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CAPÍTULO 2
2. MATERIALES Y MÉTODOS

2.1. Materia prima
Porciones frescas de Dorado

Las porciones que fueron sometidas a Tecnología de Barreras se adquirieron de la Empresa Exportadora de Pesca Blanca llamada Ocean Fish S.A., ubicada en Manabí, Km. 4.5, vía Manta-Montecristi. Dichas porciones fueron frescas, sin haber pasado por el proceso de congelamiento. Existen diferentes tipos de porciones para la comercialización de pesca fresca, pero la más comercializada en Dorado es la del tipo DARDEN de 6 onzas, cuyas características se detallan en la tabla 2.
La razón por la cual se trabajó con porciones y no con filetes, es debido a que las Exportadoras de Pesca Blanca Fresca buscan introducir al mercado Internacional productos con valor agregado (productos elaborados o semi-elaborados), con presentación individual y para dicha presentación, las porciones de pescado son las más apropiadas (33).

PESOS Y DIMENSIONES DE PORCIONES DE DORADO 
(DARDEN 6 ONZAS)
	Pesos y Dimensiones
	Rango*

	Peso (onzas)
	5.5 – 6.7

	Largo (cm)
	14.2 – 15.2

	Ancho (cm)
	5.1 – 6.3

	Espesor (cm)
	2.2 – 3.2


FUENTE: HOJA DE CONTROL ESTADISTICO PARA PESOS Y DIMENSIONES DE DARDEN 6 ONZAS, utilizadas en OCEAN FISH S.A.
* Los rangos se deben a la falta de uniformidad que existe en los filetes o lomos de pescado.
* Los diferentes tipos o presentaciones de porciones dependen de lo que dé el lomo al ser cortado.

Sacarosa o Azúcar Común
Ingrediente comúnmente utilizado como agente osmótico. Los azúcares en general implican una disminución de la solubilidad del oxígeno y permiten también que el crecimiento de microorganismos aerobios sea más lento (32). No tiene acción antimicrobiana directa, su efecto sobre los microorganismos se debe únicamente al descenso de la aw (35). Las soluciones de azúcar usadas como soluciones osmóticas permiten una alta reducción del contenido de humedad del producto sumergido en ella (32). El azúcar utilizado corresponde a la marca Valdez y se lo adquirió en un comisariato local (Guayaquil). No posee restricción de uso. 
Cloruro de Sodio (NaCl) o Sal común
No se lo considera como aditivo (32). El cloruro de sodio es un excelente agente osmótico (35). Su bajo peso molecular (de 58.44 g/gmol) permite una alta pérdida de agua desde el producto hacia el jarabe (35) y gran solubilidad, pero también ocasiona alta impregnación en el tejido animal (32).
Además de ser un agente osmótico, es un agente antimicrobiano (conservante), esencialmente por su efecto depresor de la actividad de agua. Los alimentos a los que se les ha adicionado de 0.7 a 5 % de sal en relación al agua del alimento, requieren otro método de conservación para garantizar su estabilidad microbiológica. El cloruro sódico se ha usado para estabilizar ciertos alimentos, entre ellos pescados con un 0.7 a 3 % de sal en relación a la fase acuosa (17).  El cloruro de sodio (marca: Crisal) o sal común, se lo adquirió en un comisariato local (Guayaquil). Esta materia prima no posee restricción de uso.
Ácido acético
El ácido acético es un ácido orgánico usado como preservante, acidulante y saborizante en varias conservas alimenticias (22). En la mayoría de los productos, el efecto conservante va de la mano con otros métodos de conservación como pasteurización, refrigeración, uso de otros aditivos, etc (34). El efecto del ácido acético es más marcado sobre las bacterias y levaduras que sobre los mohos (34). El efecto inhibidor del ácido acético va dirigido a muchas cepas dentro de las cuales se encuentran tanto microorganismos causantes del deterioro como patógenos (Ver Apéndice G).
2.2. Proceso de Aplicación de Barreras 

Las barreras que se utilizaron en porciones refrigeradas de Dorado se detallan en la figura 2.1.
2.2.1. Deshidratación Osmótica

