviviente al proceso de pasteurizacion.

Disefio experimental

Proceso de elaboracién de lomitos

Las etapas del proceso de elaboracién de lomitos para el estudio de reto

microbiano se muestran en la Figura 3.1.
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Lomitos de caballa
DO

A 4

Bolsas PE —| Envasado al vacio

\4
Pasteurizacion 1

v
Inoculacion

Indculo de
S. aureus

\ 4

Cerrado al vacio

A 4

Pasteurizacion 2

\ 4
Almacenamiento

Figura 3.1 Diagrama de Flujo del proceso de elaboracién de lomitos para el estudio de reto
microbiano

Los lomitos fueron deshidratados osmoéticamente como se describe en la
Seccién 1.5.4. Luego de la DO se envasaron al vacio individualmente 10 + 0,1g de
producto y se los pasteurizé en bano termostatizado a 90°C por 15 min. Esta
pasteurizacion no formé parte del proceso de elaboracion de los lomitos, se realizé
s6lo en el estudio de reto microbiano con el fin de eliminar la flora competitiva y
realizar la inoculacién en una matriz estéril.

Una vez realizada dicha pasteurizacion se abrieron las bolsas en ambiente
estéril y, con la ayuda de una micropipeta con tips plasticos descartables, se procedio
a inocular las muestras. La inoculacion se realizd dentro del lomito, lo mas cercano
posible al centro geométrico de la muestra. Un factor muy importante a tener en
cuenta para mantener las caracteristicas intrinsecas del producto es el hecho de
minimizar el volumen del indculo. Dado que, tipicamente, el volumen del inéculo no
debe ser mayor al 1% del volumen del producto (IFT, 2003) se decidié trabajar con un
volumen de 0,1 ml. Luego, las muestras fueron cerradas al vacio nuevamente y se

realizd la segunda pasteurizacion (a 60°C durante 54 minutos) de acuerdo a lo
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estudiado en el Capitulo 1. Se enfriaron las muestras en un bano de agua a 18°C
durante 30 minutos, se secaron con papel absorbente y se almacenaron a 5, 25 y
35°C.

Muestreo

Se tomaron muestras previo al inoculado, luego del inoculado, luego de la
etapa de pasteurizacion a 60°C y durante el almacenamiento. Las muestras
inoculadas y pasteurizadas fueron almacenadas a tres temperaturas distintas: 5, 25 y
35°C vy los tiempos de muestreo fueron: 0, 3, 10, 17, 24 y 31 dias y 2, 4, 6, 9y 12

meses.

Microorganismo objetivo

Para identificar el microorganismo patdogeno objetivo de la experiencia se
tuvieron en cuenta las caracteristicas fisicoquimicas de la preserva. La principal
barrera que presenta el producto es su a, reducida (0,89 + 0,01). Otro factor
importante a tener en cuenta es el pH, cuyo valor es de 5,11 + 0,06. Dentro de esta
combinacion de a, y pH el unico patégeno que podria crecer es el Staphylococcus
aureus (IFT, 2003; NACMCF, 2010).

Preparacion del inéculo

La cepa de Staphylococcus aureus utilizada en este estudio fue aislada
en el laboratorio del Grupo de Investigacion en Preservacion y Calidad de Alimentos a
partir de un ejemplar de salmén de mar (Pseudopercis semifasciata). La cepa fue
aislada sembrando en medio Baird Parker (en superficie) incubando a 35 + 0,5 °C
durante 48 horas (ICMSF, 1983; Tapia, 2003). Las colonias tipicas de S. aureus fueron
removidas de las placas y sometidas a una serie de pruebas bioquimicas incluyendo la
siembra en agar manitol salado y los test de produccién de dnasa y coagulasa
(ICMSF, 1983).

Las colonias que presentaron las caracteristicas tipicas de S. aureus (dieron
positivo a las pruebas mencionadas anteriormente) fueron mantenidas en Agar
Nutritivo Semisdlido a 4 + 1°C. Para preparar el indculo para el estudio de reto
microbiano la cepa fue repicada en 5ml de caldo infusién cerebro corazén y mantenida
a 35°C durante 24 h (Vora y col., 2003). Luego de la incubacion, una alicuota de 1ml

del cultivo fue transferida a 9ml de solucién fisiolégica dentro de un tubo estéril.
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Posteriormente se realizaron diluciones sucesivas (107-10°) y se mantuvieron a 4 *
1°C. El nimero de células de S. aureus por mililitro de las suspensiones obtenidas fue
estimado mediante recuento en placa (agar Baird Parker). Finalmente, se utilizo la

suspensién con una concentracion final de 10° UFC/ml.

Nivel del in6culo

Para realizar estudios de inactivacion, se suele utilizar altos niveles de
microorganismos, entre 6 y 7 log UFC/g (IFT, 2003; NACMCF, 2010). En este caso el
nivel del indculo utilizado fue de 9 log UFC/mI. Al inocular 0,1ml de esta suspension en
10g de muestra se obtuvo una concentraciéon de 7 log UFC/g con el propdsito de
documentar altos niveles de inactivacion. Ademas, se buscd contar con
microorganismos sobrevivientes a la pasteurizacién para realizar el estudio de

crecimiento durante el almacenamiento.

3.5 Resultados y discusioén

3.5.1 Analisis fisicoquimicos

Se investigd la composicion quimica proximal de los lomitos crudos y de la
preserva (Tabla 3.1). Ademas, en la misma tabla se detalla el contenido de sal, glicerol
y acido citrico de la preserva (el porcentaje de sal forma parte del contenido de

cenizas).

Tabla 3.1 Composicién quimica proximal (% en base humeda) y contenido de glicerol, sal y
acido citrico de los lomitos crudos y de la preserva

Humedad Proteinas Lipidos Cenizas Glicerol NaCl Ac. citrico

Lomitos 69,0120,89 2199:0,41 6515031 1298002 - - -
crudos

Preserva 51,98+0,37 22,02+0,51 6,02+0,85 3,30+0,06 16,03+0,63 2,01+0,05 0,17+0,02

La preserva tuvo un valor de pH de 5,11+0,06 y una a,, de 0,89+0,01.

3.5.2 Estudio de la flora nativa

Se realiz6 un estudio de la flora nativa de la materia prima, durante el
procesamiento y el almacenamiento de la preserva para conocer cémo el

procesamiento podria modificar la carga microbiana del producto, qué
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microorganismos podrian estar involucrados y estudiar el comportamiento del producto
ante la posibilidad de recontaminacién. Este estudio es muy importante para conocer
las caracteristicas microbioldégicas de la materia prima y asi poder planificar

adecuadamente un estudio de reto microbiano.

Analisis microbioldgico

Se realizaron recuentos de bacterias psicrétrofas (BP), aerobias mesdfilas
(BAM), Staphylococcus spp., Clostridio sulfito-reductoras (CSR) y mohos y levaduras
(M&L) durante el procesado y durante el almacenamiento de la preserva.

En la Figura 3.2 se muestra el comportamiento de los microorganismos
estudiados durante el procesado. Se analizé la materia prima cruda, se analizdé
también la materia prima luego de la coccion al vapor durante 20 minutos y por ultimo
se analizé la preserva a tiempo 0 (los lomitos deshidratados, envasados al vacio y
pasteurizados).

No se detectd crecimiento de S. aureus ni CSR en la materia prima, ni durante

el procesamiento, ni durante el almacenamiento por 12 meses a las tres temperaturas.

6,00

5,00 -

log UFC/g
w N
o o
o o

»

[

S
L

1,00 -

0,00
Mat. Prima cruda Mat. Prima cocida Preserva pasteurizada

O Psicrotrofos W Mesofilos B S. spp O Mohos y Levaduras

Figura 3.2 Recuento de microorganismos psicrétrofos, mesdfilos, Staphylococcus spp. 'y
mohos y levaduras durante el procesamiento de la preserva

El recuento inicial de bacterias psicrétrofas en la materia prima cruda fue de

1,3x10° UFC/g. Luego del proceso de coccién al vapor el recuento fue de 1,9x10°
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UFC/g. Es decir que la coccion al vapor por 20 min. redujo 2 ciclos logaritmicos la
poblacion de BP.

El recuento inicial de bacterias aerobias mesdfilas en la materia prima cruda
fue de 1,2x10° UFC/g. Al finalizar la coccién el recuento fue de 1,3x10? UFC/g. La
coccion al vapor redujo un ciclo logaritmico la poblacion de BAM.

Con respecto a Staphylococcus spp. y M&L, hubo un recuento inicial en la
materia prima cruda de 7,3x10° y 5,2x10° UFC/g respectivamente. Luego del proceso
de coccidon no se detectd desarrollo de estos microorganismos. Es decir que esta
etapa redujo tres ciclos logaritmicos la poblacion de Staphylococcus spp. y M&L.

También se realizaron analisis microbiolégicos luego de envasar al vacio los
lomitos (previo a la pasteurizacién). La poblacion de BP, BAM y Staphylococcus spp.
fue de 1,10x10% 2,00x10" y 3,30x10? UFC/g respectivamente. No hubo recuentos de
M&L. Estos resultados indican que luego de la coccidén de la caballa hubo una
contaminacion de los lomitos con Staphylococcus spp.. Estimativamente, entre el 50 y
60 % de la poblacion humana carga con cepas de Staphylococcus spp. en la piel y en
las fosas nasales (Huss, 1997; Kennedy y col., 2005). Dado que los lomitos se
separan manualmente luego de la coccion de la caballa, esta manipulacién pudo haber
sido la causa de la contaminacion con Staphylococcus spp..

Por ultimo, se analiz6 la preserva luego de la pasteurizacion y no se detecto
crecimiento de BP, BAM, Staphylococcus spp. ni M&L. La pasteurizacién redujo a
valores no detectables la carga microbiana estudiada y durante los 12 meses que duro
el almacenamiento no se registraron recuentos microbiolégicos a ninguna de las tres

temperaturas estudiadas.

Analisis microbiolégico de la preserva sin pasteurizar

Ademas de analizar microbiolégicamente a la preserva pasteurizada, se
estudié también el comportamiento de la microflora de los lomitos deshidratados y
envasados al vacio pero sin el proceso de pasteurizacion final. El objetivo de este
estudio fue analizar la importancia de la pasteurizacion sobre la preserva.

No se detectd crecimiento de S. aureus ni CSR durante el almacenamiento a
las tres temperaturas.

El comportamiento de las BP, BAM y Staphylococcus spp. en los lomitos sin

pasteurizar durante el almacenamiento a 5, 25 y 35°C se muestra en la Figura 3.3.
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Figura 3.3 Recuento de microorganismos psicrétrofos, mesdfilos y Staphylococcus spp. en la
preserva sin pasteurizar durante el almacenamiento a 5, 25 y 35°C

Los recuentos iniciales fueron de 1,10x10% 2,00x10" y 3,30x10? para BP, BAM
y Staphylococcus spp. respectivamente. Puede observarse en la Figura 3.3 que los
tres grupos de microorganismos estudiados siguieron una tendencia similar. A 5°C
tuvieron un incremento en los recuentos hasta el periodo comprendido entre los 7 y los
9 meses de almacenamiento. En el caso de las BP el recuento maximo fue de
1,71x10” UFC/g y el maximo para las BAM y Staphylococcus spp. fue de 3,56x10° y
6,43x10° respectivamente. Luego de los 9 meses, los recuentos se mantuvieron sin

mayores cambios hasta el final del almacenamiento.
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A 25°C la velocidad de crecimiento fue mayor y se registraron recuentos
maximos mas altos. Los tres grupos estudiados tuvieron un rapido incremento en su
poblacién (de forma exponencial) hasta llegar a un maximo entre los 3 y 4 meses de
almacenamiento. Los valores maximos registrados fueron de 6,00x10"; 5,25x10’ y
8,50x10° UFC/g para el caso de las BP, BAM y Staphylococcus spp. respectivamente.
Ademas, se observa como, a partir del mes 7 aproximadamente, los recuentos sufren
un descenso constante hasta el mes 12.

Mediante el analisis de estos resultados se pudo comprobar la importancia de
la temperatura de almacenamiento ya que la refrigeracion a 5°C logré retardar el
crecimiento microbiolégico con respecto al almacenamiento a 25°C. Para alcanzar un
recuento del orden de 10° a 25°C requirié un tiempo de entre 1y 2 meses para los tres
grupos estudiados mientras que a 5°C fue necesario aproximadamente un tiempo de 7
meses.

