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RESUMEN

En esta tesis se estudio la factibilidad de aplicar la irradiacibon gamma con el

proposito de extender la vida comercial de dos productos pesqueros.

Se trabajo con dos productos que difieren en sus caracteristicas en cuanto a la
composicion, preservacion y tiempo de vida comercial, siendo los mismos anillas de
calamar (lllex argentinus) y filetes marinados de anchoita (Engraulis anchoita). Ambos
productos son procesados en las industrias pesqueras de Mar del Plata, ya que esta
ciudad se caracteriza por su vasta actividad portuaria e industrial afin, y es el lugar donde
fue desarrollado este trabajo de tesis, con el objetivo de transferir a la industria los

conocimientos aportados por el mismo.

En las distintas experiencias llevadas a cabo con anillas de calamar y marinados
de anchoita se aplicé la irradiacion gamma mediante una fuente de Cobalto-60, en la
planta de irradiacion semi-industrial del Centro Atémico Ezeiza (CNEA). A su vez, se
analizé el efecto de diferentes dosis de irradiacibn gamma sobre las caracteristicas
microbioldgicas, fisicoquimicas y la aceptabilidad sensorial de ambos productos, durante

su almacenamiento en refrigeracion.

En el Capitulo 1 se hace una Introduccion a los aspectos generales involucrados

en el desarrollo de este trabajo y se describen los objetivos del mismo.

En el Capitulo 2 se presenta una Revision Bibliografica donde se detallan
aspectos particulares de la irradiacion de alimentos, desde el efecto de la misma sobre
microorganismos y componentes del alimento, hasta la situacion actual de la irradiacion
de alimentos en el mundo y en particular en Argentina. También se profundiza sobre las
caracteristicas de las especies pesqueras en general, y en particular sobre lllex
argentinus y Engraulis anchoita, y se describen las caracteristicas de los productos que
fueron analizados en este trabajo, elaborados a partir de estas especies.

En el Capitulo 3 se describen las materias primas utilizadas y la metodologia de

andlisis empleada.
Las distintas experiencias llevadas a cabo con las anillas de calamar se detallan
en el Capitulo 4, donde se describen las irradiaciones preliminar, definitiva, asi como la

irradiacién comercial de anillas de calamar pretratadas con poli-fosfatos. Alli también se

Vi



detalla la aplicacion de modelos matematicos para predecir el comportamiento de las
bacterias psicrétrofas y de las bases nitrogenadas voléatiles durante el almacenamiento en

refrigeracion de anillas de calamar tratadas con irradiacion gamma.

En el Capitulo 5 se describen las experiencias de irradiacion realizadas con filetes
de anchoita marinados, en las que se trabaj6é con partidas de marinados elaborados con

soluciones de marinacion con diferentes concentraciones de acido acético.

En el Capitulo 6 se detallan las conclusiones generales de este trabajo.

Se aplico la irradiacion gamma a dos productos pesqueros que se caracterizan
por presentar diferencias notorias entre si: un producto a partir de un molusco fresco y un

marinado a partir de un pescado graso.

Los resultados de las experiencias aqui descriptas permitieron concluir que fue
factible aplicar la irradiacion gamma en ambos productos pesqueros, con resultados
satisfactorios en cuanto al mejoramiento de la calidad sanitaria y a la extension de la vida
comercial, en el caso de las anillas de calamar, sin que se viera afectada negativamente

la aceptabilidad sensorial de los productos asi desarrollados.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

OBJETIVOS




1.1 INTRODUCCION

Los productos de la pesca son altamente perecederos en comparacién con otros
alimentos de origen animal, es por ello que a lo largo de la historia se han desarrollado
métodos de preservacion que permiten extender la vida Gtil de los mismos. La aplicacion
de bajas y altas temperaturas, la adicion de sales, acidos organicos y sustancias
antimicrobianas, el envasado con atmosferas modificadas, la aplicacion de pulsos
eléctricos de alto voltaje, altas presiones hidrostaticas y radiaciones ionizantes, entre
otros, han sido utilizados para inhibir el desarrollo de microorganismos patdégenos y
retrasar o eliminar la actividad de microorganismos deteriorantes directamente

involucrados con la vida util.

La irradiacion de alimentos es uno de los métodos de preservacion que se ha
estudiado de forma mas extensa y estricta y ha probado ser una tecnologia eficiente para
disminuir recuentos microbianos y extender la vida util de los alimentos (Josephson,
1983; Kodo, 1990; Kilcast, 1995; Pigott et al., 1990; Satin, 1997; Sommers et al., 2006;
Urbain, 1986). Cuando un alimento se somete a la accién de las radiaciones ionizantes,
la cantidad de energia absorbida por unidad de masa se define como dosis y su unidad

es el Gray (Gy). Un Gy equivale a un Joule por kilogramo de alimento.

La radiacion ionizante inactiva los microorganismos mediante dos mecanismos:
por accion directa, cuando un rayo o particula ionizante afecta el ADN de los
microorganismos Vivos y otros constituyentes celulares; e indirecta, cuando los productos
de radidlisis, generalmente del agua, afectan la célula (Goldbith, 1971; Moseley, 1989).
De esta forma se pueden inducir cambios en las sustancias que componen los alimentos
tales como proteinas, lipidos, carbohidratos y vitaminas. Sin embargo, las pérdidas
nutricionales no son significativas al aplicarse dosis de radiacion apropiadas para cada
alimento (ADA Report, 1995; Giroux & Lacroix, 1998; ICGFI; 1999; Josephson et al.,
1978; Kilcast, 1995). Ademas, el proceso de irradiacién sélo aumenta pocos grados la
temperatura del alimento, y esto sélo en el caso de emplear altas dosis de radiacion (>10

kGy), evitando asi las pérdidas de nutrientes por degradacién térmica (Kilcast, 1995).

La aptitud nutricional y la inocuidad toxicologica de los alimentos irradiados han
sido estudiadas y analizadas en profundidad durante mas de 60 afios y toda la evidencia
cientifica confirma su seguridad. Organismos como la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA), el Departamento de Agricultura
de Estados Unidos (USDA), la Asociacién Médica Norteamericana (AMA), la Asociacion

de Dietistas Norteamericana (ADA) y la Organizacién para la Agricultura y la Alimentacion
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de Naciones Unidas (FAO) han aprobado la irradiacion como una técnica segura e inocua
para el consumidor (Diehl, 2002; OMS, 1994, 1999).