La primera barrera a aplicar en la conservación de porciones de Dorado es la reducción de aw, para esto se utilizó la Deshidratación Osmótica (D.O.).
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FUENTE: ELABORADO POR OMAR UVIDIA A.
La D.O. es la concentración de alimentos mediante la inmersión del producto en una solución hipertónica (en el presente trabajo, la solución esta formada de azúcar y sal) (19).
Para el proceso de Deshidratación Osmótica se utilizó Solución Osmótica ternaria formada por agua, sal y azúcar (aprovechando las ventajas que estos solutos ofrecen en solución (32)), en porcentajes de 20 % y 20 % para cada soluto, sumando el 40 % de sólidos solubles (ss); estos porcentajes se tomó como referencia de los experimentos realizados por la ESPOL en deshidratación osmótica de trozos de Tilapia Roja (15). Los porcentajes fueron con respecto al peso total de la solución y la relación solución - producto fue de 4:1. Fue necesaria la utilización de malla en la superficie de la solución para asegurar que todas las áreas del producto (que tiende a flotar) se encontrasen rodeadas con S.O. asegurando la transferencia de masa en cada una de las partes de la porción. Se realizaron agitaciones a lo largo del proceso de Deshidratación, para ayudar a que el agua expulsada por el producto se difundiera en la S.O. y evitar que se altere considerablemente su concentración (29). La temperatura a la que se realizo la D.O., fue de 0°C, debido a que no se puede romper la cadena de frió, exigida por normas internacionales para productos de pesca fresca (33).
Durante el proceso de Deshidratación osmótica se midió la cinética de deshidratación. Para las determinaciones de humedad se siguió la técnica AOAC 24003.
Para medir la cinética de Deshidratación, se definió un tiempo experimental de D.O. de 30 min., basándose en que un tiempo mayor a 30 min. equivaldría aumentar de una manera exagerada el tiempo de trabajo dentro de la línea de producción de Empacadoras de Pesca Blanca fresca y que someter a las porciones a una solución Osmótica (T°= 0°C) por mucho tiempo afectaría intensamente las características sensoriales (sabor, textura, color, olor) naturales del producto en estudio. 
Las determinaciones de humedad fueron cada 5 min. y el tiempo de Deshidratación seleccionado fue basado en pruebas de Degustación. Las porciones que se sometieron al proceso en el  tiempo seleccionado, fueron las mismas porciones experimentales del Estudio de Estabilidad. 
Análisis Estadístico 
Se utilizó una medida que describa la dispersión o variabilidad de los datos obtenidos. Dentro de las medidas de dispersión, se encuentra  la Amplitud de Variación, Desviación Media, Varianza y  Desviación Estándar (δ) (31). Se seleccionó la Desviación Estándar porque esta es una medida de fácil interpretación a causa de que los resultados se presentan en las mismas unidades de los datos originales (31). Además, se realizó un análisis de Varianza en las variables de respuesta: contenido de humedad y pérdida de peso, con la finalidad de determinar si existe una variación significativa entre los períodos experimentales de 0 a 10 min. y 0 a 30 min. Se utilizó la tabla de Distribución F (31).
2.2.2. Acidificación de Solución Osmótica
Rebajar el pH es uno de los tratamientos más utilizados en la conservación de alimentos (22). El acidulante que se utilizó en el presente estudio, es el ácido acético; dicho acidulante ha presentado buenos resultados en  productos pesqueros, además presenta entre todos los medios acidulantes, el mayor efecto de inhibición sobre uno de los microorganismos indeseables en pesca fresca, como lo es el Staphylococcus aureus (Chirife y Favetto, 1992). Por último, el ácido acético fue utilizado en la conservación de trozos de Tilapia Roja (15).
El ácido orgánico utilizado para reducir el pH se debe incluir dentro de los ingredientes que componen la S.O. (20% azúcar, 20% sal y 1% ác. Acético), con el objetivo de llevar a cabo el proceso PIDR (15).
Para determinar el % de ácido Acético en la S.O. y en cada una de las porciones experimentales, se utilizó la medición de acidez con el método de acidez titulable, norma AOAC 17th 925.53.
2.2.3. Empaque y Almacenamiento 
Las condiciones de empaque y almacenamiento para las porciones experimentales fueron las mismas que se utilizan para filetes de Dorado fresco (para exportación), es decir: porciones refrigeradas (T°< 4°C) en caja de cartón parafinado, empaque con aislamiento de poliestireno; envolturas de polietileno,  con paquetes de gel congelado (3, 33). 
2.3. Análisis
Una vez aplicado Tecnología de Barreras a porciones refrigeradas de Dorado, se procedió a realizar: Análisis físico - químicos, Controles Microbiológicos y análisis Sensorial a las porciones frescas de Dorado y porciones experimentales. Los análisis fueron llevados a cabo por duplicado.
La fase experimental se dividió en varias etapas:
Etapa 1: Determinación de la cinética de Deshidratación Osmótica (pérdida de humedad y ganancia de sólidos).
Etapa 2: Determinación de parámetros físicos en la materia prima y muestras experimentales. Los parámetros físicos a determinar son: Cloruros, acidez (% de ácido acético), pH y humedad.
Etapa 3: Estudio de Estabilidad en percha de porciones refrigeradas de Dorado: 
· Caracterización sensorial de la materia prima y muestras experimentales a medida que avanza el tiempo de almacenamiento.