A 35°C los tres grupos siguieron la misma tendencia. Se observé un rapido
crecimiento hasta aproximadamente los 45 dias de almacenamiento (crecimiento
exponencial) con un recuento maximo de 1,81x10% 4,40x10° y 6,20x10* UFC/g para
BP, BAM y Staphylococcus spp. respectivamente. Si bien siguen un crecimiento
exponencial, los recuentos alcanzados a 35°C no son tan altos como a 25°C. Luego de
los 75 dias se observé un marcado descenso hasta los 90 dias. A partir de los 90 dias
no se registraron recuentos hasta el final del almacenamiento.

La preserva tuvo un valor inicial de a,, y humedad (%) de 0,89 £ 0,01 y de 51,98
1 0,37 respectivamente. Durante el almacenamiento a 5 y 25°C no se observaron
cambios significativos (p>0,05) en los valores de a, y humedad de las muestras
durante los 12 meses. Sin embargo, a 35°C, a partir de los 3 meses de
almacenamiento, ambos parametros comenzaron a descender significativamente. A
los 4 meses la a,, descendié a 0,88 + 0,01 y la humedad (%) a 46,17 £ 0,44 y a los 7
meses los valores de a, y humedad fueron de 0,84 £+ 0,01 y 31,85 + 0,25
respectivamente. Este marcado descenso de la a,, de la preserva almacenada a 35°C
pudo haber sido la causa por la cual no se registraron recuentos de los
microorganismos estudiados a partir de los 3 meses.

Los resultados obtenidos a partir del analisis microbioldgico de la preserva sin
pasteurizar indican la importancia del proceso de pasteurizacion de la preserva. Ante
un posible abuso de temperatura de almacenamiento durante cualquier etapa de la
cadena productiva los recuentos podrian crecer de forma exponencial como se

observa en la Figura 3.3.

126



Capitulo 3: Efectividad de las barreras de stress microbiano

Modelado matematico

Los datos experimentales del crecimiento microbiano durante el
almacenamiento de la preserva sin pasteurizar fueron ajustados a los modelos de
Gompertz modificado y logistico. En la Tabla 3.2 se muestran los parametros

estadisticos del ajuste realizado.

Tabla 3.2 Coeficientes de determinacion ajustado (Rzaj) y suma de los cuadrados de los
residuos (SCR) de los ajustes realizados mediante los modelos de Gompertz modificado y

logistico
Temperatura Gompertz Logistico

(°C) R%i SCR R%; SCR

5 0,97 0,703 0,98 0,510

Mesofilos 25 0,98 0,402 0,97 0,654
35 0,97 0,224 0,97 0,243

5 0,97 0,842 0,96 0,932

Psicrétrofos 25 0,98 0,258 0,98 0,367
35 0,98 0,085 0,98 0,094

5 0,86 1,106 0,84 1,258

f;:’?hy lococcus 25 0,98 0,199 0,98 0,202
35 0,99 0,027 0,99 0,009

Ambos modelos ajustaron satisfactoriamente los datos experimentales del
crecimiento de los tres microorganismos estudiados dado que presentaron altos
valores de Rza,- y bajos valores de SCR. Distintos autores han informado de la bondad
de ajuste de los datos experimentales de crecimiento microbiano en distintos alimentos
utilizando el modelo de Gompertz modificado y logistico (Galati y col., 2011; Gianuzzi y
col., 1998; Huang, 2010; Tomac y col., 2013).

Debido a que los parametros estadisticos de ambos modelos fueron muy
similares, en la Figura 3.4 sélo se muestra el ajuste realizado mediante el modelo de
Gompertz. Los datos experimentales estan representados por puntos y el ajuste

mediante una linea negra. Se puede ver que los datos presentan un patréon sigmoidal.
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Figura 3.4 Ajuste del modelo de Gompertz a los recuentos de microorganismos psicroétrofos,
mesofilos y Staphylococcus spp. en la preserva sin pasteurizar durante el almacenamiento a 5,
25y 35°C

Los valores obtenidos de la velocidad especifica de crecimiento (u), de la
duracién de la fase de latencia (DFL) y de la maxima densidad de poblaciéon (MDP) a
partir de los parametros del modelo de Gompertz modificado se muestran en la Tabla
3.3.
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Tabla 3.3 Valores de los parametros u ((log CFU/g)/meses), DFL (meses), MDP (log UFC/g)
obtenidos a partir del modelo de Gompertz modificado

Temp. (°C) u DFL MDP

5 1,004 0,883 6,659

Mesofilos 25 4,492 0,141 7,545
35 6,071 0,243 5,372

5 1,172 1,711 6,838

Psicrétrofos 25 4,899 0,142 7,781
35 6,086 0,220 5,068

Staphylococcus 5 0,670 0,328 5,504
spp. 25 5,327 0,582 6,700
35 7,822 0,892 4,741

Los resultados obtenidos indican que la velocidad especifica de crecimiento (u)
aumenté con el aumento de la temperatura de almacenamiento para los tres
microorganismos estudiados.

El efecto de la temperatura sobre la fase de latencia del crecimiento microbiano
fue evidente para los microorganismos mesodfilos y psicrotrofos ya que ambos
presentaron mayores valores de DFL a 5°C. A esta temperatura les llevdé mas tiempo
comenzar la fase exponencial. La duracion de la fase de latencia depende de una
variedad de factores como la poblacién microbiana, las condiciones del medio y el
tiempo requerido para recobrarse de los dafos fisicos sufridos durante el
procesamiento del alimento (Leistner, 2000; Tomac y col., 2013).

Con respecto a la maxima densidad de poblacion (MDP) se observd que los
microorganismos mesofilos y psicrétrofos presentaron valores mayores de MDP con
respecto a Staphylococcus spp.. Ademas, en los tres grupos microbioldgicos
estudiados, se observé que la mayor densidad poblacional se desarrollé a 25°C,
seguido por 5°C y, por ultimo, a 35°C.

A 35°C se observo que los microorganismos de los 3 grupos estudiados crecen
a mayor velocidad dado que poseen los valores mas grandes de u pero a su vez se
encontraron los valores de densidad poblacional mas bajos. Si bien la velocidad de
crecimiento fue alta a una temperatura de 35°C, no se alcanzaron recuentos tan altos
como a 5 y 25°C. Como se explicd anteriormente, la causa de este comportamiento

pudo ser el descenso de la a,, de la preserva almacenada a 35°C.
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Efecto de la temperatura de almacenamiento sobre la velocidad especifica de

crecimiento (u)

El efecto de la temperatura de almacenamiento sobre la velocidad especifica
de crecimiento () fue estudiado mediante el modelo de Arrhenius (Ecuacion 3.2).

Se grafico el In 4 en funcion de la inversa de la temperatura absoluta (1/T) para
los tres grupos microbianos estudiados (Figura 3.5). Mediante regresion lineal se
obtuvo la ecuacion de la recta con pendiente -E,/R. Los altos coeficientes de regresion
(0,9654 < R? < 0,9771) indican la bondad de ajuste del modelo aplicado.
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Figura 3.5 Efecto de la temperatura sobre la velocidad de crecimiento especifica () de
microorganismos psicrétrofos, mesdfilos y Staphylococcus spp.
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Los microorganismos Staphylococcus spp. presentaron el mayor valor de E,
(60,46 kJ/mol), seguido por los mesdfilos y por los psicrétrofos (44,17 y 40,77 kd/mol

respectivamente).

3.5.3 Reto microbiano

El potencial crecimiento de S. aureus en productos pasteurizados y
refrigerados es muy bajo ya que es muy sensible al calor. Si se mantiene una correcta
cadena de frio durante la distribucion del producto este microorganismo no tiene la
capacidad de crecer (FDA, 1992; Silva y Gibbs, 2010). De todas maneras, se
considerd necesario realizar un estudio para comprobar el efecto de la pasteurizacion
sobre el Unico microorganismo patdgeno capaz de crecer en la preserva (S. aureus) vy,
ademas, comprobar si la posible carga de S. aureus sobreviviente al proceso de
pasteurizacion podria desarrollarse durante el almacenamiento refrigerado del
producto.

Ademas, luego de la pasteurizacién, el producto fue almacenado a dos
temperaturas superiores a la de refrigeracién (25 y 35°C) con el fin de simular un
posible abuso en la temperatura de almacenamiento y comprobar el posible desarrollo

de S. aureus.

Inactivacidon bacteriana

Como se explicod en la Seccion 3.4.2, se prepararon muestras de 10g con los
lomitos deshidratados osmoticamente, se envasaron al vacio y se les dio un
tratamiento térmico a fin de disminuir la flora competitiva. Luego de esta primera
pasteurizacion se analizaron las muestras para comprobar si hubo desarrollo de S.
aureus. Los resultados indicaron que no hubo desarrollo de S. aureus en las muestras
previo a la inoculacioén.

A continuacion, se inocularon las muestras en el centro geométrico de las
mismas con 0,1 ml de la suspension, con el objetivo de contar con una carga de S.
aureus del orden de 7 log UFC por gramo de muestra. La carga microbiana de la
solucion del indculo utilizado fue de 9 log UFC/ml.

Luego de la inoculacion se cerraron al vacio. En este punto se realizé un

recuento de S. aureus dando como resultado una poblacién de 5,8x10” UFC/g.
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Las muestras fueron pasteurizadas a 60°C durante 54 min., se las enfridé en
bafio de agua a 18°C por 30 minutos y se las secd. Luego de dicho proceso se
analizaron nuevamente las muestras y se obtuvo un recuento de 2,0x10?> UFC/g.
Conforme con los resultados esperados, la pasteurizacion redujo 5 ciclos logaritmicos
la poblacién de S. aureus en la preserva.

De esta manera, se logré validar el proceso de pasteurizacién analizado de
forma tedrica en el Capitulo 3 dado que dicho estudio fue pensado para reducir la

carga del microorganismo objetivo entre 5 y 6 log UFC/g.

Comportamiento de la flora sobreviviente al pasteurizado

Las muestras inoculadas y pasteurizadas fueron almacenadas a 5, 25 y 35°C.

Los resultados del recuento de S. aureus durante el almacenamiento se muestran en

la Figura 3.6.
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Figura 3.6 Recuento de Staphylococcus aureus en la preserva inoculada durante el
almacenamiento a 5, 25 y 35°C

El estudio del comportamiento de la flora sobreviviente al proceso de
pasteurizacion revela que la poblacion de S. aureus almacenada a 5°C se redujo casi
un ciclo logaritmico al dia 12 de almacenamiento y que desde el dia 17 no se detecto
crecimiento hasta el final del estudio (12 meses). En la Figura 3.4 se muestra un
tiempo maximo de 60 dias pero el andlisis durd hasta los 12 meses.

A 25 y 35°C hubo un comportamiento similar representado por un incremento
poblacional de 2 ciclos logaritmicos a los 12 dias (a 25°C hubo un recuento de

9,50x10* y a 35°C de 6,11x10* UFC/g) seguido por una reduccién posterior de 2 ciclos
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logaritmicos a los 17 dias y desde el dia 24 en adelante no se detectd desarrollo
durante los 12 meses.

El S. aureus no produce suficiente toxina como para causar enfermedad en
humanos hasta que alcanza las 100.000 a 1.000.000 UFC/g (DHHS, 2011). Es decir
que, efectuando un proceso de pasteurizacion eficaz y manteniendo las condiciones
de almacenamiento dentro de la temperatura de refrigeracion, este producto no
presentaria ningun problema de inocuidad. Se debe considerar ademas que las
condiciones de esta experiencia de Reto Microbiano se realizaron en las condiciones
ideales para el crecimiento del S. aureus (eliminando la flora competitiva) y un nivel de

in6culo elevado que dificilmente pueda darse en la practica industrial.

3.6 Conclusiones

La caballa cruda conté con valores de 1,3x10% 1,2x10% 7,3x10° y 5,2x10°
UFC/g de bacterias psicrotrofas (BP), bacterias aerobias mesdfilas (BAM),
Staphylococcus spp. y mohos y levaduras (M&L) respectivamente.

No se detectd presencia de Staphylococcus aureus ni de clostridio sulfito-
reductores en la materia prima, durante el procesado o durante el almacenamiento de
la preserva a las tres temperaturas (5, 25 y 35°C).

Luego del proceso de coccidn de la caballa al vapor por 20min, la poblacién de
BP se redujo en 2 ciclos logaritmicos, en un ciclo la de BAM y no se detectd presencia
de Staphylococcus spp. ni M&L.

