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Resumen

RESUMEN

La presente Tesis Doctoral esta constituida enocoapitulos, orientados al
estudio de estrategias que contribuyen a diveasifecoferta del sector acuicola a través
de procesos de conservacién y desarrollo de nuenaziictos a partir de filetes de
dorada.

Los capitulos | y Il se centraron en el estudiodiferentes estrategias para
mejorar la calidad microbiolégica y vida util defes de dorada crudos. En el capitulo |
se evalud el efecto del ozono como agente baataram la calidad microbiologica de
filetes de dorada frescos. El estudio consistidaemmersion de los filetes en agua
ozonizada con diferentes concentraciones de 0£h8b,(0,50 y 0,75 mg’) durante 10
minutos y 20 y 40 minutos con una concentracionO¢g0 mg 1. La calidad
microbiolédgica del agua (Recuentos a 22 °C y 3@Cliformes,E.coli, Enterococcus y
Clostridium perfringensy del pescado (aerobios mesofildsterobacteriaceges.
Aureus Coliformes,E.coliy Pseudomonaspp) asi como el analisis de perfil de textura
(TPA) fueron llevados a cabo en las diferentes tmaggara observar los posibles
cambios a consecuencia de tal exposicién. En baserasultados obtenidos, el ozono
resultd efectivo en la esterilizacion del aguaadeed de una industria acuicola en todas
las concentraciones utilizadas, eliminando por detopla carga microbiana. Sin
embargo, las concentraciones utilizadas en el agles tiempos prolongados de
exposicion, no redujeron de manera significativacdaga microbiana inicial de los

filetes de dorada, no mejorando por tanto la cdlidérobiologica de estos.

En el capitulo Il se estudio el efecto del tipoetwasado, atmosfera modificada
(40 % CQ, 30 % N, 30 % Q) vy vacio, sobre la vida util de los filetes deatia.
Durante 14 dias las muestras estuvieron almacereadegrina expositora a 3 £ 1 °C
reproduciendo condiciones de comercializacion. |8eaton a cabo analisis fisico-
quimico (pH, CRA, TBARs, NVBT, TMA y color), micrabl6gico (aerobios
mesdofilos, Enterobacteriacegecoliformes, E.coli, Pseudomonas sppPsicréfilos y
bacterias acido lacticas) y sensorial de los 8ldtescos en los dias 0, 4, 7, 11 y 14.
Conforme aumenté el tiempo de almacenamiento, libstes se deterioraron
gradualmente, sin embargo a nivel microbiolégiampas envasados, retrasaron este

deterioro. A nivel sensorial los envasados a vgcadmodsfera modificada ayudaron a
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mantener durante mas tiempo el olor a pescador;, gdéotextura, respecto a los filetes
envasados en aerobiosis, los cuales mostrarontagraldo de deterioro en el dia 7 de

almacenamiento.

Debido al incremento en el consumo de platos paelosry la necesidad de la
diversificacion de productos procedentes de lacattuira, se llevé a cabo en el capitulo
[l de la presente Tesis Doctoral, el desarrollo ude plato de dorada ‘“listo para
consumir” cocinado mediante tecnologiaus vide Inicialmente, un panel entrenado
selecciond la temperatura 6ptima de cocinado yalsasde los filetes. Elaborados los
platos de dorada, se almacenaron en vitrina expasén refrigeraciéon a 2 £+ 1 °C
durante 62 dias. Los dias 0, 7, 17, 34, 48 y 62eakzaron analisis microbioldgico
(Aerobios mesofilos, Enterobacteriacege Bacterias acido lacticas, Anaerobios
psicrotréficos, Mohos y Levadura§almonellay Listeria monocytogengs fisico-
quimico (pH y TBARS) y sensorial del producto cecln. La temperatura éptima de
cocinado resulto ser 60 °C, y la salsa verde fies¢agida como la mas idonea para la
combinacion con la dorada. Destacar que durantedbtiempo de almacenamiento, las
muestras mantuvieron los recuentos microbianosi@loajo del rango de valores que se
recogen en el RD 3484/2000, por el que se establesenormas de higiene para la
elaboracion, distribucion y comercio de comidasparadas. Con las condiciones
utilizadas durante el cocinado, se obtuvo un pltadorada “listo para consumir” de

una calidad sensorial aceptable durante 62 diasfiegeracion.

Las condiciones y materiales de envasado jueggrapel fundamental durante
la elaboracion, conservacion y comercializaciériodealimentos. En el capitulo IV se
estudio el efecto del cocinado en bolsa y bargsebse el deterioro microbiolégico
(aerobios mesdfilosEnterobacteriaceaebacterias acido lacticas, anaerobios totales
psicrétrofas, mohos y levaduré&almonellay Listeria monocytogengdisico-quimico
(pH y TBARS) y sensorial de filetes de dorada cadossous vide Los resultados
mostraron que ambos tipos de envasado fueron oddp@ra el cocinadsous videy
posterior almacenamiento en refrigeracion retrassmaeén ambos casos el crecimiento
microbiano y la oxidacion lipidica. Asimismo se mam una alta calidad sensorial de
los platos aunque el plato envasado en barqueté&rdno®jores puntuaciones en la

calidad sensorial.
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Por ultimo, el efecto del tratamiento de tecnolsgie conservacién “altas
presiones hidrostaticas” sobre la calidad micrdigima (aerobios mesdbfilos,
Enterobacteriaceaebacterias acido lacticas, anaerobios totalesqisidas, mohos y
levadurasSalmonellay Listeria monocytogengsfisico-quimica (pH, TBARs y TPA) y
sensorial de un plato de doragtaus videfue estudiado en el capitulo V. Posterior a la
elaboracion y cocinado de los platos de doradas vide las muestras fueron
presurizadas a 300 y 600 MPa durante 5 minutos’°@, Snediante sistema de altas
presiones industrial. Posteriormente las muestraoh almacenadas durante 62 dias a
temperatura de refrigeracion (2 + 1 °C) realizaedoantroles microbiolégicos, fisico-
qguimicos y sensorial del producto. En base a Isgltaos obtenidos, el tratamiento de
altas presiones no elimind la carga microbianaiahide aerobios mesofilos de los
platos tal y como se esperaba, aunque los valdrtesidos se encontraron dentro del
rango que garantizan la seguridad de los platentieial menos 62 dias. Cabe destacar,
gue los atributos de textura fueron mejorados ¢ars@ de altas presiones (600 MPa),

lo que implica una importante mejora en la caligexsorial del platsous vide.






Summary

SUMMARY

The present thesis is composed of five chapters.uBke of strategies to increase
the shelf life of fresh seabreanSparus auratp fillets from the microbiological,
physical-chemical and sensory point of view, wagligtd. In addition, developing of
new products with seabream from aquaculture torsdlifveation was investigated.

Chapters | and Il focused on the study of differsinategies to improve the
microbiological, physico-chemical and sensory duyabf raw seabream fillets. In
Chapter | the effect of ozone as a bactericidahtige the microbiological quality of
fresh seabream fillets were evaluated. The stuahgisted of immersion the fillets in
ozonated water with different ozone concentrati@35, 0.50 and 0.75 mg I-1) for 10
minutes and extending the time of immersion of fihets, 20 and 40 minutes with a
concentration of 0.30 mg I-1. The microbiologicaktity of water (counts to 22 °C and
36 ° C, Coliforms E. coli Enterococcus an@lostridium perfringensand fish (total
viable countsEnterobacteriaceges. aureusColiforms,E. coliandPseudomonas spp.
and analysis texture profile (TPA) were carried outhe different samples to observe
any changes as a result of such exposure. BaseHdeoresults obtained, ozone was
effective in sterilizing the water network of anuagulture industry in all the
concentrations used, completely eliminating the rati@al load. However, the
concentrations used in the water and prolonged sxpotimes, do not significantly
reduced the initial microbial load in seabreametd] not thereby improving the

microbiological quality of the fillets.

In Chapter I, the effect of the type of packagingpdified atmosphere (40%
CO,, 30% N, 30% Q) and vacuum packaging, in order to increase tledf dife of
seabream fillets was studied. During 14 days ofagi® the samples were stored in
display case at 3 + 1 ° C reproducing marketingdd@nms. During the control days,
were carried out physical-chemical analysis (pH, @HBARs, TVBN, TMA and
colour), microbiological (total viable count&nterobacteriacegeColiforms, E.coli,
Pseudomonas sppanaerobic, Psychrotrophic and lactic acid bam}eand sensory
analysis of fresh fillets. As storage time increhsine fillets gradually deteriorated,
however microbiological level, both packaged stddiand they slow down this

deterioration. A sensory level packaged in vacuund modified atmosphere helped

5
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keep the odour of fish, the colour of fish muschel dexture, about fillets packaged
aerobically, which showed a high degree of detation in the 7 day of storage.

Due to the increased consumption of prepared meals the need for
diversification of products from fish aquacultutee chapter Il of the present Thesis,
studied the development of a seabream dish "readgat" cooked bysous vide
technology. Prior to the study, the panelists chibseideal temperature for cooked
fillets and the sauce accompanying the d&bus vidgroduct was stored in refrigerated
display cabinet for 62 days at 2 £ 1 °C. In thetomndays (0, 7, 17, 34, 48 and 62),
physico-chemical (pH and TBARS), microbiologicalef@bic mesophilic bacteria,
Enterobacteriaceaelactic acid bacteria, psychrotrophic, anaerobesids and yeasts,
Salmonellaand Listeria monocytogengsand sensory analysis, were performed. The
optimum temperature of 60 °C proved to be cookad,the green sauce was chosen as
the most suitable for combination with the seabre®uring the storage time, the
samples maintained the microbial counts below #wege of values listed in RD
3484/2000, laying down hygiene rules for the praume distribution and sale of
prepared foods are established. With the conditusesl during cooking, seabreawus
vide product obtained an acceptable sensory quality6®rdays under refrigeration

conditions.

Packaged, is very important during the preparambnmeals, storage and
marketing of food. In Chapter IV, the effect of &w on bag and tray on
microbiological spoilage (aerobic mesophilic baieteEnterobacteriacegelactic acid
bacteria, psychrotrophic total anaerobes, molds yeabts,Salmonellaand Listeria
monocytogenggphysico-chemical (pH and TBARS) and sensoryyamis| was studied
in sous videproduct. The results showed that both packagedge veaitable for
packaging the cookesbus videlater refrigerated storage and delayed in bottrabial
growth and lipid oxidation. Also, remained high sery quality of the dishes but the
dish packed in tray, showed better scores on thsosg quality.



Summary

Finally, the treatment effect of technologies tigydrostatic pressure" on the
microbiological quality (aerobic mesophilic bacterEnterobacteriaceaelactic acid
bacteria, psychrotrophic total anaerobes, molds yeabts,Salmonellaand Listeria
monocytogen@s physical chemistry (pH, TBARs and TPA) and seypsanalysis in
sous videproduct, was studied in Chapter V. After the prapan andsous vide
cooked, the samples were pressurized to 300 andvB@0 for 5 minutes at 5 ° C by
Industrial high system pressures. The samples stered for 62 days at refrigeration
temperature (2 £ 1 ° C) performing microbiologicphysico-chemical and sensory
analysis. Based on the results, the high presseatnient did not eliminate the initial
microbial load of mesophylic aerobic of theus videproduct, as expected, although the
values obtained were within the range that guaeatite safety of food for at least 62
days. Curiously, the texture attributes were enbdmeith the use of high pressure (600
MPa), which means a significant improvement in senguality of thesous vide

product.
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Introducciéon

1. INTRODUCCION

1.1. La dorada Sparus aurata)

La dorada $parus aurath (Linnaeus, 1758) Higura 1) es un teledsteo
perteneciente a la famili@paridaey orden Perciformes conformado por 29 géneros y
unas 100 especies. Esta especie marina posee po aual, mas bien profundo y
comprimido, una banda dorada entre los ojos (gseltee mas notable en individuos
adultos), bordeada por dos areas oscuras. Puedtezatchasta 70 cm, siendo su talla
méas comun entre 20 y 50 cm (FAO, 2018parus aurataes una especie comun en el
mar Mediterraneo, la costa Este Atlantica, que cenge desde Gran Bretafia a
Senegal, y mas desconocida en el mar Negro. Eegp&xie eurihalina y euriterma, por
lo que puede vivir en ambientes marinos o salolresio lagunas costeras y zonas
estudricas, particularmente durante las primesesfde su ciclo de vida (MAGRAMA,
2008).

Figura 1. Dorada $parus auratp

Nace en mar abierto entre los meses de octubreignthre y los juveniles
migran al principio de la primavera hacia las aguasteras protegidas, donde pueden
encontrar abundantes recursos troficos y tempasiués suaves. Muy sensibles a las
bajas temperaturas (temperatura letal a parti@¢, 4 finales de otofio retornan al mar
abierto, alli los peces adultos realizan la pueSta.el mar abierto, las doradas se
encuentran usualmente sobre fondos rocosos y cadgpakyas Fosidonia oceaniga
pero también son capturadas frecuentemente sobdesarenosos. Los peces jovenes
permanecen en areas relativamente poco profun@am)3mientras que los adultos

pueden alcanzar aguas mas profundas, a partir de(BAGRAMA, 2008).
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Esta especie es hermafrodita protandica. El ddkade la madurez sexual se
alcanza en machos a los 2 afios de edad con undaoaprendido entre 20 y 30 cm, y
se alcanza en hembras entre los 2 y 3 afios. Estas @ntre 20.000 y 80.000 huevos
cada dia durante un periodo superior a 4 mesesatividad, la inversion sexual se
produce por factores sociales y hormonales (MAGRAMB08). Cabe destacar que la
dorada puede vivir mas de 10 afios y su alimentaesoprincipalmente de moluscos,

crustaceos y pequefios peces.

La dorada esta categorizada como un pescado ssmigracual posee un alto
contenido en proteinas, bajo contenido en gradasadas, alto contenido en &cidos
grasos omega-3 y en vitaminas BB;,. Ademas es fuente de los minerales potasio y
selenio en un alto contenido (MAGRAMA, 2012a). Ranto, resulta un pescado
extraordinariamente nutritivo y ademas, muy demdodantre los consumidores. Sin
embargo, los recursos naturales del planeta Tgnalimitados y en este sentido, la
produccion de pesca extractiva alcanz6 sus maxanfiosles de los afios 90, fluctuando
desde entonces en torno al mismo nivel. Este daliod que los océanos estan siendo
explotados cerca de su produccibn maxima. Seguos dd¢ la FAO, los futuros
incrementos en produccion de productos pesquertis padran provenir de la
acuicultura (APROMAR, 2004).

1.2. Produccién acuicola

La acuicultura es uno de los sectores productoeesalonento con mayor
potencial de crecimiento y es la herramienta cf@ara aumentar la produccion mundial
de pescado al mismo ritmo que aumenta la poblacigim sobreexplotar los recursos
pesqueros. Su importancia como fuente de alimeatcatidad es creciente en todo el
mundo (APROMAR, 2012). La acuicultura es una fuarstda vez mas importante de
pescado en Europa, sin embargo no es igual paoa tod paises de la Unién Europea.
En algunos su relevancia econdmica y social supkekalor de la pesca extractiva,
como también ocurre en Espafia en algunas Comusidagi®nomas (APROMAR,
2006).

Segun la FAO (2004), la contribucién de la acuigaltal suministro mundial de

productos pesqueros (en peso) ha pasado del 319 2870, al 29,9 % en 2002 y con
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prevision de alcanzar el 50 % en 2025. Ademasebe tesaltar que ya en 2006 casi la
mitad de los productos pesqueros destinados aloansiumano directo provenian de
la acuicultura. En 2011 en Espafia, se encontrab&meionamiento un total de 5.120
establecimientos de acuicultura de los cuales,|l@83ran de acuicultura continental

(agua dulce) y 4.937 de acuicultura con aguas @sorsalobres (APROMAR, 2013).

Espafiees el estado miembro de la UE con un mayor voludeeproduccion de
acuicultura, con 264.162 t en 2012 (21,0 % dell tdéala UE), seguido por Francia
(16,3 %) y el Reino Unido (16,1 %), resultando $pexie de dorada, una de las mas

producidas, junto a la trucha arco iris y la lubina

La produccién acuicola total de dorada en Europhrgsto del mundo en 2013
se estim6 en 179.924 t, segun estadisticas de FEEFROMAR (2014). Esta cifra es
un 11,42 % superior a la de 2012 (166.639 t) y sapm repunte tras la caida en ese
ejercicio y el maximo de produccién, por encimduso del record de 2008 de 178.854
t. Existe produccion de dorada de acuicultura enpd®es. La mayor parte de la
produccion mundial procede del Mediterraneo sietmo principales productores,
Grecia (41,7 %), Turquia (23,2 %) y Espafa (9,3Rigura 2).

Egipto
8,3%

Italia
4.7%

P Tuner
5,6%

—— Chipre

n

X ~_Croacia 2,1%
L 1.4%

Portugal | Israel -Francia™~_Malta

06% 06% 0.8% 1,1%

\.Grecm
41,7%

Figura 2. Distribucion porcentual de la produccion de dardd acuicultura en el area
mediterranea y el resto del mundo en 2013 (APROMXRA4).

En términos de produccion, la dorada constituyesfgecie piscicola marina mas
cultivada en Espafia. En concreto, la produccié2@k8 fue de 16.795 t, un 13,6 %
menos que en el afio 2012 (19.430 t). Esta circocistaupone una nueva caida de la

produccion de esta especie tras un ligero increment2012. La maxima produccion
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anual espafola de dorada tuvo lugar en 2009, c@8@3. En 2013, la Comunidad
Valenciana encabez6 la produccion de dorada decudttria en Espafia (6.974 t)
seguida por Murcia (3.730 t), Canarias (3.016 tjd@ucia (1.786 t) y Catalufia (1.292
t) (Figura 3) (APROMAR, 2013).

Andalucia
10,6% Canarias
17,9%

Catalufia
T.7%

Valenciana S Murcia
41.5% 22,2%

Figura 3. Distribucion porcentual de la produccion de darad Espafia por CCAA en
2013 (APROMAR, 2014).

Atendiendo al panel de Consumo de la Direccion @énde la Industria
Alimentaria (MAGRAMA, 2012b), en los hogares espafcse consumieron 32.400 t
de dorada en 2012, un 19,0 % mas que en 2011. & gliobal, el principal mercado
para la dorada sigue siendo lItalia, donde se comsum@s de 52.000 t anualmente. Los

siguientes tres mercados son Espafia, Turquia yasrec

APROMAR realiz6 una estimacién aparente (produccidimportaciones -
exportaciones) de 24.660 t en Espafia en el afio. 2a&l@roduccion nacional de esta
especie mediante acuicultura alcanz6 19.430 tpgdaa, 1.230 t; a la vez se exportaron
aproximadamente 4.000 t y se importaron 8.000 h €lo se estima que la produccién
nacional cubre aproximadamente el 62,4 % del mercadpaiiol de dorada
(APROMAR, 2013).

Datos de MAGRAMA (2012b) indicaron que son los jéee independientes los
gue mas han incrementado el consumo de productuogI@®s con un crecimiento de
un 6,6 %. No obstante, se mantiene como perfilbtsumidores intensivos, los hogares
gue conforman familias con hijos medianos y mayopasejas adultas sin hijos y

jubilados.
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La comercializacion de dorada se produce principaten a través de
supermercados y grandes superficies siendo lasgbesas tradicionales, la tercera via
de venta. Actualmente, la forma habitual de comabreicion de la dorada es entera y
almacenada en hiel&igura 4), sin embargo, segun datos del observatorio dsutoo
y distribucion alimentaria (2009), las preferenadies consumidor son las del pescado
fresco pero listo para su cocinado, es decir, exdso y fileteado (MAGRAMA, 2009).

Figura 4. Dorada entera almacenada en hielo de venta emnsapado.

El diagrama de flujo del procesado del pescadonenindustria acuicola hasta

su expedicion se muestra erFigura 5.

Recepcion materia prima en
tanques de hielo

Tanque de lavado

Clasificacion visual

Llenado de cajas

Cajas con

pescado entero

Almacenamiento refrigerado

Sala de procesado

Corte de cabeza Lavado con

y eviscerado duchas Fileteado

Embalaje en cajas con film y hielo

Almacenamiento refrigeracion

Figura 5. Diagrama de flujo procesado del pescado hastagsedicion.
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El pescado es muy perecedero y, a menos que sectiaectamente tras su
captura, puede pasar rapidamente a ser no aptoepaztansumo y posiblemente,
peligroso para la salud debido a la proliferaciéicrabiana, a los cambios en la
composicion quimica y a la descomposicion causadenzimas endogenas. Establecer
medidas de manipulacién, elaboracion, conservac@mbalaje y almacenamiento
adecuadas en la industria, son imprescindibles gargentar la vida Gtil, garantizar la

inocuidad, mantener la calidad y los atributosioiginales (FAO, 2014).

La ozonizacién es una de las medidas utilizadataendustria Alimentaria
como sistema de higienizacion. Se utiliza paragsirdeccion, la mejora de la calidad
organoléptica general del agua, la eliminaciénhirdro y el manganeso, la eliminacion
del color, la oxidacién avanzada de los contame®persistentes y como reactivo para
favorecer la coagulacion. La norma europea EN PDA® describe las caracteristicas
del ozono y se especifican los requisitos y losonh@s de analisis correspondientes al
mismo, proporcionando informacion sobre su uso letratgamiento del agua. Asi
mismo, las aguas utilizadas en la Industria Aliragat deben cumplir con unas normas
sanitarias establecidas (Real Decreto 140/2003cuases garanticen su salubridad,
calidad y limpieza, con el fin de proteger la sali@das personas de los posibles efectos
adversos derivados de cualquier tipo de contantnadia microflora que pueden
contener las aguas, procede de diversos origemes son el suelo y la vegetacion,
cuya estimacion global proporciona informacién géita la evaluacion y control de la
calidad del agua.

Los consumidores son cada vez mas exigentes, dem@dmdalimentos
conservados de mejor calidad, similares a sus algmites frescos naturales, con buenas
caracteristicas nutricionales, saludables y quengi@aen su seguridad alimentaria.
Debido a ello, la Industria Alimentaria y en estsa@ la acuicola, se ha visto en la
obligacion de aumentar las tecnologias del procegatbnservacion, para preservar al
maximo las caracteristicas saludables del pescamtolgngar su vida util. Asi, se abre
la oportunidad de suministrar nuevos productosyasi@resentaciones, aprovechando
el potencial de colaboracion de la pesca con lealtura (MAGRAMA, 2014).

Ademas de ello, el cambio en los estilos de vidaada incorporacion de la

mujer al trabajo, las nuevas formas de cocinad@eraia a consumir alimentos crudos o
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con tiempos muy cortos de cocinado o preparacibm®),incremento de esperanza de
vida (aumentando asi el sector de la poblaciéraaagiha dado lugar a la necesidad de
producir alimentos que resulten faciles de prepgaraw lleven demasiado tiempo en su
elaboracion asi como que resulten practicos y ssgrel Olmo, 2012). Los alimentos
“listos para consumir” relnen todas estas caratieas, ademas de propiedades
nutricionales y sensoriales que asemejan lo méblpaslos platos cocinados de forma
tradicional. Actualmente, la “V gama”, comprendenantos ya cocinados, sometidos a
un tratamiento térmico o pasteurizacion, elaborgdesvasados, que solo requieren un
minimo procesado o calentamiento para su consums. productos pueden ser
envasados en atmésfera modificada o a vacio ygee&ilos. Dentro de este grupo se
engloban los alimentos “listos para consumir” (RTEeady to eat”) o también

llamados “platos preparados”.

Los platos preparados han experimentado una ataéetrolucion y ha supuesto
una diversificacion entre las opciones existents pos demandantes. La familia de
platos preparados destaca por su enorme variedaa yanto, la participacion relativa
de cada producto resulta diferente. Del total @opl preparados congelados (20,7 %
del consumo total) destacan especialmente el peg8ad) y la carne (24 %) (Martin,
2012), lo que supone un creciente interés por eswmo de platos “listos para

consumir” con una base de pescado.

1.3. Deterioro del pescado: cambios microbiol6gicpfisico-quimicos y sensoriales

Por calidad en el pescado se entiende el conjunprapiedades que influyen en
su aceptabilidad a la hora de ser comprado o cadsuiara lograr una buena calidad,
debemos asegurar la conservacién de las captusde @ primer momento debido a
qgue el pescado es uno de los alimentos que piémidamente sus propiedades. Las
alteraciones del pescado son un conjunto de canproducidos por sus propias
enzimas, bacterias y diversas reacciones quimegsiss cambios se ralentizan con la
accion del frio. La velocidad de la descomposigfdla prolongacion de la vida util,
dependen de muchos factores que intervienen destdsreo momento de la captura.

El deterioro de los productos de la pesca se imoreediatamente después de la

muerte del animal debido al desarrollo de la mioraf presente en ellos y a las
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reacciones quimicas y enziméticas de degradacigs.chracteristicas fisico-quimicas
de estos productos, como una elevada actividaduke yaun pH neutro, la composicion
lipidica y la existencia de enzimas autoliticaseyicroorganismos en la superficie
corporal, limitan considerablemente su vida Utddds estos procesos de deterioro son
dependientes de la temperatura. Tanto el crecimielet la microflora como las
reacciones de degradacién predominantes variam segf@ parametro. Por tanto, la
conservacion en condiciones 6ptimas de los produd® la pesca requiere, en la

mayoria de casos, un control estricto de la tenperae almacenamiento.

Una de las causas del deterioro de estos prodesttasproliferacion bacteriana.
El musculo del pescado se contamina durante lpa®tde eviscerado y fileteado por
los microorganismos procedentes de las branquasntestinos y la piel. La préactica
higiénica deficiente o incorrecta en estas etagasice su tiempo de vida util. Ademas,
las reacciones metabdlicas de algunas bacterig&ar compuestos causantes del mal
olor (trimetilamina y compuestos azufrados) y otsastancias perjudiciales para la
salud como es el caso de la histamina, que puessncgdenar en problemas de alergia
(Garcia y col., 2006). Otros procesos que acowraduracion de los productos de la
pesca son las reacciones enzimaticas que provboaliandecimiento del musculo y la
aparicion de olores y sabores extrafios. Asi midencalidad de los productos se ve
afectada por las reacciones de oxidacion lipidiga dan lugar a sabores y olores a
rancio (Sivertsvik y col., 2002). De tal modo, @spado se altera principalmente por
tres reacciones que tienen lugar tras el sacrifialtolisis, oxidacion lipidica y

actividad microbiana.

1.3.1. Autolisis

Autolisis significa “auto-digestion” y viene deteimado por diversas enzimas
gue se encuentran en el pescado vivo pero queamsacrificado, permanecen activas.
En el momento de la muerte, el suministro de oxdgdrtejido muscular se interrumpe
debido a que la sangre deja de ser bombeada poradon y por tanto no circula a
través de las branquias donde, en los peces \@ganriquecida con oxigeno. Dado que
el oxigeno no estéa disponible para la respiracinmal, se restringe la produccion de
energia a partir de los nutrientes ingeridos. Raraayoria de los peces teledsteos, la

glucdlisis es la Unica ruta posible para la prodicde energia en cuanto el corazon
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deja de latir. Este proceso, mas ineficiente, gepancipalmente acido lactico y acido
pirdvico como productos finales con la consiguiaditaninucion del pH en el mulsculo
(Huss, 1999).

En general, el masculo de pescado contiene un mélativamente bajo de
glucégeno, comparado con los mamiferos y por esténrse genera mucho menos
acido lactico después de la muerte. También etlestatricional del pez, la cantidad y
grado de agotamiento en el momento de la muegeerii un efecto marcado en los
niveles de glucdgeno almacenado y consecuenteraangéé pHpost mortenfinal. La
disminuciénpost mortemen el pH del musculo de pescado afecta a las qutages
fisicas del musculo. A medida que el pH disminwge,reduce la carga neta de la
superficie de las proteinas musculares, causandalesmaturalizacion parcial y
disminuyendo su capacidad de retener el agua. Ecual en estado deor
mortis pierde su humedad cuando es cocinado y resuliaydarmente inadecuado para
un procesado posterior que implique calentamigniesto que la desnaturalizacion por
calor incrementa la pérdida de agua, siendo estefesto perjudicial en la textura del

musculo (Huss, 1999).

No hay duda de que la manipulacion acelera los waméutoliticos en el
pescado refrigerado. Esto quiza no sea sorprendmrée se ha demostrado que muchas
de las enzimas autoliticas se encuentran en disgpeguetes limitados por membranas,
los cuales se rompen cuando estan sujetos a uerasffisico, originando la mezcla
entre enzimas y sustratos. Presionar el pescadmaceinhielo o contra otros pescados
puede afectar seriamente la comestibilidad y alineiento en el fileteado, incluso para
pescados con cargas bacterianas relativamente hlajasal demuestra la importancia

de los procesos autoliticos (Huss, 1999).

1.3.2. Oxidacion lipidica

Los lipidos de origen marino, comparados con lgisidis de animales terrestres,
presentan una elevada susceptibilidad a la oxida@émo consecuencia del alto
contenido de acidos grasos poliinsaturados (PURfaakowska y col., 2000).

Diversas reacciones pueden provocar la alteracednod lipidos, siendo las

reacciones oxidativas aquellas que tienen una magmencia sobre la calidad y valor
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nutritivo de los productos (Aubourg, 1999), origida la aparicion de olores y sabores
a rancio, con el oxigeno como principal responsal@ddormacién de compuestos entre
lipidos oxidados y proteinas puede influir en lhdea sensorial del aroma (formacién
de nuevos compuestos aromaticos), color (reacciénpardeamiento) y textura

(desnaturalizacién y entrecruzamiento proteicos).

En laFigura 6 se muestra un esquema basico de la reaccion dactkn de
lipidos, que incluye las distintas etapas de questeo Como resultado se produce una
amplia gama de productos, la mayoria con funciaxégenadas, que incluyen desde

moléculas voléatiles hasta compuestos poliméricos.
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Figura 6. Esquema basico de la oxidacion de lipidos (Chef@heftel, 1976).

Existen multiples factores que favorecen los prosesuto-oxidativos de los
acidos grasos en materias primas lipidicas. La idancoxidativa promueve la
formacion de compuestos toxicos impalatables y adedestruye nutrientes como la
vitamina E, DHA (C22:6 n-3, EPA (C20:5 n-3) (Suttpicol., 2006) y la vitamina A 'y

reacciona con los enlaces sulfidrilo de las praiineduciendo asi la calidad de éstas.
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1.3.3. Actividad microbiana

La actividad microbiana es la principal responsatdela putrefaccion en los
peces, ya que tan pronto como sobreviene la muastdacterias comienzan a invadir
los tejidos a través de las branquias, a lo lamgeus$ vasos sanguineos y directamente a
través de la piel y de la membrana de la cavidadrale(Davalos y col., 2005). La
musculatura del pez contiene muy bajas concentresiale carbohidratos, y ademas
éstas se agotan durante la captura. Este hecleodgsnconsecuencias importantes con
respecto a la alteraciéon: en primer lugar, limitgrado de acidificaciopost mortende
los tejidos, de modo que el pH definitivo no sumgar de 6.0, ejerciendo de ese modo
un efecto tamponador, que permite el crecimientbat#erias sensibles a pH acido; en
segundo lugar, la ausencia de carbohidratos da &ugae las bacterias existentes en la
superficie del pescado recurran inmediatamente il&zant la mezcla soluble de
sustancias nitrogenadas, que son facilmente abiedlaproduciendo olores y sabores

desagradables (Adams y Moss, 1997).

Las bacterias en peces de aguas templadas soficattess en psicrétrofas y
psicréfilas. Mientras que en las aguas calidas guedislarse fundamentalmente
microorganismos mesofilos. La microflora en pecesguas templadas esta dominada
por bacterias psicrofilas Gram negativas pertenéesea los géneroBseudomonas,
Moraxella, Acinetobacter, Shewanella y Flavobaaterj Vibrio, Photobacteriuny
Aeromonas aunque también existen microorganismos Gram iposide los géneros
Bacillus, Micrococcus, Clostridium, LactobacillysCoryneformesPor otro lado, en
aguas contaminadas pueden encontrarse un elevatEradeEnterobacteriaceaekn
aguas limpias y templadas, estos organismos dessparapidamente. Sin embargo se
ha demostrado qué&scherichia coliy Salmonella spppueden sobrevivir durante

periodos bastante prolongados de tiempo en agyaisdles (Zdzislaw, 1990).