· Seguimiento del crecimiento microbiológico en la materia prima y muestras experimentales.

· Seguimiento de la concentración de histamina en la materia prima y muestras experimentales.
Etapa 4: Determinación de las características físicas de la solución Osmótica a emplearse: aw, pH, acidez, °Brix. 
Etapa 5: Diseño del Esquema Industrial de la etapa de aplicación de “Tecnología de Barreras” en porciones refrigeradas de Dorado.
En la tabla 3 se indica el lugar donde fueron realizados los experimentos, los equipos e instrumentos utilizados.

Cinética de Deshidratación Osmótica 
Las fórmulas utilizadas para calcular pérdida de agua, ganancia de solutos y pérdida de peso fueron (26):
EQUIPOS E INSTRUMENTOS UTILIZADOS 
	Etapa Experimental
	Lugar
	Equipos
	Instrumentos

	Determinación de la cinética de Deshidratación Osmótica (pérdida de humedad y ganancia de sólidos).
	Laboratorio de análisis de alimentos de PROTAL-ESPOL
	Balanza Analítica (d-+ 0.0001), Estufa marca Memmert (30-220 °C)
	Vasos de precipitación, crisol, Pipetas de 5 ml., Bureta 25 ml., matraz Erlenmeyer, Soporte Universal.

	Determinación de parámetros físicos en materia prima y muestras experimentales 
	Laboratorio de Química Analítica  ICQ – ESPOL.
	PH-metro de electrodo marca Accument ± 0.001.
	

	(Cloruros, acidez (% de ácido acético), pH y humedad).
	Laboratorio de análisis de alimentos de PROTAL-ESPOL
	Balanza digital marca KERN d-+ 0.01
	

	Estudio de Estabilidad en percha de porciones de Dorado: crecimiento microbiológico 
	Laboratorio de Microbiología de Ocean Fish S.A. (Manta-Manabí) 
	Estufa Fisher Scientific (20-220 °C), Incubadora marca Mel Rose Park, Autoclave All American (máx. 25 psi), Baño de María marca Precision Scientific
	Vasos de precipitación, pipetas de 1,5 y 10 ml, tubos de ensayo, medios de cultivo

	Estudio de Estabilidad en percha  de porciones de Dorado: seguimiento de la concentración de histamina 
	Laboratorio de Análisis Físico-Químico Ocean Fish S.A. (Manta-Manabí)
	TURNER Model 450 Fluorometer
	Soporte Universal, vasos de precipitación, matraces volumétricos, Bureta de 50 ml., matraz Erlenmeyer  

	Estudio de Estabilidad en percha  de porciones de Dorado: caracterización sensorial 
	Área de análisis Sensorial Ocean Fish S.A. (Manta-Manabí)
	 
	 

	Caracterización de Solución Osmótica 
	Laboratorio de Análisis Sensorial y  Microbiología de Alimentos FIMCP - ESPOL
	Refrigerador, Balanza digital marca KERN d-+ 0.01, Estufa marca Memmert (30-220°C), Refractómetros Cole-Parmer 800-323 T° 20 °C (28 a 62%) y (0 a 32%). 
	Vasos de precipitación, crisol, Pipetas de 5 ml., Bureta 25 ml., matraz Erlenmeyer, Soporte Universal, Pipetas Pasteur, tirillas de pH


FUENTE: ELABORADO POR OMAR UVIDIA A.
ECUACIÓN DE PÉRDIDA DE AGUA

(Ec. 2.1.)
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Donde:
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ECUACIÓN PARA GANANCIA DE SOLUTO

(Ec. 2.2.)
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Donde:
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ECUACIÓN DE PÉRDIDA DE PESO TOTAL
 (Ec. 2.3)
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Donde:
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ECUACIÓN DE GROVER

Ecuación Empírica para determinar el valor de aw en porciones frescas y experimentales, así como en la Solución Osmótica (24).