Distintos objetivos tecnolégicos pueden alcanzarse con la irradiacibn segun la
dosis que se aplique. Las dosis bajas (hasta 1 kGy) se utilizan para evitar enfermedades
producidas por parasitos, inhibir el desarrollo de brotes en bulbos, tubérculos y raices, y
retardar la maduracién o el envejecimiento de algunos productos frutihorticolas. Las dosis
medias (1 - 10 kGy) permiten reducir la carga de microorganismos deteriorantes y
eliminar microorganismos patdgenos no esporulados (Farkas, 2006). La dosis altas (>10
kGy) se aplican para esterilizar alimentos. La irradiacion permitiria entonces reducir la
incidencia de Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA), lo cual lleva una
disminucién de los gastos relacionados con la salud publica (Molins, 2001), asi como

disminuir las pérdidas econdmicas ocasionadas por las mermas debidas al deterioro.

En pescado se han aplicado dosis de 1 a 3 kGy y en mariscos de 2 a 7 kGy para
reducir recuentos microbianos (Kilcast, 1995). La radiacibn gamma permitié extender la
vida atil de caballa (Scomber scombrus) envasada al vacio (Slavin et al., 1966); besugo
Sparus aurata (Chouliara et al., 2004); merluza Merluccius hubbsi (Lescano et al., 1989);
rébalo Dicentrarchus labrax (Ozden et al., 2007); anchoas Stolephorus commersonii
enteras (Lakshmann et al., 1999); pez plata (Argentina silus) (Carver et al., 1969);
camarones Penaeus indicus (Kannat et al., 2006) y calamar Todarodes pacificus salado y
fermentado (Byun et al., 2000), entre otros. Sin embargo, no hay hasta el momento
estudios para incrementar el tiempo de comercializacion de calamar fresco minimamente
procesado, ni estudios que indiqguen que se haya aplicado irradiacion en la especie lllex

argentinus.

El calamar lllex argentinus es la segunda pesqueria en importancia en cuanto a
volumen de capturas del Océano Atlantico Sudoccidental, luego de la merluza. En el afio
2008, sus capturas superaron las 255 000 toneladas (MINAGRI, 2008). Existen varios
productos a partir del calamar fresco, como tubo con o sin piel, tentaculos, aletas y
anillas, asi como conservas (que abastecen fundamentalmente mercado interno) y
congelados (para abastecer principalmente el mercado externo). Las anillas se consumen

generalmente rebozadas vy fritas, y son conocidas en el pais con el nombre de rabas.

En cuanto a la anchoita Engraulis anchoita, es una de las especies pesqueras
mas abundantes de la zona pesquera del Océano Atlantico Sudoccidental y se encuentra
subexplotada. La Engraulis anchoita es un peldgico pequefio cuya abundancia anual

estimada varia entre 600 000 y 4.5 millones de toneladas. La pesca ocurre
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predominantemente entre los meses de Julio y Noviembre. Las capturas en el 2006
fueron de alrededor de 30 000 toneladas en Argentina (Madureira et al., 2009), siendo las
capturas promedio entre los afios 2006 y 2011 superiores a las 26 000 toneladas
(MINAGRI, 2012). A partir de la anchoita se elabora la conserva tipo sardina, la anchoita
salada madurada, los filetes en aceite y también marinados. Los marinados son
preservas de anchoita que se comenzaron elaborando fundamentalmente para el

mercado local y actualmente tienen un alto nivel de exportacion.

En esta tesis se propone aplicar la irradiacion gamma a fin de preservar productos
de calamar lllex argentinus (anillas sin piel) y de anchoita Engraulis anchoita (filetes
marinados en soluciones de acido acético y sal). La utilizacién de productos que ya
presentan otras barreras preservativas permitiria aplicar la irradiacibn gamma en dosis
menores, que contribuyan a la estabilidad de los productos y a la extension de su vida
comercial, procurando que las modificaciones de los atributos sensoriales y nutricionales

sean minimas.

A fin de estudiar el efecto de la irradiacion gamma sobre los parametros de
calidad, se seleccionaron estos productos porque los mismos difieren notablemente entre
si, en sus caracteristicas intrinsecas y en el tiempo de comercializacion. Las anillas son
un producto fresco de una especie de molusco, que presenta un tiempo limitado en
refrigeracion (usualmente menor a 8-10 dias). Los marinados de anchoita son un
producto elaborado a partir de pescado graso que, debido al tratamiento de marinacién,

pueden llegar a una vida util médxima de 6 meses en refrigeracion.

La importante actividad portuaria de la ciudad de Mar del Plata se ve reflejada en
parte en los volumenes de desembarcos de calamar lllex argentinus y anchoita Engraulis
anchoita, los cuales representan el 51% y el 99% del total del pais, respectivamente
(promedio 2006-2011, MINAGRI, 2012). Estas cifras ponen de manifiesto la importancia
de estudiar la aplicacion de nuevas tecnhologias que le otorguen a la industria pesquera
productos novedosos que presenten un mayor tiempo de comercializacion favoreciendo

ademas las posibilidades de exportacion.

En este contexto, sumado al hecho que no existen a la fecha estudios sobre la
aplicacion de la irradiacibn gamma en estas especies pesqueras, se resalta el interés
cientifico y tecnoldgico de estudiar la viabilidad de extender la vida Util de estos productos

mediante la irradiacibn gamma.



1.2 OBJETIVOS

Esta tesis plantea analizar desde un abordaje multidisciplinario el efecto de la
irradiacidn gamma sobre las caracteristicas microbiolégicas, fisicoquimicas y sensoriales,
asi como su influencia sobre el tiempo de comercializacion, de productos pesqueros
preservados o minimamente procesados (filetes marinados de anchoita y anillas de

calamar, respectivamente), durante el almacenamiento en refrigeracion (4-5 °C).

Con el fin de cumplimentar el presente trabajo de Tesis Doctoral se plantean los

siguientes objetivos particulares:

A Analizar el efecto de la irradiacibon gamma sobre los microorganismos en anillas
de calamar y marinados de anchoita. Obtener modelos de inactivaciébn microbiana

en funcion de la dosis de irradiacion.

A Evaluar el efecto de la irradiaciéon en el comportamiento de la microflora durante el
almacenamiento en refrigeracion y su influencia sobre el tiempo de
comercializacion de los productos. Obtener modelos de comportamiento de la
microflora durante el almacenamiento en refrigeracion en relacioén con la dosis de

irradiacion.

A Analizar el efecto de la irradiacion gamma sobre distintos parametros
fisicoquimicos, incluidos aquellos relacionados con la frescura, durante el
almacenamiento a 4-5 °C de anillas de calamar y marinados de anchoita.

Relacionar indices fisicoquimicos con resultados microbiol6gicos.

A Estudiar el efecto de la irradiacion gamma sobre la estabilidad oxidativa de los

lipidos de marinados de anchoita durante el almacenamiento en refrigeracion.

A Evaluar mediante métodos instrumentales el color de las anillas de calamar y
marinados de anchoita tratados con irradiacion gamma, durante el

almacenamiento en refrigeracion.