Las barreras utilizadas durante la elaboracion de la preserva (coccion al vapor
de la materia prima, deshidratacién osmatica, envasado al vacio y pasteurizacion) le
dieron una excelente estabilidad microbiolégica dado que no se detectd presencia de
ninguno de los grupos de microorganismos que se estudiaron durante 12 meses. Dado
que este comportamiento se observo a las 3 temperaturas, se puede afirmar que la
temperatura de almacenamiento no es relevante en el aspecto microbiolégico del
producto. Si se trabaja bajo estrictas normas de calidad, cumpliendo por ejemplo con
las directrices de un plan HACCP, la preserva podria ser almacenada a temperatura
ambiente. Por lo tanto, la vida util de los lomitos de humedad intermedia pasteurizados
estaria dada por aspectos sensoriales o fisicoquimicos mas que microbiolégicos. La
vida util sensorial se estudia en el Capitulo 4.

Se analizé el comportamiento microbioldgico de la preserva sin pasteurizar. Se
logré modelar satisfactoriamente el crecimiento de BP, BAM y Staphylococcus spp.

mediante los modelos de Gompertz modificado y logistico. Los resultados obtenidos a
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partir del analisis microbiolégico de la preserva sin pasteurizar indican la necesidad del
proceso de pasteurizacion de la preserva.

De acuerdo a los resultados del estudio de reto microbiano, la etapa de la
pasteurizacion redujo 5 ciclos logaritmicos la poblacion de Staphylococcus aureus
inoculada. Esta fue la reduccidon buscada en el calculo tedrico del tiempo de
pasteurizacion (Capitulo 1). De esta manera, se logré validar exitosamente el proceso
de pasteurizacion.

Como se inoculd un numero alto de microorganismos (del orden de 7 log
UFC/g) durante el estudio de reto microbiano, al finalizar la pasteurizacién se obtuvo
un recuento de 2,0x10° UFC/g. Se analiz6 el comportamiento de esta poblacién
determinando que las barreras aplicadas fueron efectivas para evitar el crecimiento de

S. aureus durante el almacenamiento refrigerado.
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4.1 Resumen

El propésito de este capitulo fue estimar la vida util de la preserva almacenada
en refrigeracion (5°C). Se realizé un estudio de vida util sensorial acelerado utilizando
tres temperaturas de almacenamiento: 15, 25 y 35°C. Los atributos sensoriales color
amarillo-rojizo y aroma rancio fueron empleados como indicadores de deterioro.

Durante el almacenamiento a las tres temperaturas estudiadas se realizaron
muestreos a diferentes tiempos realizandose analisis sensoriales (evaluacién de aroma
rancio y color amarillo-rojizo) y fisicoquimicos (a,, humedad, TBA, color instrumental y
perfil de acidos grasos). La evaluacion sensorial se realizd6 mediante un panel de 10
evaluadores entrenados.

El tiempo de vida util a 15, 25 y 35°C se determind cuando el valor de los
indicadores criticos de deterioro llegé a valores inaceptables sensorialmente. A partir
de los resultados obtenidos se definio la cinética de la reaccién de deterioro y se
obtuvo la E, utilizando el modelo de Arrhenius.

Finalmente, se halld una relacion para estimar la vida util de la preserva a
distintas temperaturas. A partir de esta relacion se extrapolaron los resultados a

temperatura de refrigeracion.

4.2 Introduccion

Los alimentos son sistemas fisicoquimicos y bioldgicos activos, por lo que la
calidad de los mismos es un estado dinamico que paulatinamente va reduciendo sus
niveles con el paso del tiempo. Existe un tiempo determinado, después de haber sido
producido, en que el producto mantiene un nivel requerido de sus propiedades
sensoriales y de inocuidad, bajo ciertas condiciones de almacenamiento. La vida util
de un alimento representa aquel periodo de tiempo durante el cual el alimento se
conserva apto para el consumo desde el punto de vista sanitario, manteniendo las
caracteristicas sensoriales, funcionales y nutricionales por encima de los limites de
calidad previamente establecidos como aceptables (Hough y Wittig, 2005).

Durante los ultimos afos, los desarrollos tecnolégicos asi como nuevos
materiales de empaque han servido para el desarrollo de las modernas técnicas de
preservacion de alimentos que puedan satisfacer la creciente demanda por parte de
los consumidores de alimentos seguros, durables y con altos estandares sensoriales y
nutritivos (Walking-Ribeiro y col., 2009). Estas tecnologias requieren estudios de

estabilidad para asegurar que los alimentos sean inocuos y posean una aceptable
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calidad al momento del consumo. En este contexto, la estimacion de la vida util de los
productos alimenticios ha ganado importancia en los ultimos afos (Giménez y col.,
2012).

La vida util de un producto depende de factores ambientales, de la humedad,
de la temperatura de exposicion, del proceso térmico al que se somete y de la calidad
de las materias primas, entre otros. El efecto de estos factores se manifiesta como el
cambio en las cualidades del alimento que repercuten sobre el consumidor: cambios
de sabor, apariencia, textura o pérdida de nutrientes (Garcia y col., 2011).

Para determinar la vida util de un alimento primero deben identificarse las
reacciones quimicas o bioldgicas que influyen en la calidad y/o seguridad del mismo,
considerando la composicion del alimento y el proceso a que es sometido. El tiempo
de vida util se puede estimar mediante distintos métodos. Pueden tomarse valores
reportados en la literatura especializada de alimentos similares y bajo condiciones
similares al producto de nuestro interés; se pueden monitorear las quejas de los
consumidores para orientar los posibles valores de vida util o se pueden evaluar
atributos de calidad del alimento que varian durante la vida util (a tiempo real o
mediante pruebas aceleradas) (Garcia y Molina, 2008). Para los estudios acelerados
se debe planear cuidadosamente el disefio experimental que contemple las variables
por evaluar y controlar las variables que no se desean evaluar para evitar que
interfieran en las mediciones, y por ende, en los resultados (Labuza y Schmidt, 1985).

En los productos de larga vida util tales como productos esterilizados o
congelados, la determinacion de la vida util a tiempo real llevaria afios, lo cual no es
practico. En estos casos se aplican modelos predictivos para estimar la vida Gtil en un
periodo de tiempo menor al real, mediante estudios de envejecimiento acelerado. Para
acelerar la vida util de los alimentos, y obtener asi en menor tiempo datos sobre su
cinética de deterioro, es necesario almacenar el producto a varias temperaturas
superiores a la normalmente utilizada y hacer un seguimiento de la evolucién de los
parametros de calidad del producto a cada una de esas temperaturas. A partir de los
datos obtenidos, se puede predecir la vida util a la temperatura real de conservacion
del producto (AZTI/DAPA, 2008; Pedro y Ferreira, 2006).

Una metodologia muy utilizada ha sido la medicion de la intensidad de algun
atributo sensorial a través del almacenamiento, estimando la vida util como el tiempo
en que la intensidad del atributo critico seleccionado alcanza un valor predeterminado
(Giménez y col., 2012). En este método, un grupo de panelistas entrenados generan
una respuesta numérica (utilizando una escala) que refleja la percepcion de la
intensidad del atributo sensorial generada al evaluar el producto. Esta metodologia ha

sido utilizada para estimar la vida util de diferentes alimentos. Natress y col. (2004),
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estimaron la influencia de la pasta de avellanas sobre la vida util de chocolate amargo.
A lo largo del almacenamiento, se les pidi6 a un grupo de 10 panelistas entrenados
que evaluen la intensidad del sabor rancio utilizando una escala no estructurada de
15cm. Nielsen y col. (1997), le pidieron a entre 9 y 12 panelistas entrenados que
evaluen la intensidad del sabor oxidado utilizando una escala estructurada de 16
puntos para evaluar la vida util sensorial de leche en polvo. Los valores mayores a 10
fueron considerados como aceptables, mientras que los valores menores a 10 se
consideraron como muestras defectuosas. Otro ejemplo de estimacion de la vida util
sensorial midiendo la intensidad de los atributos fue reportado por Piagentini y col.
(2005), donde se evaluaron aspectos como el aroma y la apariencia general de cortes
de lechuga fresca utilizando escalas de 15cm no estructuradas. Estos autores
consideraron el limite de aceptabilidad un valor de 7,5 puntos.

En el Capitulo 3 se determind que las barreras utilizadas en la elaboracion de
la preserva de caballa le otorgaron estabilidad microbioldgica por lo que este producto
podria sufrir deterioro fisicoquimico y/o sensorial. Segun OTA (1979), en los productos
de humedad intermedia en los que se reduce la a, por agregado de humectantes,
azucares y/o sal y se combina este efecto con la disminucion de pH, agregado de
agentes antimicoticos, tratamiento térmico moderado, vacio y/o refrigeracion, el

deterioro suele ser quimico, no microbiolégico.

4.3 Objetivos

» Analizar sensorial y fisicoquimicamente la preserva almacenada a 15, 25y
35°C.

» Estudiar el comportamiento de los factores de deterioro durante los estudios de
vida util a tiempo acelerado y analizar su cinética de reaccion.

» Estimar la vida util a temperatura de refrigeracion (temperatura real de

conservacion) a partir del estudio a tiempo acelerado.

4.4 Materiales y métodos

4.4.1 Materia Prima

Se utilizé caballa (Scomber japonicus) capturada en el mes de octubre de 2012

en las costas de la provincia de Buenos Aires y mantenida a bordo con hielo. Luego de
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su arribo al puerto de la ciudad de Mar del Plata, la materia prima fue transportada en
cajones con hielo para su posterior lavado, envasado y congelado en la planta
procesadora MIA S.A. La etapa de congelado se realizé en un tunel de congelacion a -
38 £ 4°C y se almaceno en freezer a -18 £ 2°C hasta su utilizacion. Para los ensayos
de vida util se utilizaron aproximadamente 50 piezas de 42 + 3 cm de largo con un
peso de 0,61 + 0,11 kg.

4.4.2 Proceso de elaboracion

El proceso de elaboracién de los lomitos se explicé en la Seccion 1.5.4.

4.4.3 Analisis fisicoquimicos

Se determind la composicion quimica proximal de la materia prima (agua,
lipidos, proteinas y cenizas) y contenido de sal, glicerol y acido citrico. Ademas, se
analiz6 pH, a,, humedad y color instrumental de las muestras durante el
almacenamiento . Estas técnicas se describen en la Seccién 1.4.2.

A continuacién se detallan las técnicas utilizadas exclusivamente durante el

estudio de vida util (TBARS y perfil de acidos grasos).

Determinacion de la oxidacidon de lipidos. Sustancias reactivas al acido 2-
Tiobarbiturico (TBARS).

Teniendo en cuenta que los lipidos de las especies pesqueras se caracterizan
por presentar una gran cantidad de acidos grasos insaturados que los hacen muy
susceptibles a la oxidacién (Huss, 1995), se consideré importante efectuar la
determinacion quimica del grado de oxidacion de los lomitos durante su
almacenamiento.

Los productos primarios de la oxidacién lipidica son hidroperdxidos que pueden
ser determinados mediante la técnica del indice de perdxidos. Estos hidroperdxidos
son inestables y se descomponen generando acidos grasos e hidrocarburos de
cadena corta como aldehidos, cetonas, entre otros, que participan en la formacién de
“off odors” relacionados con la rancidez. Precisamente una de las metodologias mas
utilizada para determinar el grado de oxidaciéon en productos pesqueros es la

determinacion de las sustancias reactivas al acido 2-tiobarbitarico (TBA-RS) (Czerner
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y Yeannes, 2010). A partir de esta reaccion entre los productos aldehidicos
secundarios provenientes de la oxidacién de los acidos grasos insaturados y el acido
2-tiobarbiturico (TBA) se obtienen compuestos coloreados que son analizados por
espectrofotometria. La medicién del TBA-RS se realiza a una longitud de onda de 532
nm, utilizando el malonaldehido (MDA) como estandar para su cuantificacion
(Fernandez y col., 1997).

Se realizé la extraccién de acuerdo a Tironi y col. (2007). Dos gramos de
muestra fueron homogeneizados con 16 ml de acido tricloroacético (TCA) al 5% pl/v.
Luego 2 ml de TBA al 0.5% p/v fueron agregados a 2 ml del filtrado e incubados a 70
°C durante 30 minutos (Botsoglou y col., 1994). La absorbancia se midié en un
espectrofotometro (Shimadzu® UV-1601 PC, Kyoto, Japdn) a una longitud de onda de
532 nm. Para cuantificar MDA, el numero de TBA-RSs3, se expresé como mg de MDA
por kg de muestra humeda. Las extracciones fueron realizadas por duplicado y las
incubaciones con TBA por duplicado de cada duplicado. EI niumero de TBA-RS se

determiné de acuerdo a la siguiente ecuacion.

mg MDA/ Kg = (405 = B)* M *Vf +Vex1000
s*xl*Va*m 41

siendo Abs la absorbancia medida a 532 nm, B la absorbancia del blanco (2 mL TCA +
2 ml TBA), M el peso molecular (g mol™) del MDA, V; (ml) el volumen final de la
reaccion (V, + Vrgy), V. (ml) el volumen del extracto (16 ml), Va el volumen de la
alicuota (2 ml), ¢ el coeficiente de absortividad molar (L mol™ cm™) y 7 el camino éptico

(1 cm).