(Ec. 2.4.)
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Donde:
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Cloruros en Porciones de Dorado
Para determinar el porcentaje de Cloruros (% NaCl) y porcentaje de sal en fase acuosa (% penetración) en cada una de las porciones experimentales, se utilizó la medición de Cloruros con el método Volumétrico, norma NTE INEN 51. Es necesario exponer el concepto de porcentaje de sal en fase Acuosa o grado de penetración de la sal en el alimento para entender la función de barrera u obstáculo que ofrece el NaCl.
(Ec. 2.5.)
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2.4. Estudio de Estabilidad 

Esta etapa experimental es de suma importancia, ya que es aquí donde se va a verificar el grado de efectividad que posee la aplicación de Tecnología de Barreras para prolongar el tiempo de vida útil de porciones de Dorado en fresco DARDEN 6 onzas. 
La vida útil de un alimento se puede definir como el tiempo durante el cual el producto envasado y almacenado no se percibe significativamente distinto del producto inicial (6). Durante el lapso de vida útil se puede considerar que el alimento ha sufrido una disminución tolerable de su calidad, sin  llegar a un nivel de objetabilidad (fin de la vida útil) (6). La determinación de dicho punto se puede establecer rigiéndose por normas legales establecidas para el producto o con análisis sensorial cuando el consumidor (juez) juzga que el alimento se encuentra en el límite de aceptabilidad o ha perdido su excelencia (6).
Los indicadores de deterioro seleccionados para determinar la Estabilidad en percha de las porciones frescas y experimentales, fueron: Análisis Sensorial, Crecimiento Microbiológico, Velocidad de formación de histamina.
2.4.1. Análisis Sensorial
Se realizo en porciones frescas y experimentales, junto con la colaboración de personal técnico y especializado en pesca fresca de una de las Empresas Exportadoras ubicadas en la ciudad de Manta. Por lo tanto,  no fue necesario preparar a dicho personal (33).
Para la determinación del grado de frescura del Dorado se recurrió al método de medición del índice de calidad (MIC). Este método, desarrollado en Tasmania y que actualmente se utiliza en varios países europeos, se basa en los parámetros sensoriales significativos del pescado crudo y un sistema de puntuación por deméritos del 0 al 4 (18, 23). En el pescado se inspecciona y se registran los deméritos correspondientes. En el MIC se asigna la puntuación de cero al pescado muy fresco; así, la mayor puntuación corresponde al deterioro del pescado (18, 23). 
En la actualidad existen esquemas MIC para bacalao, arenque, carbonero, gallineta, sardina, tilapia y lenguado (15).  Para objeto de este estudio se elaboró un esquema MIC para carne fresca de Dorado y otro para las muestras experimentales,  basándose en observaciones durante el almacenamiento de ambos. Las características de deterioro son semejantes en ambos tipos de porciones, situación que se debe a que no se busco alejar las características de las porciones experimentales, de las naturales. La característica que presento diferencia, fue el sabor; por esta razón se elaboraron dos tablas diferentes, pero se ponderaron a la misma calificación (15 máximo y 0 mínimo) para someter a la comparación. Las puntuaciones asignadas a cada característica de calidad se presentan en las tablas 4 y 5. 
ESQUEMA MIC EMPLEADO PARA PORCIONES FRESCAS DE DORADO
	Característica
	Puntuación
	Descripción

	Sabor
	0
	Fresco

	
	1
	Poco Fresco

	
	2
	Ligeramente agrio

	
	3
	Picante y agrio

	
	4
	Ácido

	Color
	0
	Blanco Notable Brillo húmedo

	
	1
	Claro leve. Brillo húmedo

	
	2
	Rosado leve. Brillo húmedo

	
	3
	Rojo leve

	
	4
	Rojo Intenso

	Olor
	0
	Fresco. Intensidad: leve

	
	1
	Más acentuado, no desagradable

	
	2
	Ligeramente Descompuesto

	
	3
	Descompuesto; olor putrefacto

	Textura
	0
	Firme

	
	1
	Ligeramente exprimible

	
	2
	Ligeramente pastoso

	
	3
	Viscosa

	
	4
	Mucosidad amarillenta y Viscosa


FUENTE: ELABORADO POR OMAR UVIDIA A.