Entre la flora bacteriana que se puede identiicael pescado en conservacion,
es importante diferenciar entre la “flora del diete” y las “bacterias especificas del
deterioro”. El primer término describe el totalluicterias que podemos encontrar en un
pescado en proceso de deterioro 0 descomposiciéniras que el segundo se refiere a
bacterias que producen olores y sabores desagead#is cuales se relacionan con el

deterioro (Dalgaard, 2003). En el pescado freabhcterias especificas del deterioro
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son una porcién minoritaria, la cual va creciendsta ser la gran mayoria de la flora
bacteriana que encontramos a las 2-3 semanas deaxlamiento. Los productos de su
metabolismo producen en gran parte los olores wpreabdesagradables del pescado
deteriorado. Entre las principales bacterias dé&triteo del pescado almacenado en

hielo se encuentraé®@hewanella putrefaciensPseudomonaspp(Huss, 1995).

Tanto la actividad enzimatica, como la microbiasta®e influenciadas por la
temperatura de conservacion, siendo su vida Ulomeuando se almacena el pescado
a bajas temperaturas. La practica mas comun eseaiael pescado fresco en hielo a 2
°C (Losada y col., 2004).

1.4. Pardmetros para evaluar el deterioro del pesda

Debido a la gran variedad de especies y de modifinas bioguimicas
existentes, se han propuesto numerosos méetodostim@on de la frescura y calidad
del pescado: fisicos-quimicos, microbiologicos ynsseiales. Frecuentemente se
realizan dos pruebas, una para determinar la @édéidrescura, si es que se produjo, y
otra para detectar el deterioro microbiano (Pof852

1.4.1. Parametro fisico-quimico

La evaluacién fisico-quimica de la calidad de loedpctos pesqueros esta
relacionada con la capacidad para establecer es&nduantitativos. Con ello se
establecen niveles de tolerancia a través de iddiea quimicos de deterioro,
eliminando asi las opiniones subjetivas en decesiale calidad del producto. A su vez
los métodos deben mostrar correlacion significativa las evaluaciones sensoriales.
Son numerosos los parametros que se emplean paranoar el grado de deterioro

fisico-quimico del pescado, entre ellos:

e pH

En general, el pH del pescado tras su captura &s lesteriormente, comienza
a disminuir hasta valores comprendidos entre 2361 el acimulo de acido lactico y
finalmente aumenta ligeramente debido a la fornmadé compuestos basicos. El pH

influye sobre la velocidad de muchas reaccionesigas y enzimaticas, asi como sobre
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el desarrollo de microorganismos. La caida del f¢tta la textura de la carne, e
incrementa la tendencia al exudo. Con la transfoiinadel 6xido de trimetilamina a
trimetilamina, el pH puede subir quedando en 8/50en el pescado putrido (Pascual,
2000).

e Color

Los cambios de color que tienen lugar en el pesastan asociados en general
con el deterioro de la apariencia. La oxidaciéfipiglos implica cambios en el color,
adquiriendo tonalidades grises y amarillentas. laane del pescado fresco es
translucida, pero el pescado deteriorado, tienskr @paca. El mucus existente sobre la
piel, que al principio es claro y acuoso, se ermndrbe hace grumoso y adquiere
tonalidades diversas como resultado del abundaaténgento microbiano (Zdzislaw,
1990).

* Textura
Los cambios que experimenta la textura del pescanprenden la disminucién
de la elasticidad y la pérdida de firmeza, al tiemgpe la superficie se torna adhesiva,
en la mayoria de los casos, debido al crecimieritwolriano. El ablandamiento del
musculo es el resultado de la desintegracion gatalcconsecuencia de la relajacion

del tejido conjuntivo y de la fragmentacion derasfibrillas (Zdzislaw, 1990).

El principal factor que afecta a la textura delcael® fresco es el pH (Love,
2001). A medida que el pH disminuye, se reducealga neta de la superficie de las
proteinas musculares, causando su desnaturalizgmdcial y disminuyendo su
capacidad de retencién de agua. La pérdida de tamua un efecto perjudicial en la
textura del musculo, ya que existe una relaciérersamente proporcional entre la

dureza del masculo y el pH (Huss, 1999).

La firmeza es un factor muy importante para evalaaralidad de la carne de
pescado y fundamental en el momento de su comeexian (Suarez y col., 2007),
siendo el ablandamiento sindnimo de pérdida deladliEs por tanto indispensable
entender los mecanismos que provocan éste fenOmeasi desarrollar estrategias

capaces de prevenirlo (con la consecuente calidda charne).
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» Capacidad de retencion de agua (CRA)

La capacidad de retencién de agua es la propiedenisa al liquido exudado
por el musculo del pescado durante su almacenaméentefrigeracion (Olsson y col
2003). Esta estrechamente relacionada con el pHtemando el valor mas alto cuanto
mayor es el valor de pH. Con los cambios autoktise produce la hidrolisis del
glucdgeno y las proteinas miofibrilares y sarcapkicas sufren alteraciones, lo que da
lugar a una disminucién de la capacidad de liganatgl musculo y tiene consecuencia

sobre la textura y la apariencia.

« Indice del &cido tiobarbitirico (TBARS)

El test del acido tiobarbitarico (TBARS), con sufeientes modificaciones, es el
método mas utilizado para evaluar la extensidnadexidacion lipidica en pescados
(Krzymien y Elias, 1990). El método se basa ere&cceion entre el malondihaldehido
(MDA), uno de los principales productos secundafaado en la oxidacion de los
acidos grasos insaturados y el acido tiobarbitjpm@ formar el complejo MDA-TBA
de tonalidad rosacea. Raharjo y Sofos (1993) dearostla existencia de correlaciones
significativas entre los valores de TBARs y la nsielad de las notas desagradables de

olor yflavor.

e N-Trimetilamina (N-TMA)

La Trimetilamina (expresada como nitrogeno de Tiila@ina N-TMA) es un
compuesto basico volatil que no se encuentra @esado vivo. En el pescado fresco
este compuesto se encuentra en cantidades muyf@sgueero es con el paso del
tiempo y con el deterioro del pescado cuando tiega un incremento como resultado
de la reduccion bacteriana del 6xido de TrimetilEan{O-TMA) mediante la enzima
OTMA-reductasa (Pons, 2005). EIl OTMA y su derivadldMA, conjuntamente con
las sustancias grasas del pescado, dan lugar atidon“olor a pescado” que es un
indicador del deterioro bacteriano del mismo. Edte tan caracteristico provoca el

rechazo del consumidor (Krzymien y Elias, 1990).

El OTMA es transformado en TMA por parte de numasodacterias,
especialmente pdshewanella putrefacieng Photobacterium phosphoreurNo todas
las bacterias son responsables del mal olor y salebr pescado, lo son los

microorganismos especificos del deterioro (MED) gqueducen HS y reducen el
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OTMA. Shewanella putrefaciengsertenece al grupo de MED del pescado de aguas
templadas almacenadas en hielo. Por otro ladd,mbducto es envasado a vacio, en
presencia de Cf el responsable de su deterioro Risotobacterium phosphoreum
(Huss, 1995).

» Nitrogeno Basico Volatil Total (NBVT)

En el musculo de las especies marinas existen aestgmi nitrogenados no
proteicos que se usan como indices de calidad @domts, 2006). Estos corresponden
al contenido de bases volatiles totales, OTMA y TNEAcontenido de NBVT aumenta
al producirse deterioro por accién bacteriana ane@izca y es usado como indice de

calidad en productos marinos.

1.4.2. Parametros microbianos

El objetivo fundamental del analisis microbiolégiem pescado es ofrecer
informacion acerca de la calidad higiénica que gres el producto durante la
manipulacion, elaboracion o almacenamiento, asiocdan posible presencia de

microorganismos de importancia para la Salud Pal{Morales y col., 2006).

El recuento de aerobios mesobfilos resulta Gtil manm@ocer el grado general de
contaminacion bacteriana o el nivel de higienecaplh durante su manipulacion (Huss,
1995).

La determinacién ddénterobacteriaceaees utilizada como indicador fecal y
para la evaluacion de las buenas practicas engades y elaboraciones de productos

alimentarios.

El término habitual de coliformes comprendiecoli y diversas especies
pertenecientes &nterobacteriaceaeE. coli es huésped constante del intestino del
hombre y de los animales de sangre caliente. Paspacificidad, esta considerado
como un buen indice de contaminacién fecal. Tidnmanveniente de vivir poco
tiempo en el ambiente extra entérico, por lo quepmsencia en alimentos indica

contaminacion reciente. Se destruye a temperatugasteurizacion y también durante
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el almacenamiento en frio, sobre todo a temperatereongelacién. Aunque no suele

ser patégeno, existen cepas entero patégenas!pemalere (Pascual, 2000).

Pseudomonas aeruginosa una bacteria gram-negativa ampliamente digtiabu
en la naturaleza. Todas las cepas resultan patgeasa el hombre. Este
microorganismo se encuentra en bajas concentraceméos alimentos. Resulta ser un
problema en la industria alimentaria ya que pueskeamponer los alimentos que se
mantienen en refrigeracion, al mantener un metsimolibasal en estas condiciones y

producir enzimas hidroliticas (Hardalo y Edberg)7)9

Dentro de la familiaMicrococcaceaese encuentran los génenfdécrococcusy
StaphylococcusA esta ultima pertenece la espeStaphylococcus aureuta cual se
caracteriza por ser gram positivo, catalasa pasitho formador de esporas y con
tendencia a agruparse en racimos especialmentelcumace en medios sélidos. Es
aerobio y anaerobio facultativo, cualidad que lIstidigue del génerdlicrococcus.
Dentro del grupo de bacterias psicréfilas se immtuyodas las bacterias, mohos y

levaduras capaces de desarrollarse a 7 °C o pajodetb las condiciones establecidas.

Los recuentos de anaerobios psicrétrofos inclugenjo general, no solamente
las bacterias anaerobias obligadas, sino tambiénroarganismos anaerobios
facultativos pertenecientes aEnterobacteriaceae, Streptococodecales vy
Staphylococcysal menos que se utilicen medios selectivos. keosentos de bacterias
anaerobias mesofilas son utiles como indicadoredadexistencia de condiciones
favorables para la multiplicacion de organismos eamaos productores de

intoxicaciones alimentarias, tales co@iostridium perfringes

Las bacterias acido lacticas constituyen un angadigunto de microorganismos
benignos, dotados de propiedades similares, quedabacido lactico como producto
final del proceso de fermentacion. La presenci@stas bacterias depende del pH del

producto y de la eficiencia de la barrera de oxdgdel envase.

Los hongos y las levaduras se encuentran ampli@ameistribuidos en el
ambiente, por lo que son frecuentes en la micrathabitual de muchos alimentos; se

dispersan facilmente por el aire y el polvo. Cerapecies de hongos y levaduras son
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Utiles en la elaboracion de algunos alimentos, aimbargo también pueden ser
causantes de la descomposicion. Debido a su cetinilento y a su baja
competitividad, los hongos y levaduras se mandiestn los alimentos donde las
condiciones no favorecen el crecimiento bacterigmmr, ejemplo: pH &cido, baja
humedad, alto contenido en sales o carbohidratga,tbmperatura de almacenamiento,
presencia de antibiéticos u otros antibacteria@osno grupo indicador son utiles para
evidenciar grado general de contaminacién en aliosenon estas caracteristicas o
cuando los mesofilos aerobios no son utiles, comalienentos fermentados. También
son indicadores del riesgo de desarrollo de hongeigénicos en alimentos como

frutos secos, especias, cereales y otros grarsas gerivados.

El géneracSalmonellapertenece a la familiBnterobacteriaceag, actualmente,
se divide en 2 especieSalmonellabongoriy Salmonella entéricaSalmonellaes un
bacilo Gram negativo, mesofilo y anaerobio facitajue se encuentra ampliamente
distribuido en la naturaleza, siendo el hombresydoimales los principales reservorios.
Existen muchos estudios llevados a cabo sobrecideincia deSalmonellaspp. en
carnes frescas, huevos, aguas contaminadas, eiqp@ens son los datos en pescado y
productos pesqueros porque la incidencia es mwy (agldhusen, 2000). Este hecho
puede atribuirse a que, normalmente, el crecimiemtoSalmonella se reduce
sustancialmente a temperaturas inferiores a I bse inhibe por debajo de los 7 °C
(ICMSF, 2002), que son temperaturas demasiado addsvpara la conservacion de los

productos de la pesca.

A pesar de qukisteria monocytogeness un microorganismo no esporulado, es
resistente a las condiciones adversas ambientdeesistente al frio y al calor. Crece
en condiciones Optimas a una temperatura de 3@3pEro se diferencia de otras
bacterias en que es capaz de crecer a la tempedatuefrigeracion de los alimentos (4-
10° C). Es capaz de desarrollarse en un amplictspde pH: crece a pH 4,4 y puede
sobrevivir a pH inferior a 4,3 (Aguado y col., 200%a resistencia a condiciones
ambientales adversas permite que esté ampliamattdbuida en la naturaleza y que
sea capaz de sobrevivir durante largos perioddgengo en alimentos, lo que supone
un riesgo importante para cualquier producto erd@g&hineman y Harrison, 1994).

Los alimentos mas frecuentemente implicados emalesinision dd.. monocytogenes
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son las carnes frescas y los productos carnicegrtmuctos lacteos, las hortalizas y los
productos derivados del pescado (Farber y Petetinl).

1.4.3. Parametros sensoriales

Los cambios sensoriales son los que percibimoavaédrde los sentidos, como
son la apariencia, el olor, la textura y el sabored alimento. La comprobacion
organoléptica de la frescura supone determinaraglagde desarrollo alcanzado por los
cambios post-mortem en el pescado, haciendo ukis éentidos y aplicando un cédigo
gue contiene los requerimientos minimos y frecunatde los criterios caracteristicos
de cada categoria de calidad. Los cambios fisidmiqas y microbiolégicos que
ocurren en el pescado desde el momento de la muatievan una serie de cambios
sensoriales, de forma que, una estimacion de fr@ass®i puede obtener mediante la
definicion de criterios relacionados con el cambipatributos como la apariencia, el
olor, el color y la textura, que pueden ser medigiosuantificados por métodos

sensoriales o instrumentales (Olafsdottir y c@l04).

Los primeros cambios sensoriales del pescado duedrglmacenamiento estan
relacionados con la apariencia y la textura. Inatadiente después de la muerte, el
musculo esta totalmente relajado y la texturaessifle y elastica. Tras algunas horas el
musculo se contrae y se torna duro y rigido, dedoque todo el cuerpo se vuelve
inflexible. Esta condicion se mantiene hasta queeseelve etigor, que el musculo se
relaja nuevamente y recupera la flexibilidad, pewmla elasticidad previa aigor
(Huss, 1995). Posteriormente, durante el almaceardmila degradacion del masculo

provoca el ablandamiento de la carne (Ayala y 26110).

La firmeza es una de las caracteristicas impodgrdea evaluar la calidad de la
carne del pescado y fundamental en el momento dmmercializacion. Cuando se
requiere un criterio de calidad durante el almage@ato del pescado refrigerado, se
puede llevar a cabo una evaluacion sensorial delgoe cocinado. Se puede detectar un
patréon caracteristico del deterioro del pescad@medémado en hielo, el cual puede ser

dividido en las cuatro fases siguientes (Huss, 1999
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Fase 1. El pescado es muy fresco y tiene un sakmlgaa marina, dulce y
delicada. El sabor puede ser ligeramente metalico.

Fase 2. Hay una pérdida del olor y del gusto caristico. La carne es neutra

pero no tiene olores extrafos. La textura se mamtgradable.

Fase 3. Aparecen signos de deterioro y, dependigéada especie y del tipo de
deterioro (aerdbico o anaerbbico), se producersaria de compuestos volatiles de olor
desagradable, como la TMA que tiene un olor a "gaéstmuy caracteristico. Al inicio
de esta fase pueden aparecer olores y saboresntigete acidos, afrutados y
ligeramente amargos, especialmente en peces giasdss ultimos estadios de esta
fase se desarrollan olores nauseabundos, dulae®, aaol, amoniacales, sulfurosos y

rancios. La textura se torna suave y aguada, oydseaa.

Fase 4. Los signos de deterioro son mas que ee&lent apariencia y olor. El

pescado puede caracterizarse como deterioradaigiqaut

1.5. Estrategias para la conservacion y diversificégn del pescado de acuicultura

El pescado es un alimento muy perecedero, poretlltombre ha tratado de
prolongar su vida util para aprovechar al maximia excelente fuente de nutrientes.
Actualmente, la refrigeracion y la congelacion sms métodos mas utilizados para la
conservacion de los productos de la pesca, adepidsathmiento térmico, salazon,
ahumado, escabechado, etc. El proceso de desca@mpoprogresiva que sufren los
pescados y mariscos desde el momento de su castint@versible y su velocidad esta
directamente relacionada con la temperatura deeceassion. Por tanto y en primera
instancia, la aplicacion de frio como estrategiagipal en la conservacién del pescado,
debe comenzar en los barcos donde tiene lugaptareade los peces, tan pronto como
sea posible, manteniendo la denominada “cadenaialeein todas las etapas de la
distribucion hasta llegar al consumidor. Sin embalgs cambios en el estilo de vida en
los paises industrializados han impulsado la aparicle nuevas tendencias en el
consumo de alimentos debido a que existe un gtaréspor los productos frescos y

sin aditivos, que conserven sus propiedades matsity organolépticas.
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1.5.1. Envasado

El envase tiene un papel fundamental en la consiérvae los alimentos debido
a que desde el principio de los tiempos, el horharaecesitado almacenar, transportar
y conservar los alimentos del algin modo. La efstialoi y seguridad de la mayoria de
los alimentos se basa en la combinacién de vaaitisres que no deberian ser vencidos
por los microorganismos, garantizando asi su sgagire inocuidad, sin modificar sus
propiedades nutritivas ni sus caracteristicas aigaticas (Provincial, 2013). Asi, en
las ultimas décadas, se han realizado consideratesaciones en lo referente a
materiales y sistemas de envasado, con indudabBlareia en la comercializacién de

alimentos mas seguros, saludables y apeteciblesefidey Romero de Avila, 2006).

El propésito consiste en proteger al producto ageqeiier tipo de deterioro, bien
sea de naturaleza quimica, microbioldgica, biokbgic fisica. En este sentido, las
tecnologias de barrera, permiten mejorar la segdridcalidad de los alimentos. Las
barreras mas comunmente usadas son las altassotbaiperaturas, la disminucion de
la actividad de agua, la acidez, el potencial redoicroorganismos competitivos y
conservantes. Otros métodos que pueden mejoratdhiledad y/o calidad de dichos
productos son la aplicacion de la alta o baja ¢engle oxigeno, las atmosferas

modificadas, el uso de altas o bajas presionemaiad, etc. (Murno, 2003).

Los sistemas de envasado a vacio y el empleo desft#ras modificadas
representan una de las estrategias a utilizar g®rirdustrias para satisfacer las

necesidades del consumidor en este sector.

La utilizacion de atmdsferas ha permitido, prolanigavida atil de alimentos
refrigerados o la comercializacion de productos eoejor calidad organoléptica
(Herrero y Romero de Avila, 2006). Aunque el endasan atmdsfera modificada sea
una estrategia actualmente muy extendida en la rcoatizacion de alimentos de
diversa naturaleza, es todavia una linea importiaiavestigacion en los productos de
la pesca (Herrero y Romero de Avila, 2006).

El envasado a vacio representa un medio eficaz iparhir las reacciones

oxidativas pero es un método solo moderado parhiir velocidad de crecimiento de
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la flora anaerobia. La reduccién de la concentrad® oxigeno por si misma no implica
la inhibicién de la velocidad de crecimiento midesto hasta que la concentracion de
oxigeno se situa por debajo del 1% y se mantiafieha nivel. Es uno de los métodos
de envasado mas sencillos y econdmicos puesto @iy consumo de gases en él
(Brody, 2003). A su vez este tipo de envasado rretilbs compuestos volatiles
responsables del aroma, aspecto muy apreciado |poonsumidor. Por otro lado,

gracias a la barrera de humedad que se forma ehtneaterial de envasado y el
producto, impide las quemaduras por frio y la farid@a de cristales de hielo en el

alimento envasado (Garcia y col., 2006).

1.5.2. Cocinadsous vide

Otra de las técnicas empleadas en la conservaofralithentos y que
representan el desarrollo de un sector que estalaente en auge, el de las comidas

preparadas, es el cocinasluus vide.

El cocinadosous vide*bajo vacio” en espariol, fue desarrollado por @eor
Pralus a finales de 1960 en Francia, a partir detéonica culinaria denomina@a
papillote que permitia mejorar el sabor y la textura de li®emtos cocinados. El
cocinadosous video cocinado a vacio es definido como: “alimentodosuque son
cocinados bajo condiciones controladas de tiempenyperatura dentro de bolsas
termoestables envasadas a vacio” (Schellekens {eMarl992). Este tipo de cocinado
presenta las siguientes ventajas: no existe petigraecontaminacion del producto
después del envasado; la transferencia de calet eocinado es uniforme en todo el
producto; las pérdidas de sabores, aromas y nigsieson bajos y la oxidacion de los
alimentos se previene debido a la eliminacién del 09,9 %) (Church y Parsons,
2000; Baldwin, 2012; Batt, 2014).

La aplicacion de la tecnolog#ous videen la industria del catering permite la
reduccion de costes, aumento de la productividadplen de personal menos
cualificado y mayor variedad y disponibilidad datpk cocinados (Creed, 2001). Los
suaves tratamientos térmicos y el envasado a aaten de la tecnolog&mus videun
método de cocinado capaz de obtener alimentos dn calidad nutricional
(Schellekens, 1996).
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El sistemasous videimplica diferentes fases donde los alimentos udo
precocinados son envasados a vacio en bolsas wmeénte cerradas y estables al
calor, son cocinados utilizando combinaciones nauths de temperatura (65-90 °C) y
tiempos largos (2-8 horas), enfriados rapidamemt@ {C en el centro del producto en
90 min) y almacenados en refrigeracion (0-3 °Cadig varios meses. De esta forma se
permite reducir la pérdida de agua del productarmterla coccién, conservar la calidad
sensorial y nutricional de los alimentos y extendevida comercial del producto con

respecto a otros meétodos de cocinado-refrigerataz(2009).

Las temperaturas utilizadas en el cocinado de cap®scado estan situadas por
debajo de 70 °C. El pescado es un ingrediente aopul el cocinadsous videsin
embargo, para mantener la calidad intrinseca, staqo® debe ser cocinado a bajas
temperaturas (Schellekens, 1996). El principaltoljede muchos chefs es obtener una
textura especifica, la cual requiere temperaturas bajas que las establecidas en la
industria del catering. Desafortunadamente, utilieanperaturas por debajo de 70 °C,

puede no eliminar todos los microorganismos (Picpwel. 2011).

La tecnologia actual de fabricacion de platos @i, no esterilizados, se basa
en el denominado cocinado y enfriado @obk and Chill. En el caso de platos
destinados a restauracion diferida, es necesagmasl aplicar técnicas de envasado
eficaces que garanticen una vida util lo suficier@ete amplia para acometer con
garantia la comercializacién del producto. El emmpmle temperaturas de refrigeracion o
congelacion contribuyen a alargar la vida comemélos platos cocinados. El uso de
equipos de enfriamiento cada vez mas eficaces, domabatidores de temperatura,
permite obtener platos cocinados con una vida cdalelde varios meses siendo los
sistemas de cocinado-enfriado los mas empleadda emustria del catering para la
produccion a gran escala de platos preparados.

La principal desventaja del cocinadous videse centra en el empleo de bajas
temperaturas de cocinado que no son capaces deidést esporas presentes en el
alimento. De los microorganismos esporulado€;lestridium botulinunrepresenta el
principal riesgo en los alimentssus videdebido a las condiciones de anaerobiosis. La

principal estrategia para evitar la presencia @mstridium botulinum es el
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almacenamiento refrigerado, el cual debe estar geivajo de 3 °C (UNE-EN
167014:2014).

El Real Decreto 3484/2000, de 29 de diciembreptsta las normas de higiene
para la elaboracion, distribucion y comercio de idas preparadas. En él se
contemplan las nuevas directrices surgidas enisistds comunidades y en el «Codex
Alimentarius», asi como las nuevas modalidadeslal@oracion y venta de comidas
preparadas. Las normas microbioldgicas para pfa&garados, comprenden el control
de aerobios mesdfilos totalesEpterobacteriaceaetestigos de falta de higiene como
son E.coli y Staphylococcus aureuy los patdgenos,Salmonella y Listeria

monocytogenes.

En la actualidad, existe un creciente interés poBéguridad Alimentaria por
parte de los consumidores. Por este motivo, seetlachimprescindible el desarrollo de
normas cada vez mas enfocadas a la seguridadidetjgl calidad de los productos
alimenticios tales como la norma UNE 167014 (208énhominada “Hosteleria.
Requisitos de seguridad alimentaria y de proceditnigpara unidades centrales de
produccion y distribucion en linea fria completatluye el texto integro de las normas
UNE 167012:2010 y UNE-EN ISO 22000:2005, que regmem los principales
sistemas de gestion aplicados a la restauracicecto@. Esta norma establece los
requisitos y recomendaciones para la calidad, lgurgkad alimentaria y los
procedimientos en Linea Fria para operadores guiipan en uno o ambos de los
siguientes procesos de la cadena: produccion despédaborados y tratamiento en

centros de destino.

Figura 7 muestra el diagrama de fases del proceso de cacinadfriado de un

plato cocinadsous vide
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Preparacion y manipulacion de los
ingredientes

Envasado a vacio

Coccion

Enfriamiento y refrigeracion

Recalentamiento

Cconsumo

v Factores criticos que afectan a la calidad debglatis vide

Figura 7. Diagrama de flujo para la elaboracién de un pdatgs vide.

Existe gran variedad de envases para alimentosamas como son: envases de
porciones individuales, bolsas para envasado aoydséndejas para alimentos
congelados y refrigerados, bolsas flexibles (Bro@p03), barquetas y bolsas
termoresistentes para cocinado e incluso envageces de generar calor mediante
reacciones quimicas (6xido de calcio y agua). lbvages mas utilizados en el cocinado
sous videestan fabricados de materiales poliméricos. Bsiat®riales deben presentar
determinadas propiedades barrera al paso de gasg®yde agua, entre otros. Aparte
de esta caracteristica basica, es deseable quanretras propiedades desde el punto de

vista técnico, comercial, legal, etc.

Las bolsas son el recipiente mas utilizado en @haolosous videLos distintos
tipos de bolsas se diferencian en parametros taleso su composicion, espesor,
retractilacion, resistencia mecanica, elongacitansparencia, brillo, permeabilidad al
oxigeno y al vapor de agua, entre otros. Las boktedctiles sujetan mejor el producto,
disminuyen la exudacion y mejoran la transmisiorcaer, mientras que las bolsas de

esterilizacion soportan mejor el tratamiento téonpison mas resistentes y mas
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duraderas y adecuadas para alimentos cocinadas gué se quiere proporcionar un
largo periodo de caducidad.

Otro tipo de envase empleado en el cocinado deslpteparados son las
barquetas plasticas termoselladas. El envasadargndias se puede realizar a vacio o
en atmésfera modificada con el fin de evitar ehpseb de las mismas. En los dos casos,
implica el uso ddilms, los cuales deben cumplir los mismos requisitos lgadolsas

plasticas.

Los materiales mas utilizados para la fabricactanto de bolsas comiims,
son: polietileno (PE), polipropileno (PP), poliamitPA), poliestireno (PS), policloruro
de vinilo (PVC), policloruro de vinilideno (PVDCgppolimero etilenoacetato de vinilo
(EVA), polietileno ionédmeros y combinaciones erglies para aprovechar cada una de
las propiedades individuales (Gémez y col.,, 20Q8B. eleccion de los materiales

plasticos resulta crucial en el cocinamaus vide

La conservacion de los alimentos cocinados en esvplasticos, a vacio o en
atmosfera modificada, no es comparable con la aéahn por las conservas, donde
existe una hermeticidad total y un proceso de iBs&mion. Los plasticos son
permeables a diferentes cantidades de un determimas$ y vapor de agua,
generalmente § CO, y N, que favorecen con el tiempo la proliferaciéon de
microorganismos patdgenos Yy alterantes, asi coraaalieracion de los alimentos por

reacciones de oxidacién quimica y enzimatica (Cd82,1).

Otra caracteristica importante, es su resistent@aaemperatura. En el cocinado
sous vide los alimentos envasados sufren tratamientos ¢ésmgue, a pesar de
emplearse temperaturas cercanas a la de pastédmizee aplican durante varias horas.
Debido a esto, los envases deben ser resisteatEsdemperaturas para evitar cambios
en sus propiedades de barrera durante el cocinadlongado, almacenamiento

refrigerado y posterior regeneracion (Diaz, 2011).

35



Introducciéon

1.6. Tecnologias de conservacion: Altas presiones

El tratamiento de altas presionesligh Pressure Processijgtambién
denominado pascalizacion, presurizacion o simpléenaita presion, es una tecnologia
no térmica que permite aumentar la seguridad micid@dica de los alimentos y alargar
su vida util (Téllez-Luis y col., 2001). Esta cfasado como pasteurizacion no térmica
0 procesado minimo. Generalmente se realiza a tatopas entre 5y 12 °C y tiene
como principal objetivo la inactivacion de microanjsmos y enzimas aunque puede
ser usada también en la creacion de nuevas texttoaseptos y productos (Nunes y
Grébol, 2011).

El procesado de alimentos por altas presiones esadb a cabo
mayoritariamente en el producto ya envasado, pemanar los riesgos asociados a una
posible recontaminacion posterior a la elaboragiprevia a la distribucion.

El uso de las altas presiones se inici0 en la mduguimica, ceramica,
metallrgica y plasticas. Su aplicacion a los alimeriue experimentada por primera
vez en la conservacion de la leche (Hite, 18989)a§ y vegetales. Pero no fue hasta la
década de los 80 cuando realmente se investigdroha fexhaustiva las relaciones entre
las altas presiones y los alimentos. Las investigas sobre matrices alimentarias
comenzaron en USA en 1982 con alimentos procesdeldgpo acido, como zumos y
derivados de frutas (Ledward y col., 1995). No hasta el afio 1990 cuando se
establecio en Japdn la empresa pionera en el usasddtas presiones en alimentos,
Meidi-ya, lanzando al mercado mermeladas, jaleasfrd@as y salsas vegetales,
envasadas y procesadas en frio (Thakur y Nelsd®8)1®un tardaron unos afos en
aparecer las primeras aplicaciones comercialeaglalias presiones en la industria, en
paises como Francia, EE.UU. y Espafia, pero éstasirhanpido con fuerza. En
Espafa, en 1997, la empresa Espuia, pionera ertigstele tecnologia, lanzo el

producto “jamoén cocido loncheado”, tratado por HPP.

La presion afecta a las biomoléculas y a los migammismos y para explicarlo
existen dos principios teéricos y cientificos, eimer lugar, el Principio de Pascal
(1651), el cual afirma que “la presion aplicadarsobn fluido contenido en un

recipiente se transmite por igual en todas laxdioaes y a todas partes del recipiente”;
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y el segundo, el principio de Chateli@884), que enuncia que “los fenbmenos que
acompafian a una reduccion de volumen son favoepidoun aumento de la presion,
y viceversa”. La aplicacion de la alta presion tkesp el equilibrio hacia la

rotura/formacion de enlaces.

El procesado de alta presion consiste en mantéaéimento bajo presion entre
100 y 1000 MPa normalmente, durante un cierto teentya unidad de presion en el
Sistema Internacional es el Pascal que equival@®aar. Esta unidad de medida es
muy pequefia, por tanto se suele trabajar con MPB& NPa) (Aparicio, 2009).
Industrialmente se puede llegar a la presion dé @@es (600 MPa), usando agua
como medio transmisor. Las presiones utilizadasitiemente en la Industria
Alimentaria se sittan en el intervalo de 300 a ®®Ba (Ordodfiez y col., 2004). La
presion aplicada a los alimentos actia de formtanténea y uniforme en todos los
puntos del producto independientemente de sus g€iores y de su forma (Nunes y
Grébol, 2011).

Segun las diferentes presiones a las que son slawmekds productos, los
resultados obtenidos en los componentes de log@ios varianKigura 8).

Presion (MPa) Resultados

- Cambios en la cineética enzimatica.

200 - Modificacién en las propiedades fisicas de las proteinas.
- Alteracion de la membrana de los microorganismos.
- Inactivacion enzimatica irreversible.

> 300 - Muerte de los microcrganismos.
- Gelificacion del almiddn.