Perfil de acidos grasos

Se estudié el comportamiento de los acidos grasos de las muestras con el
objetivo de analizar los posibles cambios generados durante el almacenamiento.

El perfil de acidos grasos de los lomitos fue determinado mediante
cromatografia gaseosa, luego de la metilacion de los mismos. Para la separacion y
cuantificacion de los metil esteres de acidos grasos se utilizd un cromatografo gaseoso
(Shimadzu® GC-17A, Japon) equipado con una columna capilar de silica fundida
(Omegawax 320, Supelco Inc., Bellefonte, PA, USA) (30 m x 0.32 mm ID, 0.25 ym fase
de film) y un detector por ionizacion de llama. El volumen inyectado fue 1 ul y se hizo
por duplicado. El gas portador fue nitrdgeno. La temperatura del puerto inyector y del

detector se mantuvo a 250 °C. La temperatura del horno de la columna se incrementé

140



Capitulo 4: Vida util de la preserva

desde 150 a 225 °C, a una velocidad de 1,5 °C min". Los &cidos grasos se
identificaron por comparacion de su tiempo de retencion y las areas de los picos
utilizando como referencia un estandar (PUFA-1, Marine Source Supelco®, Cat. No. 4-
7033). Los acidos grasos fueron cuantificados como la relacion de porcentaje del area

de cada pico con respecto al area total.

4.4.4 Diseio experimental

Un estudio de vida util consiste en realizar una serie de controles
preestablecidos en el tiempo, de acuerdo con una frecuencia establecida, hasta
alcanzar el deterioro elegido como limitante o hasta alcanzar los limites prefijados
(Gambaro, 2005). Para poder efectuar satisfactoriamente esta serie de controles, se
debe aplicar un correcto disefio experimental. A continuacion se detalla el disefio

aplicado para la determinacion de la vida util.

Seleccion de las condiciones del ensayo

Debido a que se decidio realizar un estudio acelerado, se trabajo con tres
temperaturas de almacenamiento. Segun Labuza y Schmidt (1985), para realizar un
estudio de vida util acelerado se debe trabajar minimamente con tres temperaturas.

Las temperaturas seleccionadas fueron: 15, 25 y 35°C.

Determinacién del tiempo maximo de muestreo v seleccidon de los tiempos de

muestreo.

En base a estudios previos se estimaron los tiempos maximos de muestreo
para cada temperatura. Siendo los mismos de un mes, 2 meses y 6 meses para 35, 25
y 15°C respectivamente. Para temperaturas altas el tiempo es menor debido a que el
enranciamiento se ve favorecido y se acorta la vida util. Se trabajé con un total de 8

tiempos de muestreo para cada temperatura estudiada.

Definicidn de las condiciones de almacenamiento del control

Se almacend la muestra control a una temperatura de 5°C para mantener las
cualidades fisicoquimicas y sensoriales durante el tiempo del ensayo de vida util

acelerado.
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Muestreo

Se aplicéd un disefio basico. Se elabord un solo lote, se lo dividié en tres y se
almaceno a 15, 25 y 35°C. Los tiempos de muestreo se muestran en la Tabla 4.1.

Para cada tiempo de muestreo se realizaron los analisis fisicoquimicos (ay,
humedad, TBARS vy color instrumental) y sensoriales (evaluacién de olor a rancio y
color). Ademas, se analiz6 el perfil de acidos grasos a las muestras almacenadas a
35°C.

Tabla 4.1 Muestreo para el estudio de vida util acelerado

Temperatura Muestreo (dias)
15°C 0 12 25 36 53 85 116 146 175
25°C 0 8 15 21 27 35 43 53 63
35°C 0 5 11 14 17 19 21 23 25

Lugar de los ensayos

La evaluacion sensorial se realizd en las instalaciones del Grupo de
Investigacion en Preservacién y Calidad de Alimentos perteneciente al Departamento
de Ingenieria Quimica y de Alimentos de la Facultad de Ingenieria, Universidad
Nacional de Mar del Plata. El grupo cuenta con cabinas especialmente disefiadas para

realizar evaluaciones sensoriales y mesadas para trabajos en grupo.

4.4.5 Analisis sensorial

Se realizo el estudio de vida util sensorial mediante un panel de 10 evaluadores
con experiencia previa en productos pesqueros. Se trabajé con los evaluadores
seleccionados para la realizacion del perfil sensorial de los lomitos (el proceso de
seleccién se explica en detalle en la Seccion 1.4.4).

Un panel de consumidores es la herramienta mas apropiada para determinar
cuando un alimento llega al fin de su vida util. Sin embargo, un ensayo realizado con
consumidores en multiples sesiones, necesarias para un estudio de vida util, es
demasiado costoso y poco practico. Un panel de evaluadores entrenados es mucho
mas simple de convocar (Curia y col., 2005).

En esta tesis se realizé un estudio con consumidores para determinar el punto
final sensorial y luego se trabajé con el panel entrenado.

Con el fin de describir los cambios sensoriales producidos durante el

almacenamiento, los panelistas evaluaron 5 muestras almacenadas durante 0, 7, 11,
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19y 25 dias a 35°C. En una sesién posterior, los evaluadores y el lider del panel
consensuaron los descriptores criticos que mejor representaran el enranciamiento de
las muestras. Los descriptores seleccionados fueron: aroma a rancio y color amarillo-
rojizo (color caracteristico del producto enranciado).

Una vez que se seleccionaron los descriptores, se entrend a los panelistas
analizando muestras almacenadas a 35°C durante distintos tiempos utilizando escalas
estructuradas de 10cm. Se decidio utilizar para el entrenamiento dos anclajes sobre
las escalas, el valor O se le asigné a la muestra a tiempo 0 de almacenamiento y el
valor 7 a la muestra almacenada a 35°C durante 21 dias.

Para la evaluacién sensorial del color se presentaron las muestras en el envase
original en que se almacend la preserva. En cambio, para el analisis del aroma se
presentaron muestras de lomitos de aproximadamente 15g dentro de un envoltorio de
papel de aluminio de facil apertura. En ambos casos las muestras se presentaron a
temperatura ambiente (18 + 2°C), se etiquetaron con un codigo aleatorio de tres
digitos y se solicité a los panelistas que evaluaran de a una muestra por vez. Las
evaluaciones fueron realizadas en cabinas individuales y en cada sesién se evaluaron

no mas de 4 muestras.

Nombre: Fecha:

Vida util de lomitos de caballa

¥ Usted ha recibido muestras de lomites de cabzllz. Por favor, marque colocando
el codige de cada muestra en la escalz correspondients 2 color v aroma.

Color | |
amarillo-rojizo | |

b ——

[¥E]
s

Aroma rancio | |

aa
e
o ——
L=
.|
[=-]
h=]
=

Obsarvaciones:

Figura 4.3 Planilla para evaluacion sensorial de la vida util
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En la Figura 4.3 se muestra la planilla de evaluacion. Los panelistas evaluaron
el aroma y el color de cada muestra y expresaron sus impresiones sobre escalas de

10cm estructuradas.

Determinacion del punto final sensorial

Se puede establecer el punto final sensorial como una disminucién especifica
de la aceptabilidad o un cambio perceptible en el producto en uno o mas atributos
criticos (Gambaro, 2005). Se determind el punto final sensorial combinando un ensayo
de aceptabilidad con consumidores y un ensayo con evaluadores entrenados.

Para el ensayo de aceptabilidad, se prepararon muestras almacenadas a 35°C
durante 0, 11, 14, 17, 19 y 21 dias y se presentaron en envases cerrados
herméticamente a temperatura ambiente. Las muestras fueron evaluadas por un panel
de 20 consumidores, se les pidié que contestaran si consumirian el producto o no
basandose en su apariencia y olor.

Se determind que el tiempo del punto final sensorial para las muestras
almacenadas a 35°C fue el tiempo en que el 50% de los consumidores rechazaron el
producto. Este tiempo se obtuvo a partir de la regresion lineal del porcentaje de
rechazo en funcién del tiempo.

Con esta determinacion se obtuvo el tiempo en que la muestra almacenada a
35°C llegd al punto final sensorial. Para obtener el puntaje de los atributos criticos en
el tiempo final sensorial se realizo un ensayo con panelistas entrenados almacenando
las muestras a 35°C durante los mismos tiempos que la prueba de aceptabilidad. A
partir de esta evaluacion se obtuvo un puntaje para cada tiempo de muestreo.
Mediante regresion lineal del atributo sensorial estudiado (color y aroma rancio) en
funcion del tiempo de almacenamiento se obtuvo el puntaje del punto final sensorial
para los dos atributos sensoriales. Este puntaje fue utilizado para determinar la vida

util a las otras dos temperaturas (15 y 25°C).

4.4.6 Estimacion de la vida util

La vida util sensorial puede ser determinada como el tiempo requerido por un
determinado atributo sensorial para alcanzar un valor predeterminado (Gambaro y col.,
2006). Se puede representar la pérdida de la calidad de un alimento de la siguiente
forma:

dA

Sty L 4.3
dt
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donde 4 es la calidad del factor medido, ¢ el tiempo, & la constante de velocidad de

reaccion dependiente de la temperatura, n el exponente indicativo del orden de
reaccion y % la proporcion del cambio de 4 en funcion del tiempo.

El deterioro de los alimentos sigue modelos de orden cero o de primer orden.
En alimentos con un alto contenido de lipidos predominan las reacciones de oxidacion
y estas suelen seguir un comportamiento de orden cero (Garcia y col., 2011)

Si la reaccién es de orden cero, en la ecuacion 4.3 n = 0, y se expresa del

siguiente modo:

_dd_
di

k 4.4

En cambio, si en la Ecuacién 4.3 n = 1, la reaccion es de primer orden y se
expresa de este modo:

A 45

it
Resolviendo estas ecuaciones se obtienen las siguientes expresiones:
De orden cero:
A=A, -kt 4.6
De primer orden:
In(A4) = In(4,) — kt 4.7

donde 4 es la calidad a tiempo ¢, 4, la calidad a tiempo cero, £ la constante de
velocidad de reaccion y ¢ el tiempo de almacenamiento.

En consecuencia, si se representa el grado de calidad en funcién del tiempo y
se obtiene una linea recta, el orden de reaccion es cero. Si al representar el logaritmo
del grado de calidad en funcion del tiempo se obtiene una linea recta, la reaccion es

de primer orden.

Dependencia con la temperatura

Como se mencioné anteriormente, la constante de velocidad de la reaccion (k)
depende de la temperatura. En la gran mayoria de las reacciones de pérdida de

calidad sensorial el valor de k varia en funcion de la temperatura segun la ecuacién de
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Arrhenius (Hough y Garitta, 2005). A continuacion se puede ver la ecuacion de

Arrhenius linealizada:

In(k) = In(4) - ( szj 4.8

donde % es la constante de velocidad de reaccion a la temperatura T, 4 el factor de
frecuencia, E, la energia de activacion (J mol™), R la constante general de los gases
(8,314 (J/(mol K)) y T la temperatura absoluta (K).

A partir de la Ecuacioén 4.8 se estimo la E, mediante la representacion del in(k)
en funcién de la inversa de la temperatura absoluta (7). Al graficar se obtuvo una

recta con pendiente -E/R.

Determinacion de la vida util a temperatura de refrigeracion

Utilizando los datos obtenidos a las tres temperaturas estudiadas, se determiné
la vida util de la preserva a temperatura de refrigeracion (5°C) mediante la pseudo-
transformacioén resultante del gréafico entre el logaritmo de la vida util en funcion de la
temperatura de almacenamiento (Garcia y Molina, 2008). Mediante regresion lineal se

puede estimar la vida util a diferentes temperaturas.

4.4.7 Analisis Estadistico

Los resultados se analizaron mediante analisis de varianza (ANOVA) con dos
factores (tiempo y temperatura) para analizar si el efecto de los mismos fue
significativo (p<0,05) sobre los parametros estudiados (aroma rancio, color sensorial,
color instrumental, pH y TBARS). En analisis posteriores se compararon las medias
mediante el Test de Tukey (p<0,05). El analisis estadistico se llevd a cabo con el
programa InfoStat, 2011 (Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba,
Argentina).
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4.5 Resultados y discusion

4.5.1 Analisis fisicoquimicos

Composicion quimica proximal

La composicion quimica proximal de los lomitos crudos y de la preserva se
muestra en la Tabla 4.2. Ademas, en la misma tabla se detalla el contenido de sal,
glicerol y acido citrico de la preserva (el porcentaje de sal forma parte del contenido de

cenizas).