A Estudiar el efecto de la irradiacion gamma sobre la aceptabilidad sensorial de los

productos irradiados.



A Estudiar el efecto de la irradiacion gamma sobre la textura de marinados de
anchoita mediante métodos instrumentales y sensoriales y correlacionar los

resultados de los mismos.

A Analizar la factibilidad técnica de obtener mediante la irradiacibn gamma, nuevos
productos pesqueros que sean sensorialmente aceptables y presenten un tiempo

de comercializacion mayor al de aquellos actualmente existentes.



CAPITULO 2
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BIBLIOGRAFICA

Irradiacion de Alimentos

Calamar lllex argentinus
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Irradiacion de alimentos

2.1.1 Introduccién y aplicaciones

La irradiacion de alimentos es un método fisico de conservacién que consiste en
exponer el producto a la accion de radiaciones ionizantes durante un cierto periodo de
tiempo. El tiempo de exposicion es proporcional a la cantidad de energia que se desee
que absorba el alimento. La cantidad de energia absorbida por unidad de masa se define

como dosis y su unidad es el Gray (Gy), que equivale a Joule por kilogramo.

La preservaciéon de alimentos mediante radiaciones ionizantes quiza sea la
tecnologia que ha sido mas minuciosamente estudiada en cuanto a su seguridad
toxicologica a lo largo de la historia. Durante mas de 50 afios se han llevado a cabo
diversos estudios, cuya evidencia cientifica respalda la aptitud nutricional, la inocuidad
toxicologica y la seguridad microbiolégica de los alimentos tratados con radiaciones
ionizantes (Diehl, 2002; Sommers et al., 2006; WHO, 1994, 1999). La inocuidad de los
alimentos irradiados ha sido garantizada, entre otros, por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), la Organizacion para la Agricultura y la Alimentacién (FAO), la Agencia
Internacional de Energia Atémica (IAEA), el Codex Alimentarius, la Asociacion Médica
Americana (AMA), la Asociacion de Dietistas Americanos (ADA), asi como la Academia
Nacional de Medicina de Argentina (Narvaiz, 2009). La irradiacién de alimentos ha
demostrado ser una tecnologia segura y eficiente para reducir las cargas microbianas e
incrementar la vida Gtil de los alimentos (Josephson, 1983; Kilcast, 1995; Molins, 2001).

En este momento, 57 paises han aprobado el tratamiento con irradiacion de uno o
mas alimentos (Sommers et al., 2006). Sin embargo, su implementacion industrial es ain
incipiente, posiblemente debido a la falta de difusion del tema y a temores infundados que
disminuyen la aceptacion de esta tecnhologia. En Argentina en particular, la falta de
armonizacion de las legislaciones nacionales es también una limitacion (Narvaiz, 2009).
Con respecto a lo anteriormente mencionado, los temores suelen estar relacionados con
la confusién entre términos diferentes, como son la irradiacién y la radioactividad. Es
importante diferenciar siempre que un alimento irradiado no debe confundirse con uno
radiactivo. En este Ultimo intervienen radioisétopos en su composicién, es decir
compuestos radiactivos. En cambio, un alimento irradiado es aquel que ha sido tratado
con radiacion ionizante. La irradiacion no induce radiactividad en el alimento, mas alla de

la naturalmente presente causada por **C y “°K. En el proceso de irradiacion de alimentos
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se utilizan mas frecuentemente fuentes de Cobalto-60 (1,33 MeV (Megaelectron-Volt)) y
Cesio-137 (0,66 MeV), cuyas respectivas energias son demasiada bajas como para
inducir radiactividad, algo que solamente sucede a energias superiores a los 16 MeV.
Asimismo, de acuerdo a lo aprobado por la OMS la irradiacion con electrones acelerados
hasta 10 MeV vy los rayos-x hasta 5 MeV tampoco la inducen (Barbosa-Canovas et al.,
1999; OMS, 1989).

Los principales objetivos de la irradiacién de alimentos son controlar formas de
vida indeseables, como bacterias, hongos, parasitos e insectos; interferir en procesos
fisiol6gicos causantes de deterioro, y modificar propiedades tecnoldgicas (Molins, 2001).

Las aplicaciones de la irradiacién en alimentos dependen de los objetivos que se
deseen alcanzar y por lo tanto, de la dosis a utilizarse. Las mismas se presentan en la
Tabla 2.1. En un rango creciente de dosis, la irradiacion se puede aplicar para inhibir la
brotacién de bulbos, tubérculos y raices; para esterilizar plagas de interés fitosanitario a
fin de evitar su propagacion a areas libres en el comercio internacional; para esterilizar
parasitos, como Trichinella spiralis en carne de cerdo, al interrumpir su ciclo vital e
impedir la enfermedad en el hombre; para retrasar la maduracién de frutas tropicales
como mango, papaya y banana y la senescencia en frutas y algunas hortalizas; para
prolongar el tiempo de comercializacion de alimentos frescos por reduccion de la
contaminaciébn microbiana total; para controlar microorganismos patdégenos no
esporulados que causan enfermedades al hombre; para modificar propiedades de interés
tecnolégico y para esterilizar alimentos (CNEA; 2011; Molins, 2001; Kilcast, 1995). La
irradiacion permite eliminar microorganismos patégenos que causan enfermedades
transmitidas por alimentos, como la Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes,
Salmonella spp. y Vibrio spp., entre otros, con las consecuentes reducciones en gastos
para la salud publica (Borsa, 2006). Este aspecto es muy importante sobre todo cuando
se trata de alimentar poblaciones mas susceptibles, como nifios y ancianos, asi como
pacientes comprometidos inmunolégicamente (OIEA, 2009c¢). Una de las ventajas del
proceso de irradiacion es que el alimento puede irradiarse una vez envasado, evitando de

esta manera posteriores contaminaciones.



Tabla 2.1. Aplicaciones de la irradiacion de alimentos.

Rango de
Aplicaciones Alimento dosis

aproximado
(kGY)

Dosis bajas (hasta 1 kGy)

Inhibicién de la brotacion de bulbos, tubérculosy  Papas, cebollas, 0,05- 0,15
raices ajo

Esterilizacion de insectos Frutas, granos 0,15- 0,5
Esterilizacion de parasitos Carnes 0,3-1
Retraso de la maduracion y de la senescencia Frutas y vegetales, 0,2-0,5

frutas tropicales,
champifiones
Dosis media (1 — 10 kGy)

Prolongacion del tiempo de comercializacion por  Carnes frescas, 2-4
reduccién de la carga microbiana total (proceso pescado, frutas
similar a la pasteurizacion por calor, llamado finas
radurizacién).
Eliminacion de microorganismos patégenos no Pollo, huevo, 1-7
esporulados (excepto virus), causantes de carne, hortalizas,
enfermedades al hombre (radicidacion). mariscos

Dosis altas (10 — 50 kGy)
Esterilizacion de alimentos al aplicar un Carne, comidas 25-50

tratamiento capaz de conservarlos sin desarrollo  estériles
microbiano, a temperatura ambiente durante

afos (proceso semejante a la esterilizacion

comercial, denominado radapertizacion).