> 400 - Desnaturalizacion de las proteinas.
- Inactivacidn de esporas de mohos y levaduras,

> 500 - Inactivacion de las enzimas.

(Fuente: www.alimentosargentinos.gob.ar).

Figura 8. Efecto del tratamiento a diferentes presionds®alimentos.
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Ademas de factores intrinsecos, existen factorggnegcos que pueden influir en
el nivel de inactivacion microbiano, de tal modoequepende del tipo de
microorganismo, la fase de crecimiento duranteual @s procesado, de la presion
aplicada, del tiempo de procesado, de la compesaed alimento, temperatura, pH y

actividad de agua (Tewari y col., 1999).

Las altas presiones producen cambios de tipo nogitm en las células
vegetativas, en las cuales se ha observado y sempeaumerar: compresion del gas de
las vacuolas (a 0.6 MPa puede colapsarse), alaggéonile las células y formacion de
filamentos, separacion de la membrana celularraocitn de la pared celular con la
formacion de poros, modificaciones del citoesqoeletodificaciones de los nucleos y
de los organulos intracelulares, coagulacion gedeeina citoplasmatica y liberacion de

constituyentes intracelulares fuera de la célutzett@l, 1995; Téllez y col., 2001).

Se establece la siguiente escala de resistenciacrmomganismos a la alta
presion: en el caso de levaduras y mohos, su waghn sobreviene a presiones
comprendidas entre los 200-400 MPa. Las bacteri@gnmegativas son menos
resistentes que las grampositivas, para las queassitan presiones del orden de los
500 a 600 MPa (ejempl&. aureus Este fenOmeno es explicable esencialmente por la
diferencia estructural entre sus paredes: las tastgrampositivas poseen una pared
gue contiene altas proporciones de peptidoglicgnmsly bajas de lipidos y proteinas,
esta proporcion se invierte en el caso de las gggativas. Los peptidoglicanos estan
formados por enlaces covalentes resistentes &$0pr al contrario que las proteinas y

los lipidos, que se ven fuertemente afectados (Datay col. 2002).

Tanto para los mohos como para las bacterias,csm®$ esporuladas son mas
resistentes que sus formas vegetativas. Las espardsrianas poseen el récord de
tolerancia a la presion, presentando un problemanaohos de los protocolos de
esterilizacion por altas presiones (esporafBdeillus spp.), ya que no dejan de ser
viables hasta presiones superiores a 1 GPa. Stiva@én necesita de la puesta en
marcha de nuevas estrategias (combinacién de presid temperatura o agentes
quimicos, repeticiones de ciclos de presurizacegspresurizacion) (Delacour y col.

2002). La mayoria de los autores coinciden en @seekporas bacterianas son las
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formas de vida mas resistentes a la presuriza&iarkés y Hoover, 2011) y en algunos

casos se requieren valores de hasta 1500 MPa ar&oma ambiente (Smelt, 1998).

Ademas de la inactivacion microbiologica, otros pomentes del alimento se
ven afectados por el uso de las altas presionesp ags el caso de las enzimas,
proteinas, carbohidratos y grasas (Nunes y Gréiidll). Las enzimas que pueden
degradar los alimentos, son susceptibles de setiiadas mediante la modificacion de
la superficie de interaccidn substrato-enzima, ficadido o anulando su funcionalidad,
evitando pérdidas de calidad del producto y garantdo la estabilidad de sus
propiedades a lo largo de su vida comercial (ejengdlor, textura, etc. ).

Asi mismo, las proteinas sufren igualmente ligerasbios de estructura, por
deformaciones y fragmentacion de su estructurapgeden influir en diferencias en la
textura final. Algunos carbohidratos pueden gdifien frio cuando son sometidos a
altas presiones. El nivel y tipo de gelificacion aadepender de la naturaleza del

carbohidrato asi como la presion aplicada (Butaysther, 2002).

Actualmente existen varias empresas del sectoiccausando esta tecnologia
en el mundo (Japon, EEUU, ltalia, Espafa, Alemgnfeustralia). La aplicacion mas
comun es la higienizacion post-proceso, despuésrdelsado. Espufia fue la empresa
pionera en todo el mundo en la aplicacién industiéaesta tecnologia a los productos
carnicos. Productos carnicos procesados son adntnmmediante altas presiones,
manteniendo el sabor fresco y las propiedades salesodel producto durante toda una
vida comercial extendida, y reduciendo muy sigatfiamente los riesgos asociados a

microorganismos patogenos (Morales y col., 2008riGay col., 2004).

Ensaladas, zumos de frutas, mariscos, carnes,dussodacteos, son algunos de
los productos que, gracias al procesado por alessgnes, pueden comercializarse en el
mercado como la alternativa de conservacion masalafambién las empresas que se
dedican a procesar pescados y mariscos han dedoudrieesta técnica un importante
aliado para comercializar y alargar la vida de posductos del mar. Las principales
aplicaciones de las altas presiones en este castpo enfocadas a la apertura de

moluscos. Este tipo de tecnologias no térmicasyestadando a que las empresas de
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alimentacion sean capaces de poner en el mercadagios mas frescos, minimamente

procesados y sin conservantes ni ingredientescat#fs (Spain Technology, 2011).

Diversos autores (Morata, 2008; Yaldagard y co008 han descrito las

principales ventajas e inconvenientes del uso @& aresiones en el procesado de los

alimentos

Ventajas:

La transferencia de presion a todo el sistema #taritaneo, o que reduce el

tiempo de procesado, independientemente del tagng@ometria del alimento.
La inactivacion enzimética y la muerte microbianaege producirse a
temperatura ambiente, mejorando la calidad de lioseatos y reduciendo la
cantidad de energia térmica necesaria en el prdecesavencional.

No rompe enlaces covalentes, por lo que se evitdesarrollo de olores y
sabores extrafios en el producto, manteniendo saaalidad organoléptica y

ademas el deterioro de nutrientes y vitaminas &sses

Al ser un proceso isostatico, es decir, uniforme tedo el alimento, la

preservacion es homogénea, sin partes que noaeswlecuadamente tratadas.

Resulta util para alimentos acidos en los cualkegsporas no pueden germinar,

ya que éstas no se ven afectadas por el procesaditas presiones.

En el caso de productos liquidos es posible erranto sin envasado previo.

El proceso puede considerarse respetuoso con ebragtbiente ya que solo

necesita energia eléctrica y no se generan residuos
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Desventajas:
» Las enzimas y esporas de bacterias son muy rdasistaria presion y requieren
presiones muy elevadas para su inactivacion, pgu puede decirse que la

esterilizacion completa es complicada con estaotegia.

» Puede existir actividad enzimatica residual y om@eisuelto, dando lugar a la

degradacion enzimatica y oxidativa de algunos coreptes del alimento.
* La mayoria de alimentos procesados por altas presinecesitan conservacion
y distribucién a baja temperatura para retener popiedades sensoriales y

nutricionales.

* La aplicacion de esta tecnologia supone elevadagexode inversion.
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2. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de la presente Tesis Doctarall& aplicacion de estrategias
y tecnologias en la conservacion para incremeitarida Gtil de filetes de dorada

(Sparus auratpfrescos y cocinados.

2.1. Objetivos especificos

Para llevar a cabo este objetivo general se plamtdas siguientes objetivos
especificos.

» Evaluar el efecto del tiempo y de la concentradiémzono durante la inmersion
de filetes de dorada en agua ozonizada sobre idadamicrobioldgica y la

textura del pescado.

» Evaluar el efecto del envasado (vacio y atmosferdifinada) sobre la calidad
microbioldgica, fisico-quimico y sensorial de fdstde dorada almacenados en

refrigeracion.

» Desarrollar un nuevo producto con base de doraciaada mediante tecnologia

sous vide.

e Estudiar el efecto del envasado (bolsa y barquetahre la calidad

microbiolégica, fisico-quimica y sensorial de d@adcinada&ous vide

 Evaluar el efecto del tratamiento de altas presiosebre la calidad

microbioldgica, fisico-quimica y sensorial de da@adsous Vvide.
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3. MATERIAL Y METODOS

A continuacion, se detalla el material y los métdenerales utilizados en la
presente Tesis Doctoral. Cada seccion sera amptiadéorma especifica en cada

capitulo correspondiente.

3.1. Muestras

Las doradasSparus aurataempleadas en la presente Tesis Doctoral procedian
de la empresa acuicola Culmarex S.A., ubicada erlasg(Murcia). Se utilizaron peces
de talla comercial con un peso medio de 460 + 2Bl gacrificio se llevé a cabo por
hipotermia mediante inmersién de los peces en &@madonde el cambio brusco de

temperatura genera el choque térmico.

3.2. Andlisis Fisico-Quimicos

3.2.1. Composicion proximal

3.2.1.1. Cenizas

La determinacion de cenizas se realizé gravingtrente por incineracién a 550
°C (1ISO 936:1998).

Se pesaron 5 g de muestrBnj en crisoles previamente pesaddd).(
Posteriormente los crisoles con la muestra sedojeoon en una mufla a temperatura
de 550 °C durante un tiempo de 8 horas. Una vetdiZado el proceso, se realizé el
pesado de los crisoles en balanza de precisiomiebtio el peso finalRf). Para el

calculo del % de cenizas se utilizo la siguientgemn:
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3.2.1.2. Humedad

La determinacion de la humedad (ISO 1442: 19$4) producto se realizd
pesando 10 g de muestra en placas petri de videmigmente taradas y desecadas en
estufa a 105 °C durante 24 horas. Pasado estectisengejaron enfriar en desecador y

se volvieron a pesar.

El porcentaje de humedad se calculo:

Donde:

P1: peso de las placas desecadas 24 horas en estufa
P2: peso de la muestra
P3: peso final correspondiente a la placa mas acempescado seca

3.2.1.3. Grasa Total

La determinacion del porcentaje de grasa se Gealadiante extraccion con éter
de petréleo segun el método Soxhlet (ISO 1443:1®rOunidad extractora buchi
(Labortechnik AG, Switzerland).

La extraccién de la grasa de las muestras, tugarlen vasos de vidrio los
cuales habian sido previamente pesados para corlqueso del vaso vacio. Se pesé 1 g
de la muestra de pescado desecado (procedentedlisisade humedad) y totalmente

picado en papel de filtro de 8x8 cm aproximadamente

Los vasos se llenaron con 100 ml de éter de pet#0-60 °C (Panreac Quimica
SAU, Barcelona) y fueron colocados en cada unaisi@asiciones del aparato extractor
bichi. En la parte superior del aparato se colockE® muestras con el papel de filtro y

se procedidé al proceso de extraccion. Dicho proessautomatico y consta de cuatro
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pasos en los cuales se produce el calentamientdistdente (éter de petréleo), la
evaporacion del mismo, y la extraccion de la goeséa muestra. Una vez finalizado el
proceso, los vasos de recogida se retiraron deitkad de extraccion y se dejaron en

estufa (105°C) durante media hora.

Transcurrido este tiempo, se sacaron los vasasmth colocados en desecador.

Finalmente se pesaron en balanza de precision.

La cantidad de grasa total en la muestra se olmhedante la ecuacion:

Este resultado implica la grasa total en matexéa para expresarlo en materia

hameda, se realiza la siguiente transformacion:

MS= materia seca

MH= materia hiimeda

3.2.1.4. Proteinas

Para la determinacion del nitrégeno proteico geidiel método de Kjeldahl
(ISO 937:1981). Este método consta de dos fasesdigestion previa de las proteinas
en medio acido y una posterior destilacion del petal de la digestion.

La digestion de las proteinas, se basa en lallsidréacida (HSO,) de las
proteinas utilizando un catalizador para aceleaarehccion. Durante la digestion, el

nitrdgeno de la muestra se convierte en sulfat@ana@nico de acuerdo con la reaccién:

Proteina + HSO, » (NHg)2 SO,
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Posteriormente tiene lugar la destilacion delbgino y valoracién. Mediante la
destilacion en medio fuertemente basico el amoaitransforma en gas amoniaco, el
cual es recogido en acido borico. La posteriotadtidn con acido clorhidrico permite el

calculo de nitrdgeno presente en la muestra.

Para realizar todo lo descrito anteriormente,esamn 0,25 g de muestra en la
balanza de precision sobre un papel absorbenan\sdvié la muestra y se colocé todo
en un tubo de digestion. Se afadieron 10 ml deoasigdfurico concentrado y
catalizador de proteinas CuTiQuos tubos se colocaron en el digestor (Digestidit
Bichi 426, Suiza) y el proceso duré hasta que atetido de los mismos quedd
completamente transparente y de color verde azulddomoceso duracion
aproximadamente 6 horas). Una vez completada &stilign se procedio a la destilacion
en destilador (Buchi 323, Flawil, Suiza). Los paefiws del destilador fueron: 25 ml de
agua/ 75 ml NaOH al 40 % / 0 s/ 3 min destilacEinproducto fue recogido en vaso de
precipitado de 250 ml con 25 ml de acido borico4& con indicador mixto.

Posteriormente se procedié a la valoracion cooradbr automatico (702 SM

Titrino, Metrohm, Herisau, Suiza). Dicha valoracfée realizada con HCI 0,1 N.

El porcentaje de nitrégeno total lo calculamosaesiguiente formula:
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Donde:

V= Volumen de acido clorhidrico empleado en la xad@n

P= Peso de la muestra

Esta formula esta introducida en el valoradorredultado que se obtiene
directamente es el de % NT, por tanto la proteéneascula multiplicando este valor por
6,25.

3.2.2. Color CIElab

Los cambios de color de los filetes de doradacféreg evaluaron por reflectancia
utilizando un Chroma Meter CR-400/410 (Konica MtaplOsaka, Japdn) de acuerdo al

sistema CIELab.

Para la evaluacion del color en los filetes deaday se realizaron tres medidas
sobre la superficie de cada filete, en puntosrdistiy posteriormente se realizé el valor

medio de las distintas medidas efectuadas.

Los valores se basan en el espacio cromatico W*gFigura 9) en donde L*
es la luminosidad, la cual puede variar entre @r@j)ey 100 (blanco); b* representa el
indice amarillo y varia entre las coordenadas dimd#50) y azul (-50) y a* representa
el indice rojo y varian desde el rojo (+50) aldee(-50) (Lambertsen y Braekkan,
1971).
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Figura 9. Diagrama del espacio de color CIELab (L*, a*,.b*)

3.2.3. pH

El pH se determin6 por homogenizacién del muscaldatada sin piel con agua
destilada (ISO 2917:1999). Se pesaron 5 gramoohad y se adicionaron 10 ml de
agua destilada. Durante unos minutos se agité llmeon una varilla de vidrio. La
muestra se dejo reposar 5 minutos y a continuaedrealizo la medida de pH con un
pHmetro (Crison pH Meter GLP21), calibrado con @ad&s de cloruro de potasio de
4.01y 7.00.

3.2.4. Capacidad de retencion de agua (CRA)

La técnica para la determinacién de la capacidadetencion de agua es la

descrita por Grau y Hamm, (1953).

Para la determinacién de la capacidad de reterl@éagua, se pesaron 0.3 g de
muestra de musculo de pescado, previamente pitadouestra se coloco en el centro
del papel de filtro (Whatman n° 540), previamengésgalo, entre dos placas petri. A
continuacion, se depositd suavemente sobre la plgoerior un peso de 1 kg y se dejo

durante 10 minutos, pasados los cuales, se réjiEse.
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Para conocer el porcentaje de agua libre de latnaugs carne se realizaron los

siguientes célculos:

P1 = Peso final papel

Donde:

PO = Peso inicial de papel
P =Peso de la muestra

La capacidad de retencion de agua es calculadagiguiente forma:

3.2.5. indice de TBARs

La valoracién del grado de oxidacion lipidica dechrne fresca o cocinada de

dorada, se realiz6 mediante el método descrit®ptsoglou y col. (1994).

Se pesaron 2 gramos de la muestra de dorada fvesgeainada (sin piel) y se
homogeneizaron con 8 ml de la disolucién acuosacdio tricloroacético (TCA) (5%)
(Scharlau Chemie S.A. Barcelona, Espafia) y 5 nutiéhidroxitolueno (BHT) (0.8%)
(Scharlau Chemie S.A. Barcelona, Espafia) en hexXitadlinckrodit Baker B.V.
Deventer, Holanda) con Ultra-Turrax T25 duranteiguto a 9500 r.p.m. Los tubos con
el homogenizado se centrifugaron en centrifuga @tat2010, Kubota Corporation,
Tokio, Japo6n) durante 10 minutos a 3000 r.p.m. éPmsmente, se elimind el

sobrenadante de los tubos y se recogio el extracido en los tubos de vidrio
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graduados. Los tubos se enrasaron hasta 10 miobariés acuosa de TCA (5%) y se
sometieron a otra centrifugacion a 3000 r.p.m deralD minutos. Se recogieron
alicuotas de 2,5 ml del extracto por duplicado ng®dujeron en tubos de vidrio pirex
con tapon de rosca, afiadiéndoles 1,5 ml de laudi€ol de acido 2-tiobarbitdrico
(TBA) 0.8% (Acros Organics Geel, Bélgica). Los talmerrados fueron introducidos en
un bafio de agua a 70 °C durante 30 minutos. Rastemte, fueron enfriados

rapidamente en un bafio de agua a temperatura @@+ 2 °C) durante 5 minutos.

La concentracion de TBARs Figura 10) se cuantific6 mediante
espectrofotometria (UNICAM UV/Vis Spectrometer, 8penic Unicam, Nueva York,
Estados Unidos) midiendo a 532 nm frente a un blapne contenia 2,5 ml de TCA
(5%) + 1,5 ml TBA (0,8%).

Figura 10. Producto cromogeno resultado de la reaccion ehtrelondialdehido
(MDA) con el acido tiobarbiturico (TBA).

La cantidad de sustancias reactivas con el acatmarbitirico (TBARS) se
calcul6 a través de una recta de calibrado, la sei@ionstruy6 utilizando la disolucion
del estandar TEP (tetra-etoxipropanbig(ra 11). La disolucién de trabajo de MDA
(22,5 pg/ml) fue diluida hasta una concentraciorddepg/ml a partir de la cual se
prepararon sucesivas diluciones, manteniendo ekpmmiento de extraccion similar al

detallado para las muestras.
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Figura 11. Ecuacion de regresion lineal de la curva de calibora

La férmula final empleadpara el célculo de la TBARs expresada en mg MDA Kg

muestra a continuacion.

3.2.6. Nitrégeno de Trimetilamina (N-TMA)

En primer lugar se peso 10 g de cada muestra st@ge triturado sin piel. La
muestra fue homogeneizada con 20 ml de &cido roabs@tico al 7,5 % (Scharlau

Chemie S.A. Barcelona, Espafia). Posteriormentesizia se filtro.

Se tomo 1 ml del filtrado y se transfirio a undude ensayo Pyrex con tapén de
rosca. Ademas de dicha alicuota se afiadio 4 myjale destilada, 1 ml de formaldehido
37-38 % (Panreac Quimica SAU, Barcelona), 10 ntbtleeno (Panreac Quimica SAU,
Barcelona), y 3 ml de la disolucion de carbonattagico (Panreac Quimica SAU,

Barcelona). Toda la mezcla fue agitada vigorosament
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A continuacion, se tomaron 5 ml de la fase deetwduy se transfirieron a un
tubo de ensayo con 0,3 g. de sulfato sddico anhiocerrd el tubo con el tapén de
polietileno y se agitdé suavemente durante unos tosnpara deshidratar el tolueno. El
contenido se decantd sobre otro tubo de ensayo wes® afiadieron 5 ml de la

disolucién de trabajo de acido picrico.

Una vez realizado todo lo anterior, se midi¢ lacabancia de la muestra a 410
nm mediante un espectrofotometro (UNICAM UV/Vis Spemeter, Spectronic
Unicam, New York, USA) y se calcul6 el nitrogenomietilamina (N-TMA) en 100 g
de pescado con referencia a una curva patronaktblcontenia 5 ml de tolueno y 5 ml

de acido picrico.

Para la realizacion de la curva de calibrado spab una solucion patrén de
trimetilamina, 1 mg N-TMA/mIl: La solucion de trabagle trimetilamina 0,01 mg N-
TMA/mI consistié en la disolucion de 1 ml de lawsobn patron de trimetilamina 1 mg

N-TMA/ ml en 100 ml con agua destilada. Se agregd dle HCI 1:3 antes de enrasar.
Con esta solucion final de trabajo, se adicionéalatidad correspondiente de 0

ml, 1 ml, 2 ml y 3 ml respectivamente en 4 tubos asca, adicionandoles un volumen

determinado de agua destilada tal y como muessigulgenteTabla 1.
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Tabla 1. Curva de calibracion para la determinacion derifidtilamina.

mg N-TMA Nominal Volumen (ml) de solucion ~ Volumen (ml) de agua

0,01 mg N-TMA/mlI destilada
Blanco 0 4
0,01 1 3
0,02 2 2
0,03 3 1

Se agregaron los cuatro tubos con volumenes firdde4 ml descritos en el
cuadro de arriba: 1 ml formaldehido, 10 ml de totug 2 ml de solucion de carbonato

potésico.

Una vez se adicionaron estas cantidades, se mpasotubos y se agitaron
vigorosamente. A continuacion, se siguié el mismucedimiento que la metodologia

descrita arriba.

El paso final correspondié a la lectura de abswmidade los estandares de
calibracién a 410 nm contra el blanco. Para laratide de los resultados, estos fueron

expresados a partir de la siguiente férmula:

Donde:
mg (N-TMA): valor correspondiente a la absorbamdgacada muestra divida por el

valor de la pendiente obtenida en la recta dereald (absorbancia/pendiente).

M: peso de la muestra en gramos.
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3.2.7. Nitrégeno Basico Volatil Total (NBVT)

La determinacion del nitrégeno basico volatil ketalas muestras de pescado se
determin6 pesando 10 g de muestra de pescadoesitrippirado. Se mezclé con 90 ml
de acido perclorico 70-72 % (J.T. Baker, Hollam#)ra asi obtener la desproteinizacion
de la muestra. La mezcla se homogeneizé duranteiritas con Ultraturrax,
posteriormente se filtr6. Se tomaron 50 ml detddb y se afadieron varias gotas de
fenolftaleina para comprobar posteriormente queedtacto esta suficientemente
alcalinizado. Tras afadir unas gotas de agentesgnimante de silicona (Merck Kgoa,
Germany), se afiadié 8 ml de solucién de hidréxiddic® (Scharlau Chemie S.A.

Barcelona, Espafa) y se inicié automaticamentedaldcion por arrastre de vapor.

Se reqguld la destilacion de modo que se produjenms 150 ml de destilado en
4 minutos. El tubo de salida se sumergié en urpietie con 100 ml de solucién de
acido borico (Panreac Quimica SAU, Barcelona), guase le afiadieron de 3 a 5 gotas
de la solucion indicadora (indicador Tashiro) (Rawcr Quimica SAU, Barcelona). Al
cabo de 4 minutos, se cortd la destilacion. Lardetecion de las bases voléatiles
contenidas en la solucion receptora, se realizGiant valoracion con una solucion
patron de acido clorhidrico 0,01 N (Panreac Quindéad), Barcelona). A su vez se

preparo un blanco utilizando 50 ml de solucion ddaperclorico.

El Nitrogeno Basico Volatil Total (NBVT) expresagda mg/100 g muestra, fue

expresado mediante la formula siguiente.

Donde:

V: volumen en ml de soluciéon de acido clorhidric@l0ON por muestra

M: peso de la muestra en gramos
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3.2.8. Perfil de Textura (TPA)

La textura de los filetes de dorada frescos y namms fueron evaluados
instrumentalmente mediante un analizador de teX@i8-25 (Brookfield CNS Farnell,
Borehamwood, Hertfordshire, Inglaterra) equipado ana célula de carga de 25 kg y

el programa Texture Prov. 2.1.
En ambos ensayos se realizé el Analisis del PddilTextura (TPA), cuyo

fundamento es la doble comprension, evaluandosade uno de ellos los parametros

que vienen definidos en Tabla 2 por Bourne (1978) y representado efigura 12.
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Tabla 2. Definicion de dureza, adhesividad, elasticidadesividad, gomosidad y
masticabilidad segun Bourne (1978).

Parametro Unidad Definicion
Dureza N Fuerza maxima correspondiente al princéy.c
Adhesividad Ns Energia necesaria para superar las fuerzas deiatrate
la superficie en contacto con la sonda (A3).
Altura de recuperacion de la muestra durante mipie
Elasticidad mm  transcurrido desde el final del primer ciclo y cenzo
del segundo.
o Energia mecénica necesaria para destruir la estauct
Cohesividad - :
interna de la muestra. {AA,).
Energia requerida para desintegrar una muestra
Gomosidad N semisolida a un estado adecuado para su deglucion.
(Dureza x Cohesividad).
Masticabilidad N.mm Energia requerida para masticar la muestra. (Gdahs

x Elasticidad).

FUBZA ——

o

. Primer cicle da Seaundo cn:tf- .
Compresion de compresidn
““-Dure:a
|
]
Araa 1 !
i
! Elasticidad
= =y
Area f— —f
3 Elasticidad
TIEMPD —

Figura 12. Curva tipo para el Analisis de Perfil de Text(QFRA) (Bourne, 1978).

62



Material y Métodos

3.3. Andlisis de ozono en agua

Mediante colorimetria se realizé el andlisis denazen las diferentes muestras
de agua. Para ello se utiliz6 el test de ozono 6838'Ozone Test Kit with Checker
Disc” (Hanna Instruments). Dicho kit estaba compuesr:

- HI 93711.0 Reactivo Cloro Total, paquetes (100 uds)
- Agua Desionizada, 1 botella (500 ml)

- 1 checker disc (contiene disco 38054)

- 2 viales de vidrio con tapas

- 1 pipeta de plastico (3 ml)

El rango de medicién de ozono con este kit estéedhta 2,3 mg/l (ppm) de
ozono. La metodologia consiste en la reaccion ettozono y el reactivo Hl, el cual
origina una coloracion rosa en la muestra que epopcional a la concentracion de

0zono.

El kit contiene dos viales de cristal los cualefiesgaron con 5 ml de la muestra
a analizar. Uno de los viales situado en el ladaiezdo del Checker disc, resulto ser el
blanco durante el test. Al vial utilizado para ladition con la cantidad de muestra a
analizar, se le afladieron 5 ml de agua desionizsdegp6 Yy se agitd. A continuacion,
se le afadio un sobre del reactivo HI 93711-0,esda tapa y de nuevo se mezclé la
muestra. Transcurridos 2 minutos el vial se coleeél orificio derecho del Checker
Test. Para una correcta lectura result6 indispéasatoar el Checker Test de forma que
la luz incidiera en las muestras. Haciendo girardisto y encontrando el color
coincidente, se tomo lectura del valor en la vemid® resultados directamente en mg/l

(o ppm) de ozono.
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3.4. Andlisis microbiolégicos

En laTabla 3 se resumen cada uno de los microorganismos evauaddas
diferentes muestras de dorada (dorada fileteaddacdorada fileteada almacenada en
atmosfera modificada, dorada fileteada envasadaci vdorada fileteada tratamiento
inmersion en agua con ozono, dorada fileteada ywadasous vidg agua y superficie,

de los diferentes ensayos realizados en la pre$ests Doctoral.
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Tabla 3. Cuadro resumen de los distintos andlisis mictébioos realizados en pescado, agua y superficie.

Material y Métodos

Microorg.

Muestras

Dorada fileteada

(AM)
Dorada fileteada

avacic
Dorada fileteada

inmersién Oz
Plato dorada

sous vide
Salsa verde

cruda

Aguas

Superficie

AM

EN

Cco

PSE

EC

SA

PSI

AN

BAL

ML

LM

RC 22 °C
ENT CO/EC CP
RC 36 °C

AM . Aerobios mesofilosEN: EnterobacteriacegeCO: Coliformes;EC: E.coli; PSE Pseudomonaspp.;SA: Staphylococos AurepBSI: Psicrofilos;AN: AnaerobiosBAL :
Bacterias Acido LacticaddL : Mohos y Levadurass; SalmonellaLM : Listeria monocytogeneENT: EnterococosCO/EC: Coliformes yE.coli totales;RC 22°C y RC 36 °C

Recuentos de colonias a 22 y 36 @P; Clostridium Perfringegincluidas esporas).
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3.4.1. Pescado

La metodologia llevada a cabo para el analisisahiotogico de la dorada fue la
misma en todos los casos. El proceso de siembia ligar en campana de flujo
laminar (Telstar, BIO-II-A, Espafa). Se pesaronglle musculatura del pescado libre
de piel y espinas en condiciones asépticas en kelSsomacherSe afadieron 90 ml
de agua de peptona tamponada (0,1B#) Rad, Marnes-la-Coquette, Francia, Marnes-
la-Coquette, Francia) y la mezcla fue homogeneizawlaun triturador de paletas
“Stomacher” (IVL-Instruments) durante 1 a 4 minutamnstituyendo esta mezcla la
dilucién inicial 10%. A partir de esta dilucién, se realizaron las adnes seriadas
pertinentes tomando 1 ml de la primera dilucibnezaféandola con los siguientes tubos
conteniendo 9 ml de agua de peptona. De tal foenabsuvieron las diluciones: 0
103, 10%, o bien 1/100, 1/1000 y 1/10000, etc. (ISO 4833)14).

Una vez realizadas todas las diluciones, se tonmdl e cada dilucion con
pipeta estéril y se realizaron los diferentes tigesiembra (en masa, doble capa, etc.)
segun las especificaciones para cada tipo de mganosmo. Una vez sélido el medio
de cultivo, las placas fueron incubadas en las icammés de tiempo, temperatura,

aerobiosis/anaerobiosis segun los requerimient@sqga@la microorganismo.

El nimero de unidades formadoras de colonias (sdécdeterminé segun el
recuento manual en placas, considerando Unicaraguotdlas en las que crecieron entre
30 y 300 colonias. Los resultados fueron expresaddsg ufc/g. Todos los medios de
cultivo utilizados y materiales empleados fuerotergzados en autoclave (Steam
Sterilizer, Raypa) previamente a su uso, a 121i@nde 20 minutos de acuerdo a las
indicaciones de cada producto.

A continuacion, se detallan en Teabla 4 los microorganismos analizados, los

medios de cultivo empleados y las condiciones agéeatura de incubacion para cada

uno de los microorganismos estudiados.
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Tabla 4. Microorganismos evaluados en la dorada, mediasili’eos empleados y condiciones de incubacion.

Condiciones de

Microorganismos Medio de cultivo Casa comercial X it
incubacion
Aerobios mesobfilos Plate Count Agar Scharlau, Madrid, Espafia 370C- 48 h
Enterobacteriaceae Rojo Bilis Violeta Agar Conda Pronadisa, Madrid, Espafia 30 °C- 48 h
Coliformes totales Medio cromogénicd.coli-Coliformes Conda Pronadisa, Madrid, Espafia 45 °C- 24 h
Pseudomonas Agar Base Oxoid Basingstoke, Hampshire, Reino Unido
+
Pseudomonaspp CFC Suplemento Selectivo para Pseudomonas Conda Pronadisa, Madrid, Espaina 37°C-24 h
+
Glicerina Panreac, Castellar del Vallés, Espafia
Baird Parker Agar;
+
Staphylococos Aureus Suplemento emulsion yema de huevo con Bior Rad, Marnes-la-Coquette, Francia 37°C-48 h
telurito
Bacterias psicrofilas Plate Count Agar Scharlau, Madrid, Espafia 4 °C-7 dias

. . o . 1 -
Anaerobios psicrotrofos Triptona Soja Agar Conda Pronadisa, Madrid, Espafa 4°c-7 d|a§ jarra
anaerobiosis
Bacterias acido lacticas Agar M.R.S Conda Pronadisa, Madrid, Espafia 30°C-48 h
Mohos y levaduras Agar rosa bengala con cloranfenicol Bior Rad, Marnes-la-Coquette, Francia 20 °C-5 dias
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Salmonella

Salmonelldue evaluada en el productous videfomando una muestra de 25 g
(pescado y salsa), la cual fue homogeneizada com2@e agua de peptona tamponada
y la adicién de un suplemento para el crecimiedadbacteria (RAPIBalmonella
Capsule, Bio Rad, Marnes-la-Coquette, Francia) (I6€Y9:2002). La bolsa de
Stomacher con el pre-enriquecimiento, fue incubada37 °C durante 24 h.
Posteriormente, se tomd con asa de siembra unaranpescedente de la bolsa del pre-
enriquecimiento y se realizé siembra en tripleiastn placas RAPID Salmonella Agar
(Bio Rad, Marnes-la-Coquette, Francia) las cualeson incubadas a 37 °C durante 24
h.

Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenese determind en los productssus videde la misma
manera quesalmonella,homogeneizando 25 g de muestra con 225 ml de Gido
enriguecimiento parhisteria (Fraser Broth, Bio Rad, Marnes-la-Coquette, Fegren
bolsa de Stomacher (ISO 11290-2:1998). Las bolsa®h incubadas a 30 °C durante
24 h. Pasado este tiempo, con asa de siembra semaestra del pre-enriquecimiento y
se realiz6 siembra en triple estria en placas qgar Aelectivo parkisteria base segun
Ottaviani y Agosti (Bio Rad, Marnes-la-Coquetteartgia) e incubadas a 30 °C durante
24 h.

3.4.2. Agua

Filtracibn por membrana fue la metodologia aplicagara el analisis
microbiolégico de aguas. Este método consiste earhgasar un volumen determinado
(100 ml) de la muestra liquida a través de unofite membrana estéril (diametro 4,5
cm; poro 0.45 um), colocado en un equipo de fidr@c Después de enjuagar con
disoluciones estériles apropiadas (agua estéilitohal), se retira el filtro y se coloca,
boca arriba, sobre la superficie de una placa tte qon el medio de cultivo adecuado
segun el tipo de microorganismos a analizar. Fieatey se incuba a la temperatura

indicada en cada caso.
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Las aguas suministradas en recipientes cerraddayando las aguas minerales
naturales, se analizaron en las 12 h siguientesndiotellado, manteniendo una

temperatura de (5 £ 3) °C durante este periodo.

Se analizaron los siguientes parametros definidegirs el Real Decreto
140/2003, por el que se establecen los criterida dalidad del agua.

» Deteccion y recuento de enterococos intestinales

El método para el aislamiento de enterococos intwets empleado fue el
indicado en UNE-EN ISO 7899-2. En él se aidtarterococos faecalis, E. faecium, E.
duransy E. hirae Ademas pueden determinarse otras especieEntierococcusy

algunas especies del gén&toeptococcugen particulalS. bovisy S. equinus).

El medio de cultivo empleado para el aislamient@uerococos intestinales es
Slanetz y Bartley (Scharlau, Madrid, Espafia) cqgolesnento de cloruro de 2, 3, 5-
trifeniltetrazolio (TTC) (Conda Pronadisa, Madrigspafia). Las placas se incubaron a
37 °C durante 48 horas.

En el caso de observarse crecimiento de colonpsas$i, seria necesaria una
etapa de confirmacion por transferencia de la manayrcon todas las colonias, sobre
agar biliar de esculina y azida, precalentado &CGl4En este medio, los enterococos
intestinales hidrolizan la esculina en 2 h. El piid final, la 6,7-dihidroxicumarina se
combina con los iones hierro (Ill) para formar wmpuesto de color marrén a negro,
gue se difunde en el medio. La placa se lee inrtadiente. Se consideran que todas las
colonias tipicas que muestren un color de marndegao, en el medio circundante, dan

reaccion positiva y se recuentan como enterocaodestinales.

» Deteccion y recuento de E. coli y de bacteriasfooties

La deteccion y el recuento &e coli y bacterias coliformes se realizo siguiendo

las directrices indicadas en 1ISO 9308-1:2001. Hiimee cultivo empleado fue Agar
Chapman TTC (Agar TTC con Lactosa y Tergitol 7) ri@@ Pronadisa, Madrid,
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Espafia). Las condiciones de incubacion fueron €381 h para Coliformes fecales y
44 °C-21 h par&.coli.

Las colonias sospechosas son capaces de ferrteelataetosa con la consiguiente

produccion de acido, provocando un cambio de a#bmedio de verde a amarillo.

Asi mismo otros crecimientos pueden ser observados:

-E.coliy Citrobacter spppresenta colonias amarillas con centro de colamar
-Enterobacter spjorma colonias rojas y amarillo fuerte con centasamja. El medio es
amarillo.

-Klebsiella sppgforma colonias rojas o amarillas, pero sin coloekcentro. El medio es
amarillo.

-Bacterias lactosa no fermentativas crecen conn@sdovioletas y el medio cambia a
azul.

-Especies d&lebsiellay Enterobacterigopueden producir colonias amarillo-verdes.

En el caso de observarse colonias sospechosas sebeonfirmadas mediante
la prueba de la oxidasa y del indol. Son considerambliformes todas las colonias
caracteristicas que son oxidasa negativa. Las ieslooxidasa negativas e indol

positivas son consideradgscherichia coli

. Recuento de colonias a 22 °C y 37 °C

El recuento de colonias a 22 y 36 °C en aguasefalizado siguiendo la
normativa (UNE EN ISO 6222:1999). El medio de sdtque se empled es el Extracto
de levadura Agar (Conda Pronadisa, Madrid, Espafia)

Se utilizé la técnica de la siembra en masa, hdosa dos series de 2 placas
cada una. En una de las series se depositd 1 mudstra en cada placa (realizandose
las diluciones pertinentes en tubos con 9 ml de atgipeptona). Una vez fundido y
atemperado el medio (45 £ 1) °C, se vertié sobreuastra en cada placa.
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Segun la norma ISO, las placas se incuban a dusetaturas: una placa de cada
serie a (36 = 2) °C durante (44 = 4) horas y laasoa (22 + 2) °C durante (68 * 4)
horas. El calculo tiene lugar contando el nimerauidades formadoras de colonias
(ufc) por mililitro (ml) de la muestra, a partirldaimero de colonias formadores en el
medio. Si no hay colonias en las placas sembramtasos volimenes de ensayo de la
muestra sin diluir, los resultados son expresadosoc no detectado en un mililitro. Si
hay mas de 300 colonias en las placas sembraddascorayores diluciones utilizadas,

los resultados se expresan como: > 300 o solarsente valores aproximados.

. Clostridium perfringes (incluidas las esporas)

La evaluacion deClostridium Perfringesse llevdo a cabo siguiendo las
directrices establecidas en el Real Decreto 14@/2BDmedio de cultivo empleado fue
Clostridium Perfringes Agar base (m-CP) (Conda Rdsa, Madrid,Espafia). En el
medio se adicionaron los siguientes suplementoal: Ai(D-dicloserina, Plimixina-B-
sulfato y Indoxil-D-glucopiranésido); Vial B (Fenolftaleina difoséaty Vial C (Fe
CI3.6H:0).

Una vez se tuvieron las placas, estas se incubaroncondiciones de

anaerobiosis durante (44 + 1) horas a (21 + 3) °C.

Los clostridios hidrolizan la sacarosa formanddomias de color amarillo
considerandose por tanto, colonias sospechosasléPemnfirmacion de las mismas, las
placas se sometieron a los efectos de los vap@dsdioxido amoénico durante un
periodo de 20-30 segundos. Se contaron todas agumlonias que siendo amarillas

cambiaron de color rosa o rojo.
3.4.3. Superficies

Para la toma de muestras de superficie se utizansopos estériles
(Ecouvillons Irradiés ATL avec Peptone sel et raigant, La Chapelle-sur-Erdre,

France) y una plantilla de aluminio estéril de disién 10 cri Se determiné recuentos

de Aerobios Mesofilos (AM) utilizando como medio@dtivo Plate Count Agar.

71



Material y Métodos

El procedimiento de toma de muestra de superfmmsistié en delimitar la zona
de muestreo mediante la plantilla estéril, humenet el hisopo estéril en la solucion
salina que contiene, se realiz6 barrido por todaufgerficie delimitada, de arriba abajo
y de derecha a izquierda. Una vez realizado elpbiss introducido en el tubo con

solucién salina estéril hasta su andlisis.

Hasta el analisis, las muestras se conservarorefegeracion. El inicio del
analisis consistié en agitacion del tubo con fuelzananera que los microorganismos
gue hayan quedado atrapados en el algodén pasiinyante. Lo ideal es utilizar un
agitador de tubos excéntrico. Se realizé dilucisergadas debido a la contaminacion

de la muestra.

Para ello se deposité 1 ml del tubo con diluyenteisspo en un tubo que
contenian 9 ml de diluyente estéril, se agité pipeteé 1 ml a otro tubo con 9 ml de
diluyente estéril y asi sucesivamente. A partirlalanuestra (tubo con diluyente e
hisopo) y de cada una de las diluciones (si ha sgb@sario), se sembrd por duplicado
en placas de petri mediante el método de homogaédizan masa. Una vez las placas
solidificadas, fueron invertidas e incubadas eunfast 37 °C durante 24-48 h.

3.5. Andlisis sensorial

Para realizar el andlisis sensorial de los fileteslorada frescos y cocinados y
evaluar asi la calidad y el deterioro en el peschtindo a las condiciones de envasado
y tiempo de almacenamiento, se entrend un panelaido por 8 catadores (6 mujeres y
2 hombres), pertenecientes al area de Tecnologiichentos de la Universidad de
Murcia, de acuerdo a la norma ISO 8586-2:2008

Las catas se realizaron en una sala estandarizadaDepartamento de
Tecnologia de los Alimentos de la Universidad derdi#y cumpliendo con las

condiciones que debe tener una instalacion de estasteristicas (ISO 8589:2010).

A continuacién se detallas el analisis sensoleado a cabo en el producto

fresco y cocinado.
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3.5.1. Filetes de dorada frescos

Se realizaron 6 sesiones de entrenamiento tepramiico de aproximadamente
1 hora de duracién. Para ello se utilizaron filetesdorada frescos almacenados en las
mismas condiciones de estudio. Las sesiones tuwvieomo objetivo estudiar los
atributos de apariencia de la carne (color, apeidedel musculo, brillo), olor (fresco,
rancio, acido, amoniacal, putrido) y textura taglasticidad y adhesividad) de los
filetes de dorada frescos. Se identificaron, seéeecon y cuantificaron los atributos

mediante una escala de 5 puntos. La calificaciompeendia desde 1: débil a 5: fuerte.
Las muestras fueron sacadas de sus envases lMsnanies de la evaluacion
sensorial y se colocaron en bandejas. A cada barsgeje asigndé un cddigo de tres
digitos.
Los atributos sensoriales evaluados aparecen daogin laTabla 5y la hoja

de cata utilizada por los panelistas se muestlafgura 13.

Tabla 5. Atributos evaluados durante la evaluaciéon seakds filetes de dorada frescos.

Parametros evaluados Puntuaciones
Pescado fresco 1: Débil 5: Intenso
Olor Amoniacal 1: ND 5: Intenso
Rancio 1: ND 5: Intenso
Acido 1: ND 5: Intenso
Putrido 1: ND 5: Intenso
Apariencia del Color 1: Débil 5: Intense
musculo Brillo 1: Mate 5: Muy brillante
Musculo 1: Seco, miotomos 5:Hidratados,
separados miotomos adheridos
Textura Adhesividad 1: No adhesivo 5: Muy adhesivo
Elasticidad 1: No elastico 5: Muy elastico

ND. No detectado
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Los filetes de dorada usados para el entrenami@rgoon envasados en
condiciones de aerobiosis y almacenados bajo lasmas condiciones de luz,
temperatura y tiempo descritos en la seccion exgerial. Una muestra de aceite de
pescado rancio fue utilizada por los panelistaarterlos entrenamientos, como patron
de “rancidez” en el caso de que los filetes pudiaerstrar ciertos olores a rancio
debido al trascurso del tiempo de almacenamienicaride la fase de entrenamiento, los
panelistas apreciaron los cambios que se produjenotos filetes de pescado como
consecuencia del deterioro durante su almacenamentefrigeracion: separacion de
los miotomos y pérdida de brillo (apariencia), antoede la adhesividad y elasticidad
(utilizando el dedo indice para hacer una pequepeedion en el musculo del filete).
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ANALISIS SENSORIAL DE FILETES DE DORADA CRUDOS

Nombre Puntuacién de cada muestra
Fecha

. Caddigo Caddigo Cadigo Caddigo
Atributo

Olor a pescado fresco
1: débil- 5: fuerte

Olor Acido
1: ND - 5: fuerte

Olor Rancio
1: ND - 5: fuerte

Olor Amoniaco
1: ND - 5: fuerte

Otros olores andmalos
1: ND - 5: Intenso

Color Carne

1: débil -5: intenso

Brillo

1: mate -5: muy brillante

Apariencia musculo
1: miotomos separados y secos —5:

miotomos hidratados y juntos

Elasticidad musculo

1: no elastico - 5: muy elastico

Adherencia

1: no adhesivo -5: muy adhesivo

Figura 13. Ficha de cata para el andlisis sensorial dee§ilde dorada crudos.
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3.5.2. Dorada cocinadaus vide

La evaluacion de la calidad y vida util de losquctos de dorada cocinadesus
vide fue realizado por el mismo panel de cata entrerrpao llevé a cabo el andlisis
sensorial de las muestras de dorada fresca, siendeste caso el numero total de
panelistas, siete.

Los panelistas se sometieron a un entrenamiep@eci#&o correspondiente a 6
sesiones teodricas y practicas con 1 hora de duramidcada una de ellas. En las dos
primeras sesiones se evaluo las caracteristicadrigps de los platos cocinadesus
vide. Las cuatro siguientes sesiones se destinaron excgmlar los atributos que
describen al plato de doradaus vide(Tabla 6) asi como las puntuaciones de los

mismos.
Finalizado el entrenamiento se realiz6 un anatisscriptivo cuantitativo (QDA)

(Figura 14). Para la cuantificacion se utilizé una escala nnuettrada de 10 cm (UNE-

ISO 4121: 2006), cuyos extremos correspondian amalmaximo.
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Tabla 6. Descripcion de los diferentes atributos del pobolale doradaous vide

Atributos Abrev. Descripcion
Apariencia de la salsa

En relacion con la cantidad de luz que incide solme

Brillo B . .
alimento y lo que es capaz de reflejar

Color CS La salsa debe tener un color oro verde

. La salsa debe mostrar la integracion de todos sus

Emulsion E . - .

componentes con ninguna separacion de fases (ageit
. . Fuerza necesaria para mover un liquido desde lraca@ la
Viscosidad \%

boca, para tragar o extender sobre un soporte

Producto Sous vide
Color del pescado CP Color intrinseco de pescado cocinado
Incluye el olor global del producto. El acido acétiel ajo y

Olor global OG el olor picante
Otros olores 0]0) Olor rancio, a pescado y otros olores
Olor acido acético OAA  Olor a acido aceético
Olor ajo OA Olor a ajo
Olor Albahaca OAL Olor a albahaca seca
Incluye el sabor general del producto (pescaddoaatético,
Sabor global SG ajo, albahaca)
Otros sabores oS Sabores inapropiados del producto, tales como oanci

amargo y otros
Sabor acido acético SAA Sabor a acido acético

Sabor ajo SA Sabor a ajo
Sabor albahaca SAL Sabor a albahaca
Textura del pescado
Jugosidad 3 Cantidad de liquido que se libera cuando se naadtc

muestra
Resistencia a la deformacion por aplicacion defuseza, y

Firmeza F . . ) T
registrado después de la primera masticaciéon
. Sensacion pastosa en la boca después de la primera
Pastosidad P masticacion
Calidad Global CG Incluye todos los parametros
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APARIENCIA DE LA SALSA
Brillo

Color (amarillo/verde)
Emulsion

Viscosidad

APARIENCIA DEL PESCADO

Color
OLOR PLATO COCINADO

Olor global

Olor anomalo

Olor &cido acético
Olor ajo

Olor especiado
Olor pescado
SABOR PLATO COCINADO
Sabor global

Sabor anomalo
Sabor &cido acético
Sabor albahaca

Sabor ajo

TEXTURA
Jugosidad
Firmeza

Pastosidad

CALIDAD GLOBAL

Material y Métodos

Figura 14. Ficha de cata para el analisis sensorial de da@asvide.
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3.6. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos en cada uno de los capititlesyn tratados y procesados
estadisticamente a través del programa SPSS 1&iBrveara Windows (SPSS Inc,
Chicago, IL).

En primer lugar se realiz6 el analisis de varigddOVA), este procedimiento
se utiliz6 para comparar varios grupos de varighkntitativa. Se usé con el fin de
establecer la influencia del tipo de envasado, ggado o tratamiento asi como el
tiempo de almacenamiento en las distintas variablesizadas, con un nivel de
confianza del 95 %. Asi mismo, se utilizo el test'dukey”, que consiste en un test de

comparaciones multiples.
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CAPITULO I. EFECTO DEL OZONO EN LA CALIDAD MICROBIO LOGICA
DE FILETES DE DORADA.

[.1. OBJETIVO

El objetivo de este capitulo fue determinar el tefede la concentracion de
ozono del agua y el tiempo de inmersion sobrelldaghmicrobiolégica y la textura de
filetes de doradaSparus aurata

l.2. MATERIAL Y METODOS

[.2.1. Muestras y tratamiento con ozono

El estudio se llevé a cabo en la empresa acuicalad&ex S.A, la cual dispone

de un generador de ozono.

Se utilizaron doradas frescas con un peso medd®de: 20 g. Los peces fueron
recibidos en la planta después de su captura, a0&sh. Una vez alli, se realiz6 el
lavado de los pescados dentro de la planta acutmmaunos sistemas de ducha.
Posteriormente, los peces fueron colocados en agagpoliestireno con hielo y
almacenados en camara de refrigeracién. A contibonase llevaron a la sala de
fileteado donde fueron eviscerados Y fileteadosoperarios siguiendo correctas pautas

de higiene y manipulacion.

Una vez obtenidos los filetes, en la misma salgpreeedid a realizar la
inmersion de los mismos en agua con ozono valoraaentraciéon y tiempo de
inmersion. La produccion del ozono fue medianteganerador (NPO GL2-A, GEO3
INT., Vigo, Espafa) que la planta acuicola posesuaninstalaciones. La aplicacion fue
en forma de mezcla de gases mediante inyecciohagua. La concentracion de ozono

se expres6 como gp=mg .

Para ambos ensayos los bafios experimentales diifaeron preparados de la
misma manera, con un contenido de 5 | de aguamatimmagua e hielo 80/20. El hielo

fue afadido con el fin de mantener baja la tempexatel agua (5 + 1 °C) y minimizar
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asi el crecimiento microbiano, ademas, la baja ézatpra favorece la solubilidad del
0zono.

|.2.2. Efecto de la concentracion de ozono

Dieciséis filetes de dorada fueron utilizados pastudiar el efecto de la
concentracion de ozono sobre la calidad microbio&gle los filetes. El tiempo de
inmersion empleado fue de 10 minutos (Bono y Badaly 2012). Para ello se
prepararon tres bafios con diferentes concentracida®zono (0,35, 0,50 y 0,75 mg |
1. Se utilizé un bafio de agua sin 0zono (0 H@bmo control Figura 15).

A A A A T AT

0,35 mg !t 0,50 mg I"* 0,75 mg ™

Figura 15. Bafios experimentales con diferentes concentrasida ozono.

Con el fin de conocer la calidad microbiolégicecial de los filetes de dorada,
un filete de cada uno de los lotes experimentalessfivasado en una bolsa de plastico
estéril, para su posterior analisis. Los restafifttes de cada lote, fueron introducidos
en sus respectivos bafos durante 10 minutos. Tuaitke el tiempo, los filetes fueron
sacados de los bafios y colocados en bolsas estéitleadas en cajas de poliestireno
con placas de hielo y transportadas al Departaminicecnologia de los Alimentos de

la Universidad de Murcia para sus correspondiesnti@sisis.
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Se tomaron muestras de agua de los diferentes ,baftes y después de la
inmersion de los filetes, en botellas estérilesltélab, Espafia) con una capacidad de

1000 ml y se almacenaron en refrigeracion hastmalisis.

Se midié la concentracion de ozono del agua enstétm bafios tal y como se
describe en la seccion 3.3 del apartado de Matglédtodos. Ademas se determiné la

concentracion del ozono residual y la temperatatagua.

El ensayo fue realizado por duplicado. Todos loslisis correspondientes a

agua y pescado, se realizaron en el mismo dia.

[.2.3. Efecto del tiempo de inmersion

Cuarenta filetes de dorada fueron utilizados paradear el efecto del tiempo de
inmersion en la calidad microbiolégica y textura lde filetes. En cada bafio se
introdujeron ocho filetes, de los cuales, tres egtidaron al analisis microbiologico y
cinco al andlisis de textura. Los tiempos de inmarestudiados fueron 20 y 40
minutos (Fukunaga y col., 1991) y la concentraclérozono usada para ambos bafios
fue de 0,30 mg(Figura 16), concentracién suministrada por el generadorzde® de
la planta acuicola en el momento de trabajo. Dés$de agua sin ozono (0 M) ton

los tiempos de inmersion a estudiar fueron utilisadomo control (& Yy Cao).
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Confrol sin inmersion

Figura 16. Bafos experimentales con agua y ozono a losedifes tiempos de

inmersion.

El ensayo se realizé por duplicado. Todos los sisélievados a cabo sobre el

pescado y el agua se realizaron en el mismo dia.

[.2.4. Analisis microbiol6gico

[.2.4.1. Analisis microbiolégico del agua mediantda técnica de filtracion por

membrana

El recuento de los diferentes microorganismos gehdratada con ozono antes
y después de la inmersion de los filetes, se liewabo mediante el método de filtracion
por membrana. En el apartado 3.4.2 de la seccidnatierial y Métodos, se detallan los
materiales y la metodologia empleada en el analisis

[.2.4.2. Microbiologia del pescado

El andlisis microbiolégico de los filetes de doras#arealiz6 de acuerdo a la
metodologia descrita en el apartado 3.4.1 de MagMétodos.
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1.2.4.3. Andlisis instrumental de textura

Se realizé el Andlisis de Perfil de Textura (TPA)oa filetes sometidos a
tiempos de inmersion prolongado (20 y 40 minutbs. filetes de dorada sin inmersién

en agua ozonizada se utilizaron como control.

Las medidas se realizaron en la parte dorsal defile®s, siguiendo el

procedimiento descrito en el apartado 3.2.8 dedaién de Material y Métodos.
[.2.4.4. Analisis estadistico

El efecto de la concentracion de ozono sobre laabiclogia del agua y los
filetes de dorada, asi como el efecto del tiempoirdeersion se determinaron
estadisticamente tal y como se indica en el apar@é (Analisis estadistico) de

Material y Métodos.

|.3. RESULTADOS Y DISCUSION

[.3.1. Efecto de la concentracion de ozono en lalickad microbiolégica del agua

En todos los casos, la concentracion de ozonzadé en este estudio fue < 1
mg I, méxima concentracién proporcionada por el gemerdd ozono de la empresa.
Las tres concentraciones utilizadas fueron 0,350 §; 0,75 mg 't y los valores
residuales después de la inmersién resultaron; 0,88 y 0,30 mg respectivamente
(datos no mostrados). Por tanto, la concentracgozano decrecio después del tiempo

de inmersion. La temperatura del agua en los difesébafios se mantuvo en 5 + 1 °C.

Los recuentos obtenidos en R22, R36 y CL en el aguazono, indicaron la
contaminacion de la mismadbla 7). En cambio, los recuentos de EC, ETC y CP
mostraron valores < 1 log ufc'es decir, por debajo del limite de deteccién. €sto
resultados son satisfactorios ya que estos micao@mos son usados como
indicadores de calidad del agua y han conducidtdridtamente al concepto de
proteccion de la Salud Publica (Rompré y col., 200ambién la contaminacion de las
esporas enterotoxigénic@sostridium Perfringesen las superficies de contacto con los

alimentos, supone una grave preocupacion paradiasina Alimentaria, debido a su

87



Resultados y discusion - Capitulo |

alta resistencia a los diferentes métodos de ceamsén tipicamente aplicados para el
control de patégenos (Udompijitkul y col., 2013).

Los recuentos microbioldgicos iniciales en todas Bafios de agua con ozono,
mostraron valores < 1 log ufé*gcon diferencias estadisticamente significativasa p
R22 (P< 0,001), R36 (P < 0,05) y CL (P < 0,001) respettagua control. Por tanto, el
poder bactericida del ozono se vio reflejado ercdbdad microbiologica del agua,

observandose su efecto con independencia de lamiwacion empleada.

La inmersion de dorada durante 10 minuto supusmifa@aminacion del agua,
resultando similar para todos los bafios (con yratamiento de ozono) aumentando
significativamente los recuentos de colonias RZZG RCL en el caso de los bafios de
agua con ozono Yy recuento en R36 en el bafio desaguaono. Sin embargo, no se
detectaron diferencias estadisticamente signifiaat(P > 0.05) en los recuentos EC,

ETC y CP, siendo en todos los casos inferioreisrald de deteccion.

Hay que destacar que el tratamiento del agua emdastria, con una
concentracién de ozono de 0,35 rifgeh el agua, resulté suficiente para la completa
eliminacién de microorganismos, por tanto y de etmeon Selma y col. (2008), el
empleo del ozono es una buena opcion para la desioh del agua de lavado en la
industria alimentaria, un sistema alternativo aclaracién, ya que el ozono se
descompone espontdneamente en productos no toRessaino y col., 1995). Sin
embargo, la hipercloracién de las aguas residuaasun alto contenido en carbono
organico podria producir inaceptables niveles dalmetanos y otros productos

cancerigenos de desinfeccion (Fawell, 2000).
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Tabla 7. Valores medios y desviaciones estandar (x SD) de rkcuentos
microbiolégicos (log ufc/ 100 mBn agua ozonizada antes y después de la inmersion
de los filetes de dorada.

[04] (mg 1Y R22 R36 CL EC ETC CP
0 3,54 + 0,09 3,06 +0,16* 3,53+0,03 <1 <1 <1
0,35 <1’* <P S <1 <1 <1
Antes 0,50 <1* <1° <1%® <1 <1 <1
0,75 <P <1V <1vt <1 <1 <1
Significancia *** * rrx NS NS NS
0 4,26 +0,37 3,73+0,02° 3,46+0,03 <1 <1 <1
0,35 4,03+0,16 3,65+0,05° 2,78+0,06° <1 <1 <1
Después )
0,50 4,01+0,78 286+0,25° 235+0,14* <1 <1 <1
0,75 3,79+0,00 368+0,14 265+0,17° <1 <1 <1
Significancia NS * ** NS NS NS
Significancia 0 NS NS NS NS NS NS
Significancia 0,35 *** b b NS NS NS
Significancia 0,50 * *x i NS NS NS
Significancia 0,75 *** * *x NS NS NS

R22: Recuentos a 22 °@QR36:. recuentos a 36 °@L: Coliformes;EC: E.coli; ETC: Enterococcus;
CP: Clostridium perfringens

X, Y, z: Efecto de la concentracién del ozono en la calidadlobioldgica del agua antes y después de
la inmersion de los filetes de dorada:

a, b: Efecto de la inmersién de los filetes de doradmemalidad microbiolégica del agua:

NS. No significancia; * P < 0,05; ** P < 0,01; *** R 0,001.

|.3.2. Efecto de las diferentes concentraciones deono en filetes de dorada

Los valores medios obtenidos en los recuentos bimlidgicos de los filetes de
dorada inmersos en agua con diferentes concemntezscae ozono (0,35, 0,50 y 0,75 mg
1Y) durante 10 minutos, se muestran efdala 8. Los recuentos obtenidos en AM, EN
y PSE de los filetes frescos antes de la inmergidobablemente se deben a las
condiciones de evisceracion y manipulacion del gascSin embargo, los recuentos
estuvieron por debajo del limite establecido enRekl Decreto 1521/1984 para
productos frescos procedentes del pescado dorlieitel microbiolégico es 10y 10°
ufc g* para aerobios meséfilosBnterobacteriaceaerespectivamente. Ademas, CL y

SA estuvieron por debajo de 1 log uft. g
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Tabla 8. Valores medios y desviaciones estandar (+ SD) fmmaecuentos
microbiolégicos (log ufc Q) en filetes de dorada antes y después de la iigners
durante 10 minutos.

Microorganismos Recuentos microbiolégicos iniciales
AM 3,93+0,45
EN 2,99 +0,58
Antes PSE 4,41 +0,30
CL <1
SA <1
Omg I 0,35mgt* 050mgl* 0,75mgl
[O4] [O4] [O4] [O4]
AM 3,15+0,31 359+107 296+051 351+0,19
EN 3,71+0,25 3,08+0,44 224+055 3,19+0,37
Después PSE 395+0,18 4,29+0,38 4,25+0,23 4,14+0,31
CL <1 <1 <1 <1
SA <1 <1 <1 <1
Significancia NS NS NS NS

AM : Aerobios mesofilosEN: EnterobacteriacegePSE Pseudomonaspp.;CL: Coliformes;
SA: Staphylococcus aureus
NS. No significancia.

Los recuentos obtenidos de cada microorganismoogrfiletes sometidos a
inmersion, determinaron que la concentracion den@assada, no mejord la calidad
inicial del pescado, lo que demuestra que probadiéenas concentraciones de ozono,
el tiempo de inmersidbn o ambos, no fueron sufieiemgara eliminar o disminuir la
carga microbiana inicial del pescado. La conceittrade ozono en la industria no pudo
ser aumentada, de acuerdo con Da Silva y col. {1@98so de bajas concentraciones
de ozono, no resulta capaz de disminuir los reogenticrobianos en pescado. Sin
embargo, los autores Bono y Badalucco (2012), s¢miaron una reduccion de la carga
microbiana usando una baja concentracién (0,3 thgr pescado “salmonete de roca”
inmerso durante 10 minutos en agua ozonizada a. 3.8€ autores Alvarez y col.
(2009) también observaron que una baja dosis deoot®2 mg ) aplicada en filetes
de dorada con hielo ozonizado, ralentizé el cremioi microbiano, aunque por el
contrario observaron un efecto pro-oxidante. Sarosdos autores que han indicado la
necesidad del uso de altas concentraciones de opar® asi reducir el crecimiento

microbiano, tales como Crowe y col. (2012), donuidaron valores de 1,5 mgén la
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reduccion de los recuentos iniciales de aerobiade®y también Pastoriza y col. (2007)
indicaron que cuando las concentraciones de ozer® g I') son suficientemente
elevadas, el efecto del agua y hielo ozonizado gquexdejorar la calidad del pescado
refrigerado. Asi mismo, Gelman y col. (2005) obaemm un efecto claro a 0 °C en la
accion bactericida del ozono en pescado, pero i@ De acuerdo con los autores,
probablemente, la temperatura del agua influyaetion del ozono.

1.3.3. Efecto del tiempo de inmersion de los filetede dorada en la calidad

microbiolégica del agua

La concentracion de ozono aplicada fue la que mém@gelor proporciond en ese
momento de trabajo en la industria acuicola, gselteser de 0,30 md'ly al final del

tiempo de inmersion, el ozono residual fue 0,10 g

Los recuentos microbianos en el bafio control atéek inmersion mostraron
valores < 1 log ufc §(Tabla 9), ya que el agua utilizada para el estudio endastria
acuicola habia sido tratada previamente con uneectracion de ozono (0,30 mig lla
cual resultd una vez mas, suficiente para asedmrealidad microbiologica del agua.
Sin embargo, la inmersion de los filetes de doutante 20 y 40 minutos supuso la
contaminacion del agua, aumentando significativdenen los recuentos R22, R36 y
CL en todos los casos. Por el contrario, no sectietn diferencias estadisticamente
significativas (P > 0,05) en los recuentos de EGC iy CP, siendo en todos los casos
inferiores al limite de deteccidn. En general, #r® residual del agua no eliminé la
carga microbiana obtenida en el agua debido anterision de los filetes, sin embargo,
se observo un efecto estadisticamente significdfva 0,05) en los recuentos de R22
después de 20 minutos en el bafio con ozono. Sedigaina pequefia diferencia en los
recuentos que pudo ser debida a un efecto baderidel ozono sobre la carga

microbiana.
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Tabla 9. Valores medios y desviaciones estandar (+ SOJ learrecuentos microbiolédgicos (log ufc/100mlagiua ozonizada antes
y después de la inmersion de los filetes de dadadante 20 y 40 minutos.