Tabla 4.2 Composicién quimica proximal (% en base humeda) y contenido de glicerol, sal y
acido citrico de lomitos crudos y de la preserva

Humedad Proteinas Lipidos Cenizas Glicerol NaCl  Ac. citrico

Lomitos

70,92+0,47 21,91+0,40 6,08+0,52 1,22+0,02 - - -
crudos

Preserva 51,09+0,11 22,66+0,39 6,76+0,69 3,05+0,04 16,62+0,74 1,99+0,06 0,17+0,02

Humedad, pH vy a,

La preserva presentd un valor inicial de pH de 5,09 = 0,06; una a, de 0,89 %
0,01 y una humedad de 51,09 = 0,11. No hubo cambios significativos (p>0,05) en los
valores de pH, a, y humedad durante todo el almacenamiento para las tres
temperaturas evaluadas. Los valores iniciales y finales de estos parametros

fisicoquimicos se muestran en la Tabla 4.3.

Tabla 4.3 Valores iniciales y finales de pH, a,, y humedad a las tres temperaturas de
almacenamiento (15, 25 y 35°C)
Tiempo (dias) pH Humedad (%) aw
0 (inicial) 509+0,06 51,09+0,10 0,89 £ 0,01
25 (final a 35°C) 4,97+0,13 51,34+0,35 0,89 £ 0,01
63 (final a25°C) 5,01+0,14 50,85+ 0,47 0,89 £ 0,01
175 (final a 15°C) 5,08+ 0,10 51,73 + 0,31 0,89 £ 0,01

TBARS
El valor inicial de la preserva fue de 1,96 + 0,05 mg MDA/kg. No se aprecio una

clara tendencia en los valores de TBARS durante todo el almacenamiento para las tres

temperaturas de almacenamiento estudiadas.
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El hecho de que no haya habido una clara tendencia en el valor de TBARS
durante el almacenamiento a las tres temperaturas estudiadas no se correlaciona con
los resultados sensoriales que indican la existencia de enranciamiento (aumento en el
color amarillo-rojizo y en el aroma rancio) ni con el estudio del perfil de acidos grasos.

Kwon y Watts (1964) informaron que el test TBA posee una limitacién con los
alimentos deshidratados, debido a que a estados avanzados de oxidacién lipidica, los
valores de MDA seguian siendo bajos. Estos autores sugirieron que, debido al bajo
contenido de agua, el MDA producido se encuentra en forma volatil y quelada, lo cual
no le permite ser retenido en el alimento.

La limitacion mas importante que posee el TBARS es que el MDA y otros
productos de la oxidacién lipidica no son estables en el tiempo. Esto es porque la
oxidaciéon de estos productos genera acidos y alcoholes organicos que no son
detectados por el test (Fernandez y col., 1997).

Otra posible causa por la cual no se detectaron cambios en los valores de
TBARS podria ser la presencia de glicerol en la preserva. Este compuesto podria estar
interfiriendo en su medicién. Fernandez y col. (1997) informan de la existencia de
sustancias que interfieren con las mediciones del TBARS, segun estos autores
algunos problemas de interferencia podrian deberse, entre otros, a ciertos azucares y
sus productos de degradacion.

Dado que no se detectaron cambios en los valores de TBARS, se utilizé el

perfil de acidos grasos para determinar la rancidez de la preserva.

Perfil de acidos grasos

La composicién de acidos grasos en los lomitos de caballa durante el

almacenamiento a 35°C se presenta en la Tabla 4.4.

148



Capitulo 4: Vida util de la preserva

Tabla 4.4 Cambios en el perfil de acidos grasos durante el almacenamiento a 35°C

Acidos Grasos Tiempo de almacenamiento (dias)

(g/100g grasas) 0 5 11 14 17 19 21 23 25
C14:0 5,44 5,33 5,33 5,36 5,59 5,33 5,37 5,25 5,33
C15:0 ND ND ND ND ND ND 0,36 0,16 0,21
C15:1 0,26 0,27 0,27 0,26 0,29 ND 0,31 ND 0,31
C16:0 16,71 16,11 15,80 16,47 17,36 18,52 19,30 19,24 19,20
C16:1 w7 11,31 10,99 10,82 10,46 10,87 6,81 6,72 6,98 6,85
C16:3 ND ND ND ND ND 0,71 0,43 0,55 0,62
C16:4 ND ND ND ND ND 0,28 ND ND ND
C17:0 0,16 ND 0,19 0,16 0,15 0,50 0,55 0,55 0,51
C17:1 ND ND ND ND ND 0,34 0,39 0,38 0,33
Cc18:0 ND ND ND ND ND 3,69 4,18 4,68 3,96
C18:1 w7 11,31 ND ND 12,86 ND 2,44 2,17 2,08 1,59
C18:1 w9 18,31 2928 2938 16,03 28,76 21,67 2159 2189 21,70
C18:2 w6 2,18 2,14 2,09 2,19 2,10 2,07 2,08 1,74 2,13
C18:3 w6 ND ND ND ND ND 0,44 0,46 0,38 0,38
C18:3 w3 1,25 1,29 1,27 1,23 ND 1,09 1,02 0,94 1,03
C18:4 w3 5,29 3,23 5,18 5,12 5,14 4,64 4,45 4,28 4,79
C20:0 ND ND ND ND ND 0,17 0,16 ND 0,13
C20:1 w11 0,60 0,05 0,46 0,66 0,08 1,29 1,37 1,30 1,33
C20:1 w9 0,13 ND 0,42 0,13 ND 0,15 0,15 0,18 0,13
C20:1 w7 0,65 ND 0,84 0,82 ND 0,32 ND 0,31 ND
C20:2 w6 ND ND ND 0,09 ND ND ND ND ND
C20:3 w6 0,20 ND 0,26 0,16 ND ND 0,27 ND 0,21
C20:3 w3 ND ND ND ND ND ND 0,08 ND ND
C20:4 w6 0,09 0,21 ND ND ND 0,38 0,44 0,49 0,38
C20:4 w3 0,45 0,48 0,53 0,50 0,43 0,60 0,57 0,55 0,54
C20:5 w3 EPA 4,68 4,82 5,00 4,59 5,14 3,87 4,30 4,37 4,25
C21:5 w3 0,13 ND 0,10 0,08 ND 0,63 0,61 1,03 1,10
C22:1 w11 1,27 2,18 1,28 2,09 1,56 5,00 2,14 1,88 2,09
C22:1 w9 1,67 2,74 2,34 3,03 2,13 ND 1,72 1,41 1,87
C22:5 w6 0,54 0,11 0,67 0,08 0,11 0,89 0,76 0,84 0,80

C22:5 w3 DPA ND 0,65 0,04 0,23 0,58 0,86 0,86 0,55 0,55
C22:6 w3 DHA 17,22 1825 1766 17,40 1845 1588 1542 16,23 16,18

AGS 22,31 21,44 21,32 22,00 2310 28,21 29,92 29,88 29,35
AGMI 45,561 4551 4581 46,34 43,69 38,02 36,56 36,41 36,21
AGPI 32,04 3118 32,81 31,67 33,22 3233 31,76 3212 33,03

ND: no detectable.

Al inicio del almacenamiento (t = 0) la composiciéon de los acidos grasos fue la
siguiente: 22,31% de acidos grasos saturados (AGS); 45,51% de acidos grasos
monoinsaturados (AGMI) y 32,04% de acidos grasos poliinsaturados (AGPI). Entre los
AGPI, el acido docosahexaenoico (DHA) (C22:6 w3) fue el mas abundante seguido
por el acido eicosapentaenoico (EPA) (C20:5 w3). EI DHA fue 3,68 veces superior al
EPA. Segun Chaijan y col. (2006) usualmente el porcentaje de DHA en pescado es

alrededor de 3 veces superior que el de EPA.
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En la Figura 4.4 se observa la evolucion del DHA y el EPA durante el
almacenamiento a 35°C. No se aprecian cambios en los porcentajes de ninguno de los
dos acidos grasos hasta el dia 17. Entre el dia 17 y el 19 se observdé un marcado
descenso y a partir del dia 21 se mantuvo sin cambios hasta el final. Si se evalua el
cambio desde el dia 0 hasta el final del almacenamiento (dia 25), el DHA presentd un
descenso del 6,0% y el EPA del 9,2%. Este comportamiento pudo haber estado
relacionado a la oxidacion de estos acidos grasos poliinsaturados. Agustinelli (2014) y
Tironi y col. (2010b), reportaron disminucién en los valores de DHA y EPA debido a su
oxidacién durante almacenamiento congelado de caballa (Scomber japénicus) y

salmon de mar (Pseudopercis semifasciata) respectivamente.

2% M—.
15,00 -
X 10,00

0,00 ' ; ; ‘ ‘
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (dias)

—6—EPA —8—DHA

Figura 4.4 Evolucion de los &cidos grasos DHA y EPA durante el almacenamiento de la
preserva a 35°C

En la Figura 4.5 se muestra la evolucion durante el almacenamiento a 35°C de
los AGS, AGMI y AGPI.
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Figura 4.5 Evolucion de los 4cidos grasos durante el almacenamiento de la preserva a 35°C

Si bien anteriormente se observé un leve descenso en los porcentajes de DHA
y EPA durante el almacenamiento (Figura 4.4), si se analiza el comportamiento de la
suma de los AGPI se observa que no hubo cambios significativos. Esto se debe a que,
junto al descenso de DHA y EPA se produjo un aumento en otros AGPI como el C21:5
w3 y el C22:5 w3 (DPA) entre otros. El aumento del porcentaje de este grupo de AGPI
y el descenso de EPA y DHA pudo deberse a la oxidacién de estos ultimos.

En cuanto a los AGS, no se observaron cambios durante los primeros 14 dias.
A partir del dia 14 aument6 su porcentaje hasta el dia 21 en que se mantuvo sin
variaciones hasta el final (dia 25).

En el caso de los AGMI, no se observaron cambios durante los primeros 14
dias en que comenzd a disminuir su porcentaje hasta el dia 21. Luego del dia 21 se
mantuvo sin cambios hasta el final del almacenamiento (dia 25).

El aumento de los AGS y la disminucion de los AGMI pueden estar
relacionados a la oxidacion de los AGMI. Como se puede observar en la Tabla 4.4, la
fraccion de C16:1 w7 disminuy6 desde 11,31 a 6,72% (alrededor de 3,5%) desde el
dia 0 hasta el dia 21. A su vez, esto se corresponde con un aumento de la fraccién de
C16:0 desde 16,71 (dia 0) hasta 19,30% (alrededor del 2,5%) en el dia 21. Esto puede
deberse a la oxidacién del doble enlace de este grupo de AGMI (C16:1 w7) que pasan
a ser parte del grupo de C16:0. Resultados similares se observaron con la fraccion de
acidos grasos de cadena de 18 carbonos, ya que si se suman las fracciones de C18:1
w7 y 18:1 w9 da como resultado que, desde el principio del almacenamiento hasta el
dia 17 inclusive, el porcentaje fue de alrededor del 29%. En cambio, a partir del dia 19
y hasta el final, la suma de estas dos fracciones fue de alrededor del 24%. Esta

disminucion del 5% en el porcentaje de AGMI de 18 carbonos se corresponde con un
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aumento del 4% en la fraccion de C18:0 ya que desde el inicio del almacenamiento
hasta el dia 17 no se detectaron valores de C18:0 y a partir del dia 19 en adelante se
obtuvieron valores cercanos al 4%.

Debido a que el analisis de TBARS no pudo ser utilizado para comprobar la
oxidacion lipidica, el analisis del perfil de los acidos grasos representa una buena
alternativa para explicar esta oxidacién durante el almacenamiento de la preserva.
Distintos autores utilizaron el analisis de los acidos grasos como criterio para evaluar
la rancidez oxidativa en pescado por efecto del tiempo de almacenamiento (Agustinelli,
2014; Chaijan, 2006; Ke y col., 1977).

Color instrumental

El color es un atributo de calidad muy importante para la determinacién del
tiempo de vida atil de un producto y una de las caracteristicas sensoriales mas
apreciadas por los consumidores (Birkeland y Bjerkeng, 2005; Corzo y col., 2008;
Sohn y col., 2005; Valencia Garcia y col., 2012). Si bien se realizd un analisis sensorial
del cambio en el color del producto, también se midi6 este parametro de forma objetiva
mediante el uso de un colorimetro a fin de correlacionar los valores obtenidos con la
evaluacién sensorial. Las mediciones se realizaron directamente sobre el producto
envasado utilizando un colorimetro portatil.