Fuente: CNEA, 2011; Kilcast, 1995; OMS; 1988.

Dentro de los métodos de preservacion desarrollados, la mayoria no se pueden
aplicar a la totalidad de los alimentos y la irradiacion no es una excepcion. Los alimentos
liquidos son muy sensibles a las modificaciones de sus caracteristicas sensoriales por la
irradiacion, ya que el alto contenido de agua favorece las reacciones quimicas producidas
por el efecto indirecto de las radiaciones, lo cual puede generar cambios en el sabor,
aroma y color. Los alimentos con un alto porcentaje de lipidos y en atmésfera con
contenido normal de oxigeno dentro del envase, también son sensibles a las radiaciones,
dado que los &cidos grasos insaturados reaccionan preferentemente con radicales
oxhidrilo pudiendo producir rancidez y algunas pérdidas nutricionales (Barbosa-Céanovas
et al., 1999; Narvaiz, 2009). Sin embargo, existen métodos para minimizar el efecto de las
radiaciones, como la irradiacion a bajas temperaturas, la exclusién de oxigeno del envase
y el uso de aditivos, como aceptores de radicales libres.

Por otra parte, la irradiacion puede ser una alternativa al uso de sustancias
quimicas de toxicidad sospechada, tales como fumigantes, algunos antimicrobianos
(nitrito de sodio en carnes) e inhibidores de brotacién (hidrazida maleica). El bromuro de

metilo se emplea para fumigar productos frutihorticolas con fines fitosanitarios, pero su
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uso esta en vias de ser prohibido por ser un depresor de la capa de ozono. La irradiacién
tiene ademas otras ventajas sobre el uso de los fumigantes como una mayor penetracion
y es un tratamiento mas rapido que no requiere aireacion posterior (Barbosa-Céanovas,
1999; Narvaiz, 2009).

Todos los métodos de preservacion de alimentos tales como el calentamiento, la
congelacion, el agregado de productos quimicos y la irradiacion no estan destinados a
sustituir las buenas practicas de manufactura e higiene. Ni la irradiacion ni ningdn otro
método pueden invertir el proceso de descomposicién y hacer que un alimento

deteriorado sea comestible (Barbosa-Cénovas, 1999; Narvaiz, 2009).

Con respecto a los envases utilizados en alimentos irradiados, los resultados de
amplias investigaciones demuestran que casi todos los materiales de envases de
alimentos que se utilizan cominmente son adecuados para la irradiacion (CNEA, 2011).
A su vez, los envases de polietileno y de poliamida (nylon-6) han sido aprobados por la
FDA para ser utilizados en alimentos que se trataran con irradiacion hasta dosis de 60
kGy (FDA, 2001).

2.1.2 Fuentes de radiacion ionizante

Existen tres fuentes de radiaciones ionizantes que se utilizan en plantas de
procesamiento de irradiacion comerciales.

Las plantas de irradiacibn gamma utilizan una fuente radiactiva, usualmente el
Cobalto-60. La caracteristica principal de la irradiacion gamma es que tiene una alta
penetracion en el material a irradiar, lo que facilita su aplicacion a grandes cantidades
(pallets). El Cesio-137 es menos utilizado (Kilcast, 1995).

Otra fuente de irradiacion son los electrones acelerados generados por maquinas.
Tienen como desventaja una menor penetracion, de hasta 8 cm en alimentos irradiados
con dosis de 10 MeV. Su principal ventaja es que el equipo puede ser apagado cuando
no se utiliza, pudiéndose integrar a operaciones de procesamiento de alimentos
(Barbosa-Canovas et al., 1999).

Una tercera fuente de radiacion emplea rayos-X, generados por el bombardeo de
electrones a un blanco metalico. Sin embargo, se utiliza poco por la baja eficiencia de
conversioén de electrones a rayos-X (Kilcast, 1995; Wilkinson & Gould, 1998).

A nivel internacional, aproximadamente el 90% de las instalaciones para irradiar
alimentos comercialmente corresponden a plantas gamma de Cobalto-60, mientras que el

10% restante a aceleradores de electrones (CNEA, 2011).
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2.1.3 Efecto de las radiaciones ionizantes

La radiacion ionizante tiene energia suficientemente alta como para extraer
electrones de las 6rbitas atdbmicas. Como se menciond, los rayos gamma emitidos por
radio nucleidos, los rayos-X y los electrones acelerados son formas de radiacion ionizante
(Wilkinson & Gould, 1998).

Cuando las radiaciones ionizantes actlian sobre la materia producen dos efectos
bésicos. El efecto primario, también llamado “directo”, causa la formacién de iones,
moléculas excitadas o rupturas moleculares. Estas ultimas pueden generar radicales
libres. Los radicales libres son partes de moléculas, grupos de atomos 6 atomos
altamente reactivos, ya que tienen un electrén no apareado en su orbital mas externo.
Por este motivo tienden a reaccionar con otros radicales libres 0 moléculas para alcanzar
la estabilidad al aparear sus electrones impares (Potter & Hotchkings, 1995). A
continuacion se muestran las posibles reacciones producto del efecto primario de la

irradiacion (Molins, 2001; Narvaiz, 2008), donde M representa a una molécula 'y M* a un

radical libre:
lonizacion: M> M +e
lonizacioén disociativa: M=>A"+B*+e
Excitacion: M > M*
Disociacion: M-=> A*+B*

En el efecto directo, es una particula o rayo ionizante lo que afecta al objetivo
sensible a la irradiacién, como puede ser el acido desoxirribonucleico (ADN) de las
células microbianas. El efecto indirecto ocurre mientras el alimento esta siendo irradiado.
El mismo no es influenciado por la presion, temperatura, presencia de oxigeno, entre
otros factores ambientales; es independiente de la composicién del alimento y es la

causa predominante de inactivacion microbiana en alimentos irradiados (Goldblith, 1971).

El efecto secundario, también llamado indirecto, involucra la interacciéon de los
productos del proceso primario y puede conducir a la formacion de compuestos diferentes
de los presentes en forma inicial. Para que la interaccién suceda, los productos primarios
tienen que entrar en contacto, lo cual requiere tiempo y ausencia de impedimentos
(Josephson, 1983). El efecto secundario tiene lugar durante el almacenamiento posterior
a la irradiacion. En los alimentos y los organismos vivos el agua es el componente

mayoritario y por lo tanto, la ionizacion ocurre en dicha molécula, produciéndose la
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radidlisis del agua (Farkas, 2005). De esta manera, cuanto mas alto sea el contenido
acuoso del alimento, mayor sera la intensidad del efecto indirecto ya que la movilidad de

las sustancias serd superior y con ello la reactividad quimica.