Antes inmersion Después inmersion

Microorganismos Antes c (t=207) o, Sig. . (t=40) o, Sig. gléys Fﬁjrggs/
R22 <1 4,07+0,28° 359%0,26" * 348+03f 4,00+068 NS  *
R36 <1 2,94 +1,33 3,28 +1,30 NS 282+04%5 362+09% NS
CL <1° 3,87+0,0% 3,82+0,16 NS 385+0,13 4,04+0,09 NS  *
EC <1 <1 <1 NS <1 <1 NS NS
ETC <1 <1 <1 NS <1 <1 NS NS
CP <1 <1 <1 NS <1 <1 NS NS

R22: recuentos a 22 °@36: recuentos a 36 °CL: Coliformes;EC: E.coli; ETC: EnterococcusCP: Clostridium perfringens
C: bafio controlQs. bafio agua ozonizada.

a, b: Efecto de la inmersion de filetes de dorada aral@ad microbioldgica del agua.
X, y: Efecto de la concentracién de ozono para lospien20 y 40 minutos.
Sig. SignificanciaNS. No significancia; * P < 0,05; ** P < 0,01; *** R 0,001.
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1.3.4. Efecto del tiempo en la calidad microbiologia de los filetes de doradas

inmersos

La Tabla 10 muestra los valores medios de los recuentos mmdicos (log
ufc g*) en filetes de dorada antes y después de la ifdnedsirante los tiempos de

exposicion, 20 y 40 minutos.

Inicialmente, los recuentos obtenidos en los fld#®&M, EN y PSE) reflejaron
una contaminacion bacteriana como resultado dekepmde eviscerado y manipulacion
de los pescados. Los microorganismos estudiadosy SA, mostraron recuentos por

debajo de los niveles de deteccién (< 1 log ifc g

No se obtuvieron diferencias estadisticamente fgigtivos (P > 0,05) antes y
después de la inmersion en la calidad microbiokgie los filetes durante el tiempo
experimentado. Los resultados obtenidos antes gudssmostraron que la inmersion
durante 20 y 40 minutos, no mejoré la calidad nlimldgica. Los autores
Manousaridis y col. (2005) observaron una reduceidraerobios meséfilos de 0,7 log
ufc g* en mejillones sin concha inmersos durante un temmlongado (60 y 90
minutos) en agua ozonizada (1 iy ¥ una reduccién de 0,5-1,1 log uf¢ después de
90 minutos enPseudomonaspp. Nerantzaki y col. (2005) también observaroa u
reduccion de 1-1,2 ufcen bacterias aerobias mesdfilas en filetes de dracto iris

sumergidos durante 60 y 90 minutos en agua conoozon

Los autores Chawla y col. (2007) observaron unaia@dn en los niveles
microbianos de camaron pelado, al aplicar en eh afgulavado, altas concentraciones
de ozono (2 y 3 ppm) y durante un largo tiempoxgmsicion. Por otro lado, Fukunaga
y col. (1991) observaron un efecto pro-oxidantelan branquias de la especie de
pescado “japanese charr” durante 30 minutos en eguazono (0,7 mg?). Por tanto,

y de acuerdo con Da Silva y col. (1998), el eféxaotericida fue mostrado dependiendo
de la concentracion de ozono usada, asi como fleedies periodos de contacto y las
diferentes metodologias usadas.
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Sin embargo, otros andlisis deberan llevarse a ealofundidad tanto a nivel
fisico-quimico como sensorial para observar posibEmbios debido a la exposicion

prolongada de los productos.
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Tabla 10. Valores medios y desviaciones estandar (+ SOpsleecuentos microbiolégicos (log uft)gen filetes
de dorada antes y después de la inmersién en bafid€; ppm] = 0,30 mgt durante 20 y 40 minutos.

Después inmersion Sig. Después inmersién Sig.  Significancia
Microorganismos Antes (t=20°) (t=40°) antes
C Os C 0Os después
AM 3,12+0,98 3,06+0,71 3,26+0,63 NS 2,33+1,17,21+1,03 NS NS
EN 1,77+0,71 133+0,84 185+0,73 NS 1,27+0,3216+0,28 NS NS
PSE 238+151 352+127 3,13+1,73 NS 190+1,4807+1,13 NS NS
CL <1 <1 1,39+0,82 NS <1 <1 NS NS
SA <1 <1 <1 NS <1 <1 NS NS

AM : aerobios meso6filo€N: EnterobacteriacegePSE Pseudomonaspp.;CL: Coliformes;SA: Staphylococcus aureus
C: bafio controlQs. bafio agua ozonizada.

a, b: Efecto de la inmersién de los filetes de dorada.

X, y: Efecto de la concentracion de ozono para un m@tado tiempo.

NS. No significancia.
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1.3.5. Efecto del tiempo de inmersion de los filekemediante Andlisis de Perfil de

Textura

Inicialmente, los valores medios obtenidos en ilesek frescos de dorada antes
de la inmersion resultaron de: 34,07 N, 12,02 N42(N.s, 0,35, 57,96 N.mm y 4,84
mm, para los parametros D, G, AD, C, MA y E, resipamente Tabla 11). Estos
valores en los filetes frescos de dorada, coincatenlos obtenidos por Peso-Echarri y
col. (2012). Un efecto de la inmersion, estadistmate significativo, fue observado en
los pardmetros de dureza (P < 0,001) y gomosidad (FO5) entre tratamientos y
tiempo de exposicion al ozono. Sin embargo, no $semaron diferencias
estadisticamente significativas (P > 0,05) paradstantes parametros estudiados (AD,
C,MAYE).

Los filetes de dorada sumergidos en agua sin ozhmante 40 minutos,
experimentaron un ablandamiento (27,79 N) compacaxiolos filetes que no habian
sido sumergidos (34,07 N) (P < 0,001). Sin embal@dmersion en agua ozonizada
para el mismo tiempo no causd ningun cambio en gasgmetros de textura.
Contrariamente, Feng y col. (2012) observaron gremento en los valores de dureza
en dorada entera inmersa en ozono (1 Mgllirante 9 minutos con una temperatura del

agua de 4 °C.

Seria aconsejable en futuros estudios aumentaruebktneo en el andlisis de

textura, debido a la gran variabilidad que exisl lyeterogeneidad de las muestras.
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Tabla 11 Valores medios y desviaciones estandar (+ SD pw diferentes parametros de Andlisis de PedfilTdxtura
(TPA) en filetes de dorada analizadas antes y dsspel la inmersién durante 20 y 40 minutos.

) Después inmersion (t= 20°) Después inmersion (t= 40°) Sig.
parametros _ _
Antes Sig. Sig.  Antes
TPA C Os C 0Os i
después
D 34,07 + 2,65 33,55+ 2,59 33,20+ 1,26 NS 27,79+2,78 37,22+4,09 * ok
G 12,02 + 1,28 11,70+ 1,4%  11,95+1,06 NS  10,02+0,22 12,72+1,92 NS *
AD -0,42 £ 0,32 -0,48 £ 0,35 -0,47 £ 0,23 NS -0,56,260 -0,51+0,48 NS NS
C 0,35 £ 0,05 0,35 £ 0,06 0,36 £ 0,03 NS 0,36 £ 0,04 0,35+0,04 NS NS
MA 57,96 + 14,91 54,87 + 9,87 57,39 £ 5,40 NS 53,2Dp6 62,70+ 21,48 NS NS
E 4,84 +£1,24 4,78+ 1,27 4,85 + 0,80 NS 532+1,11 ,904 1,34 NS NS

D: Dureza (N);G: Gomosidad (N)AD: Adhesividad (N.s)C: CohesividadMA : Masticabilidad (N.mm)E: Elasticidad (mm).

C: bafo control; @bafio agua ozonizada

a, b: Efecto de la inmersién de los filetes de doradesalidad de la textura.
X, y: Efecto de la concentracion de ozono para un tepapticular en la textura.
Sig. Significancia; NS. No significancia; * P < 0,05; ** P < 0,01; *** R 0,001.
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CAPITULO II. ESTUDIO DE VIDA UTIL DE FILETES DE DOR ADA (Sparus
aurata) ENVASADOS EN ATMOSFERA MODIFICADA Y VACIO
ALMACENADOS EN REFRIGERACION.

[1.1. OBJETIVO

El objetivo del presente capitulo fue determinagfetto del envasado a vacio y
en atmosfera modificada sobre la calidad microlgiokd fisico-quimica (pH, CRA,
TBARs, NBVT, TMA y color) y sensorial de filetes derada almacenadas a 3 + 1 °C
durante 14 dias en vitrina expositora.

I.2. MATERIAL Y METODOS

Las doradas procedian de la empresa Culmarex Sguilés, Murcia).
Transcurridas cinco horas postmortem, los pecewsriueteados, envasados en cajas
de polestireno con hielo y transportados a la Bldpitoto del Departamento de

Tecnologia de los Alimentos de la Universidad dediéupara su posterior estudio.

Los filetes de dorada utilizados como control fueemvasados en condiciones
de aerobiosis en bandejas transparentes (C) (Reyrdod Packaging, Barcelona)
cubiertas con film permeable al oxigeno (650 o h* en 23 h) en envasadora R-RE
(Industrias Raelma, S.L., Madrid). Los filetes aiva(V) fueron colocados en bolsas
BB3050 (Cryovac) (ratio transmisién oxigeno 0,83°cm” h* en 24 h) y envasados
en envasadora discontinua INELVI VISC 500 (Indastiléctrica Vilar, Barcelona,
Espafna), eliminando el oxigeno del envase. Lodefileenvasados en atmosfera
modificada (AM) fueron colocados en bandejas traretes de plastico y estas a su
vez introducidas en bolsas BB3050 (Cryovac), encleses se inyectd la mezcla de
gases (40% C£H30% N, 30% Q) (EAP20 Carburos Metélicos, Barcelona, Espafia).

Las muestras fueron almacenadas en condicionesfritgeracion (3 + 1 °C) en

cabina expositora (Helkama, Finland) con luz flsoente (620 lux) reproduciendo las

condiciones de comercializacion. La composicionlate gases en el interior de los
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envases fue medida mediante un medidor de gasedt (@asetechnick,
Witten,Germany) en el dia inicial del ensayo.

Se realizaron analisis microbiologicos, fisico-gigims y sensoriales de todas las
muestras en los dias de control establecidos D, #1 y 14. Por cada dia de control y
tipo de envasado, se tomaron cuatro peces. Dep=mlae obtuvieron dos filetes. El
filete derecho fue destinado para el analisis sa&isgQDA) y fisico-quimico
(proteinas, humedad, grasa, cenizas, pH, CRA, TBABY T, TMA y color), mientras
que el filete izquierdo fue destinado para el aislimicrobiolégico (Aerobios
mesofilos, Psicrotrofod?seudomonaspp, Bacterias acido lacticas, coliformgstoli,
bacterias anaerobias Bnterobacteriacegde El procedimiento utilizado asi como los
materiales empleados en cada caso se describe difiel@entes secciones de Material y

Métodos.

ANOVA fue utilizado para determinar el efecto dglotde envasado y tiempo
de almacenamiento sobre la calidad de los fileeesdorada. En orden a detectar
diferencias significativas entre grupos, los vadteeron comparados utilizando “Tukey
test”. Las diferencias fueron consideradas siggtifras a nivel P < 0,05 (Seccién 3.6

Material y Métodos).

[1.3. RESULTADOS Y DISCUSION

[1.3.1. Analisis microbiologico

La evolucion de los recuentos para los distintosraorganismos durante el
periodo de almacenamiento se muestra d¢ngara 17. Los microorganismos aerobios
mesofilos y psicrétrofos mostraron una evoluciémilgir durante los 14 dias de
almacenamiento. Los valores iniciales de ambosaoiganismos fueron mas elevados
que los citados por algunos autores (Cakli y @9Q7; Hernandez y col., 2009; Kostaki
y col., 2009) pero similares a los mencionadosGiuyuliara y col. (2004) y Provincial
y col. (2010), quienes mostraron recuentos inisiale aerobios mesdéfilos de 4 log ufc

-1

g-.
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Los resultados mostraron un efecto estadisticanségéicativo (P < 0,001) del
tiempo de almacenamiento en todos los envasadosliasbs. Los recuentos de
aerobios mesodfilos en muestras C en el dia 4 dacaimamiento excedieron de 7 log
ufc g, limite establecido en ICMSF (2002), mientras semuestras a vacio (V) y en
atmosfera modificada (AM) no alcanzaron este linhigsta el dia 11. Por lo tanto,
ambos tipos de envasado utilizados, fueron capaeesretrasar el crecimiento
microbiano de los filetes de dorada. Masniyom y (2005) también encontraron bajos
valores de aerobios mesofilos en filetes de dorattaacenados en atmosfera

modificada. Sin embargo, Kenar y col. (2010) ol#um una vida util de 5 dias para

filetes de sardina envasadas a vacio.

aerobios mesdfilos Enterobacteriaceae
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Figura 17. Evolucion en los recuentos microbioldgicos de aemesdfilos,

Enterobacteriacead®>seudomonaspp, Anaerobios, Coliformes y Psicrétrofos de

dorada durante el almacenamiento a 3 °C envasaaerebiosis (C), vacio (V) y

atmosfera modificada (AM).
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Aunque las muestras alcanzaron los limites miotébicos maximos
permitidos segun ICMSF (2002) en los dias 4 (CL{\My AM), se decidi6 mantener
el pescado hasta el Ultimo dia de almacenamiemida@e la apariencia aceptable de los
filetes, con el objetivo de profundizar en el efedel tipo de envasado en los

parametros fisico-quimicos y sensoriales.

Diferencias estadisticamente significativas fuerdetectadas en los tres
envasados en los dias 4¢M®,001) y 7 (P < 0,05). Sin embargo, las diferan@ntre V
y AM no resultaron significativas en los dias 114y aunque los recuentos fueron mas
bajos en las muestras V. Sivertsvik y col. (20@2)ién encontraron que el envasado a

vacio inhibe el crecimiento de aerobios mesoéfilofiletes de salmon.

El retraso en el crecimiento de diferentes micranigmos en el envasado AM
se asocia a niveles de gOTorrieri y col. (2006) observaron un retraso dn e
crecimiento de aerobios mesofilos en muestras deduenvasadas en atmosfera
modificada con una alta concentracion de,&D-70 %). Sivertsvik y col. (2002)
sugirieron que el efecto bacteriostatico del,@6&ta directamente relacionado con la
rotura de las membranas celulares y los cambim®{igiimicos en las propiedades de
las proteinas. Giménez y col. (2004) también jgstibn los bajos valores en los
recuentos microbioldgicos de filetes de dorada ssmas en atmdésfera modificada
debido al efecto inhibitorio del GQun efecto que esta directamente relacionadoaon |
proporcion del gas.

Los recuentos iniciales obtenidos pdfaterobacteriaceaeen los filetes de
dorada fueron 2,27, 2,31 y 1,93 log uf¢* gara las muestras C, V y AM
respectivamente. Estos resultados coinciden coradtalrou y col. (2003) quienes
encontraron valores de 2 log uf¢ gara muestras de lubina entera y fileteada. Estos
valores fueron incrementandose gradualmente cdierapo de almacenamiento (P <
0,001). Sin embargo, el crecimientoketerobacteriaceague inhibido en las muestras

AM y V comparado con las muestras C.

En todo momento, las muestras AM mostraron los mesnoecuentos, pero

después de 7 dias las diferencias entre V y AM esultaron estadisticamente
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significativas. Los valores iniciales fueron sim@a a los encontrados en los filetes de
lubina envasados en AM pKostaki y col. (2009).

La Organizacion de las Naciones Unidas para la éiitacion y la Agricultura
(FAO) indicé que los recuentos de bacterias psigfa$, comoPseudomonasson
usualmente menores en pescado almacenado en a@sodie CQ que en pescado
almacenado en aerobiosis. El presente estudioroamésta afirmacion, asi las muestras
almacenadas bajo condiciones de vacio y atmosfedifinada mostraron recuentos de
psicrotrofos yPseudomonaspp en el dia 14, similares a los obtenidos emiasstras
control en el dia 7 de almacenamiento. Esto sigmifjlue ambos tipos de envasado
inhiben el crecimiento microbiano, ya sea a trad€da ausencia de oxigeno o a la
disminucién parcial de Oy/o la presencia de GO Resultados similares fueron
obtenidos por Chouliara y col. (2004) quienes etraoon altos recuentos de

Pseudomonaspp en filetes de dorada envasadas en aerobiosis.

Los recuentos iniciales de bacterias anaerébicasogndiferentes tipos de
envasado mostraron un valor medio de 2-3 log Ufaecuentos que posteriormente se
incrementaron hasta alcanzar valores de 6-7 logtén muestras C (dia 7) y 8 log ufc
g*en muestras V y AM (dia 14). La escasez de estugliesevallien el crecimiento de
microorganismos anaerobios en pescado refrigeradmposibilitado la comparacion
de los resultados obtenidos. SoOlo en determinadtgdies se ha evaluado el
crecimiento de microorganismos aerobios facultatiammoShewanella putrefaciens

en filetes de corvinaHernandez y col., 2009).

Contrariamente a lo esperado, se detectaron mgan@®mos anaerobios en
muestras control. Este crecimiento puede corresgeadton ciertas bacterias causantes
del deterioro en el pescado como puedershexrvanella putrefaciensPhotobacterium
phosphoreuniHuss, 1999).

Los recuentos iniciales de bacterias coliformesdindajos y se incrementaron
significativamente en el dia 7 de almacenamierstoEresultados coinciden con los de
Kenar y col. (2010) donde los valores de coliforriiales se incrementaron en filetes
de sardina refrigeradas envasadas a vacio. En leslasuestras (C, Vy AM) y dias de

almacenamiento, los valores 8scherichia coliresultaron < 1 log ufc Y(datos no

103



Resultados y discusion - Capitulo |1

mostrados), cumpliendo por tanto con los criteréstablecidos por la Comisién
Reguladora (EQ)° 1441/2007 en el pescado, que establece un miémolog ufc g

y un maximo de 10 log ufc’y

Las bacterias acido lacticas (BAL) mostraron urowahicial por debajo del
limite de sensibilidad del método (<1 log ufg)gen los tres tipos de envasado
estudiados. Este valor se mantuvo constante entrasie§ durante el periodo de
almacenamiento pero tuvo un incremento significagén las muestras V y AM en los
dias 11 y 14. Kostaki y col. (2009) también obtumerecuentos iniciales de bacterias
lacticas en filetes de lubina, aunque otros auttifgkkidou y col., 2009) encontraron

altos recuentos de bacterias lacticas en espezipsstado refrigeradas.

El uso del envasado en atmésfera modificada nopseimhibe el crecimiento
de bacterias acido lacticas, depende de la comf¢psizacta de la atmdsfera utilizada.
Sin embargo, la composicion del envasado en atmaosgfedificada (60% C£/30%
N2/ 10% Q), retrasa el crecimiento de bacterias lacticasarter el tiempo de

almacenamiento, manteniendo bajos niveles (2 logjt)f (Kostaki y col., 2009).

La refrigeracion es una de las estrategias mas ritamies para retrasar el
crecimiento bacteriano en el pescado fresco, yl #ngasado a vacio y AM es
combinado con temperaturas bajas, la vida util gtelducto puede ser extendida
(Randell y col., 1999). Basado en nuestros resadtadmbos envasados V y AM
influyeron en los recuentos microbiologicos, redrago el crecimiento bacteriano, e

incrementando la estabilidad microbioldgica y ldavitil del pescado fresco.

[1.3.2. Analisis fisico-quimico

La composicion proximal de la carne de dorada etieelnicial 0, se muestra en
la Tabla 12 El contenido en grasa de la dorada de acuiculesaltdé mas baja con
respecto a los contenidos en grasa obtenidos pus atitores, sin embargo el resultado
coincide con el de Huidobro y col. (2001) (3 %)enSo y col. (2007) (2,5-3,4 %). Los
resultados de proteinas, humedad y cenizas obtesaasimilares a los obtenidos por

Goulas y Kontominas (2007).
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Tabla 12 Composicion proximal (%) del musculo de dorada.

Composicién proximal Valor medio (%)
Proteinas 21.20+£0.41
Grasa 3.06 £ 0.06
Humedad 76.30 £ 0.06
Cenizas 1.26 £0.01

El valor inicial de pH en filetes de dorada freseoel dia 0 estuvo comprendido
entre 6,23-6,26Tabla 13), similar al obtenido por Goulas y Kontominas (2Pl pH
se incrementdé (K 0,001) con el tiempo de almacenamiento en los tigos de
envasado, especialmente en las muestras C. Emraestidio, el pH aumento en el dia
7 de almacenamiento. Masniyom y col. (2005) eneootr que el pH en lubina
almacenada bajo condiciones de aerobiosis se iettérhasta 7,1 después de 9 dias de
almacenamiento, un incremento que los autoresugiion a la produccion de
compuestos basicos resultado del deterioro bactedal pescado, posiblemente debido
a la formacién de compuestos nitrogenados de esrBésico como consecuencia del

deterioro.

En el dia 7 de almacenamiento se observaron ddeerestadisticamente
significativas (P< 0,001) entre los tres tipos de envasados. El mealor de pH fue
observado en muestras V seguido por muestras AM Yambién se encontraron
diferencias significativas (P < 0,01) entre las sttas V y AM en el dia 14. Como se
puede observar, la ausencia de oxigeno retrasdoldepacion de microorganismos
productores de compuestos basicos, como son elianyontras aminas bidégenas,

retrasando asi el deterioro.

Respecto a la capacidad de retencion de agua (CR)a 13), se mostraron
diferencias estadisticamente significativas paragttas C (K 0,001) y para muestras
Vy AM (P < 0,05) debido al tiempo de almacenanuesn los tres tipos de envasado,
aunque los cambios producidos en las muestras Wlyesultaron leves. Hernandez y
col. (2009) no obtuvieron diferencias significaivan CRA en muestras de corvina
durante el almacenamiento en refrigeracion. Eshieta diferencia en las muestras C

(P <0,001) en comparacion con V y AM en el diaabinacenamiento.
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Provincial y col. (2010) observaron que muestrasubdaa envueltas en film,
presentaron una mayor pérdida por goteo que meesin@asadas en atmosfera
modificada. Estos resultados indicaron una bajaadpd de retencion de agua en las
muestras envueltas, en comparacion con las muesinaasadas en atmoésfera
modificada. Alvarez y col. (2012) también encordgraun efecto del almacenamiento
en los valores de capacidad de retencion de aguddetes de dorada envasados en
aerobiosis. Este hecho probablemente esté relatmooan el estado de deterioro del
pescado el cual dio lugar a un incremento en ldigg&rde agua de los filetes. Estos
autores afirmaron que la habilidad de los filetesretener agua es considerada un
parametro basico de calidad, por tanto un valas dej porcentaje en CRA, indica una

pérdida de calidad en el filetes.
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Tabla 13. Valores medios y desviacion estandar (x SD) mhrpH, capacidad de retencion de agua (CRA),
sustancias reactivas con el acido TiobarbitaricBARs), Nitrogeno Basico Volatil Total (NBVT) y N-
Trimetilamina (N-TMA) en filetes de dorada fresceavasadas en aerobiosis (C), vacio (V) y atmosfera

modificada (AM) y almacenadas a 3 °C.

Dias de almacenamiento

Parametro Envasado 0 4 7 11 14 Significancia
C 6,23+0,03 6,571,194 6,83%0,18" ne ne ok
pH \Y; 6,26+0,08 6,47+0,18"  6,49+0,248"  6,45+0,17" 6,32+0,15" *
AM 6,26+0,0% 6,69+0,18  6,60+0,11* 6,63+0,19 6,68+0,19 ok
Significancia NS NS b NS *
C 80,21+2,98 78,4545,1% 23,50+9,08" ne ne
CRA \Y 76,32+4,04 7,38x2,42" 80,99+7,28" 82,37+3,71 77,72+1,8%" *
AM 75,834,79" 77,79+2,64"  72,91+558" 81,58+1,20 78,5345,12" *
Significancia NS NS rhx NS NS
C 0,02+0,08" 0,240,1P" 0,42+0,28" ne ne i
TBARs \Y 0,10+0,058" 0,09+0,168"  0,23+0,38" 0,52+0,2% 0,31+0,09" ok
(mg MDA kg~ AM 0,03+0,09" 1,04+0,48% 3,38+1,28" 5,67+0,73" 6,17+3,49 ok
SlgnlflcanCIa * *%k% *k%k *k%k *kk
c 15,80+1,62" 19,38+1,3% 49,87+6,6% ne ne
NBVT \Y 19,38+2,26" 18,66+1,84  20,73+1,41 31,86+3,18 37,09+2,71 ok
(mg N 100 ¢ AM 17,791,758 18,37+1,27  21,20+1,38" 22,66+1,2% 27,91+2,17
Significancia * NS rkx rkx rkx
C 2,19+0,9% 4,0742,358"" 6,11+3,3% ne ne i
N-TMA \Y 2,67+0,49 2,18+0,58% 2,27+0,4%  4,38+1,4%4 6,62+1,31 ok
(mg N 100 ¢ AM 2,73+0,8% 5,70+1,14% 3,22+0,9%  5,72+0,26" 7,46+1,90 ok
Significancia NS whx * * NS

a,b: Diferentes letras dentro de la misma columnae(diite envasadoy;w,x,y: Diferentes letras dentro de la misma fila (difetee

periodo de almacenamiento).

NS. no significanciane. no evaluaddP < 0,005* P < 0,01; *** P < 0,001.
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Los valores de oxidacién de lipidos (TBARs) en lilstes de dorada
almacenados en diferentes condiciones de envasadwsstran en |&abla 13 Los
valores obtenidos en el dia 0 (C, V, AM) coincid®n los mencionados por otros
autores (Masniyom y col., 2002; Masniyom y col.020Goulas y Kontominas, 2007;
Hernandez y col., 2009; Provincial y col., 2010yvakz y col., 2012) en diferentes
especies de pescado y condiciones de almacenami@nt@l contrario, Taliadourou y
col. (2003) obtuvieron altos valores de malondiaide (MDA) en el dia 1 en el estudio

en filetes de lubina almacenada en hielo.

Los valores de TBARs se incrementaron en todasmiasstras, conforme
aumento el tiempo de almacenamiento (P < 0,00Xe EBsremento en la oxidacion
lipidica, ha sido observado por un largo numercad®res (Masniyom y col., 2002;
Taliadourou y col., 2003; Chouliara y col., 2004asviiyom y col., 2005; Hernandez y
col., 2009). Sin embargo, en filetes de dorada\C s valores de TBARs fueron mas
bajos que los obtenidos en las muestras AM. Lassbzlores de TBARs encontrados
en la bibliografia (Giménez y col.,, 2004) en muestenvasadas en atmosfera
modificada, estan atribuidos a la ausencia glerOa atmadsfera utilizada en el pescado
y la adicion de antioxidantes.

Koral y Kdse (2012) afirmaron en un estudio llevad@abo con bonito del
Atlantico (Sarda sarda entero y fileteado, que el proceso del fileteguhrece
incrementar la oxidacion lipidica. Giménez y c@0@4) concluyeron que la exposicion
a la luz del pescado durante su almacenamientoitenag expositoras, influye de
manera decisiva en la vida util de los filetes dewada envasado en atmosfera

modificada.

Se observaron diferencias significativas (P < 0,01 los valores de TBARs
entre las muestras AM y las muestras V y C siends Ibajos los valores de TBARS en
estas ultimas. De acuerdo con Castro y col. (266&)s valores de TBARs observados
en C podrian explicarse por el alto recuento deraaiganismos obtenidos,
especialmente cuando las muestras fueron almacedadante mas de ocho dias, los
cuales podrian haber consumido una elevada cantielazkigenos en las muestras C
(decreciendo la habilidad de oxidacion lipidicapslbajos valores observados en V

podrian ser debidos a la ausencia de oxigeno,ipaingrecursor de las reacciones de
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oxidacion lipidica. Resultados similares fueronorggdos en bibliografia (Masniyom y
col., 2002; Masniyom y col., 2005) en filetes dbiha (ater calcarife) en atmdsfera

modificada. En ambos estudios los valores de TBAdgsiltaron mas altos que los
recogidos en el presente estudio en muestras efasasm aerobiosis. Los autores
sefialan que este hecho se debe probablemente eh apido carbdnico formado puede
inducir la desnaturalizaciébn de las proteinas mases, lo cual conducen a la

liberacion de hierro hemo libre, un potencial pridante en el sistema muscular.

Los cambios observados en los valores de Nitroggasico Volatil Total
(NBVT) en las diferentes muestras envasadas semegsen |laabla 13. Al principio
(dia 0), los valores de NBVT fueron similares p@adas las muestras estudiadas. Estos
resultados fueron similares a los obtenidos pasadutores en dorada fresca en el dia O
(Tejada y Huidobro, 2002; Goulas y Kontominas, 30&in embargo, otros estudios
mostraron bajos valores en el dia inicial (Kostakol., 2009). Niveles comprendidos
entre 30-35 mg N/ 100 g pescado son generalmenisidevados como limite de
aceptabilidad en filetes de pescado (Conell, 199%. observaron diferencias
significativas (P < 0,001) de NVBT entre los trgms$ de envasado durante el tiempo
de almacenamiento. Los valores de NBVT se increanenten todas las muestras, los
cuales estan en concordancia con los resultadasimotgicos obtenidos. En el caso
del envasado en AM, las muestras mostraron el meador debido a las propiedades
antibacterianas del GQGoulas y Kontominas, 2007). En contra, las mussta
mostraron los mayores valores de NBVT (49,87 mgON/d@) en el dia 7 de estudio,
excediendo el limite establecido, lo cual podripliear el estado de deterioro de las
muestras C. Masniyom y col. (2005) encontraron eéjumntenido en NBVT en filetes
de lubina estuvo estrechamente relacionado conanernento del pH, especialmente en
las muestras almacenadas en aerobiosis. La misman&a fue observada en este

estudio.

Se detectaron diferencias significativas (P < 0,@fitre las muestras C y los
otros dos tipos de envasado en la formacién de N&Vé&l dia 7. Estos resultados estan
de acuerdo con los obtenidos por Masniyom y c@l022 y Masniyom y col. (2005),
quienes observaron altos valores de NBVT en mugestrmacenadas en aerobiosis y

bajos para las muestras envasadas en condicioney ad/.

109



Resultados y discusion - Capitulo Il

Algunos autores sefalaron diferentes causas parads valores de NBVT
obtenidos en muestras envasadas en atmésfera caddifcomparados con muestras
control. La primera causa posible podria ser elupgg nimero de bacterias y su
habilidad para actuar en la desaminacion oxidati@acompuestos nitrogenados no
proteicos (Banks y col., 1980). Otra posible exiéon propuesta por los autores
Soccol y col. (2005) es que las condiciones ana@asken ambos envasados (V y AM)

podrian inhibir la desaminacién oxidativa debida haja cantidad de oxigeno.

El envasado AM produjo los mejores resultadosrall filel almacenamiento (dia
14). Esta claro que el envasado en atmosfera roaddi reduce la produccion de
compuestos volatiles que conducen al deterioroaddorada. Goulas y Kontominas
(2007) afirmaron que el envasado en atmésfera madd tuvo un efecto conservante
gue redujo significativamente los valores de NBVilla&s filetes de dorada. Este efecto
puede ser atribuido principalmente al £/@ebido a sus propiedades bactericidas.

Los valores iniciales de N-Trimetilamina (N-TMA) e estudio Tabla 193
estuvieron en un rango comprendido entre 2,19 mdQd9/g and 2,73 mg N/100 g,
valores que estan por encima de los mencionadostps autores (Taliadourou y col.,
2003; Chouliara y col., 2004; Goulas y Kontomir3)7; Mendes y Goncalves, 2008;)

pero similares a otros estudios (Masniyom y cdlQ2 Masniyom y col., 2005).

El tiempo de almacenamiento tuvo un efecto sigaiiflo en los valores de
TMA en muestras C (P < 0,01) y muestras V y AM (P,801). Los valores obtenidos
en las muestras C al final del tiempo de almacesatmi(dia 7) fue el mismo que el
obtenido en las muestras V y AM en el dia 14 (edltgho dia de almacenamiento).
Los envasados V y AM, retrasaron claramente elrideteen los filetes de dorada
almacenadas en refrigeracion en vitrina expositoemteniendo su calidad durante mas
tiempo y proporcionando diferencias estadisticamsignificativagP < 0,01) respecto
a las muestras C. De acuerdo con estos resultattpsjos autores (Pantazi y col.,
2008) encontraron altos valores de TMA en muestlasfiletes de pez espada
almacenados en aerobiosis, seguido de muestrasaglagaen atmosfera modificada
(utilizando la misma mezcla de gases que en ekptedrabajo), mientras que bajos

valores corresponden a las muestras almacenadasoa v
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Segun la bibliografia revisada, algunos autoredicam que la reduccion de O-
TMA a TMA es una reduccion tipica de ciertas baater(Aeromonas spp.,
psychtolerant enterobacterfa, putrefaciensnd Vibrio spp.) que estan presentes en el
pescado deteriorado (Hernandez y col., 2009). &ites niveles de TMA fueron
clasificados. El valor de 5 mg N/100 g fue adoptadmo limite de aceptabilidad para
filetes de lubina en hielo (Masniyom y col., 20@&@gntras que otros estudios utilizaron
valores de 8 mg N/100 g como el principio de deterde la lubina refrigerada (Cakli y
col., 2007). En el presente ensayo se alcanzamores de 5 mg N/ 100 g en filetes
almacenados en AM en el dia 11 (5,72 mg N/1004y) gnuestras envasadas a vacio en
el dia 14 (6,61 mg N/100 g). Estos valores se imtacton con el analisis sensorial,
debido a que los panelistas reconocieron en lasstnage del ultimo dia, olores

caracteristicos a “pescado deteriorado”.