Las Figuras 4.6, 4.7, 4.8 y 4.9 muestran el comportamiento de los parametros
a*, b*, L y AE durante el almacenamiento a 15, 25 y 35°C.

Al observar los graficos de los parametros estudiados se distingue un marcado
aumento de la pendiente de las curvas de los datos a mayor temperatura. Esto se
debe a que a mayor temperatura de almacenamiento mas rapido son las reacciones
de enranciamiento del producto. Estas reacciones son las responsables de la

generacion del color caracteristico de la preserva enranciada (color amarillo-rojizo).
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Figura 4.6 Analisis instrumental del color (parametro L*) en muestras almacenadas a 15, 25y
35°C

El parametro L* disminuy6é significativamente (p<0,05) durante el
almacenamiento a 15, 25 y 35°C. Si bien se observd un descenso paulatino del
parametro L* durante los primeros tiempos de muestreo, es al final del
almacenamiento donde se observé una disminucion significativa (p<0,05). El
parametro L* es un indicador de la luminosidad del producto (varia entre el color negro
(0) y blanco (100)), es por esto que se puede afirmar que durante el almacenamiento

las muestras se oscurecieron.

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tiempo (dias)
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Figura 4.7 Analisis instrumental del color (pardmetro a*) en muestras almacenadas a 15, 25y
35°C

El parametro a* presentdé un aumento significativo (p<0,05) de su valor a las
tres temperaturas estudiadas. Este comportamiento se observé desde el inicio hasta el
final del almacenamiento. El aumento del parametro a* indica que hubo un aumento de
la intensidad del color rojo en el producto, el cual puede ser asociado con el contenido

y la forma en que se encuentra la mioglobina (Chaijan y col., 2005; Lindahl y col.,
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2001). Czerner y col. (2010), informaron un aumento en el valor de a* debido al

enranciamiento durante la maduracion de anchoitas saladas.
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Figura 4.8 Analisis instrumental del color (parametro b*) en muestras almacenadas a 15, 25y
35°C

El parametro b* (al igual que a*) aumento significativamente (p<0,05) desde el
comienzo hasta el final del almacenamiento a las tres temperaturas. Esto indicaria un
aumento en el color amarillo de las muestras. Tironi y col. (2010a) informaron un
aumento significativo en el valor de b* durante el almacenamiento congelado de
rébalo. El incremento en el valor de b* durante el almacenamiento de pescado
congelado ha sido ampliamente registrado en la literatura. Esto se debe a la aparicion
de pigmentos amarillos derivados de la oxidacion lipidica y otros procesos de
pardeamiento (Haard, 1992).

Sohn y col. (2005) reportaron que la oxidacién de los lipidos en el musculo de
pescado es promovida por auto-oxidacion de la mioglobina, siendo la oxidacién de la
mioglobina la causa principal en el desarrollo del color y olor indeseables durante el
almacenamiento de pescado en hielo. De acuerdo a los resultados obtenidos por
Thanonkaew y col. (2006) en calamar y por Thanonkaew y col. (2007) en jibia, la
aparicion de pigmentos amarillos se debe a la interaccion entre grupos aldehidos,
producidos durante la oxidacién lipidica, con grupos amino libres provenientes de
fosfolipidos y proteinas que forman las bases de Schiff. Los cambios de color en
lomitos de caballa almacenados a distintas temperaturas podrian ser explicados por
estas reacciones.

Ademas, con los datos de los parametros L*, a* y b* se calculd la diferencia

total de color de acuerdo a:

AE = VAL + Aa*? + Ab*?
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En la Figura 4.9 se muestran los valores de AE durante el almacenamiento de

la preserva. Se puede ver que, a las tres temperaturas estudiadas, la diferencia de

color con la muestra inicial se fue incrementando con el paso del tiempo de

almacenamiento.
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Figura 4.9 Analisis instrumental del color (AE) en muestras almacenadas a 15, 25y 35°C

4.5.2 Analisis sensorial

El resultado del analisis sensorial realizado a

la preserva durante el

almacenamiento a 15, 25 y 35°C se puede observar en la Tabla 4.5. Los valores

presentados en esta tabla son los promedios de las evaluaciones realizadas por los 10

panelistas entrenados para cada tiempo de muestreo.

Tabla 4.5 Resultados de la evaluacion sensorial a las tres temperaturas de almacenamiento de

la preserva
15°C 25°C 35°C
Dias Color Aroma Dias Color Aroma Dias Color Aroma
0 0,55+050 1,15+£0,34 0 0,55+0,50 1,15+0,34 0 0,55+050 1,15%+0,34
12 0,85+047 1,45+0,69 8 1,15+ 0,47 1,25+0,68 5 1,90+£0,39 1,00+0,58
25 0,70£0,48 1,05+1,44 15 1,05+055 1,05+0,86 11 240x+052 1,75%x0,79
36 1,25+0,79 1,10+ 0,61 21 1,95+0,72 1,75+0,92 14 4,40+0,52 4,20+0,63
53 1,25+0,42 1,80x0,75 27 260+066 160084 17 5,95+0,72 5,25%+0,79
85 240+0,52 1,85%0,75 35 3,95+060 360084 19 6,05+0,69 5,50%0,85
116 3,80+x0,79 3,70%+0,82 43 550+£047 425%+0,63 21 6,70+ 0,71 6,90%0,77
146 5,00+0,67 5,05%0,69 53 570+£0,59 5,35+0,58 23 7,05+0,80 6,85%0,71
175 5,85+0,75 5,80%0,79 63 755+044 6,75+0,72 25 7,65+053 7,35+0,75
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Color amarillo-rojizo

En la Figura 4.10 se muestra la evolucion del color amarillo-rojizo analizado por

el panel sensorial durante el almacenamiento a 15, 25 y 35°C.

Color sensorial

Color
O =_2NWPHMOGILON OO

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
t(dias)

——15°C 25°C ——35°C

Figura 4.10 Evolucion del color en funcion del tiempo en muestras almacenadas a 15, 25 y
35°C.

El color aumento significativamente (p<0,05) durante el almacenamiento a las
tres temperaturas estudiadas. A 15°C se mantuvo sin cambios (p>0,05) durante 53
dias de almacenamiento. Recién a partir del dia 85 se observd un aumento
significativo (p<0,05) que se mantuvo hasta el final del almacenamiento. A 25°C se
observd que a partir del dia 21 hubo un aumento significativo (p<0,05) del color y a
35°C hubo un aumento significativo (p<0,05) desde el comienzo de la toma de
muestras (dia 3) hasta el final del almacenamiento.

Este analisis demostré como influye la temperatura de almacenamiento sobre
la percepcion sensorial del enranciamiento de los lipidos del pescado estudiado. A
mayor temperatura de almacenamiento se acelera el enranciamiento.

Resultados similares fueron hallados por Garcia y Molina (2008) durante el
almacenamiento de mayonesa a 21, 35 y 45°C. La vida util hallada en funcién del
enranciamiento de los lipidos en mayonesa a 21, 35 y 45 °C fue de 149, 40 y 21 dias

respectivamente.
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Aroma rancio

En la Figura 4.11 se muestra la evolucion del aroma rancio analizado por el

panel sensorial durante el almacenamiento a 15, 25 y 35°C.

Aroma rancio
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Figura 4.11 Evolucion del aroma rancio en funcién del tiempo en muestras almacenadas a 15,
25y 35°C

El aroma rancio aumenté significativamente (p<0,05) durante el
almacenamiento a las tres temperaturas estudiadas. A 15°C se mantuvo sin cambios
(p>0,05) durante 85 dias de almacenamiento. Recién a partir del dia 116 se observo
un aumento significativo (p<0,05) que se mantuvo hasta el final del almacenamiento. A
25°C se observo que a partir del dia 35 hubo un aumento significativo (p<0,05) del
color. A 35°C hubo un aumento significativo (p<0,05) desde el dia 14 hasta el dia 21 y
desde el dia 21 se mantuvo sin cambios (p>0,05) hasta el final del almacenamiento
(dia 25).

Al igual que en el caso del color, se percibid, mediante la evaluacién sensorial
del aroma rancio, que el enranciamiento se aceleré con el aumento de la temperatura

de almacenamiento.

4.5.3 Correlacion entre color instrumental y sensorial

Se realizaron analisis instrumentales del color de la preserva durante su

almacenamiento con el fin de obtener mediciones objetivas de este parametro y poder
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analisis sensorial.

Capitulo 4: Vida util de la preserva

Los resultados de dicha correlacion se

presentan en las Figuras 4.12, 4.13 y 4.14.
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Figura 4.12 Correlacion lineal entre las mediciones de color evaluadas sensorial e
instrumentalmente (a*, b* y L*) a 35°
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Figura 4.13 Correlacion lineal entre las mediciones de color evaluadas sensorial e
instrumentalmente (a*, b* y L*) a 25°C
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Figura 4.14 Correlacion lineal entre las mediciones de color evaluadas sensorial e
instrumentalmente (a*, b* y L*) a 15°C

El parametro a* fue el que presentd la mas alta correlacion con el analisis
sensorial a las tres temperaturas estudiadas con un valor de R? entre 0,8308 y 0,8710.

Con respecto al parametro b*, también tuvo una alta correlacion a las tres
temperaturas con un valor de R? entre 0,8081 y 0,8184.

La peor correlacion de los tres parametros estuvo representada por L*. Este
parametro tuvo valores de R? entre 0,6704 y 0,7528.

La correlacidon obtenida, tanto con el parametro a* como con b*, indica que se
podria realizar una evaluacion objetiva de la preserva analizando el color de las
muestras mediante el uso del colorimetro.

Este estudio permiti6 comprobar instrumentalmente el cambio de color ocurrido

en la preserva durante el almacenamiento a las tres temperaturas.
4.5.4 Determinacion del tiempo del punto final sensorial (vida util) a 35°C

En la Tabla 4.6 se muestran los resultados del analisis de aceptabilidad
realizado por 20 consumidores sobre muestras almacenadas a 35°C durante distintos

tiempos. Se pregunté si consumirian o no el producto en base al aroma y a la

apariencia.

159



Capitulo 4: Vida util de la preserva

Tabla 4.6 Datos obtenidos a partir del analisis de aceptabilidad hecho por 20 consumidores

sobre el producto almacenado a 35°C

Tiempo (dias)

Consumidor

0 1 14 17 19 21

1 Si Si Si Si no no

2 Si Si no no no no

3 Si Si Si no no no

4 Si Si no no no no

5 Si Si Si Si Si no

6 si Si Si no no no

7 Si Si no no no no

8 si Si Si Si Si no

9 Si Si no no no no

10 Si Si no no no no
11 Si Si Si no no no
12 Si Si Si no no no
13 si Si Si no Si no
14 si Si Si Si no no
15 si Si no Si no no
16 si Si Si no no no
17 Si Si no no no no
18 no Si no no no no
19 Si Si Si Si Si no
20 Si Si Si no no no

Si: Si consumiria ; no: no consumiria

Dado que un consumidor rechazé la muestra a tiempo 0 de almacenamiento,

se dedujo que no le gusto el producto en si. Es por esto que no se tuvieron en cuenta

sus evaluaciones.

Los porcentajes de rechazos obtenidos a partir de la Tabla 4.6 se pueden ver

en la Tabla 4.7.

Tabla 4.7 Porcentajes de rechazos obtenidos a partir del analisis de aceptabilidad hecho por 20
consumidores sobre el producto almacenado a 35°C
Tiempo (dias) % Rechazo

0
11
14
17
19
21

0
0
42
74
84
100

Se realizé el gréafico del porcentaje de rechazo en funcion del tiempo y se

regresiono linealmente desde los 11 dias (0% de rechazo) hasta los 21 dias (100% de
rechazo) obteniendo un R? de 0,973 (Figura 4.15).
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Figura 4.15 Porcentaje de rechazo en funcién del tiempo de almacenamiento para muestras
almacenadas a 35°C

En base a la ecuacion obtenida en la Figura 4.15 (% Rechazo = 9,8434t —
101,43) se despejo el tiempo para un 50% de rechazo y se obtuvo un valor de 15,43
dias. Es decir que, segun el estudio de aceptabilidad realizado con muestras
almacenadas a 35°C, el punto final sensorial se alcanzé a los 15 dias. Este es el valor
de la vida util de la preserva almacenada a 35°C.

En la Figura 4.16 se observa una muestra al inicio del almacenamiento (tiempo
0) y una muestra almacenada a 35°C durante 17 dias. Se puede ver claramente el

cambio de color debido al enranciamiento de la preserva.