La caracterización sensorial se realizo a medida que avanzó  los días de almacenamiento. Las pruebas realizadas en cada una de las porciones, fueron descriptivas, basándose en las características de color, olor, sabor y textura.  El método MIC es una prueba descriptiva. Un panel de jueces para pruebas descriptivas de este tipo debe ser mínimo de 5 personas (23, 33). 

ESQUEMA MIC EMPLEADO PARA PORCIONES SOMETIDAS A TECNOLOGÍA DE BARRERAS
	Característica
	Puntuación
	Descripción

	Sabor
	0
	Fresco. Salado ligero

	
	1
	Poco Fresco. Salado leve

	
	2
	Ligeramente agrio

	
	3
	Picante y agrio

	
	4
	Ácido

	Color
	0
	Blanco Notable. Brillo húmedo

	
	1
	Levemente claro y brillo húmedo

	
	2
	Ligeramente claro y brillo húmedo

	
	3
	 Claro intenso y Levemente seco.

	
	4
	Intensamente seco y no posee brillo

	Olor
	0
	Fresco. Intensidad: leve

	
	1
	Más acentuado, no desagradable

	
	2
	Ligeramente Descompuesto

	
	3
	Descompuesto; olor putrefacto

	Textura
	0
	Firme

	
	1
	Ligeramente exprimible

	
	2
	Ligeramente pastoso

	
	3
	Viscosa

	
	4
	Mucosidad amarillenta y Viscosa


FUENTE: ELABORADO POR OMAR UVIDIA A.
El resultado que se buscó con este análisis sensorial, es identificar el tiempo de almacenamiento, dentro del cual se puede considerar que las porciones frescas y experimentales son aceptables sensorialmente para el mercado de consumidores de Dorado fresco. 
2.4.2. Crecimiento Microbiológico
Las pruebas a realizar fueron:
Aerobios totales: con este recuento microbiano se determinó la vida útil del producto, ya que dentro de estos aerobios se encuentran microorganismos responsables del deterioro del Dorado fresco, bajo condiciones de refrigeración (T°<4°C),  como por ejemplo: Pseudomonas, Aeromonas, Shewanella Putrefaciens (22, 25).  Los recuentos microbianos se realizaron en porciones frescas y experimentales; sometidas a las mismas condiciones de empaque y almacenamiento. 
Coliformes totales (E. Coli): este organismo es uno de los microorganismos relacionados con la descarboxilación de histidina en histamina (22). Al conocer su comportamiento de crecimiento, podemos visualizar el grado de riesgo en la producción de Histamina.
Los métodos ICMSF (Comisión Internacional de Especificaciones Microbiológicas para Alimentos) que se siguieron, se encuentran expuestos en la tabla 6. 
MÉTODOS ICMSF
	Contaje de Aerobios
	Recuento en Placa. Diluciones seriadas en Agar PCA

	Coliformes Totales
	Número más probable. Caldo lauril sulfato triptona

	Escherichia Coli
	Prueba de Indol


FUENTE: ICMSF (22)

2.4.3. Formación de Histamina 
Se determino durante el almacenamiento de porciones frescas y experimentales la velocidad de formación de histamina. El método utilizado para medir la concentración (ppm) de histamina fue el de Fluorometría. Norma AOAC 977.13.
Caracterización de Solución Osmótica
Características físico-químicas
Las pruebas de estabilidad se realizaron por duplicado utilizando la misma solución osmótica (S.O.). Una vez transcurrido los primeros cinco minutos entre la S.O. y las porciones experimentales (ciclo1), se procedió a realizar el primer registro de las características físico – químicas en la solución, luego de esto, se experimento con el ciclo 2, al final se registro nuevamente las características. 

A la temperatura de 20°C, se registro las siguientes características físico-químicas: pH, acidez, aw, porcentaje de sólidos solubles (ss).

Dilución de Solución Osmótica

Con la finalidad de predecir el comportamiento de dilución que posee la S.O., se procedió a realizar ciclos experimentales (6 ciclos), guardando la relación 4:1 (S.O. – producto), utilizando la misma S.O. para deshidratación. Las características físico-químicas (Acidez y porcentaje de sólidos solubles) fueron monitoreadas antes y después de ciclos consecutivos.  
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