A partir de la ionizacién del agua se forman los radicales hidroxilo (HO®) e
hidrogeno (H®), altamente reactivos, que por recombinacién entre ellos o con otros iones
0 moléculas (como oxigeno) dan lugar a otras especies reactivas como el radical
hidroperoxilo (HO,®), siendo los Unicos productos finales estables el hidrégeno (H,) y el
peréxido de hidrégeno (H,O,). Estos mecanismos son los responsables de las
modificaciones que ocurren en los microorganismaos, enzimas y otros constituyentes de
los alimentos debido al tratamiento de irradiacion (Farkas, 1998, 2005; Kilcast, 1995;
Potter & Hotchkings, 1995). La siguiente ecuacion (Ecuacién 2.1) muestra de manera

simplificada los complejos mecanismos de la radiolisis del agua:

rayos y (EC. 2.1)
H,O — > (2,7)HO® + (2,7)e 5q + (0,55)H" + (0,45)H, + (0,71)H,0, + (2,7)H;0"

Siendo e7,q un electrén transportado por una molécula de agua, y HzO" el ién
hidronio (Molins, 2001).

Los productos finales estables de la radiolisis del agua (H, y H,O,) son
parcialmente consumidos en las siguientes reacciones con radicales libres producidos por
la irradiacion (Ec. 2.2) (Molins, 2001):

H202 + e_aq 9 HO. + OH_
H, + HO® > H,O + H* Ec. 2.2

En el efecto indirecto los microorganismos y constituyentes del alimento son
principalmente afectados por los productos de radidlisis (radicales hidrogeno e hidroxilo,
peroxido de hidrégeno, etc.) (Goldblith, 1971; Josephson, 1983). En este caso, el efecto
esta muy influenciado por los constituyentes del alimento. En particular, las proteinas,
lipidos y otros componentes, reaccionan con los radicales libres producidos por radiélisis,
provocando un efecto protector sobre los microorganismos frente al efecto indirecto. Un
efecto protector similar es proporcionado a moléculas pequefias como vitaminas y
enzimas (Goldblith, 1971).

Existen en la literatura numerosos ejemplos de la accién de las radiaciones

ionizantes sobre sistemas modelo, como soluciones acuosas de sustancias aisladas, o
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mezclas de sustancias. Los efectos descriptos en tales condiciones son mucho mas
intensos que los observados en sistemas complejos, como matrices alimentarias, en
donde todas las sustancias presentes compiten por la absorcion de energia y por lo tanto
no deberian tomarse como representativos de los posibles cambios en los alimentos
(Narvaiz, 2009).

2.1.4 Efecto sobre los microorganismos

La radiacién ionizante inactiva microorganismos al producir cambios en las células
microbianas, mediante los dos efectos anteriormente descriptos.

Cuando el alimento se expone a radiaciones ionizantes la principal ocurrencia de
dafio en la célula del microorganismo se da en la molécula de acido desoxirribonucleico
(ADN) que se esté replicando (Grecz et al., 1983; Moseley, 1989). La molécula de ADN
es una hélice doble cuya estructura estd estabilizada por uniones electrostaticas tipo
puente hidrégeno. Los dafios pueden darse en los componentes de la hélice (bases) o en
toda su estructura. Cuando toda la estructura del ADN es dafiada se debe principalmente
a que por el gran tamafio de la molécula la probabilidad de impacto es mayor y a que las
uniones puente hidrégeno intercatenarias responsables de su estabilidad se rompen con
energias relativamente bajas (Grecz et al., 1983; OIEA, 1982).

En el efecto directo, la lesion en el ADN puede ser una rotura en una sola hebra
del ADN, o bien, si la orientacion de la molécula de ADN es adecuada, se pueden romper
ambas hebras. Las lesiones de una sola hebra pueden no ser letales. Sin embargo, una
gran cantidad de lesiones de una sola hebra puede exceder la capacidad de reparacion
de las bacterias, lo que termina resultando en la muerte celular. Una rotura doble de
cadena ocurre cuando un electrén o foton colisionan areas adyacentes o ambas hebras
de la cadena de ADN. Esto corta la cadena del ADN en dos partes, siendo estas lesiones
en general irreversiblemente letales. Sin embargo, dado que se necesita una orientacion
especial de la molécula de ADN para que ocurra un corte doble de las hebras, este
ocurre con una frecuencia mucho menor que las roturas de hebra simples (Grecz et al.,
1983; Molins, 2001).

Las interacciones de la radiaciébn con las moléculas adyacentes al material
genético son mas complejas. La quimica de la irradiaciébn del agua es bien conocida y
como se mencion6 anteriormente, los productos reactivos de la radidlisis del agua mas
importantes son el radical hidroxilo y el perdxido de hidrogeno. Estas moléculas
reaccionan con los acidos nucleicos y los enlaces quimicos que unen dos acidos en una
hebra simple, asi como con los enlaces que unen un par base adyacente en la hebra

apuesta. Dado que la localizacion de la ionizacién en la molécula de agua es al azar, las

14



reacciones subsecuentes con los acidos nucleicos también lo son. El efecto indirecto
también puede producir roturas de la cadena de ADN de simple o doble hebra (Molins,
2001). El radical hidroxilo (OH’) puede reaccionar con la estructura azucar-fosfato de la
columna de la cadena de ADN causando el corte del enlace éster fosfato y la aparicion de
roturas en cadenas simples (Moseley, 1989). Sin embargo, dado que la energia requerida
es menor para romper un enlace puente de hidrégeno en comparacién con un enlace
covalente de la cadena principal, el radical hidroxilo puede llevarse el &tomo de hidrégeno
de una de las muchas uniones puente de hidrégeno intercatenarias (Grecz et al., 1983;
OIAE, 1982).

Ademas del dafio que la radiacién produce en el material genético, puede
provocar diversos efectos en los otros constituyentes celulares. La aplicacion de la
radiacién en la célula resulta en la interaccién directa e indirecta con los componentes
celulares como las membranas, enzimas y plasmidos. Estas interacciones pueden tener
un efecto letal en las células, sin embargo en general esto no sucede si no existe también
dafio en el material genético. Estas interacciones pueden afectar la supervivencia de las
bacterias dafiadas sub-letalmente, o bien complicar o impedir la supervivencia de la
célula dafada (Dickson, 2001; Grecz et al., 1983).

Existen tres grupos principales de factores que afectan la resistencia microbiana a
la irradiacion: Parametros de proceso, caracteristicas de los microorganismos y
parametros del producto (Grecz et al., 1983; Mafias & Pagan, 2005).