Figura 4.16 Muestras almacenadas a 35°C durante 0 y 17 dias.
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En la Seccion 4.5.2 se analizé el perfil de los acidos grasos durante el
almacenamiento a 35°C. Este estudio evidencié un inicio de enranciamiento de los
acidos grasos monoinsaturados aproximadamente a partir del dia 14. Es decir que, la
vida util establecida en 15 dias para una temperatura de 35°C esta acorde con el

enranciamiento determinado mediante el perfil de acidos grasos.

4.5.5 Estudio acelerado de la Vida Util Sensorial

El objetivo de este estudio fue determinar el deterioro a tres temperaturas de
almacenamiento mas elevadas (15, 25 y 35°C) para poder predecir la vida util de la
preserva a temperatura de refrigeracion (5°C).

Si se representa el parametro estudiado (color o aroma rancio) en funcién del
tiempo y se obtiene una linea recta, el orden de reaccién es cero. En cambio, si al
representar el logaritmo del parametro en funciéon del tiempo se obtiene una linea
recta, la reaccion es de primer orden. Como se puede observar en las Figuras 4.17 y
4.18, tanto para el aroma rancio como para el color, ambos parecerian seguir una
tendencia lineal con respecto al tiempo. Esto se comprob6d mediante regresién lineal
de cada una de las curvas.

Al suponer que el aroma rancio y el color en funcion del tiempo siguen una
cinética de orden cero, se aplico la ecuacion 4.6. Se siguié la misma metodologia para
los dos parametros estudiados. Para cada una de las temperaturas de
almacenamiento se realizd una regresion lineal del parametro con el tiempo, cuya
pendiente fue igual a k. En las Figuras 4.17 y 4.18 se pueden ver las correlaciones

lineales realizadas.
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Figura 4.17 Regresion lineal de la evaluacién sensorial de color en funcion del tiempo a las tres
temperaturas
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Figura 4.18 Regresion lineal de la evaluacion de aroma rancio en funcion del tiempo a las tres
temperaturas

Tanto en color como en aroma rancio se comprobd que los ajustes fueron
satisfactorios para las tres temperaturas (0,9083< R? <0,9711). A partir de estos
resultados se confirmé que el orden de reaccion fue cero. Estos datos concuerdan con
lo expresado por Labuza y Schmidt (1985), informando que las reacciones de orden
cero se aplican, entre otros, a la oxidacion de lipidos en alimentos congelados y

deshidratados. Las ecuaciones de las regresiones lineales obtenidas de las Figuras
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4.17 y 4.18 se presentan en la Tabla 4.8. Donde P es el parametro sensorial evaluado

y t el tiempo de almacenamiento.

Tabla 4.8 Ecuaciones de las regresiones lineales de color y aroma rancio a las tres
temperaturas analizadas

Temp. (°C) Color sensorial Aroma rancio
15 Peoior = 0,0317t + 0,1207 Parancio= 0,028t + 0,5305
25 Peotor = 0,1155t - 0,0681 Parancio= 0,0957t + 0,1554
35 Peotor = 0,2988t + 0,2562 Parancio= 0,2914t + 0,0683

A partir de las ecuaciones a 35°C de color sensorial y aroma rancio (Tabla 4.8)
y utilizando el tiempo del punto limite sensorial obtenido anteriormente (t = 15,43 dias)
se calculd el valor del punto limite sensorial de la preserva. Para color sensorial fue
4,86 y para aroma rancio 4,56.

A partir de las ecuaciones a 15 y 25°C (Tabla 4.8) se despejo el valor de la vida
util (t) a estas temperaturas utilizando los valores del punto limite sensorial (Pcoior =
4,86 Yy P, rancio = 4,56). A 25°C se obtuvieron valores de vida util de 43 dias segun color
y de 46 dias segun aroma rancio. A 15°C se obtuvieron valores de vida util de 150 dias
segun color y de 144 dias segun aroma rancio.

Esta metodologia de trabajo para obtener la vida util acelerada de productos
alimenticios ha sido aplicada por distintos autores. Garcia y Molina (2008), estimaron
la vida util de mayonesa mediante pruebas aceleradas tomando como parametro de
deterioro el enranciamiento de los lipidos y encontraron que el orden de reaccion
también fue cero. Torres y col. (2001) utilizaron esta metodologia para hallar la vida util
de una férmula dietética en funcién de la lisina disponible (en este caso el orden de
reaccion fue de 1). Garcia y col. (2011) estudiaron la vida util acelerada de pasta de
tomate con esta metodologia teniendo como parametro de deterioro el color (con un

orden de reaccion de cero).

Dependencia con la temperatura

Ademas de determinar el valor de vida util a las temperaturas ensayadas, las
ecuaciones que se muestran en la Tabla 4.8 se utilizaron para determinar la constante
de velocidad de reaccion (k) representada por la pendiente de la recta. Como se
puede observar en la Tabla 4.9, el valor de K aumenté al aumentar la temperatura de

almacenamiento. Estos resultados son coherentes dado que al aumentar la
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temperatura, la velocidad de reaccion (enranciamiento) aumenta. Hough y Garitta
(2005) reportaron la misma tendencia de aumento de la constante de velocidad de
reaccion (en sabor oxidado de mayonesa) con similares temperaturas de

almacenamiento (20, 35y 45°C).

Tabla 4.9 Constantes de velocidad de reaccién (K) para los parametros color y aroma rancio
para las tres temperaturas de almacenamiento

Temp. (°C) K
Color sensorial Aroma rancio
15 0,0317 0,028
25 0,1155 0,0957
35 0,2988 0,2914

Con los valores de k a las tres temperaturas estudiadas, se aplicod el modelo de
Arrhenius (Ecuacion 4.8). A partir de la pendiente de la correlacion lineal entre In(k) en
funcion de 1/T(K), se obtuvo la energia de activacion como se representa en las
Figuras 4.19y 4.20.

Color
0
.0%0032 000325 00033 000335 00034 000345  0,0035
-1 A
-1,5 1
x 5 =-9963,4x + 31,187
T o5 R =0,9953
3 Pendiente= -E,/R
-3,5 1
4

1T

Figura 4.19 Logaritmo de la constante de velocidad de reaccion del color en funcion de la
inversa de la temperatura

165



Capitulo 4: Vida util de la preserva

Aroma rancio

-0%,0D32 0,00325 0,0033 0,00335 0,0034 0,00345 0,0035
-1
-1,5 1
-2
-2,5 1
-3
-3,5 1
-4

Ink

y =-10391x + 32,511
R? = 0,9999

Pendiente= -E,/R

1T

Figura 4.20 Logaritmo de la constante de velocidad de reaccion del aroma rancio en funcién de
la inversa de la temperatura

La E, obtenida para el color fue de 82,83 kdJ/mol y para el aroma rancio fue de
86,39 kJ/mol. Estos valores de E, se encuentran en el rango de valores presentados
por otros autores. Segun Torres y col. (2001), la energia de activacion para reacciones
de oxidacion de lipidos se encuentra en el orden de 41,84 a 104,60 kJ/mol. Garcia y
Molina (2008) reportaron un valor de E, de 80,96 kJ/mol para el enranciamiento de los

lipidos en mayonesa.

Determinacion de la vida util a temperatura de refrigeracion

A partir del grafico entre el logaritmo de la vida util en funcién de la temperatura
de almacenamiento (Figuras 4.21 y 4.22), mediante regresion lineal se obtuvieron las
ecuaciones 4.9y 4.10.

y =-0,05x +2,9119
R?=0,9976

log vida util

10 15 20 25 30 35 40

Temperatura (°C)

Figura 4.21 Logaritmo de la vida util (segun color sensorial) en funcién de la temperatura de
almacenamiento
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y =-0,0491x + 2,8936
R2=1

log vida util

1 T T T T T 1
10 15 20 25 30 35 40

Temperatura (°C)

Figura 4.22 Logaritmo de la vida util (segun aroma rancio) en funcién de la temperatura de
almacenamiento

log(vautil,,, ) =—0,05T +2,9119 4.9

log(vautil, .. . )=—0,0491T +2,8936 4.10
Y despejando:

vaitil,,,, . =100-0492T+2.9076) 4.11

v.atil = 10047 H2.931D) 4.12

a.rancio

Utilizando las ecuaciones 4.11 y 4.12 se estimo el tiempo de vida util de la
preserva almacenada a temperatura de refrigeracion (7' = 5°C). De acuerdo a la
estimacion hecha en base al color, el tiempo de vida atil de los lomitos almacenados a

5°C fue de 459 dias y en base al aroma rancio de 445 dias.

4.6 Conclusiones

Se realizé el estudio de vida dutil sensorial acelerado utilizando tres
temperaturas de almacenamiento: 15, 25 y 35°C. EIl tiempo de vida util para las
temperaturas ensayadas se determin6 cuando el valor de los indicadores criticos de
deterioro lleg6 a valores inaceptables sensorialmente. La preserva almacenada a 35°C
presento una vida util de 15 dias, a 25°C de 43 dias y a 15°C de 146 dias.
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Se realizé un estudio instrumental del cambio de color utilizando un colorimetro
y se encontré una muy buena correlacion entre el color sensorial y los parametros a* y
b*.

De acuerdo a las ecuaciones obtenidas para el aumento de los indices de
deterioro sensorial (color amarillo-rojizo y aroma rancio) en funcién del tiempo de
almacenamiento, el orden de reaccion obtenido fue cero. Se calcularon las constantes
de velocidad de reaccién (K) para cada indice y para cada temperatura y se obtuvo
una E, de 82,83 kJ/mol para el color amarillo-rojizo y de 86,39 kJ/mol para el aroma
rancio. Estas E, halladas se encuentran en el orden de las E, halladas por otros
autores para reacciones de oxidacién de lipidos en alimentos.

Finalmente, se hallé una relacion para estimar la vida util de la preserva a
distintas temperaturas. Extrapolando los resultados a temperatura de refrigeracion, se
determind que a una temperatura de 5°C la vida util de la preserva es de 459 dias en

base al color amarillo-rojizo y de 445 dias en base al aroma rancio.

168



CONCLUSIONES GENERALES

A partir de los distintos estudios realizados en esta tesis, se logré cumplir con
los objetivos planteados. Luego de desarrollar el proceso de elaboracién de la
preserva de caballa, se estudio la estabilidad microbiolégica y se determiné la vida util.

En virtud de ello, a continuacién se detallan las conclusiones generales:

» Se disefio el proceso de elaboraciéon de la preserva de caballa. Las etapas del
proceso de elaboracion de lomitos de humedad intermedia fueron: descongelado de la
caballa, eviscerado y corte de cabezas y colas, coccion al vapor, oreo, separacion de
los lomitos, deshidratacion osmotica, envasado al vacio, pasteurizacién y

almacenamiento refrigerado.

» Mediante la DO en solucién de glicerol (40%), sal (5%) y acido citrico (0,5%) se
obtuvo un producto con un contenido de humedad del 50,32 + 0,02%, un 1,99 £ 0,01%
de NaCl, un 16,03 + 0,63% de glicerol y un 0,16 + 0,01% de acido citrico. Ademas, el
pH fue 5,11 £ 0,05 y la a, 0,89 + 0,01. De acuerdo a estas caracteristicas
fisicoquimicas, el Unico microorganismo patégeno capaz de crecer en la preserva es el
Staphylococcus aureus, por lo que se disefid la etapa de pasteurizacion teniendo a
este microorganismo como referencia. El tiempo de pasteurizacion para lograr una
letalidad de 5D (5 reducciones decimales) determinado por el método general fue de
53,56 min. y de 52,0 y 52,5 min. por el método de Stumbo y de Hayakawa

respectivamente.

» Se realizé un perfil sensorial mediante el método del Analisis Descriptivo
Cualitativo analizando aspecto, aroma, textura y sabor de los lomitos de humedad
intermedia. Para este fin se seleccion6é un grupo de panelistas y se los entrend para

poder evaluar los descriptores caracteristicos del producto bajo estudio.

» Para describir los cambios sensoriales producidos debido a la DO, se comparoé el
producto final con lomitos cocidos (sin deshidratar). La DO no cambié el color, ni la
jugosidad, ni los aromas a rancio y a pescado, ni el sabor a rancio ni el gusto amargo.
En cambio, esta etapa aumento significativamente la dureza (tanto al corte como en
boca), el aroma dulzén, los gustos dulce, &acido y salado, y disminuyé

significativamente el sabor a pescado.