Respecto a la medida del color en los filetes dadidbenvasados (C, AM, V),
no se observaron diferencias significativas (P0O5Pdurante todo el almacenamiento,
en lo que respecta a los valores de Efg(ra 18) entre los tres tipos de envasado en
ninguno de los dias de almacenamiento. Santaelld1j2no observo diferencias
significativas en L* en filetes de dorada envasadawacio y almacenadas en
refrigeracion durante 22 dias, siendo la media a@eres registrados similares a los
obtenidos en el presente estudio. Masniyom y @810%) observaron un incremento
significativo (P < 0,05) en L* durante el almacemamo de filetes de lubina envasadas
en atmosfera modificada bajo diferentes mezclagades y después del pre-tratamiento
con fosfatos. De acuerdo con Masniyom y col. (2008) mayor valor de L* fue
observado en muestras almacenadas en condicioridel.dén contraste, Hernandez y
col. (2009) observaron un incremento en L* endsetle corvinaArgyrosomus regiys
en aerobiosis almacenadas en hielo durante 18 diasque las diferencias no
resultaron estadisticamente significativas entagamnientos, el menor valor de L*
correspondio a las muestras C. Provincial y cd)1(2 mostraron resultados similares
en filetes de lubina envueltas en film. El Uniceatd observado para el envasado en lo
que respecta a L* fue en muestras V y AM en el dia mostrando las muestras
envasadas en AM los valores mas altos.
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En lo que respecta a la coordenada a*, todos Mssados mostraron diferencias
significativas a medida que aumento el tiempo deaeénamiento. Las muestras V y
AM mostraron una disminucion en los valores de edde el dia 11 de almacenamiento
en adelante. En el caso de las muestras C, estendesocurrio en el dia 4 de estudio.
Masniyom y col. (2005) encontraron el mayor rate dkscenso en “a” en muestras
almacenadas bajo AM (80% GQL0% CQ, 10% N) mientras en el presente estudio

ocurrié en las muestras C.

Un efecto estadisticamente significativo se obseemd todos los dias de
almacenamiento (C, V y AM) en la coordenada b*v&lbr medio estuvo comprendido
entre los valores obtenidos por Masniyom y col.OB)Opara muestras de lubina en
atmosfera modificada y filetes de dorada envasadace. Sin embargo, los valores
resultaron mas bajos que los reportados por Heezagdcol. (2009) en filetes de
corvina durante el almacenamiento en hielo. Estademada tiende hacia tonos de
color azul-grisaceo, sobre todo en las muestras & %in embargo, en muestras
almacenadas en AM, los valores resultaron positivbdicando que los valores
estuvieron cercanos al amarillo. Resultados quacm®n con los encontrados por
Masniyom y col. (2005), quienes recogen altos eslate b* en el envasado en AM
debido a la formacion de color amarillento en lpesticie. Khayat y Schawall (1983)
atribuyeron tal tendencia a la oxidacién de losnggtos debido al alto contenido en

oxigeno.
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Figura 18. Evolucion de los valores de L*, a* y b* en filstde dorada fresco envasados

en diferentes condiciones: aerobiosis, vacio y atenéd modificada (AM) (40% C£

30% N, 30% Q).

[1.3.3. Andlisis sensorial

La variacion de cada uno de los atributos senssrifile estudiado durante el

periodo de almacenamiento y comparado con las poioies registradas en el dia

inicial (0). En términos generales, los atributosifivos decrecieron conforme aumento

el tiempo de almacenamiento y los atributos negafise incrementarofigura 19).
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Figura 19. Resultados expresados como porcentajes con respEgo
puntuaciones recibidas en los dias 4 y 7 para lestras controld), 7 y 14 para
los envasados a vaciio)(y en atmosfera modificada)(
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La pérdida de elasticidad (E) y el incremento dadhesividad (AD) resultaron
muy pronunciados en las muestras C respecto a lestras V y AM al final del
almacenamiento. El porcentaje de variacion paedriguto E resulto de -70 %, -49 % y
-52 % para las muestras C, V y AM respectivamefst.mismo los porcentajes de
variacion para el atributo AD resultaron de 76 %, ®&3 % (V) y 57 % (AM). Estas
figuras ilustran el efecto significativo del envdsaen el deterioro de la textura del

pescado en todas las muestras estudiadas.

Los filetes de dorada envasados en V y AM experiaten una mayor pérdida
de BC (brillo del masculo) durante el almacenantiente las muestras C. En cuanto al
atributo A (apariencia del musculo) y CC (colorldearne), las muestras C mostraron
una mayor deshidratacion (y separacion de los mio$) y una pérdida de color
respecto a las muestras V y AM, en los cuales éadigias fueron menores después de
14 dias (-48 % y -35 % (V); -31 % y -59 % (AM)) qaea muestras C en el dia 7,
confirmando el efecto positivo del envasado endidad sensorial de los filetes de
pescado. Giménez y col. (2004) también observar@ ascasa pérdida de color en

filetes de dorada almacenadas en AM.

Respecto al olor, el aumento pronunciado en OR fmltrido) en los filetes C
resulté destacable (100 % incremento respectoaal)Yjimientras que en las muestras
envasadas en V y AM el incremento resulté del 589% %, respectivamente, en el dia
14 de estudio. Santaella (2011) mencioné un mareamoento en OP en filetes de
dorada envasadas a vacio después de 15 dias dmmaémaento, las cuales se asocio
con un significativo incremento en la concentradénTMA, el cual es responsable del
desagradable olor a pescado alterado. El OA (aiolof se incrementd con el tiempo
de almacenamiento, también: en C y AM este incnéongodria ser detectado entre los
dias 0 y 7. Mientras que en muestras V el incremesgulté destacado entre los dias 7
y 14.

El panel no detect6 la presencia de OR (olor rarmomuestras V pero si en
muestras AM, esto puede estar relacionado coremdtados de TBARs obtenidos, los
cuales reflejan la oxidacion lipidica. Tsironi yolkis (2010) afirmaron que el tiempo
de rechazo sensorial se correlaciona con los \saftgeTBARS. Es interesante observar

gue OR no fue detectado en las muestras C, prababte debido a que este estaba
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enmascarado por el alto OP. Sin embargo la péid®F (olor a pescado fresco)
resulté evidente en los tres tipos de envasesnal fle sus respectivos tiempos de
almacenamiento, esto coincide con los resultaddenmms por Masniyom y col.
(2002), los cuales mencionaron un desarrollo der‘alpescado” en todas sus muestras
almacenadas. Como mencion6 Ozogul y col. (2007ali@lad sensorial de los filetes
decrecié conforme aumentd el tiempo de almacenamigrarticularmente en las

muestras C.
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CAPITULO Ill: DESARROLLO DE UN PLATO “LISTO PARA CO NSUMIR”
CON BASE DE PESCADO MEDIANTE TECNOLOGIA SOUS VIDE
DIVERSIFICACION DE PRODUCTOS DE ACUICULTURA.

[11.1. OBJETIVOS

Desarrollar un nuevo plato “listo para consumirhdease de dorad&garus
aurata) cocinado mediante tecnologiaus vide almacenado en refrigeracion, con una

calidad sensorial aceptable y larga vida dutil.

l1I.2. MATERIAL Y METODOS

[11.2.1. Ensayos preliminares

[11.2.1.1. Determinacion de la temperatura de cociado

Previamente a la elaboracién del plato prepasads videy con el objetivo de
establecer la temperatura 6ptima de cocinado délééss de dorada para obtener una
textura y sabor optimos del producto, se realiz&nsayo preliminar. Se probaron tres
temperaturas de cocinado: 50, 60 y 70 °C. Parasadie doradas fueron compradas en
un supermercado Yy fileteadas. Los doce filetes nudde fueron envasados
individualmente a vacio en bolsas BB3050 (Cryov@adio transmision del oxigeno
0.83 cm® m? h en 24 h). Para cada temperatura de cocinado |z tres filetes.
Los restantes filetes se envasaron sin realizaaab, con el fin de conectar una sonda
en el filete y asi medir continuamente la tempesagn el centro del mismo. Para el
cocinado se utilizé6 un bafio termostéatico a 70 °& tdmperatura inicial del pescado
fresco resulté ser de 10 °C.

Todos los filetes de dorada fueron introducidoa adz en el bafio termostatico
y conforme se alcanzé en el interior del producse diferentes temperaturas de
cocinado (50, 60 y 70 °C), los filetes se sacareh lwhfio. Para seleccionar la
temperatura Optima de cocinado se utiliz6 un paeetata entrenado en el analisis
sensorial del pescado. Los panelistas probarommlasstras cocinadas evaluando en

cada una de ellas los atributos de firmeza, jugalsydsabor global.
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111.2.1.2. Eleccion de la salsa

Se prepararon 3 salsas diferentes (mostaza, tomgateerde) como
acompafamiento del plato de dorada. La gran magerimgredientes seleccionados
para la elaboracion de las tres salsas, se esgogier poseer algun tipo de capacidad
antimicrobiana y/o antioxidante.

Los ingredientes y las cantidades que componen salda se muestran en la
Tabla 14

Tabla 14. Concentracion de los ingredientes de las tremsalsadas en el disefio
del productasous videexpresas como porcentaje (%).

Ingredientes de las salsas

Mostaza % Tomate % Verde %
agua 72,3¢ tomates enteros pelados 46,86 aceite de oliva 67,05
mostaza Dijon 12,5¢ cebolla 19,27 vinagre 22,35
aceite de girasol 5,19  pimiento verde 19,27 ajo 4,25
azucar 3,86 aceite de oliva 6,96  perejil fresco 3,91
maicena 2,65 vino blanco 6,96 sal 2,23
limon 1,93 sal 0,25 albahaca 0,15
perejil 0,60 ajo 0,24 |mientanegr 0,06
Sal 0,60 azlcar 0,16
ajo 0,25 pimienta negra 0,03
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Previamente al cocinado, los ingredientes de lsasdueron procesados como
se indica a continuacion. Para la “salsa de mdsthmaingredientes fueron mezclados
en batidora (Robot 300 Taurus, Oliana, Espafiantieitaminuto. Los ingredientes para
la “salsa de tomate” fueron cortados, picados yne@os en una cazuela durante 12-15
minutos. Para la elaboracién de la “salsa verde” itmredientes fueron picados y

mezclados en batidora durante 1 minuto.

Una vez elaboradas las distintas salsas, fueramtadhs muestras de cada una
de ella en vasitos transparentes para la posteatar por los panelistas. Los panelistas
evaluaron los atributos de las tres salsas: agrsy apariencia.

Posteriormente, se realizé el andlisis sensoridasisalsas combinadas con los
filetes. Para ello, los filetes de dorada con tes talsas fueron envasados a vacio en
bolsas BB3050 (Cryovac) y cocinados en un bafodstdtico a 70 °C. Después, los
filetes fueron cortados en porciones de 55x25 mawla(porcion de pescado junto a una
cantidad de salsa, fue colocada en bandejas déenadundividuales cubiertas con papel
de aluminio y probadas por los panelistas con ébtiob de elegir la salsa mas
apropiada.

[11.2.2. Cocinado del plato de dorada mediante teavlogiasous vide

Realizada la eleccion de la salsa y determinadacdasliciones Optimas de

cocinado, se procedio a la elaboracion del #ates vide

[11.2.2.1. Muestras de pescado

Las doradas frescas procedian de la empresa CulrS8ahe Los peces fueron
envasados en cajas de poliestireno con hielo yspg@atados a una empresa local
(Rational Foods, S.A. Cartagena, Espafia), dediealdaelaboracion de platos de V
gama. En ella tuvo lugar el procesado del pescatksc@mado, descabezado,
eviscerado, fileteado) y el cocinado de los platass vide

Un total de 30 platos fueron elaborados para elgmte ensayo. Para cada dia de

control (0, 7, 17, 34, 48 y 62) se destinaron cinamuetas donde tres fueron utilizadas
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en el analisis sensorial, una para el analisisdiguimico y la restante para el analisis

microbiolégico.

Los filetes de dorada utilizados para la elaboraadé los platos tuvieron un
peso aproximado de 150 g. Cada filete fue colodadwidualmente en bandejas de
polipropileno de 187 x 138 x 25 mm (temperaturaedestencia comprendida entre -5 y
+115 °C) (PC/25 PP MNC.NG., Hillfast Packaging SRarcelona, Espafia). La salsa
escogida en los ensayos previos fue afadida (1P mak bandejas fueron cubiertas
con papel film transparente (permeabilidad al axégede 114 criiim%24 h)
(Xpoliester/PLPMC 12+75, Wipack, Hamburg, Alemaniajtiizando envasadora
Taurus 420 (ULMA, Onfate, Spain) inyectando una n@ede gases comprendida por un
80 % Ny un 20 % de CQ (Lingle, 1992)La proporcion en el plato de dorada y salsa
era de 60:40. El producto se cocin6é en un horneager de conveccion (Climaplus
Combi CPC G, Rational Aktiengesellschatft, Landgbam Lech, Germany) a la

temperatura establecida en los ensayos previos.

La temperatura interna del producto se control6 @rsonda del horno.
Inicialmente, la temperatura del pescado crudal&u0 °C.

Para el enfriado rapido, los platos fueron colosaelo un abatidor (Friulinux,
Pordenone, Italy) durante 45 minutos, utilizandpregrama SOFT-A hasta alcanzar en
el interior del producto la temperatura de 2 + 1 ®@dido con un termoémetro portatil
T200 (Digitron Instrumetation Ltd., Merd Lune, Herd, UK).

Todas las muestras fueron transportadas en neceragplacas de hielo al
Departamento de Tecnologia de los Alimentos y aémadas en condiciones de
refrigeracion (2 £ 1 °C) en cabina expositora (ldeik, Finland) con tubos de luz

fluorescentes (620 lux), reproduciendo condiciatesomercializacion.

Se realizaron dos réplicas del ensayo y los asdlisron llevados a cabo por

duplicado.
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[11.2.3. Analisis microbiol6gico

Se realizo el analisis microbioldgico a los ingesdes frescos, tanto a los filetes
de dorada como a la salsa utilizada, para conacarha microbiologica inicial, previa

al cocinado el plato.

Se realizaron los siguientes recuentos microbiotisgien la dorada fresca:
aerobios mesofilos (AM), Enterobacteriaceae (EN), Pseudomonasspp (PS),
Staphylococcus aurey$A) y Coliformes (COE.coli (EC). De manera similar en la
calidad microbiologica de la salsa previa a sur@mid: Aerobios mesofilos (AM),
Enterobacteriacea€dEN), Bacterias acido lacticas (BAL) y ColiformeS@)/ E.coli
(EC) (Tabla 3).

El deterioro y la calidad microbioldgica de la diagous videse evalué en cada
dia control mediante los recuentos de los sigusemtecroorganismos: Aerobios
mesofilos (AM),EnterobacteriaceaéEN), Bacterias acido lacticas (BAL), Anaerobios
Psicrotréficos (AP) y Mohos y levaduras (MISalmonellay Listeria monocytogenes
La metodologia empleada se detalla en el apartddde3Material y Métodos.

[11.2.4. Analisis fisico-quimico

El pH de la salsa y del plato de dorataus videfue analizado en cada dia de
control junto al resto de parametros siguiendo &oaplogia indicada en el apartado
3.2.3 de Material y Métodos.

La oxidacion lipidica en la dorada fue evaluadaiardd el método TBARS tal y
como describe Botsoglou y col. (1994) y detalladeekapartado 3.2.5 de Material y
Métodos. En este caso el analisis se realiz6 tom@ngramos de musculo de dorada,

sin salsa procedente del plato.

111.2.5. Anélisis sensorial

El andlisis sensorial se llevd a cabo en cada erladdias control (0, 7, 17, 34,
48 and 62) en el platous videcon el objetivo de evaluar su calidad y deteri®ara el

analisis, se escogieron tres bandejas, una paalaacion de la apariencia global del
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pescado y la salsa, y las otras dos bandejas @a@zaluacion de los atributos de olor,
sabor y textura en el plato de dorada. El contedielccada plato (filete y salsa) se
calentd en microondas (Balay TYP W-2221, Balay SAragoza, Spain) a maxima
potencia durante 2 minutos hasta alcanzar la teaanhparde 70 °C en el interior del
musculo del pescado. Después del calentamientdilétess fueron cortados en piezas
de aproximadamente 55x25 mm. Cada porcion de pesfiad colocado con una
cantidad de salsa, manteniendo el ratio inicialpdto 60:40, en bandejas individuales

de aluminio cubiertas con papel de aluminio paranastener las muestras calientes.

111.2.6. Anélisis estadistico

Los cambios microbiologicos, quimicos y sensoriadesante el tiempo de
almacenamiento de los platos de doradas videcon salsa fueron estadisticamente
analizados mediante ANOVA del factor (“Tukey testtn el programa para Windows

SPSS 15.0. Las diferencias fueron consideradasisagivas a nivel P < 0,05.

[11.3.RESULTADOS Y DISCUSION

[11.3.1. Temperatura de cocinado y eleccién de sals

El tiempo necesario para alcanzar los 50, 60 YC7@Pel centro de los filetes de
dorada fue de 2,29, 5,42 y 12,59 minutos, respatinte. Lalabla 15 muestra las
puntuaciones en la textura (firmeza y jugosidadalyor otorgados por los panelistas en
cada una de las temperaturas de coccidén evalueddsemperatura de cocinado de 60
°C fue escogida como la mas adecuada para condaguiejor calidad sensorial del
plato sous videde dorada. Cuando las temperaturas del cocinadda esmprendidas
entre los 55-60 °C, el resultado es de un pescadergimente mucho mas firme y
jugoso (Roca y Brugués, 2004). De acuerdo con GenEandos y col. (2004), la
aplicacion de altas temperaturas en los tratansewi® pescado, da lugar a un

decrecimiento inaceptable en la calidad sensorial.
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Tabla 15. Valores medios y desviaciones estandar (+ SDd®atributos evaluados
para la eleccion de la temperatura de cocinadosglkm, en la elaboracién del plato
de doradaous vide

Temperaturas

Atributos 50 °C 60 °C 70 °C
Firmeza 3,19+0,29 5,10%+0,23 6,04+0,20
Pescado cocinado Jugosidad 8,91+0,34 8,01+0,27 6,99+0,31
Sabor propio 7,24+042 9,84+0,18 8,03+0,24

Salsas

Mostaza Tomate Verde
Olor 9,32+0,59 9,79+0,23 9,80+0,22
Salsas Sabor 9,80+0,22 9,76+0,25 9,71+0,27
Apariencia 9,76 +£0,25 9,74+0,27 9,61+0,35

El pH y la temperatura de las salsas despuésealabaracion fue de 3,93y 19,7
°C para la salsa de mostaza, 4,13 y 66,1 °C pata tamate y 3,66 y 19,6 °C para la
salsa verde. Las puntuaciones respecto al oloor sata apariencia fueron muy altas
para todas las salsas probadas. Aunque las tsess galcibieron buenas puntuaciones,
los panelistas escogieron la salsa verde por cemrsidue ademas combinaba mejor con
el pescado. Por otro lado, el bajo pH de la sa&saltd de gran interés desde el punto de

vista tecnoldgico.

Uno de los parametros mas importantes de la salske vesulto el bajo pH, el

cual resulta interesante desde el punto de visteolégico.
Finalmente, el tiempo necesario para cocinar efiymrtm sous videa 60 °C en

horno de conveccion resulté de 46,60 minutosFigaira 20 ilustra la evolucion de la

temperatura interna del plato de doradas videdurante el cocinado.
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Figura 20. Evolucién de la temperatura interna del produetaloradasous vide
durante el cocinado.

[11.3.2. Calidad microbiolégica de dorada fresca, alsa y doradasous vide

Los valores de aerobios mesoéfilos (AM) obtenidosierada fresca fueron < 2
log ufc g*, y similares a los obtenidos por Alvarez y coD¥2). Esto demuestra buenas

condiciones higiénicas y de manipulacion correcta.

En el caso de la calidad microbioldgica de la sakaso de hierbas y vegetales
frescos para la elaboracion de la misma, influydosnrecuentos microbiolégicos ya
que se obtuvieron valores en AM de 3,24 log ufc Witkowska y col. (2011)
obtuvieron valores inaceptables de AM (> 6 log @f®) debido a la calidad
microbioldgica del perejil y Schweiggert y col. (20 recopilaron diferentes recuentos
microbianos para albahaca (2%1@x1®, ajo (5x10) y pimienta negra (5xfaLx10)
ufc g*. Witkowska y col. (2011) afirmaron que la calidaitrobiolégica de hierbas y
especias reflejan la situacion higiénica de losdpetos de la regidbn donde son
producidos, debido a que son cultivados, cosechagwecesados en climas calidos y

hamedos, estas hierbas y especias podrian conteaeievada carga microbiana.
En cuanto a los microorganismos estudiados en raddocruda (EN, PS, SA,

CO y EC) y en la salsa verde (EN, BAL, CO y ECYa® ellos mostraron valores < 1
log ufc g* (por debajo del nivel de deteccién) (datos no nadsis).
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La Figura 21 muestra los recuentos de AM en los diferentes tente dorada
sous vide.Los valores no mostraron diferencias estadistictansignificativas (P >
0,05) durante los 62 dias de almacenamiento. GemEandos y col. (2004) obtuvieron
valores similares en los recuentos de aerobios fitessén trucha arco iris cocinado
sous videdespués de 14 dias de almacenamiento a 2 °C ctmatamiento de calor
similar. También, Giavasis y col. (2012) encontnavalores de aerobios mesofilos por
debajo del nivel de deteccion para trucha cocisada videcon aceite de girasol, acido

citrico y aceite de orégano después de 150 dias.

Aerobios mesdfilos

=26

o} 10 20 30 an 50 &0
Dias de almacenamiento

Figura 21. Evolucién de los recuentos en aerobios mesdfitwsufc g') en doradaous

videdurante 62 dias almacenado a2 + 1 °C.

Aunque el tratamiento de calor no elimin6é la carg@robiana de AM, la
temperatura y las condiciones de envasado utilzaelo el procescsous vide
mantuvieron los recuentos microbianos estable®sHstuentos estuvieron por debajo
de los limites estipulados por el RD Espafiol 348302 el cual establece un maximo en
los valores de aerobios meséfilos de iifc g* en platos listos para consumir que
implican tratamientos de calor. Actualmente estaete se encuentra derogado, aunque

sigue siendo utilizado como guia microbiologicaapeste tipo de productos elaborados.

En cuanto a los restantes microorganismos evalug@elds BAL, AP y ML),
estos estuvieron por debajo del limite de detecdiénl log ufc ¢'). También,
Salmonellay Listeria monocytogenese mantuvieron ausentes durante los 62 dias de

estudio. De acuerdo con Turkkan y col. (2008)Salmonellani mohos y levaduras
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fueron detectados en lubina cocinaais videdurante el tiempo de almacenamiento,
aungue Gonzélez-Fandos y col. (2004) detectararenegs deEnterobacteriaceaen
lotes procesados a 70 °C después de 45 dias deealmmaiento a 10 °C. Los platos de
dorada “listos para comer” permanecieron en todanemto almacenados a baja
temperatura (2 £ 1 °C), la cual previene la pradié@®n bacteriana. Silva and Gibbs
(2010) afirmaron que los microorganismos respoesablel deterioro, las bacterias
psicrotrofas, bacterias lacticas y mohos y levagjupaeden crecer en alimentos poco
acidos y almacenados en refrigeracion, generalmdaebeédo a un proceso de re-
contaminacion. Sin embargo, la doraaus videel bajo pH resulté beneficiosa desde
el punto de vista microbioldgico.

Como mencionaron los autores Kyriakides y Batchfof2002), los
microorganismos anaerobios psicrétrofos tiendeeraatamente sensibles al calor y
son facilmente destruidos por tratamientos de cglopasteurizacion. La forma
vegetativa de la bacteria patdgdristeria monocytogengmmbién es capaz de crecer
en alimentos con pH > 4,6 y a temperaturas infesiate 6 °C, aunque es facilmente
eliminada en unos segundos a temperaturas de 80if€uso menos (Silva y Gibbs,
2010). Otros patégenos no formadores de esporas esalmonellatambién puede
resultar un problema en alimentos refrigerados.e8ibargo, la pasteurizacion durante

unos segundos a 65 °C, podria resultar suficiearee gliminar este microorganismo.

Muchos de los ingredientes usados en la produa#odla salsa verde han sido
descritos en la literatura por sus propiedadedacterianas. Es el caso del ajdligm
sativun), el cual es habitualmente usado no solo comacespda hora de condimentar,
sino también como ingrediente funcional. Este camepte es natural y un excelente
sustituto de productos antimicrobianos sintéti¢dm(y col., 2010). Si bien las hojas de
perejil fresco, seco y deshidratado, son utilizacwao condimento para adornar y dar
sabor, ademas de inhibir el crecimiento Ldsteria monocytogeneg otras especies
(Petropoulos y col., 2004). En cuanto a la pimiemégra, ésta es muy usada en
preparaciones culinarias tradicionales y entre ciusponentes esta la piperina, bien
conocida por sus propiedades antibacterianas (Reddl, 2004). Tassou y col. (1996)
afirmaron que el uso del aceite de oliva (el ceduce el oxigeno en la superficie del
pescado) y el zumo de limén (disminuye el pH) enada envasada en atmdésfera

modificada, tuvo un efecto bacteriostatico y/o &fsedactericidas en la inoculacion de
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Staphylococcuaureusy Salmonellaenteritidis, asi como en la microflora autéctoma, e
la cual se incluyenPseudomonasspp., bacterias acido lacticas Brochothrix

thermosphacta

La tecnologiasous videen combinacibn con una baja temperatura de
almacenamiento (2 £ 1° C), retraso el deterioraohiologico en platos de doradaus
vide También, los ingredientes utilizados en la saleagogidas por sus propiedades
antimicrobianas, ayudaron en la conservacion dgbgbus videDe acuerdo con Diaz
y col. (2011), el cocinadsous videes efectivo en la estabilizacién microbiol6gica de

pescado cocinado.

1.3.3. pH

Los valores de pH obtenidos para la salsa antesodeladosous videesultaron
de 3,66. Este bajo pH en la salsa se correspondeipaimente con la adicion del
vinagre. Fagan y Gormley (2005) obtuvieron valodes pH similares en la salsa
elaborada denominada “Cajun” (3,96). Los autorgmafon que lanaturaleza acida de
la salsa resultdé beneficiosa ya que actia comdatéaculo microbiano en el envasado
del pescado junto a la salsa. Después del cocisaa® vide el pH de la salsa estuvo
comprendida entre valores de 3,99 (dia 0) y 4,81 &) y el pH del plato de dorada
sous videentre valores de 5,18 (dia 0) y 4,75 (dia 2b{a 16).
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Tabla 16. Valores medios obtenidos en el andlisis fisicorigo de pH y
TBARs (mg MDA kg') en platos de doradmus videlmacenados a 2 + 1

Dias pH pH TBARs
(salsa cocinada)  (dorada sous vidg (mg MDA kg™
0 3,99 +0,23 5,18 £ 0,35 0,02 + 0J01
7 4,27 £ 0,12 5,07 £ 0,07 0,05 + 0,01
17 4,50 £ 0,37 4,93+ 0,44 0,19 + 0195
34 4,60+ 0,18 5,06 + 0,07 0,38 + 0,0%8*
48 4,44 + 0,13 4,50 + 0,07 0,36 + 0,04
62 4,81 +0,04 4,75+0,19 0,56 + 0}25

w,X,y,z: Diferentes letras significan diferencias estadéstiente significativas (P < 0,05) entre
los dias de almacenamiento.

Los resultados obtenidos durante el periodo decansniento no mostraron
diferencia significativas (P > 0,05), y de acuetda Gonzalez-Fandos y col., (2004), el
pH no varidé durante el periodo de almacenamiententras que Turkkan y col. (2008)
observaron un incremento en los valores de pH leinducocinada mediante fritura, al
horno y en microondas en el dia inicial de est((@j69 y 6,73). Sin embargo, Giavasis
y col. (2012) encontraron bajos valores de pH ktels de trucha cocinada sous vide

con acido citrico anadido.

El tratamientcsous videy el tiempo de almacenamiento no afectaron etele

la dorada y salsa cocinadas, favoreciendo por tammeservacion del producto.

[11.3.4. TBARs

Los valores de TBARs obtenidos en el plato de dosads videdurante los 62
dias de almacenamiento estuvieron por debajo d&l #a 1 mg MDA kg (Tabla 16).
Estos resultados fueron similares a los obtenidodgs autores Giavasis y col., (2012)
en filete de trucha arco iris cocinagdaus videcon acido citrico y aceite de orégano.
También con los obtenidos por Shakila y col. (20&ah valores de 1,84 mg MDA kg
en el dia 28 en pescado cocinadais videal curry. Kilinc y Cakli (2005) obtuvieron

valores de 8,14 mg MDA Kgen sardina marinada después de 180 dias de
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almacenamiento y Tokur (2007) obtuvo valores d&,45978, 8,40 and 1,82 mg MDA
kg' después de los procesos de cocinado: fritura, mlohdarbacoa y ahumado,
respectivamente. Estos autores sugirieron quecahao contribuyé al incremento en
los niveles de oxidacion de los productos, mientgae Roldan y col. (2014)
concluyeron que el incremento en las temperatueasoginado (60, 70 and 80 °C)
llevaron a una caida de los compuestos secundamne consecuencia de la oxidacion
lipidica. Basado en los resultados obtenidos, hapeFatura y el tipo de envasado
utilizado en el cocinadeous videpueden ser estrategias esenciales para mantasner lo
bajos niveles de TBARs en los productos. Esto tdmBe aplica a la salsa ya que en
muchas hierbas de uso culinario han sido demostrads propiedades antioxidantes
naturales, como es el ejemplo de la actividad =aidiémte de la albahac&®¢imum
basilicum L) la cual ha sido investigada utilizando variosesisas de modelo y ensayo
(Lee y col. 2005).

El aceite de oliva virgen es el Unico, entre lositas, con mas uso en la cocina
debido a su alto contenido de acidos grasos mosaturados y la presencia de
compuestos que resultan saludables, terpenoidesjaleso y tocoferoles, que
desempefan un papel fundamental como antioxidant&sfase lipidica, al eliminar los
radicales en las membranas y las particulas dprtpeinas (Boskou y Visioli, 2003);
el vinagre (alcohdlico y fermentacion acida) esl#m rico en polifenoles. Ha sido
demostrado que el vinagre muestra una capacidékiaainte que esta correlacionado
con su contenido polifenélico (Davalos y otros Q20

Los bajos valores de TBARs obtenidos en los filelesdorada puede ser
debidos a la combinacion adecuada de diferentesteggins para su retraso: el uso de
ingredientes con propiedades antioxidantes, el doétie cocinadsous vidga vacio) y

las condiciones de almacenamiento en refrigeracion.

111.3.5. Analisis sensorial

La Tabla 17 muestra las puntuaciones medias y desviacionésdzst de los
diferentes atributos utilizados en la evaluacionadealidad sensorial de los platos de
doradasous videDurante los primeros 17 dias de almacenamiehtwpeglobal (OG)

mostré la méxima puntuacién (10), donde predomind&uerte olor a acido acético
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(OAA) (7,90) valorado positivamente, seguido dedroh ajo (OA) (5,44) y olor a

albahaca (OAL) (2,27). Después de este dia, ldsuts se modificaron dependiendo
del tiempo de almacenamiento. En el Ultimo dialdeeenamiento (62), la intensidad
en el atributo OG tuvo un decrecimiento de solpunto decimal (9,02) respecto al dia
inicial (P < 0,001). La alta intensidad en el ali@l producto resulté estable durante la
vida util del mismo, probablemente debido a lasabapmperaturas en el cocinado

(Gonzalez-Fandos y col., 2004).