Los parametros del proceso de irradiacion estan definidos por la intensidad del
tratamiento, la cual depende directamente de la dosis de irradiacion absorbida (van
Gerwen et al.,, 1999). La temperatura del producto durante el proceso de irradiacion
también influencia la letalidad microbiana. A mayor temperatura, mayor es la letalidad de
los microorganismos.

A su vez, los diferentes grupos microbianos se caracterizan por tener distinta
resistencia a la irradiacién, la cual sigue el siguiente orden decreciente: Virus > Esporas >
Mohos y levaduras > Bacterias Gram positivas > Bacterias Gram negativas.

De acuerdo a este ordenamiento, las bacterias Gram negativas, que corresponden
a la flora deteriorante tipica de los productos pesqueros, se encuentran entre las
bacterias menos resistentes a la irradiacion.

Entre los parametros del producto, la sensibilidad a la irradiacion se ve
principalmente influenciada por la matriz alimentaria y por la atmésfera en la que el
alimento es irradiado. La presencia de oxigeno promueve la formacién de radicales libres
y de sustancias oxidantes como peroxidos e hidroperéxidos, aumentando el efecto letal

de la irradiacion. A su vez, una disminucion en la actividad de agua implicaria un
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incremento en la supervivencia bacteriana luego del tratamiento de irradiacion, al
disminuir la contribucion del efecto indirecto de las radiaciones. A menor cantidad de
agua se reduce la movilidad de las moléculas y es menor la posibilidad de que puedan
reaccionar. Tanto los microorganismos como el alimento se ven protegidos por la menor
reactividad quimica (Barbosa-Canovas et al., 1999; Josephson, 1983; van Gerwen et al.,
1999). Por otra parte, el pH del alimento pareceria afectar muy poco la letalidad

microbiana debida a la irradiacion (Buchanan et al., 2004).

2.1.5 Efecto de la irradiacion sobre las macromoléculas del alimento. Aspectos

nutricionales del alimento irradiado.

La aptitud nutricional de los alimentos irradiados ha sido estudiada con
profundidad por distintos organismos internacionales (OMS, IOEA, FDA, FAO, etc.) a fin
de asegurar la misma.

La aplicacién de la irradiacion puede inducir modificaciones en las proteinas,
lipidos, carbohidratos y vitaminas de los alimentos, debido principalmente a la accién de
los radicales libres, producto de la radidlisis de agua. Sin embargo, no se han reportado
pérdidas significativas de la calidad nutricional de los constituyentes de lipidos, proteinas
y carbohidratos a dosis adecuadas para la preservacion de alimentos (<10 kGy) (ADA
Report, 1995; Giroux & Lacroix, 1998; ICGFI, 1999; Josephson et al., 1978).

Con respecto a los macronutrientes de los alimentos, se ha observado que las
alteraciones producidas en los mismos por el tratamiento de irradiacién son minimas. En
los micronutrientes, se han observado pérdidas leves de algunas vitaminas, dependiendo
de su composicién quimica y de &cidos grasos esenciales, que resultan comparables e
incluso menores a las halladas cuando se utilizan otros métodos de preservacion, como
el calor. Se estima que solamente 6 de cada millon de uniones quimicas covalentes se

rompen por cada kGy absorbido (Narvaiz, 2012).

En los lipidos, la irradiacién puede provocar la ruptura de la unién éster de los
triglicéridos con la consecuente liberacion de acidos grasos, asi como la peroxidacion de
acidos grasos, siendo los acidos grasos insaturados mas sensibles a la irradiacion debido
a la presencia de dobles enlaces en su estructura, donde el déficit de electrones hace
gue sean mas susceptibles a la reaccién con los radicales hidroxilo formados por la
irradiacion (Thakur & Singh, 1994). Son varios los factores que determinan el efecto de la
irradiacion sobre los lipidos, como la composicién (grado de insaturacién y conjugacion
de dobles ligaduras de los acidos grasos), la presencia de sustancias antioxidantes

naturales, el estado fisico de los lipidos, etc. (Molins, 2001). Es sabido que a mayor grado
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de insaturacién de los acidos grasos, mayor es la susceptibilidad a la oxidacion,
resultando los acidos grasos poliinsaturados (AGPI) méas sensibles debido tanto al mayor
namero de sitios de ataque radiolitico como a la mayor estabilidad energética de la
molécula debida a la deslocalizacion y resonancia electronicas. Los lipidos de las
especies pesqueras se caracterizan por presentar una importante proporcion de AGPI en
su composicion (Huss, 1999). Sin embargo se ha comprobado que existen formas de
minimizar el efecto de la irradiacion sobre los lipidos. Por ejemplo, la ausencia de oxigeno
en la atmosfera que rodea al alimento durante el proceso y el almacenamiento puede
minimizar este efecto (Brewer, 2009), tal como fue observado por Kim et al. (2002) en
carnes crudas de ternera, pavo y cerdo irradiadas con electrones acelerados. Asimismo,
Erkan y Ozden (2007) analizaron diversos estudios sobre el efecto de la irradiacion
gamma en la composicién de acidos grasos de diferentes especies de pescados. A partir
de dicha revision concluyeron que la irradiacion sélo tiene efectos marginales en los
lipidos de los productos pesqueros, incluyendo el acido graso esencial alfa-linolénico.
Tampoco se hallaron cambios significativos en los AGPI omega 3 debido a dosis de
irradiaciéon (hasta 6 kGy) en camarones congelados ni se vio comprometida
negativamente la composicion de acidos grasos y estabilidad de la fraccion lipidica
(Abreu et al., 2010).

Las radiaciones ionizantes pueden producir modificaciones en las estructuras
terciaria y cuaternaria de las proteinas, las cuales estan relacionadas con la orientacion
tridimensional y la disposicion espacial de las mismas. Estas estructuras se caracterizan
por estar unidas mediante uniones fisicas débiles en comparacién con las quimicas
covalentes, tipo Van der Waals o puente de hidrégeno, por lo tanto, la irradiacién puede
promover la desnaturalizacion proteica, reacciones de agregacion asi como la ruptura de
enlaces. La ruptura y agregacion proteica producidas por la irradiacion estarian
relacionadas con los cambios en las estructuras terciaria y cuaternarias, responsables de
su configuracién espacial, cuando sus grupos reactivos quedan expuestos a la accién de
los productos radioliticos del agua, como el electron hidratado, y el radical hidroxilo
(Urbain 1986). Sin embargo, el valor nutricional de las proteinas no se ve afectado por la
irradiacién ya que las estructuras secundaria (secuencia de aminoacidos) y primaria (tipo
de aminoécidos) no resultan modificadas (Giroux & Lacroix, 1998; Josephson et al., 1978;
Urbain, 1986). Por ejemplo, filetes de abadejo fueron irradiados a 53 kGy sin que se
detectaran diferencias significativas en el contenido de aminoacidos (Venugopal et al.,
1999).