169



» Ademas, los cambios en textura y color debido a la etapa de deshidratacién fueron
analizados instrumentalmente. La DO generd una mayor dureza en los lomitos pero no
afectd a la adhesividad ni a la cohesividad. En cuanto al color, este parametro no se
vio afectado por la DO. Los resultados instrumentales de textura y color estuvieron en

concordancia con los sensoriales.

» El rango de temperatura entre 50 y 90°C influy6 en los fenédmenos de transferencia
de masa durante el proceso de DO de rodajas de caballa inmersas en una solucion de
glicerol (54% p/p) y sal (7% p/p). Una mayor temperatura de proceso promovio
mayor pérdida de agua y ganancia de solutos durante la deshidratacién osmética de
las rodajas. Como resultado, el tiempo requerido para alcanzar un valor de a,
determinado disminuyé a medida que aumentd la temperatura. La cinética de
transferencia de masa de agua, sal y glicerol durante la DO fue ajustada
adecuadamente por los modelos de Crank, Peleg, Z & L y Weibull. Los coeficientes de
difusién (D) y los parametros de los modelos de Zugarramurdi & Lupin, Peleg y Weibull
(K, Ky y a) mostraron una dependencia con la temperatura siguiendo la relacién de
Arrhenius. Los modelos de Peleg y de Z & L brindaron mayor informacién ya que
también permitieron la prediccion del contenido de agua y solutos en el equilibrio
(siendo Z & L el modelo que realizé las mejores predicciones). Por lo tanto, el modelo
de Z & L fue capaz de ajustar adecuadamente los datos de transferencia de masa vy,

ademas, predecir satisfactoriamente los contenidos de agua y solutos en el equilibrio.

» Durante la deshidratacion osmdética de cilindros de caballa en la solucién
hipertonica de agua, sal y glicerol el modelo de Crank para cilindro finito e infinito y los
modelos empiricos de Zugarramurdi & Lupin y Azuara predijeron mejor la ganancia de
sal y glicerol que la pérdida de agua. Tres términos en la solucién analitica de la
ecuacion de Fick para cilindro infinito fueron apropiados para determinar los
coeficientes de difusién. El modelo basado en la solucion de la ley de Fick para cilindro
infinito resulté la mejor opcidén para representar la pérdida de agua y la ganancia de
solutos. Los valores de equilibrio estimados con el modelo de Azuara se ajustaron
correctamente a los valores experimentales. Se logré predecir la distribucién de agua y
solutos en las muestras de cilindros de caballa. Los cambios en las concentraciones
de agua, glicerol y sal estuvieron confinados principalmente en la region de la
superficie y progresaron lentamente hacia el interior. Al final de la DO los contenidos
de agua y solutos en el lomito de caballa alcanzaron el equilibrio con la solucion

osmotica.
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» Las barreras utilizadas durante la elaboracion de la preserva (coccion al vapor de
la materia prima, deshidratacion osmotica, envasado al vacio y pasteurizacion) le
dieron una excelente estabilidad microbiolégica dado que no se detectd presencia de
ninguno de los grupos de microorganismos que se estudiaron durante 12 meses. Dado
que este comportamiento se observo a las 3 temperaturas, se puede afirmar que la
temperatura de almacenamiento no es relevante en el aspecto microbiolégico del
producto. Si se trabaja bajo estrictas normas de calidad, cumpliendo por ejemplo con
las directrices de un plan HACCP, la preserva podria ser almacenada a temperatura

ambiente.

» Se analizé el comportamiento microbiolégico de la preserva sin pasteurizar. Los
resultados obtenidos a partir de este analisis confirman la importancia del proceso de
pasteurizacién de la preserva. Se logré modelar satisfactoriamente el crecimiento de
BP, BAM y Staphylococcus spp. mediante los modelos de Gompertz modificado y

logistico.

» De acuerdo a los resultados del estudio de reto microbiano, la etapa de la
pasteurizaciéon redujo 5 ciclos logaritmicos la poblacion de Staphylococcus aureus
inoculada. Esta fue la reduccidon buscada en el calculo tedrico del tiempo de
pasteurizacion (Capitulo 1). De esta manera, se logré validar exitosamente el proceso

de pasteurizacion.

» Se analizé el comportamiento de la poblacion de S. aureus sobreviviente a la
pasteurizacién determinando que las barreras aplicadas fueron efectivas para evitar el

crecimiento de S. aureus durante el almacenamiento refrigerado.

» Se realiz6 el estudio de vida util sensorial acelerado utilizando tres temperaturas
de almacenamiento: 15, 25 y 35°C. El tiempo de vida util para las temperaturas
ensayadas se determiné cuando el valor de los indicadores criticos de deterioro llego a
valores inaceptables sensorialmente. La preserva almacenada a 35°C presenté una
vida util de 15 dias, a 25°C de 43 dias y a 15°C de 146 dias.

» De acuerdo a las ecuaciones obtenidas para el aumento de los indices de
deterioro sensorial (color amarillo-rojizo y aroma rancio) en funcién del tiempo de
almacenamiento, el orden de reaccion obtenido fue cero. Se calcularon las constantes

de velocidad de reaccién (K) para cada indice y para cada temperatura y se obtuvo
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una E, de 82,83 kJ/mol para el color amarillo-rojizo y de 86,39 kJ/mol para el aroma

rancio.

» Se hall6 una relacion para estimar la vida util de la preserva a distintas
temperaturas. Extrapolando los resultados a temperatura de refrigeracion, se
determin6 que a una temperatura de 5°C la vida util de la preserva es de 459 dias en

base al color amarillo-rojizo y de 445 dias en base al aroma rancio.

En base a los resultados obtenidos, se puede concluir que se logré desarrollar
satisfactoriamente una preserva de caballa utilizando la tecnologia de obstaculos. Se
obtuvo un producto del tipo “listo para consumir’” con una excelente estabilidad
microbioldgica y una vida util de, al menos, 12 meses.

Se espera que estos resultados contribuyan al aumento de nuevos productos
con mayor valor agregado, con una vida comercial mas extensa, saludables y que
puedan ser distribuidos a largas distancias abasteciendo mercados nacionales e
internacionales.

Como perspectivas a futuro, se espera poder realizar la transferencia hacia el
sector industrial pesquero, tan relevante para la ciudad de Mar del Plata. Para lograr
esto, se propone la realizacion de estudios de aceptabilidad del producto (para
analizar distintas formas de presentacién) asi como también estudios de optimizacion

del proceso productivo.
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NOMENCLATURA

AGMI
AGPI
AGS
AHI

BAM

S. aureus
t

T

TBARS
TPA

UFC

Z&L

%IS

Acidos grasos monoinsaturados

Acidos grasos poliinsaturados

Acidos grasos saturados

Alimentos de humedad intermedia
Parametro de escala (modelo de Weibull)
Difusividad térmica (K/(pCp))

Actividad de agua

Bacterias aerobias mesdfilas

Parametro de forma (modelo de Weibull)
Numero de Biot

Bacterias psicrétrofas

Calor especifico

Coeficiente de difusion

Deshidratacion osmatica / Deshidratado osmaéticamente
Energia de activacion

Envasado en atmdsfera modificada
Conductividad térmica

Constante de velocidad especifica (modelo de Z & L)
Constante de velocidad de Peleg
Constante de capacidad de Peleg
Newton

Cloruro de sodio

Hidréxido de sodio

Desviacion relativa media

Coeficiente de determinacion

Densidad

Raiz del error cuadratico medio
Constante del modelo de Azuara
Staphylococcus aureus

Tiempo

Temperatura

Sustancias reactivas al acido 2-tiobarbiturico
Texture profile analisis

Unidades formadoras de colonias
Zugarramurdi y Lupin

Porcentaje de Incorporacion de Solutos
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ANEXOS

Anexo 1 Condiciones limites de crecimiento de bacterias patdgenas de interés segun DHHS,
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Anexo 2 Valores de letalidad expresados como f,/U vs g (para Z=12) de la formula de
Stumbo




Anexo 3 Valores de letalidad de la etapa de calentamiento expresados como g/K; vs

U/f,, de la formula de Hayakawa

Table 916 g/K; vs. U/ tables used for calculating the lethality of the heating part of a thermal

process by Hayakawa's procedura

gy Ks (F) Ly a/Ks(°F) Uy g/ Ks (°F) Uyt
100.0000 0.4165(—08) 33,0000 0.2005(—02) 0.25000 0.11684(01)
88.0000 0.5152(—08) 32 0000 0.2413(—02) 0.30000 0.1226(01)
060000 0.6420(—08) 31.0000 0.2780(—02) 0.25000 0.1303(04)
04,0000 0.8051(—086) 30.0000 0.3205(—02) 0.20000 0.1397(01)
32.0000 0.1015(—05) 20,0000 0.3600(—02) 0.15000 0.1510(01)
20.0000 0.1284(—05) 280000 0.4272(—02) 0.10000 0.1693(01)
£8.0000 0.1632(—05) 27.0000 0.4839(—02) 0.08000 0.1738(01)
86.0000 0.2079(—05) 28.0000 0.5715(—02) 0.08000 0.1780(01)
84.0000 0.2655(—05) 250000 0.6620(—02) 0.07000 0.1848(01)
82.0000 0.3308(—05) 240000 0.7677(—02) 0.0B000 0184304}
80.0000 0.4356(—05) 23,0000 0.8014(—02) 0.05000 0.1902(01)
78.0000 0.5503(—05) 22,0000 0.1038(—01) 0.04000 0.2088(01)
76.0000 0.7194(—08) 21.0000 0.1208(—01) 0.03500 0.2148(01)
74.0000 0.5256(—05) 20.0000 0.1407(—01) 008000 0.2212(01)
72.0000 0.1103(—04) 10,0000 0.1643(—01) 0.02500 0.2204(01)
70.0000 0.1539(—04) 18.0000 0.1822(—01) 0.02000 0.2388(01)
£8.0000 0.1986(—04) 17.0000 0.2254(—01) 0.01500 0.2513(01)
£6.0000 0.2567(—04) 16.0000 0.2648(—01) 0.01000 0.2688(01)
£4.0000 0.3321(—04) 15.0000 0.3119(—01) 0.00800 0.2734(01)
£2.0000 0.4300{—04) 14.0000 0.2684(—01) 0.00800 0.2785(01)
£0.0000 0.5573(—04) 13.0000 0.43685(—01) 0.00700 0.2844(01)
50.0000 0.7220(—04) 120000 0.5194(-01) 0.00600 0.2000(01)
56.0000 0.5388(—04) 11.0000 0.6198(—01) 0.00500 0.2089(01)
54,0000 0.1220(—03) 10.0000 0.7435(—01) 0.00400 0.3085(01)
52.0000 0.1589(—03) 0.0000 0.8070(—01) 0.00350 0.3143(01)
50.0000 0.2070(—03) 8.0000 0.1080(00) 0.00300 0.3210(01)
40.0000 0.2364(—03) 7.0000 0.1335(00) 0.00250 0.3200(01)
48.0000 0.2704(—03) 6.0000 0.1652(00) 0.00200 0.3384(01)
47.0000 0.3087(—03) 50000 0.2073(00) 0.00150 0.3500(01)
46.0000 0.3520(—03) 40000 0.2652(00) 0.00100 0.3685(01)
45.0000 0.4036(—03) 35000 0.3029(00) 0.00090 0.3734(01)
440000 0.4618(—03) 3.0000 0.3400(00) 0.00080 0.3780(01)
43.0000 0.5286(—03) 25000 0.4067(00) 0.00070 0.3842(01)
42.0000 0.8053(—03) 20000 0.48416(00) 0.00060 0.3003(01)
41.0000 0.6834(—03) 1.5000) (0.5839(00) 0.00050 0.3886(01)
40.0000 0.7047(—03) 1.0000 0.7367(00) 0.00040 0.4073(01)
30.0000 0.9113(—03) 0.9000 0777700 0.00035 0.4143(01)
38.0000 0.1045(—02) 08000 0.8241(00) 0.00030 0.4204(01)
37.0000 0.1200{—02) 07000 0.8773(00) 0.00025 0.4274(01)
36.0000 0.1378(—02) 06000 0.9385(00) 0.00020 0.4358(01)
35.0000 0.1584(—02) 05000 0.1044(04) 0.00015 0.4505(01)
340000 0.1821(—02) 0.4000 0.1106(01) 0.00010 0.4659(01)

Values in parentheses indicate powers of 10 by which tabulated values are to be multiplied; e.g., Unyr for g/Ks =
A0FF is 00006646

Source: Hayakawa, k., Food Technol. 24: 1407, 1970. Corected table courtesy of K. Hayakawa.
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Anexo 4 Valores de letalidad de la etapa de enfriamiento expresados como g/K; vs

U/f; de la férmula de Hayakawa
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