Respecto al sabor, la puntuacion inicial de 9,@#icin que el plato de dorada
tuvo una alta intensidad sapida debido al conjul#angredientes que componen el
plato. En lo que respecta a la intensidad, el sataido acético (SAA) (4,95), sabor a
ajo (SA) (4,00) y, en menor medida, sabor a albal{®®1) fueron apreciados. Durante
los 62 dias de almacenamiento, ambos atributosaberes y olores se mantuvieron
constantes. La doradaus videno mostré otros olores (OO) u otros sabores (O8).
compuestos asociados con otros olores y otros eslsmn generados por reacciones
enzimaticas, oxidacion lipidica, accion microbignanedio ambiental o derivado de
reacciones térmicas (Selli y col., 2009). Por tahis resultados se correlacionan con
los obtenidos en la calidad microbioldgica y lopobavalores de TBARS obtenidos.

Los atributos que resultaron mas positivos respadi apariencia de la salsa
resultaron ser el brillo (B) (8,75) y la emulside k& salsa (E) (10,00). El color de la
salsa fue descrito como moderadamente verde-da@uo resultado de la emulsion
del aceite y el vinagre con el resto de los ingneidis, perejil y la albahaca. La salsa
ademas, present0 una baja viscosidad. Todos dstmsi@s se mantuvieron constantes
hasta el final del estudio. El color de los filetkesdorada cocinados (CP), no mostraron
ningin cambio significativo (P > 0,05) durante eripdo de almacenamiento,

manteniendo el color blanco normal del cocinado.

El cocinadosous vidgrodujo una mayor jugosidad (J) en el pescado (&&5
el dia inicial manteniéndose los valores constanéssa el dia 48 (6,55), cayendo este
valor hasta 5,23 en el dia 62 (P < 0,001). Estanesde las ventajas que presenta la
tecnologiasous vide el pescado es cocinado junto a la salsa en ehanisnvase

integrando los diferentes componentes e impidiéngms tanto la pérdida de jugos.
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Ademas, también mantiene al mismo tiempo una textods suave y mas jugosa
(Nyati, 2000).

El pescado mantuvo firme su estructura hasta @l3di posteriormente la
firmeza (F) decrecié dando lugar a la disgregadéna estructura e incrementando la
pastosidad (P) del producto (de 0 a 2,32). Poptdatestructura del pescado jugd un
papel importante desde el punto de vista de laladlidesde que se produjeron los
cambios mas significativos respecto los atribudexktura (firmeza y pastosidad). En
resultados obtenidos por los autores Diaz y c@l11? los parametros de textura se
vieron afectados por el tiempo de almacenamientasé@maon cocinado), mostrandose
las muestras mas suaves con el incremento del diemenos duras y menos jugosas.
Kim y Park (2000) afirmaron que la actividad residde las proteasas en el musculo
continda en el pescado cocinado refrigerado. Ptartm, la degradacién estructural en
el filete continué con el tiempo de almacenamieBt@lato de doradsous videobtuvo
en el dia inicial una alta puntuacién en la caligexbal (CG), reflejando por tanto una
alta calidad sensorial del producto. Los paneligi@stacaron la perfecta combinacion
del pescado junto a la salsa verde en lo que respdos atributos del olor, sabor y la
textura. El pescado mantuvo su firmeza y jugosigadun largo periodo de tiempo
pero, al final del estudio, la puntuacion de ladzal global (CG) decrecio hasta 6,93
puntos, principalmente debido a la significativgraelacion de la textura (P < 0,001).
La baja temperatura de cocinado aplicada (60 °@)i@@ontribuir a mantener el olor y
el sabor del plato de doradaus videy también una textura aceptable.

Como mencionaron Jang y Lee (2005), el envasads vidaesulto efectivo en

el retraso del deterioro a nivel microbiologico,imjico y sensorial del producto.
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Dias B CS E \% CP OG 00 OAA OA
0 8,75+0,96 5,00+0,2% 10,00+0,00 3,15+0,67 10,00+0,00 10,00+0,00 0,00+0,00 7,90+0,25 5,44+0,70
7 8,29+0,34 5,23+0,2¥ 10,00+0,00 1,66+0,72 10,00+0,00 10,000,600 0,00+0,00 7,74+0,80 5,25 +0,82*
17 857+0,29 5,69+0,64 10,00+£0,00 2,61+0,47 10,00+0,00 10,00+0,00 0,00+£0,00 7,19+0,64 4,76 +0,6%
34 8,42+0,50 5,19+0,2¥ 10,00+0,00 2,61+0,60 10,00+0,00 8,46+0,33 0,08+0,01 6,67+0,80 4,78+0,72*
48 8,57+0,27 7,18+0,19 10,00+0,00 1,02+0,f3 10,00+0,00 9,65+0,52 0,00+0,00 6,17+0,23 4,49 +0,5¢
62 8,52+0,41 6,43+0,34 10,00+£0,00 1,65+0,42 10,00+0,00 9,02+0,53 0,00+0,00 6,32+0,43 3,86+ 0,50
Significancia NS *rx NS rrx NS ok NS *kk ek

B: Brillo; SC: Color salsak: Emulsion;V: ViscosidadCP: Color del pescad@G: Olor global;00: Otros oloresQAA: Olor acido acéticoA: Olor ajo;
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Dias OAL SG 0s SAA SAL SA J F P CG
0 227+0,70 9,64+0,84 000+000 495+066 121062 400+084 825+06Y 478+0,68 0,00+000 9,460,784
7 229+0,60 9,91+02 000+000 433+088 170+077 299+085 803+058 4,83+0,78 0,00£0,00 9,29+0,5Y
17 2,07+055 9,46+0687 007+024 467+0,7% 182+055 342050 685072 457+06% 0,00+000 9,530,585
s 1,71+047 851+0%1 003+012 4,16+0,68 1,79+051 3,20+08% 6,77+0,77 3,64+0,68 2,32+068 7,95+0,6t
48 191+047 889+054 009+021 489+060 1,82+035 350+038 665+040 379+051 2,16+03% 7,53+06¥
62 195066 797+087 018+041 4,95+038 1,68+051 337+08 523+055 3,90+05¥ 2,38+07% 693=0,44
Significancia NS NS NS "

OAL: Olor a albahagaSG: Sabor globalDS: Otros saboresSAA: Sabor acido acétic@A: Sabor albahac&A: Sabor ajoy): JugosidadF: Firmeza;P: PastosidadCG: Calidad

global;

w,X,Y,z: Diferentes letras significan diferencias estaddstiente significativas entre dias de almacenamiento.
NS. No significancia; * P < 0,05; ** P < 0,01; *** R 0,001.
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CAPITULO IV. EFECTO DEL TIPO DE ENVASADO (BOLSA vs BARQUETA)
SOBRE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA, FISICO-QUIMICA Y
SENSORIAL DE FILETES DE DORADA COCINADOS SOUS VIDE.

IV.1. OBJETIVOS

Evaluar el efecto del cocinado en bolsa y en baagsebre el deterioro fisico-
quimico, microbiolégico y sensorial de doradaus videalmacenada durante un

méximo de 62 dias en refrigeracion.

IV.2. MATERIAL Y METODOS

IV.2.1. Envasado y cocinad@ous vide

Para el siguiente ensayo se utilizaron 30 dora8par(is auratpprocedentes de
Culmarex S.A. Los pescados se evisceraron y fileteabteniendo un total de 60
filetes con los que se elaboraron 60 platos dedacsaus vide La manipulacion y
manejo de las muestras en cada uno de los profiesesalizado siguiendo correctas

practicas de higiene en sala de refrigeracion.

En base al sistema de envasado se establecierdotel®sie 30 filetes cada uno,
bolsa (BL) y barqueta (BQ), con los que se elaloordos correspondientes muestras
sous videCada muestra se elabor6 con 150 g de dorada y lLde salsa verde. Los
ingredientes de la salsa y las proporciones usagasn las mismas que en el ensayo
anterior (Capitulo IIl). De cada lote, cinco muastfueron destinadas para cada dia de
control, de los cuales 3 muestras fueron para &lisi sensorial, 1 muestra para el

andlisis fisico-quimico y la otra restante, parargllisis microbiolégico.

Las especificaciones de cada tipo de envase comdgmte a bolsa (BL) y

barqueta (BQ), se detallan a continuacion.
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IV.2.1.1. Bolsa

Las bolsas empleadas en el presente ensayo, fderpoliamida-polipropileno
(SACOLIVA, S.L., Barcelona, Espafa), cuyas medig@son 200 x 300 m/m, con una
resistencia al calor comprendido entre -30 °C a°@(Qermeabilidad al oxigeno de 7
cc/nf por 24 h a 4 °C/80 % HR y permeabilidad al agu®,8eg/nf/24 h. Las bolsas
fueron envasadas a vacio, empleando el equipo E&ARgarvac S.L., Barcelona,

Espafa).

IV.2.1.2. Barqueta

El material de las barquetas estaba compuesto merlamina monocapa de
polipropileno de 520 x 0,90 mm de dimensiones 183B& x 25 mm y resistencia a las
temperaturas de entre -5 y 115 9C(/ 25 PP MNC.NG., Hillfast Packaging SL,
Barcelona, Espafia ). El peso y la capacidad deefmnde plastico fueron 20,60 g y
420,0 ml, respectivamente. Las bandejas fueroadasl con papéilm (permeabilidad
al oxigeno de 114 cthm?/ 24 h) ( Xpoliester / PLPMC 12 + 75, Wipack ,ritaurgo,
Alemania), utilizando una envasadora Taurus 420QNIA, Onate, Espafia), inyectando
en ella una mezcla de gases comprendida por 80 B g0 % de CQ La inyeccion
de esta mezcla de gases se realiz0 para preverotaglso de la barqueta y eliminar el

oxigeno existente en el espacio de cabeza (Lih§e2).

IV.2.2. Cocinadosous videy condiciones de almacenamiento

El proceso de cocinado se llevo a cabo en un haenapor (Climaplus Combi
CPC G, Rational Aktiengesellschaft, Landsberg ammhlLé&ermany) a 65 °C, hasta
alcanzar en el centro del producto 60 °C despuéd6¢@0 minutos. Después del
cocinadosous videlas muestras fueron enfriadas a 4 °C duranteidbtos utilizando
un abatidor (Friulinox, Pordedone, Italy). La temgtera fue monitorizada en todo
momento mediante un termometro portatil T200 (Dégitinstrumentation Ltd., Merd
Lane, Hertford, UK). La temperatura inicial de fistes de dorada crudos fue de 9 °C.
Después del cocinadsous videlas muestras fueron almacenadas en condiciones de
refrigeracion y transportadas en cajas de polergtircon placas de hielo hasta el

departamento de Tecnologia de los Alimentos denigddsidad de Murcia.
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Las muestras fueron almacenadas a 2 = 1 °C emavieixpositora (Helkama,
Finland) con luz (620 lux), reproduciendo condigsnde comercializacion, en el
Departamento de Tecnologia de los Alimentos la &ésidad de Murcia. Se realizaron
analisis microbioldgicos, fisico-quimicos y senalm$ durante los dias de estudio 0, 7,
17, 34, 48 y 62. El ensayo fue realizado por daplicy las muestras fueron analizadas

en el mismo dia del muestreo.

IV.2.3. Anadlisis fisico-quimico

El andlisis de pH y TBARSs se llevo a cabo en lagstras BL y BQ durante los
dias de control, tal y como viene determinado snalpartados de Material y Métodos

3.2.3y 3.2.5, respectivamente.

IV.2.4. Analisis microbioldgico

La calidad microbiolégica y el deterioro de lostptade doradasous vide
envasados en BL y BQ, fueron evaluados durantembgo de almacenamiento. Los
microorganismos analizados fueron aerobios mesof(ldM), Enterobacteriaceae
(EN), bacterias acido lacticas (BAL), anaerobiosles psicrotrofas (AP), mohos y
levaduras (ML), Salmonella (S) y Listeria monocytogeneglL). La metodologia
empleada se encuentra en el apartado 3.3 de Matdviétodos, ademas de los medios

de cultivo utilizados en cada microorganismo y terafura de incubacion.

IV.2.5. Andlisis sensorial

Previo al andlisis sensorial, los panelistas seepaton (apartado 3.5.2 de
Material y Métodos) con el objetivo de definir cad® de los atributos sensoriales del
plato de doradaous videSe hizo especial énfas® los olores propios del pescado y
otros olores caracteristicos que pudieran apackoante el tiempo de almacenamiento.
De tal modo que se evalu6 la calidad y los cambilsidos al deterioro durante el

periodo de almacenamiento de las muestras BL y BQ.
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La preparacion de las muestras consisti6 en elntzatéento del plato
desprovisto de su envase (bolsa y barqueta), @uranminutos hasta alcanzar la
temperatura en su interior de 70 °C (Doyle, 200&)lido con termdmetro portatil T200
(Digitron Instrumetation Ltd., Merd Lune, HertfordK). Las muestras se cortaron en
trozos aproximados de 55x25 mm, se incorporé umrmeh de salsa (15 ml) y se
colocaron en bandejas tapadas con papel de alurpar@ conservar el calor. Las
muestras se sirvieron individualmente a cada unlmsi@anelistas para su evaluacion,
utilizando una escala no estructurada de 10 cme GHstacar, que los panelistas
durante el andlisis sensorial desconocian el erv@gieal de cada una de las muestras
testadas.

Se analizaron los siguientes atributos en la dosada vide olor global (OG),
sabor global (SG), otros olores (OO), otros sab¢@ss), firmeza (F), jugosidad (J),
pastosidad (P) y calidad global (CG). Estos atobuse encuentran debidamente
definidos en laT'abla 6 de Material y Métodos.

IV.3.6. Andlisis estadistico

El efecto del envasado y del tiempo de almacendmginla doradaous videse

estudio estadisticamente tal y como se indica apatado 3.6 de Material y Métodos.

IV.3. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.3.1. Analisis fisico-quimico

IV.3.1.1. pH

Los valores medios obtenidos respecto al pH de naestrassous vide
envasadas en bolsa (BL) y barqueta (BQ) duranfgeebdo de almacenamiento, se
muestran en |&abla 18 En el dia inicial, los resultados fueron de 5/5918 para BL
y BQ, respectivamente. Ambos tipos de envasadoes sdbstraron diferencias
significativas en los dias 7 (P < 0,05) y #8< 0,01). El pH se mantuvo constante en
ambas muestras (BL y BQ). Los resultados obtenigeon similares a los obtenidos

por Cosansu y col. (2013) donde los valores de gitivieeron comprendidos entre 5,08
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(dia 0) y 5,24 en el dia 63 en pescado merderlangius merlangysenvasado en
bandejas y cocinadsous videcon zumo de limon. Coincidiendo con estos autdees,
incorporacion de zumo o salsa contribuye a la disgion del pH en el producto final y
la vida atil se puede extender debido a la aciifi@n del producto (Carlin, 1999),
retrasando los cambios quimicos y microbiolégicbep(z y col., 2014). Gulyavuz y
Unlusayin, (1999) afirmaron que el pescado se densideteriorado cuando el valor de
pH es superior a 7,0 y un valor aproximado dedydda a conservar el producto
(Gorris y Peck, 1998). Esta afirmacion coincide ooestros resultados donde el valor
de pH méaximo y el minimo durante todo el tiempo amacenamiento, estuvo
comprendido en 5,59 (dia 0) y 4,48 (dia 48) en mmae8L y BQ, respectivamente. Por
lo tanto, el productsous videenvasado en BL y BQ, mostré un bajo valor de pH

durante los 62 dias de almacenamiento.

Tabla 18.Valores medios y desviaciones estandar para elnpldsemuestrasous vide
envasadas en bolsa (BL) y barqueta (BQ) y aimaesna@ + 1 °C.

Dias de o _
Almacenamiento BL BQ Significancia
0 5,59 + 0,70 5,18 +0,35 NS
7 5,52 + 0,06 5,07 £ 0,07 *
17 5,24 + 0,70 4,93 +0,44 NS
34 5,24 + 0,05 5,06 £ 0,07 NS
48 5,25+0,01 4,50 £+ 0,07 o
62 4,80 + 0,02 4,75+0,19 NS
Significancia NS NS

NS. No significancia; * P < 0,05; ** P < 0,01.
IV.3.1.2. TBARs
La oxidacion lipidica es, después del crecimientcrabiano, la principal causa

del deterioro en los alimentos. En particular, &snentos con un alto contenido

lipidico y con un alto grado en acidos grasos ursalos (Gomez-Estaca y col., 2014).

La Figura 22 ilustra los valores de TBARs en los filetes deadar cocinados

sous videen los diferentes tipos de envasado. En el diaalnise obtuvieron bajos
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valores de TBARs (0,03 y 0,02 mg MDA Kgpara BL y BQ, respectivamente,
comparado con otros tipos de especies de pescadmdossous videu otras técnicas
de cocinado (Cosansu y col., 2013; Ozyurt, 2018kuT (2007) obtuvo valores altos,
cuyo rango estuvo comprendido entre 1,82 y 8,40MB\ kg™ para trucha arco iris
ahumada y a la barbacoa. Los autores afirmaron ejueocinado contribuyé al

incremento en los niveles de oxidacion del producto

TBARs

04
803
s ——BL
an 0,2 +
£ -=-8Q
0,1 -

0 7 17 24 as 62
dias de almacenamiento

Figura 22. Valores de MDA (mg.kQ) obtenidos en filetes de dorada envasadas

en bolsa (BL) y barqueta (BQ) durante el almaceaatuai

Se observaron diferencias significativas (P <0D)Odurante el tiempo de
almacenamiento en los valores de TBARs en ambasstmge con resultados
comprendidos entre 0,21 (BL) y 0,56 (BQ) mg MDAYen el dltimo dia de estudio.
Hay que tener en cuenta que los valores obtenemdtaron muy bajos comparados
con los obtenidos por Cosansu y col. (2013) eni&l68 (11,71 mg MDA kd) en
pescadilla cocinadaous vide Algunos autores han establecido valores de TBAMRS
productos marinos. AsLLakshmisha y col. (2008) sefalaron valores maxide$ mg
MDA kg™ para el pescado Indian mackerel, indicando unasuelidad en el pescado
refrigerado, congelado o almacenado en hielo. Ribaego, en la actualidad no se han
establecido rangos de valores de TBARSs en produatino cocinado, debido a escasez

de estudios en este ambito.

Como la literatura indica, la temperatura de catinafecta a la oxidacion
lipidica del pescado, sin embargo, las temperatafasores a 100 °C utilizadas en el

cocinado sous vide resultaron adecuadas para obbafes valores de TBARs. La
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adicién de salsa con propiedades antioxidantestigpadmbién, favorecer los bajos
valores, independientemente del tipo de envasaliradb. Sin embargo, el factor mas
importante resultd ser el envasado en anaerohitiicado en ambos casos (bolsas y
barquetas), ya que retrasé la oxidacion lipidicaanie el almacenamiento en
refrigeracion. De acuerdo con Spencer (2005), pedacir la cantidad de oxigeno y
evitar el contacto con alimentos, el oxigeno esiiahdo mediante el vacio y/o

desplazado mediante un gas inerte, todo ello aitie un envasado apropiado.

IV.3.1.3. Andlisis microbiolégico

El crecimiento microbiano en los alimentos envasadespecialmente bajo
condiciones de aerobiosis, es la principal causdeterioro en el producto (Spencer,
2005), por ello el recuento de bacterias aerobieassido utilizados como el principal
criterio de calidad en muchos estudios de vidaeitiblimentos refrigerados (Patsias y
col., 2006).

Los recuentos de AM en las muestsasis videBL y BQ fueron de 2,84 y 2,77
log ufc g' respectivamenteF{gura 23). Estos valores se mantuvieron constantes
durante los dias de estudio, no mostrandose dda®estadisticamente significativas
(P > 0,05) entre ambos envasados. La calidad matéglica con respecto a AM del
pescado crudo fue excelente (< 2 log ufy. de acuerdo con Gonzélez-Fandos vy col.
(2004), los recuentos microbiolégicos del pescadda; pueden variar en funcion a las
condiciones ambientales del agua y del medio. ®ioaego, la adicion de la salsa cruda
cuyos ingredientes son vegetales frescos y espguiasle incrementar los recuentos
microbioldgicos del producto final debido a queualgs especias y vegetales han sido
confirmados como fuentes potenciales de esporastaminando por tanto, los
alimentos procesados. La temperatura de cocinadiniduel tiempo establecido, no
elimind la carga microbiana total del producto,pérs recuentos se mantuvieron
constantes durante el periodo de almacenamientocipaimente debido a las
condiciones de temperatura de refrigeracion, enwageH, todo lo cual influyd
positivamente extendiendo la vida util del producfreviniendo el deterioro.
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aerobios mesofilos
35 -
3 4
2,5

0 7 17 34 48 62
dias de almacenamiento

=+—BL —8—BQ

Figura 23. Recuentos microbiolégicos de aerobios meséfitms ffc g*) en ambos

envasados (BL y BQ) durante el periodo de almacaramen refrigeracion.

La calidad microbiolégica de ambos tipos de prodsicial final del

almacenamiento (62) fue similar a la obtenida afiainicial.

No hubo presencia de EN, AP, BAL y ML en las mwestous videestudiadas
(BL y BQ). De acuerdo con Diaz y col. (2010), ambistemas de envasado, bolsa y
barqueta, fueron igualmente efectivos en la infdbic de los principales
microorganismos responsables del deterioro y deAeldmas, estos autores obtuvieron
bajos recuentos de aerobios psicrétrofos y moHesaduras en las muestrssus vide
en el dltimo dia de almacenamiento. De acuerdoStwkila y col. (2012), en pescado
sous videal curry, no se detectd crecimiento de aerobios mesofikamonellay
bacterias acido lacticas. Los autores afirmaron ejugroducto con un pH acido no
permitié el crecimiento de bacterias lacticas debédla presencia de ingredientes
especiados los cuales retardaron el crecimientotr@tamente a Bergslien (1996) que
obtuvo altos valores de aerobios mesoéfilos (5 ufg después de 7 dias, en salmén

cocinadosous videa 65 °C durante 10 min.

Salmonellay Listeria monocitogeneson microorganismos patégenos que
pueden crecer en platos preparados. En el pressitielio, no se encontraron en
ninguno de los envasados ensayados (BL y BQ). Estdtados coinciden con otros
estudios de pescado cocinastius videg(Gonzales-Fandos y col., 2004, 2005; Diaz y
col., 2011). Al-Nabulsi y col., (2014) observaramecel acido acético resultdé un fuerte
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inhibidor y afiadido en los alimentos listos parastonir inhibieron el crecimiento de
Salmonella TyphimuriumTambién, Gonzalez y col. (2013) concluyeron Igaba
prevalencia y los bajos valores désteria monocytogenegn productos marinos
estudiados, sin embargo subrayar la importancla denipulacion de los productos asi

como las temperaturas de almacenamiento de losratias.

Por tanto, ambos sistemas de envasado BL y BQ,tuviaron durante todo el
periodo de almacenamiento, una correcta calidadoivimogica del productsous vide
de acuerdo a lo establecido dentro del Real Deé&gpariol 3484/2000.

IV.3.1.4. Analisis sensorial

Todos los atributos evaluados en los platmss videde dorada se representan en

la Figura 24.
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Figura 24. Representacion gréafica de las puntuaciones atzsmn los atributos: olor
global (OG), sabor global (SG), firmeza (F), juglasl (J) y pastosidad (P) en dorada
cocinadasous videen los envasados bolsa (BL) y barqueta (BQ) derainiempo de

almacenamiento.
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Los atributos de olor global (OG) y sabor globab)Sueron definidos por los
panelistas como olores y sabores caracteristicbspldéo en su conjunto. Los
ingredientes usados en la preparacion de la salgdo( acético, ajo y albahaca)
destacaron por sus propiedades aromaticas. Lagmidituobtenida en el dia inicial en
OG y SG en las muestras estudiadas (BL y BQ), tdesel el mismo para ambos, 10,0
y 9,64 respectivamente. Los panelistas percibiéwerolores y sabores por igual, no
encontrando diferencias significativas (P > 0,@s.observé una puntuacién alta en SG
en todos los dias, sin embargo, el atributo SG rerpatd una pérdida de 3,2 y 1,67
puntos en BL y BQ, respectivamente en el Ultimod#iaalmacenamiento con respecto
al dia inicial. Este descenso significativo (P €00,) demostré una mayor estabilidad

del sabor en las muestras BQ.

Diaz y col. (2010) no detectaron olores &cidos trigms, ni otros sabores
consecuencia del deterioro microbiano en el as&#snsorial de carne con salsa, si bien
se apreciaron un importante descenso durante elcalmmiento, especialmente en el
sabor. Coincidiendo con estos autores, en lastragesel presente ensayo (BL y BQ),
practicamente no se detectaron los atributos aloes (OO) y otros sabores (OS)
durante todo el periodo de almacenamiento, posexéendebido al empleo en la salsa
de ajo y el vinagre con sabores y olores dominamesacuerdo con Topuz y col.
(2014), la salsa tiene la habilidad de manteneratabutos sensoriales y extender la

vida util del producto.

Jugosidad, firmeza y pastosidad son atributos gae Hemostrado ser
importantes en la evaluacion global de los plasied para consumir, especialmente en

pescado cocinado, donde la textura puede versdioaad por varias razones.

Inicialmente, los panelistas describieron la dorswias videcon alta jugosidad,
firmeza media y sin pastosidad. Estos atributoativels a la textura del pescado,
mostraron resultados similares en ambos tipos dasado en el dia inicial de estudio.
Asi, la puntuacion de jugosidad fue de 8,72 (BB)25 (BQ).

El cocinado en el mismo envase, permite retenarstéms jugos del pescado en
el interior. Ademas, la salsa contribuye de maferarable a incrementar este atributo.
Los valores de firmeza fuero 4,77 y 4,78 en BL y, B€spectivamente. Esta firmeza

decrecio ligeramente durante el almacenamientaalelstlia 62 con valores de 3,10
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(BL) y 3,90 (BQ) mostrando diferencias estadistieata significativas (P < 0,001). Por
lo que respecta la pastosidad, atributo negatsta, ® increment6 conforme aumento el
tiempo de almacenamiento de manera significativarabos tipos de envase, siendo

ligeramente superior en muestras BL al final deleedlenamiento.

La Figura 25 muestra las puntuaciones medias para el atricuttalidad global
(CG) en muestras BL y BQ. Inicialmente, las muasstBL y BQ recibieron
puntuaciones muy similares para este atributo. mersel almacenamiento, las
puntuaciones de CG experimentaron un descensd. (#tingo dia de almacenamiento,
las muestras BQ mostraron una mayor puntuaciom)ef@nte a muestras BL (5,68),
siendo la diferencia estadisticamente significaiiPa< 0,001). Diaz y col. (2010)
mostraron resultados similares, no encontrandaetitéas sensoriales en el producto
recién cocinado entre ambos tipos de envasado pobmrqueta. El tratamiensmus
vide proporciond una alta calidad sensorial del prodietoual fue estable durante el
almacenamiento comparado con otros procesos deaclicmas convencionales (Jang y
Lee, 2005).

calidad global

—+—BL
—-BQ

Figura 25. Representacion radial de la calidad global (QGglgproductasous videen
dos tipos de envasados estudiados: bolsa (BL)gukta (BQ) en los dias de

almacenamiento.

La Tabla 19 muestra las correlaciones entre los atributoslestas (OG, SG, J,
F y P) con la CG en ambos tipos de envasado. butdrSG fue el que mostré una

mayor correlacion con la calidad global seguidcati#buto OG.
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Tabla 19. Correlaciones positivas entre los atributos sesies y la calidad global
(CG).

. Envasado
Atributos
BL BQ
OG 0,604 x 0,545 *x
SG 0,797 x 0,731 *x
J 0,565 x 0,522 *x
F 0,565 x 0,426 *x

BL: bolsg BQ: barqueta
OG: Olor Global;SG: Sabor GlobalJ: JugosidadF: firmeza.
** P <0,01.

La ausencia de oxigeno en ambos tipos de envasgudid la degradacion de
los atributos sensoriales. De acuerdo con Sper@0d5], el oxigeno cataliza la
degradacion oxidativa de los alimentos, particuar® los sabores, aromas y
componentes responsables del color. Por lo tantogigcidiendo con Jang y Lee
(2005), el método de cocinacspus videofrece conveniencia y estabilidad en el
almacenamiento. Por otro lado, el ICMSF (2002)dadjue la fecha de caducidad de
estos productos estd asegurada utilizando una oanibn de factores como son el
almacenamiento en refrigeracion, formulacién dedpcto (pH, @ conservantes, etc.)
y el tratamiento del calor. Cuando los parametrosngcos y microbiolégicos son
correctos, la vida atil del producto puede serldstagda de acuerdo al deterioro

sensorial.

El cocinadosous videde dorada envasada en bolsa y barqueta proporaitano
calidad inicial similar en ambos casos. Durantalelacenamiento refrigerado, ambos
tipos de envasados retrasaron por igual el detefisico-quimico y microbiolégico,
asegurando una O6ptima calidad sensorial hasta ximméale 62 dias. Si a todo esto,
sumamos una la mayor comodidad para la regeneraeléenvasado en barquetas

resulta mas atractivo para el consumidor.
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CAPITULO V. EFECTO DEL TRATAMIENTO DE ALTAS PRESION ES
SOBRE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA, FISICO-QUIMICA Y
SENSORIAL DE UN PLATO DE DORADA COCINADO SOUS VIDE

V.1. OBJETIVOS

Evaluar el efecto de las altas presiones en um pleto para consumir” de
dorada $parus auratp cocinado mediante tecnolog&us vide,sobre la calidad

microbioldgica, fisico-quimica y sensorial del puotb y prolongar asi su vida util.

V.2. MATERIAL Y METODOS

V.2.1. Muestras de pescado y elaboracion de la sals

Las doradas frescas fueron procesadas el mismendéh que fueron obtenidas
procedentes de la industria acuicola. Un total 8edéradas (460 + 20 g), fueron
utilizadas en el presente estudio. El sacrificidagepeces tuvo lugar mediante choque
térmico (hipotermia) y almacenados en cajas degtiieno con hielo hasta antes de su
posterior procesado. Posteriormente los pesca@osrfuransportados hasta la empresa
local Rational Foods (Cartagena, Spain), donde pgeses fueron eviscerados y

fileteados en sala refrigerada a 10 °C.

La salsa acompafiante del plato “listo para consumerpreparada previamente
(24 horas antes), en sala refrigerada (4 = 1 °@9.ihgredientes de la salsa (aceite de
oliva (67.05 %), vinagre blanco (22.35 %), ajo ¢e$4.25 %), perejil fresco (3.91 %),
pimienta negra (0.06 %), albahaca seca (0.15 %) (223 %)) fueron escogidos por
sus propiedades antibacterianas y antioxidanteslosleestos ingredientes fueron
picados y homogeneizados en una batidora (RoboT&0fus, Oliana, Spain) durante 1

minuto.
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V.2.2. Cocinadosous vidgSV) y tratamiento de altas presiones (AP)

Cada plato estaba compuesto por un filete de dqddtag) y 100 ml de salsa,
envasados en bolsa de poliamida-polipropileno (SA®A S.L., Barcelona, Espafia)
con resistencia al calor de -30 °C a 120 °C, pebitidad al @ de 7 cc/nfpor 24 h a 4
°C/80 % HR y permeabilidad al vapor de agua deb@/24 h, envasados en maquina
envasadora a vacio (EGAR 8, Egarvac S.L., Barcelespaia). Posteriormente, los
platos fueron cocinados en horno de vapor (Clinepgllombi CPC G, Rational
Aktiengesellschaft, Landsberg am Lech, Alemania)emperatura de 65 °C hasta
alcanzar los 60 °C en el centro del producto. &htio estimado en la coccion del
producto y alcance de dicha temperatura resulto4@i30 minutos. Después del
cocinadosous vide las muestras fueron rapidamente enfriadas a 4li@nte 45
minutos utilizando un abatidor (Friulinox, Pordedprtalia). La temperatura del
producto fue medida con un termémetro portable T@igitron Instrumentation Ltd.,
Merd Lane, Hertford, UK).

Las muestras cocinadas eran destinadas al trat@ndenaltas presiones. Para
ello, se envasaron en cajas de poliestireno cartaplde hielo y se transportaron en
camion refrigerado hasta el Instituto IRTA (Monglspafia). Alli fueron presurizadas
de acuerdo con la bibliografia (Mgova y col., 2013; Picouet y col., 2011) a 300 y
600 MPa durante 5 minutos a 5 °C en un sistemaltds presiones industrial
(Hyperbaric Wave 6500/120, Burgos, Espaffaipyra 26). Las muestras una vez
procesadas fueron devueltas en las mismas condgairiaboratorio del Departamento
de Tecnologia de los Alimentos de la Universidadvilgcia, dentro de las 24 horas

siguientes, en condiciones de refrigeracion paestudio.
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Figura 26. Equipo NC Hyperbaric Wave 6500/120 en el quersegsaron las

muestras.