Con respecto a las enzimas de los alimentos, estas son resistentes a la

irradiacion, tanto es asi que es necesario aplicar un blanqueo previo a 70 °C para
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inactivarlas en carnes esterilizadas por radiaciones a 45 kGy (Barbosa-Canovas et al.,
1999).

Para inactivar una enzima se debe destruir su sitio activo, no necesariamente el
resto de la molécula. Teniendo en cuenta el efecto secundario de las radiaciones, cuanto
mas agua tenga un alimento, mayor sera el dafio causado por la irradiacion. Por ejemplo,
en frutas la polifenoloxidasa de la cdscara de citricos se activa provocando manchas
marrones tipicas del envejecimiento natural de estos alimentos (Narvaiz, 2012). En
cambio las diastasas en miel suelen inactivarse parcialmente a dosis de 10 kGy, control
de Loque americana (Narvaiz, 2012). Las enzimas que causan autélisis en alimentos de
alto contenido proteico no son inactivadas por dosis de hasta 50 kGy. Por ejemplo,
Hwang & Hau (1995) estudiaron la actividad residual de enzimas proteoliticas en pollo
tratado con irradiacion, que se consideran responsables del deterioro de la calidad de la
carne. Analizaron las proteasas dependientes de Ca** (CDP) y la catepsina D. Los
resultados indicaron que la actividad de la Catepsina D no era afectada por el tratamiento
con irradiacion hasta dosis de 50 kGy. La actividad de las CDP fue disminuida por esta
dosis de irradiacion, pero las enzimas no fueron inactivadas por completo. De acuerdo a
Urbain (1986), las enzimas lipoliticas involucradas con la hidrolisis enddégena de los
fosfolipidos y lipidos neutrales no fueron inactivadas totalmente por la irradiacion a 50
kGy.

La sensibilidad de las vitaminas a la irradiacion depende de su estructura
molecular, en particular su grado de insaturacion y conjugacion de dobles enlaces, su
solubilidad en agua o grasa y de la complejidad de la matriz alimentaria que se irradie.
Las vitaminas Bl (tiamina), C (acido ascoérbico), A (retinol) y E (alfa-tocoferol) son
reconocidas por su sensibilidad a la irradiacion; pidiéndose llegar a perder como maximo
un 20 %, a dosis apropiadas para irradiar el alimento (Narvaiz & Ladomery, 1998). Sin
embargo, la vitamina B1 es mas sensible al tratamiento térmico que al de irradiacion
(ICGFI, 1999).

Los efectos de la irradiacion en el valor nutricional de los alimentos son minimos.
Estas observaciones estan sostenidas por los resultados de diversos estudios de
alimentacion que se realizaron para establecer la inocuidad de los alimentos irradiados
(ICGFI, 1999).

2.1.6 Irradiacién de alimentos: Historiay Legislacion

Aunque la irradiacion de alimentos es frecuentemente denominada como una

nueva tecnologia, la idea de utilizar radiaciones ionizantes para mejorar la calidad y la
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vida util de los alimentos surgié hacia finales del 1800. La historia de la irradiacién de

alimentos ha sido detallada con excelencia por Josephson (1983) y Diehl (1990).

Los avances en la irradiacién de alimentos estuvieron muy ligados a los de la
fisica de la radiacion y al desarrollo de fuentes y sistemas para irradiar alimentos (1890-
1940). Este periodo fue continuado por una etapa de investigacion y desarrollo intensivos
(1940-1970) que se solaparon con extensos estudios sobre la inocuidad nutricional,
microbioldgica y toxicoldgica de los alimentos tratados con irradiacion durante la década
del 70. A partir de 1970, la mayoria de los eventos relacionados con la irradiacion de
alimentos estuvieron relacionados con las regulaciones y legislaciones.

En el afio 1970, 23 paises organizaron el Proyecto Internacional en Irradiacion de
Alimentos (IFIP), con sede en el Centro de Investigaciones Nucleares de Karlsruhe,
Alemania. Paralelamente, organizaciones pertenecientes a Naciones Unidas como la
Organizacién para los Alimentos y la Agricultura (FAO), la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) y el Organismo Internacional de Energia Atdmica (OIEA) constituyeron el
Comité Conjunto de Expertos en Irradiacién de Alimentos (JECFI). El objetivo de este
comité era recopilar y evaluar la informacién existente sobre el tema y encarar nuevas
investigaciones para esclarecer los puntos que necesitaran confirmacion (Narvaiz, 2009).
El JECFI en su conclusion final asegurd que la irradiacion de cualquier alimento irradiado
con dosis de hasta 10 kGy no presenta peligros para la salud del hombre. Esta dosis no
constituye un limite, sino que se eligi6 porque la mayoria de las aplicaciones en

irradiacion de alimentos se desarrolla en este rango (OMS, 1989).

En el afio 1999, luego de un episodio que causé la muerte de 5 nifios y la
enfermedad de alrededor de 700 personas debido al microorganismo patégeno
Escherichia coli O157:H7, Estados Unidos aprobé la irradiacion de carnes rojas (vaca,
cordero, cerdo) fresca y congelada (FDA, 1999). En el afilo 2002 Estados Unidos,
Australia y Nueva Zelandia aprobaron leyes que autorizan la irradiacion de alimentos con

fines cuarentenarios.

En Argentina, los aspectos generales de irradiacion de alimentos estan legislados
por el articulo 174 del Cédigo Alimentario Argentino (CAA, 1978). Asimismo, en otros
articulos se autoriza la irradiacion de papa, cebolla y ajo para inhibir la brotacion; de
frutilas para prolongar la vida util; de champifion y esparrago para retardar su
envejecimiento y de especias, frutas y vegetales deshidratados, para reducir la

contaminacién microbiana.
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En el afio 1996, con la intencion de armonizar con legislaciones mas avanzadas,
en particular la brasilera en el ambito MERCOSUR, la Comisidon Nacional de Energia
Atdmica (CNEA) solicité a la Comision Nacional de Alimentos (CONAL) que evaluara la
aprobacién de irradiacion de ciertas clases de productos en el CAA. Estas clases eran
carnes rojas, carne de cerdo, huevo desecado, pescados y productos pesqueros, granos
y sus harinas y productos fruti-horticolas con fines cuarentenarios. Hasta este momento,
la CONAL no acepta esta propuesta y prefiere mantener las autorizaciones de irradiacion
por producto.

A mediados del 2003, a raiz del lamentable fallecimiento de nifios por sindrome
urémico hemolitico causado por hamburguesas contaminadas con Escherichia coli
0157:H7 en Argentina, el Ministerio de Salud de la Nacion solicito a CONAL que evaluara
la aprobacién de carne picada irradiada. Aun no hay expedicidn al respecto (Narvaiz,
2009).