V.2.3. Lotes, condiciones de almacenamiento y ars$

Tres lotes fueron utilizados en el experimentalegttas cocinadasous videy
no presurizadas fueron utilizadas como controly(@ps lotes con muestras cocinadas
sous videprocesadas a dos presiones, 300 MPa (AP300) &@0(AP600). Cada lote
estaba compuesto por 35 muestras de las cualesfamon escogidas para cada dia de
control: tres muestras para el andlisis sensodalk muestra para el analisis
microbioldgico y una para el analisis sensorials tanco muestras restantes del total,

fueron destinadas para el Analisis de Perfil dedrexen el dia inicial de estudio.

Todas las muestras fueron almacenadas en refrigeréZ = 1 °C) en vitrina
expositora (Helkama, Finland) con luz (620 lux) rogfuciendo condiciones de
comercializacién. Los analisis microbioldgicos,idisquimicos (pH y TBARS) y
sensoriales fueron llevados a cabo en los difesdotes en los dias 0, 7, 17, 34, 48 y
62. El analisis de Perfil de Textura (TPA) Unicateese realizo en el dia inicial (dia 0).

El ensayo se realizo dos veces y todos los anélisien realizados por duplicado.

V.2.4. Andlisis

V. 2.4.1. Analisis microbiolégico

Inicialmente dos filetes de dorada fueron analizadon el fin de conocer la
microbiologia inicial del pescado previo a su cadm Una muestra de 10 gramos
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fueron transferidos asépticamente en bolsa de $tmnaon 90 ml de agua de peptona
tamponada (0,1 %) (Bio-Rad, Marnes-la-Coquettendtagd obteniendo la dilucion
inicial 1:10. Se evaluaron los siguientes microarg&os en el analisis microbioldgico:
Aerobios mesofilos (AM), Enterobacteriaceae (EN), Pseudomonasspp (PS),
Staphylococcus aureSA) y Coliformes (CO) E.coli (EC).

La calidad microbiolégica de la salsa también fumliaada antes de ser
cocinada junto al pescado. Para ello se tomarograthos de muestra de la salsa
elaborada y se homogeneizd con 90 ml de agua deraef0,1 %) realizandose las
diluciones pertinentes. Los microorganismos aesbianesdéfilos  (AM),
EnterobacteriaceaéEN), bacterias acido lacticas (BAL) y coliform&d)/ E.coli (EC)

fueron analizados.

Finalmente, la evaluacion de la calidad microbimlagde las muestras ya
cocinadas y procesadas (C, AP300 y AP600) se éetdimando una muestra de 10 g
compuesta por filete de dorada (musculo sin pielyajsa. Las muestras fueron
mezcladas con 90 ml de agua de peptona tampondd%j@n bolsas de Stomacher en
condiciones de asepsia en cabina de flujo lamiffalstar, Bio-II-A. Tarrasa, Espafia)
realizandose las diluciones correspondientes. Lissonrganismos analizados fueron:
aerobios mesofilos (AM)EnterobacteriaceagEN), bacterias acido lacticas (LAB),
anaerobios psicrétrofos (AP), mohos y levaduras )(MAdemas,Salmonella(S) y
Listeria monocytogened.) fueron evaluados para asegurar las condicibigiénicas

de los productos.

Todos los microorganismos evaluados asi como etriahty la metodologia

empleada se detallan en el apartado 3.4 de MayeMgtodos.
V.2.4.2. Analisis fisico-quimico: pH y TBARS
El pH de la salsa y del platous videasi como el andlisis de la oxidacion

lipidica (TBARS) en el pescado, fueron realizadgsiendo la metodologia establecida

en los apartados 3.2.3 y 3.2.5 respectivamentapdetado de Material y Métodos.
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V.2.4.3. Analisis de perfil de textura (TPA)

El Andlisis de Perfil de Textura de los filetes diwada cocinadosous videy
tratados mediante presurizacion, fue realizadodl eifaenicial de estudio, con el fin de
observar posibles cambios en los parametros debidims tratamientos empleados
(Figura 27). La metodologia empleada fue llevada a cabo exgla los pasos que se
indican en el apartado 3.2.8 de Material y Métodos.

Figura 27. Analisis de Perfil de Textura en filete de doradeinadcsous videy

sometido a tratamiento de altas presiones.

V. 2.4.4. Analisis sensorial

Las muestras fueron analizadas sensorialmente tdui@ios los dias de estudio
(0, 7, 17, 34, 48 y 62 dias). Para el andlisios®aton tres muestras de cada uno de los
lotes (C, AP300, AP600) donde una muestra fue raddi para la evaluacion de la
apariencia global de la salsa, y los otros dosaméss fueron utilizados para la

evaluacion del sabor, la textura y el olor del picid cocinado.

Cada panelista evalu6 dos muestras correspondientesda lote y dia de
control. El contenido de cada porcion (filete ysaglfue colocado en un plato cubierto
con film y calentado en microondas durante 2 misiub@asta alcanzar en el centro del
producto 70 °C, medidos con termémetro portabledQTthermometer). Después de
calentar el plato, los filetes fueron cortadosremos de aproximadamente 55x25 mm y
cada uno fue colocado, junto a una cantidad dea,s&s bandejas de aluminio

individuales, cubiertas con papel de aluminio, paeatenerlas calientes. Después, los
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panelistas evaluaron las muestras codificadaszarido una escala no estructurada de
10 cm. En este estudio una puntuacion de 5 fudlestdo como el valor umbral de

aceptacion en la calidad global del producto.

Los siguientes atributos fueron evaluados: en lgag@olor), en el plato “listo
para consumir’sous vide(color del pescado, olor global, otros olores,osaiiobal,
otros sabores); para la textura del pescado (jdgdsifirmeza y pastosidad).
Finalmente, todos los panelistas puntuaron cada ptargando un valor en relacion a
la calidad global del plato. Cada atributo se entraedescrito en ld&abla 6 del

apartado 3.5.2le Material y Métodos.

V.2.4.5. Analisis estadistico

Las diferencias observadas en el plato de doraciaadasous videasi como el
efecto del tratamiento de las altas presiones Yieehpo de almacenamiento del
producto, fue tratado estadisticamente mediantgrgma estadistico SPSS 15.0 tal y

como indica el apartado 3.6 de Material y Métodos.

V.3. RESULTADOS Y DISCUSION

V.3.1. Analisis microbioldgico

Los recuentos iniciales de AM en los filetes deadarcrudos, resultaron bajos
(< 2 log ufc ") coincidiendo los obtenidos por Erkan y Ureter2810), y distintos a
los de Tsironi y Taoukis (2011). El resto de micgamismos analizados (EN, PS, SAy
CO/EC), estuvieron por debajo del nivel de detetdi$ 1 log ufc @) (datos no
mostrados). Los resultados obtenidos reflejantelgrhdo de frescura que presentaba la
materia prima, ademas de la correcta manipulaaidéande las practicas de eviscerado y

fileteado.

Los recuentos analizados de EN, BAL, CO y EC esalaa, mostraron valores
por debajo de < 1 log ufc™g(datos no mostrados), mientras que si se obtuvo
crecimiento de AM (3,24 log ufc %y (datos no mostrados). Este crecimiento pueden

atribuirse a los ingredientes utilizados en la@abion como son el perejil fresco, cuya
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carga microbiana puede depender de diversos factosecuales comprenden desde el
agua usada en el cultivo como la forma en el que lugar la cosecha. Para futuras
investigaciones en este ambito, seria interesartengr en consideracion, realizar el
pasteurizado en la salsa previa al cocinsdos videcon el fin, de reducir la carga

microbiana inicial.

Los valores de AM obtenidos en el plaous videde dorada se mantuvieron
constantes en todos los lotes estudiados (C, AREPE00) y durante todos los dias de
estudio. Los resultados estuvieron comprendida® ealores de 2,84 (dia 0) y 2,77 log
ufc g* (dia 62) para muestras C; 2,69 (dia 0) y 2,3@&ifogj* (dia 62) para las muestras
AP300; y finalmente, 2,81 (dia 0) y 2,51 (dia 6&) ufc g* para AP600 (datos no

mostrados).

Ni el tratamiento de altas presiones ni el tiempabinacenamiento tuvo efecto
significativo (P > 0,05) en los recuentos microbmiotales. Los resultados obtenidos
fueron similares a los obtenidos por Turkkan y (20.10) en lubina cocinada en fritura,
al horno y microondas y distintos a los obtenidos Picouet y col. (2011) quienes
observaron una reduccion en la carga microbianpudssdel tratamiento de altas
presiones (210, 310 y 400 MPa) en salmoén cocisads videEn el presente estudio,
las dos presiones aplicadas (300 y 600 MPa) ea gatoradaous videno influyeron
en la calidad microbioldgica. La temperatura daeleageleccionada como medio de
transmision resultd baja (5 °C) comparado con laogisa por otros autores
(Ramaswamy y col., 2008). Sin embargo, ya queatbgbus vidalel presente estudio
fue sometido a un tratamiento térmico previo, sadi@ emplear una temperatura suave
en el proceso con el objetivo de mantener la cdlgdansorial del producto. De acuerdo
con nuestros resultados, probablemente el uso tde tesperatura no redujo los

recuentos microbianos iniciales de las muestras.

El grupo de microorganismos: EN, ML, BAL y AP, heeron detectables (< 1
log ufc g%) (datos no mostrados) en las muestras C ni eruningle las muestras
tratadas (AP300 y AP600) durante el estudio. Lesltados para EN estan de acuerdo
con los obtenidos por Diaz y col. (2011), dond@seshicroorganismos aseguran la
correcta higiene en los platos “listos para consunNyati (2000) afirmé que ML

pueden crecer en platos cocinados medisotis videcon una extensa vida util incluso
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cuando son almacenados en refrigeracion. Resultqdesestan de acuerdo con los
encontrados por Diaz y col. (2011), quienes obsenvan incremento de mohos y
levaduras en salmén cocinaslous videy almacenado a 2 °C durante 10 semanas. Asi
mismo, Smelt (1998) afirmo que para la inactivaaérML son necesarias presiones de
alrededor 400 MPa. Por tanto, el tratamiento desgitesiones puede actuar ampliando
el tiempo de vida util del producto en conjunto ebtratamiento térmico, resultando en

este caso una combinacion suficiente para la iciBibbidel crecimiento de ML.

Aunque las condiciones de microanaerobiosis fueteales para el crecimiento
de BAL, no se observd crecimiento de estas bastara ninguna de las muestras
analizadas durante el estudio. Shakila y col. (R@i@straron resultados similares en
pescado al curry cocinado mediante tecnolegiss videy almacenado en refrigeracion,
mientras que Li y col. (2010) afirmaron que la pmesaplicada de 600 MPa, resulté
suficiente para reducir los recuentos de BAL. Miocganismos AP resultaron ausentes
en todas las muestras estudiadas, resultados moidem con los obtenidos Diaz y col.
(2011) en filetes de salmén cocinados a 80 °C ¢4 minutos. Asi mismo, destaco
la ausencia de crecimiento de los microorganisrat@genod.isteria monocytogenes

Salmonella.

Aunque el tratamiento de altas presiones aplicamlcelminé la carga total
microbiana del plato “listo para consumgdus videde dorada, las muestras AP300 y
AP600 cumplieron con valores que se establecemaldat RD 3484/2000.

V.3.2. pHy TBARs

Los valores de pH obtenidos en las muestras C, BBB3BP600 estuvieron
comprendidos entre los valores de 4,23-4,93 y 8,80-para la salsa y el plasous

videde dorada, respectivamente.

La rancidez es una caracteristica organolépticaitapte que puede determinar
el rechazo o la aceptacién del pescado (Montem.y2605), siendo la oxidacién en el
producto un parametro que puede afectar en losspth pescadsous videefrigerados
(Diaz y col., 2011). El tratamiento de calor pupde/ocar modificaciones indeseables,

como son la oxidacion lipidica, desnaturalizaciérlas proteinas y alteracion del color
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(Ozyurt y Ozkituk, 2011). Ademas ciertas reacciom@®ticas pueden resultar
aceleradas con la presencia de las altas presindesstaticas e influenciar asi en la
oxidacion lipidica del pescado dando lugar a umtef@ro-oxidante (Montero y col.,
2005).

Los valores medios obtenidos de TBARs en las mage§lr AP300 y AP600 se
muestran en ldabla 20. No se mostraron diferencias significativas (P,65Dentre las
muestras C y las tratadas por altas presionesp&xoea pequefia diferencia en el dia
17 (P < 0,05)Los valores iniciales fueron muy bajos, comprenslidatre 0,03 (C) y
0,05 mg MDA kg' (AP600). Sélo en el final del aimacenamiento, hubopequefio
incremento en los valores (P < 0,001) observadm@os los grupos. Erkan y Uretener
(2010) obtuvieron resultados similares en los waate TBARs de filetes de dorada
presurizada, los cuales resultaron significativamemnas bajos que en las muestras no

tratadas.

Tabla 20. Valores medios y desviaciones estandar (+ SDpslevalores de TBARs
(mg MDA kg?) obtenidos en filetes de dorada cocinasimss vidgC) y sometidos a
altas presiones 300 (AP300) y 600 MPa (AP600) admados en refrigeracion
durante 62 dias.

Tratamiento

Dias C AP300 AP600 Significancia
0 0,03 £ 0,03 0,04 + 0,04 0,05 + 0,02 NS

7 0,03 £ 0,01 0,04 +0,02 0,05 + 0,02 NS

17 0,03 +0,01° 0,07 +0,02* 0,08 + 0,03 *

34 0,10 + 0,01 0,08 + 0,03 0,10 + 0,02 NS

48 0,12 £ 0,07 0,14 + 0,03 0,08 £ 0,02 NS

62 0,21 +0,08 0,25+ 0,14 0,17 £ 0,03 NS
Significancia *** i rx

a,b,c Diferentes letras, diferencias estadisticamengt@ficativas entre tratamientos.
w,X,y,z Diferentes letras, diferencias estadisticamentafgigtivas entre los dias de almacenamiento.
NS. no significancia; * P < 0,05; ** P < 0,01; *** R 0,001.

Ozyurt y Ozkitik (2011) indicaron que la oxidacidridica del producto se
incrementd con el tratamiento térmico. Los bajolwres de TBARs obtenidos en el

presente estudio, podrian estar relaciones comwsado a vacio utilizado en el
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cocinadosous vide Algunos autores (Diaz y col. 2011) también enemah que la
tecnologiasous vidanhibe la oxidacion lipidica, obteniendo bajos vaien el salmén
cocinado mediantsous videy afirmando que el tipo de envasado es un impatant

factor en el retardo de la oxidacion lipidica.

En este sentido, el tratamiento de altas presien890 y 600 MPa en las
condiciones usadas, no afectaron la oxidaciénitipidel plato “listo para consumir” de
dorada sous vide.Los bajos valores de TBARs detectados en todosglopos
estudiados (C, AP300 y AP600) confirmaron que elasado a vacio, retrasé la
oxidacion lipidica en la dorada.

V.3.3. Analisis de Perfil de Textura

La textura es considerada uno de los atributosatiéacd més importantes en el
pescado el cual determina la aceptabilidad del womor y por tanto la
comercializacion del producto (Ashie y Simpson, @8)9®%na pérdida de calidad en lo
referente a la textura puede ser debido a la dativenzimatica y quimica. El cocinado
sous videnactiva las proteasas y lipasas las cuales saceaple deteriorar el pescado
cocinado, pero la actividad enzimatica residual dpuecontinuar durante el
almacenamiento en refrigeracion (Kim y Park, 20@@emas, el tratamiento de altas
presiones afecta la actividad enzimética de lagepras (principalmente las proteinas
miofibrilares), dando lugar a modificaciones edtnales y cambios en la textura

(Angsupanich y Ledward, 1998).

Los resultados obtenidos en el Analisis de Pewil Textura (TPA) en las

muestras estudiadas (C, AP300, AP600) en el diairl se muestran en Tabla 21.

No se observaron diferencias estadisticamentefisgas(P > 0,05) para ninguno de
los parametros de textura estudiados: dureza, gdamhsadhesividad, cohesividad y
masticabilidad. Sin embargo, las muestras tratediasltas presiones resultaron menos
elasticas (P < 0,01). Las muestras AP300 y AP6Qistnaron valores de elasticidad
inferiores (3,22 y 2,87 mm) a las muestras queueooh presurizadas (C) (4,34 mm).
Resultados similares fueron obtenidos por Yiy (2013) en muestras de mejillén sin
concha cocinadas y tratadas con altas presionegjed@a elasticidad resultd ser

significativamente menor que las muestras conwoinadas. Los autores concluyeron
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gue en las muestras tratadas, el tratamiento de ptesiones indujo cambios en la
estructura muscular, reduciendo la capacidad derdeeina muscular para unirse al
agua, forzando a ésta para penetrar en el espacangofibrilar. Como consecuencia,

el agua result6 mas facil para salir fuera del pectm] especialmente después de un

tratamiento (ej. cocinado).

Tabla 21. Analisis de Perfil de Textura (TPA) obtenido enretils de dorada
cocinados mediantsous vidgC) y tratamiento con altas presiones a 300 (AP$00
600 MPa (AP600) en el dia inicial de almacenamiento

Parametros (TPA) C AP300 AP600 Significancia
Dureza 6,97 +0,81 6,66 +0,63 7,17+0,74 NS
Gomosidad 2,70+ 0,79 3,11+0,82 3,41+0,38 NS
Adhesividad -0,17 £ 0,19 -0,10+£0,08 -0,04 + 0,04 NS
Cohesividad 0,50 +0,15 0,53+0,15 0,57 £0,11 NS
Masticabilidad 12,30 £ 0,40 10,51+0,27 11,04+0,48 NS
Elasticidad 4,34+027  3,22+064 287+0,38 *x

a,b,c Diferentes letras, diferencias estadisticameangt@ficativas entre tratamientos. ** P < 0,01.

Sin embargo, otros autores detectaron un incrememtotros parametros de
textura conforme la presion aumentd. Mas espeonificde, Yagiz y col. (2009)
observaron un incremento en la dureza, gomosidadsficabilidad en salmén atlantico
y Bindu y col. (2013) obtuvieron un mayor increntern la dureza en muestras de

F.indicusdebido al tratamiento de altas presiones.

V.3.4. Anélisis sensorial

Los resultados basados en el analisis sensoriglatel “listo para consumir” de
dorada y procesadas mediante tratamiento de akagopes se muestran enTabla
22.

El color verde dorado de la salsa se debe a lagdientes utilizados en su
elaboracion (aceite de oliva y perejil). Este cot@ntuvo su intensidad hasta el dia 34

de almacenamiento en todas las muestras estudéagastjr de entonces se observé una
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pérdida gradual de intensidad, resultando evidemeas puntuaciones recibidas en los
dias 48 y 62.

El color intrinseco del masculo de la dorada notmdasambios significativos (P
> 0,05) en las muestras C ni en ninguno de losrnantos estudiados (AP300 y
AP600), manteniéndose el caracteristico color ldatecla dorada cocinada durante los

62 dias de almacenamiento sin ningun tipo de aitara

En el ultimo dia de almacenamiento, el olor glofiaG) del platosous vide
(acido acético, ajo y olor especiado) tuvo una piltatuacion en todas las muestras asi
como durante el tiempo de almacenamiento. Aunqoéelglobal registrado en AP300
(6,81) en el ultimo dia fue ligeramente mas baje gu las muestras C (8,65) y AP600

(8,03) (P < 0,05), no se mostraron razones apa@aia estas diferencias encontradas.

Las altas puntuaciones (9,50-9,68) obtenidas pasaleor global en el dia 0
destacaron por la correcta combinacion de ingréesefpescado y salsa) utilizada en el
plato sous vidéelisto para consumir”. En el dltimo dia, las muastrAP300 y AP600
obtuvieron una alta puntuacién significativa (P ,800) respecto a las muestras C, lo
cual refleja los resultados de Cheftel (1992), e mantuvieron que las altas
presiones podrian estabilizar la estructura de nalguingredientes, mejorando la

agregacion y la retencién de aromas y sabores.

El deterioro bacteriano y enzimatico en el pesqgaafdria dar lugar a olores y
sabores desagradables. El hecho de que los paseisidetectaron otros olores ni otros
sabores en ninguno de los tratamientos confirmaglegltados obtenidos en los valores
de TBARs y los recuentos microbioldgicos. Armstrgngyicliveen (2000) afirmaron
qgue los componentes de la salsa pueden enmasgsrearhbios en las caracteristicas

sensoriales de los platos “listos para consumiriatee.

La textura blanda y gelatinosa del pescado reguder tratamientos térmicos
mas suaves para solubilizar el coldageno muscuab@3°C) (Roca y Brugués, 2004).
Entre los parametros de textura, la jugosidad plietiar la aceptabilidad del producto
en el consumidor (Hedrick y col., 1994). Inicialme el cocinadsous videoriginé un

plato de dorada “listo para consumir” con una piltatuacion en la jugosidad (8,72), lo
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cual contrasta con los encontrado por Turkkan y @@10), quienes mencionan unos
bajos valores en la jugosidad (4,00-4,40) parabanhk cocinada en fritura, al horno y al
microondas en el dia 0. Dado que las altas tempagate coccion pueden influir en
este parametro, parece que el método de cocindd@adm en el presente estudio (60
°C) resulté adecuado para la obtencién de un ptodugoso, aunque se supone que la
salsa habria contribuido en este respecto. LastraseAP300 y AP600, mostraron
bajos valores significativos (P < 0,001) (7,01 9%,que las muestras C (8,72) en el dia
0. De hecho, las muestras AP600 mostraron bajaseslkn la jugosidad durante el
tiempo de almacenamiento, presumiblemente debités altas presiones usadas, las
cuales podrian favorecer la pérdida de agua retesmdlos miotomos del musculo del

pescado.

La firmeza en un producto se refiere a su estadlig resistencia a la
deformacion. El tratamiento de altas presionesétbdo de cocinado y el envasado a
vacio, son factores que en el presente ensayadwmntdizados y pueden influenciar en
dicho parametro. En el presente estudio, valooesdpbajo de 5 indicaron una baja
firmeza en el producto. En el dia 0, este atributo una alta puntuacion (P < 0,05) en
las muestras de AP600 (6,54) respecto a las ma&stf4,77) y muestras AP300 (5,09).

El tiempo de almacenamiento afectd a la texturéaslenuestras C. La firmeza
decrecié conforme aumento el tiempo de almacenamidando lugar por tanto a una
pérdida en la calidad sensorial. Las muestras ARBDOvieron una alta puntuacion de
6,47 en el dia 62, lo cual resultd estadisticameaigaificativamente (P < 0,001)

respecto a las puntuaciones correspondientesgmmaudestras C (3,10) y AP300 (3,43).

Una consecuencia en la pérdida de firmeza de |l&stnas no presurizadas (C)
fue el incremento en la pastosidad a partir del3dizen adelante. Estas diferencias
resultaron estadisticamente significativas (P €©1),0especto a las muestras AP300 y
AP600. Cabe destacar que las muestras que fueesurpradas a 600 MPa, no
mostraron pastosidad durante el tiempo de almadentom mostrandose por tanto una

buena firmeza en las muestras.

La calidad global (CG) refiere al conjunto de cdadles que hacen que un

producto sea aceptable. Los altos valores iniciatesos tres tratamientos (en rango
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comprendido entre 8,39 a 9,63) sefalaron la alidach sensorial en los tres lotes
estudiados (C, AP300, AP600). En el dia 34, la @&s muestras C disminuy6 debido
a la pérdida de firmeza y al aumento en la pasidsi@n los dias 34 y 48, la CG en
ambos tratamientos (AP300 y AP600) mostraron dides estadisticamente
significativas (P < 0,001) respecto las muestrasm@@&ntras que en el dia 62 las
puntuaciones otorgadas por los panelistas fuerd, §,17 y 5,68 para las muestras
AP600, AP300 y C respectivamente, de modo que nengke las muestras tuvo valores
por debajo del umbral establecido de aceptabilidad.

164



Resultados y discusion — Capitulo V

Tabla 22 Andlisis sensorial del producsous vidgC) y del tratado por altas presiones (AP300, AB@0macenado a 2 + 1 ° C durante 62 dias (cajtinu

ATRIBUTOS
Dias Tratamiento Color salsa Color pescado Olor global Otros olores Otros sabores
C 5,15 +0,19*° 10,00 + 0,00 10,00 + 0,08° 0,00 + 0,00 9,64 +0,63
0 AP300 4,95 +0,17"° 10,00 £ 0,00 9,50 + 0,58° 0,00 + 0,00 9,50 + 0,69
AP600 4,70 £ 0,26°¢ 10,00 £ 0,00 9,86 + 0,37 0,00 + 0,00 9,68 + 0,58
Significancia Fork NS ok NS NS
C 4,19 0,97 10,00 + 0,00 10,00 + 0,08° 0,00 + 0,00 9,73+0,48"
- AP300 4,50 +0,61° 10,00 £ 0,00 10,00 + 0,08° 0,00 + 0,00 10,00 + 0,08°
AP600 5,32 +0,37° 10,00 £ 0,00 9,82 + 0,38* 0,00 + 0,00 10,00 + 0,08°
Significancia Fork NS ki NS rkk
C 4,04 +0,9% 10,00 + 0,00 9,48 + 0,49% 0,00 + 0,00 9,37 £0,57
17 AP300 4,75 +0,62° 9,95+0,12 9,63 +0,40° 0,00 + 0,00 9,43+0,67
AP600 5,62 +0,55° 10,00 £ 0,00 9,23 £ 0,72 0,08 +£0,29 8,96 +0,71
Significancia Fork NS NS NS *
C 4,95 + 0,29 10,00 + 0,00 8,85+ 0,75 0,09 +0,29 8,54 +0,52
34 AP300 5,03 +0,29¢ 10,00 £ 0,00 8,60 +0,78 0,00 + 0,00 8,95 + 0,68
AP600 4,63 +0,48'"° 10,00 £ 0,00 8,73 +0,63 0,03+0,14 8,68 +0,81
Significancia NS NS NS NS NS
C 3,65 + 0,24* 10,00 + 0,00 8,53 +0,32° 0,00 + 0,00 8,39 £ 0,41"
48 AP300 4,11 £0,12° 10,00 £ 0,00 8,49 +0,53° 0,00 + 0,00 9,48 +0,6%*°
AP600 4,10 +0,26" 10,00 + 0,00 7,95+ 0,37 0,00 + 0,00 8,77 £ 0,24
Significancia Fork NS ki NS *
C 3,23+0,23" 10,00 + 0,00 8,65 + 0,52 0,08 £ 0,28 6,44 £ 0,68°
62 AP300 3,01 £0,26° 10,00 £ 0,00 6,81 + 0,64¢ 0,26 + 0,47 8,15 +0,61°
AP600 3,20 + 0,21 10,00 £ 0,00 8,03 +0,68" 0,62 +0,6%° 8,73 £0,57°
Significancia Fork NS * * rkk
Significancia C b NS i NS i
Significancia AP300 rork NS ok Fkk Fkk
Significancia AP600 ok NS ok el el
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Dias Tratamiento ATRIBUTOS
Otros sabores Jugosidad Firmeza Pastdat Calidad global
C 0,00 £ 0,00 8,72 +£0,3%4° 4,77 £0,29° 0,00 + 0,00 8,39 +0,43"
0 AP300 0,00 = 0,00 7,01+0,62° 5,09 + 0,35%* 0,00 + 0,00 9,63 +0,67°
AP600 0,00 £ 0,00 6,99 + 0,34%P 6,54 + 0,65 0,00 + 0,00 9,42 £ 0,50
Significancia NS ok ok NS *
C 0,00 £ 0,00 7,78 £0,94° 4,89 £ 0,89° 0,05+0,13 9,61+0,62°
. AP300 0,00 = 0,00 7,45 +0,39° 5,29 + 0,59*" 0,22 +0,3% 9,89 +0,29°
AP600 0,00 £ 0,00 6,55+ 0,57° 6,05 + 0,6%° 0,08 +0,22 9,04 +0,60/°
Significancia NS ok ok NS ok
C 0,08 £0,2% 6,76 £ 0,677 513 +0,7¥° 0,00 + 0,00 9,23+0,53
17 AP300 0,00 = 0,00 6,75+0,7%° 4,72 £0,48" 0,00 + 0,00 9,35+0,7%
AP600 0,00 £ 0,00 6,17 + 0,58*° 5,85 +0,58° 0,00 + 0,00 8,95+ 0,7%
Significancia NS o ik NS NS
C 0,03+0,16 6,67 £ 0,49° 3,77 £0,52¢ 2,31+0,7%" 7,52 +0,55°
34 AP300 0,00 = 0,00 6,93 +0,48° 4,47 £0,51° 0,33 +0,50° 8,56 + 0,687
AP600 0,00 £ 0,00 5,62 +0,78%* 6,98 +0,49° 0,52 +0,58° 8,15 + 0,56°
Significancia NS ok ok ok ok
C 0,00 £ 0,00 6,80 £ 0,587 3,70 £ 0,57¢ 1,94 +0,6%° 7,15 £ 0,30°
48 AP300 0,00 = 0,00 5,17 +0,75" 5,52 +0,61° 0,08 + 0,29** 8,20 + 0,68
AP600 0,00 £ 0,00 4,46 + 0,50° 6,92 +0,20° 0,00 + 0,00° 8,18 £ 0,51?
Significancia NS ok el ok ok
C 0,52 +£0,71* 4,58 + 0,46" 3,10 + 0,54* 3,30 £0,29° 5,68 £ 0,62¢
62 AP300 0,08 +0,30" 5,62 £ 0,447 3,43 +0,56" 1,03 £ 0,430 7,17 +0,31
AP600 0,00 + 0,00 4,90 +0,67" 6,47 £ 0,619° 0,12 +0,2%" 8,34 + 0,4%9¢
Significancia * P o o P
Significancia C . P P P P
Significancia AP300 NS ok ok o ok
Significancia AP600 NS wkk ok rkk rork

a,b,c Diferentes letras, diferencias estadisticameigteficativas entre tratamientos,x,y,z: Diferentes letras, diferencias estadisticament@fiigtivas entre dia de
almacenamientd\S. no significancia; * P < 0,05; ** P < 0,01; *** R 0,001.
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5. CONCLUSIONES

Primera El empleo de ozono a concentraciones inferiores7a mg.t es eficaz para
asegurar la calidad microbiolégica del agua util&zeen la industria pesquera, sin
embargo, es insuficiente para reducir la cargaahiana de filetes de dorada sometidos

a inmersidn en agua ozonizada.

Segunda El envasado a vacio retrasa el deterioro fisidoagco, microbiolégico y
sensorial de filetes frescos de dorada almacenad®9€, ampliando la vida util en 4
dias con respecto al envasado en atmosfera matéifig®% CQ, 30% Ny 30% Q).

Tercera El cocinadosous videde filetes de dorada acompafiados de una salsajale b
pH y con ingredientes con propiedades antioxidagtesntimicrobianas, permiten

desarrollar un plato preparado con una alta cakéadorial y con una vida util superior
a 60 dias. De esta forma, es posible respondey melzesidades de diversificacion del
sector de la acuicultura y a su vez, ampliar latafde productos en el sector de los

platos preparados.

Cuarta El cocinadosous vidale filetes de dorada envasados en barquetascpkstin
una atmosfera modificada tiene un efecto simildsrescel deterioro fisico-quimico,
microbioldgico y sensorial que el envasado clasicdolsas a vacio. Este hecho abre
nuevas perspectivas en el empleo de envases maenmeEs, practicos y con una

mayor aceptaciéon por parte del consumidor.

Quinta El tratamiento con presiones inferiores a 600 MRa@ante 5 min y una
temperatura controlada de 5 °C no es capaz deiréawarga microbiana de filetes de
dorada cocinadosous videsin embargo, producen una modificacion en lautexgue
evita la pérdida de firmeza, principal causa deritaio sensorial de filetes de dorada no

sometidos a tratamientos de altas presiones.
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Sexta La acuicultura marina ha crecido de manera saatifa en los Ultimos afios y
contribuye a satisfacer la demanda de pescado.e®imargo este sector debe dar
respuesta a las necesidades y demandas del consynudra ello se hace necesaria la
diversificacion a través de nuevos formatos, presenes, envasado, platos
preparados, etc. que faciliten el consumo de pesd¢zat ello es imprescindible para el
sector, continuar desarrollando tareas de investigan este sentido.
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