En el afio 2003, el Instituto Argentino de Normatizacion y Certificacion de
Argentina (IRAM) aprob6 la norma 20.301: Buenas Préacticas de Procesamiento para la
Irradiacion de Alimentos destinados al Consumo Humano, elaborada por el Subcomité
Irradiacion de Alimentos, creado en 2001. Esta norma fue propuesta por IRAM a la
Organizacion Internacional de Normatizacion (ISO) en el afio 2004; se cre6 un Grupo de
Trabajo sobre irradiacion de alimentos en ISO para tratar esta propuesta dentro del
Comité Técnico 34: Alimentos y en el afio 2012 fue publicada como norma 1SO 14.470:
Irradiacion de alimentos- Requisitos para el desarrollo, validacion y control de rutina del
proceso de irradiacion ionizante empleado para el tratamiento de alimentos (Narvaiz,
2012).

Asimismo, el Codex Alimentarius tiene dos normas en las que regula distintos

aspectos de la irradiacion de alimentos (Codex Alimentarius, 2003a; 2003b).

2.1.7 Situacion actual de irradiacion de alimentos en el mundo y Argentina

La irradiacibn comercial de alimentos se realiza en 32 paises del mundo, con

alrededor de 200 instalaciones de irradiacion en operacion. En la Figura 2.1 se presentan

coloreados con rosa los paises que irradian alimentos.
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Figura 2.1. Paises que irradian alimentos en la actualidad.

Los paises que aplican la tecnologia son, en orden aproximado de volimenes
decreciente: China, Estados Unidos, Republica de Sudafrica, Holanda, Japén, Vietnam,
Indonesia, Francia, Hungria, Bélgica, Corea, India, México, Canada, Brasil, Croacia,
Argentina, Republica Checa, Dinamarca, Polonia, Turquia, Egipto, Finlandia, Indonesia,
Israel, Iran, Inglaterra, Noruega, Tailandia y Chile (Narvaiz, 2009; OIEA, 2009a).

Actualmente se comercializan en el mundo alrededor de 400.000 toneladas por
afo de alimentos irradiados, lo cual constituye aun un volumen incipiente. En la Figura
2.2 se muestran las toneladas de alimentos irradiados en los distintos continentes, donde

se observa que Asia y Oceania son los mayores productores.

AFRICA
18700t

AMERCIA
116400t

ASIAY
OCEANIA
184600 t

EUROPA
85060 t

Figura 2.2. Distribucién de los alimentos irradiados por continente (toneladas).
Fuente: Kume et al. (2009)
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Las especias y alimentos deshidratados son los que se irradian con mas
frecuencia, como se puede observar en la Figura 2.3, donde se presentan los
porcentajes de alimentos irradiados clasificados por rubros, durante el afio 2005, a nivel
mundial (Kume et al., 2009).

CARNES Y
PESCADOS
8%

OTROS
4%

GRANOS Y
FRUTAS
20%

ESPECIAS
46%

PAPAS Y
CEBOLLAS
22%

Figura 2.3. Porcentajes de clases de alimentos irradiados en el mundo.
Fuente: Kume et al. (2009)

La region asiatica y Oceania abarcan el mayor volumen de alimentos irradiados,
con un total de 184.600 toneladas, siendo china el principal productor, con el 80% del
total (Kume et al., 2009). En China hay 103 instalaciones gamma y 6 de electrones, que
irradian especias, ajo, cebolla, papa, manzana, tomate, arroz, salsa china y aderezos, en
voliumenes cercanos a las 146.000 toneladas por afio (Kume et al., 2009). Los volumenes
de alimentos irradiados en el resto del continente asiatico y Oceania se muestran en la

Figura 2.4.

FILIPINAS, 326 t

AUSTRALIA
200t

MALASIA, 482 t
INDONESIA, 4011 t
INDIA, 1600 t

COREA, 5394 t

JAPON, 8096 t
VIETNAM, 14200 t

TAILANDIA, 3000 t

Figura 2.4. Toneladas de alimentos irradiados en Asia y Oceania (sin incluir China).
Fuente: Kume et al. (2009)

En India el numero de instalaciones gamma para alimentos crecié Ultimamente de
6 a 9. Alli se procesan unas 1.500 toneladas de especias y vegetales deshidratados
anuales (Kume et al., 2009).
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Indonesia irradia comercialmente cerca de 4.100 toneladas/afio de alimentos en
una instalacién gamma, incluyendo especias y vegetales deshidratados, cacao en polvo,
alimentos para bebés y otros congelados. Vietham declaré la produccion de 40.000
toneladas de alimentos irradiados en el afio 2006, con 4 instalaciones de Cobalto-60 y un
acelerador de electrones (Narvaiz, 2009).

El sudeste asiatico ha mostrado en los Ultimos afios una actividad creciente en
irradiacion de frutas tropicales exoticas con fines fitosanitarios para mercados del
hemisferio norte. También Pakistan, India, Australia, Nueva Zelandia, México y Hawai,

con destino principal a Estados Unidos.

América es el segundo continente en cuanto al volumen de alimentos irradiados,
alcanzando las 116.400 toneladas/afio (Figura 2.2). Estados Unidos es el pais que irradia
la mayor cantidad, llegando a un total de 92.000 toneladas de alimentos, de las cuales el
87% corresponde a especias (Kume et al., 2009). En Estados Unidos existen alrededor
de 50 instalaciones comerciales que irradian especias, hortalizas, frutas, carne picada y
pollo. Alrededor de 5.000 supermercados venden hamburguesas irradiadas y desde el
afio 2004 el Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA) autorizé la provision
de este producto a comedores escolares (Narvaiz, 2009).

Brasil irradia un total de 23.000 toneladas de alimentos, de las cuales el 87%
corresponde a especias y vegetales deshidratados (Kume et al., 2009).

Con respecto a la Union Europea, se irradian un total de 15.060 toneladas anuales
de alimentos. De éstas, 7.200 toneladas corresponden a Bélgica y el resto a Francia,
Holanda, Polonia, Hungria y Alemania (Figura 2.5). En Francia se irradian 3.111
toneladas/afio de especias, pollo congelado deshuesado, frutas desecadas, ancas de
rana congeladas y langostino en 5 instalaciones industriales.

En Ucrania se irradian 70.000 toneladas de alimentos, de las cuales 42.000

corresponden a trigo (Kume et al., 2009).
En Sudafrica se irradian 18.185 toneladas de papa, cebolla, frutas, especias, miel,

carnes, pescados y productos procesados (Kume et al.,, 2009; Narvaiz, 2009; OIEA,
2009Db).
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Figura 2.5. Toneladas de alimentos irradiadas en la Union Europea.
Fuente: Kume et al. (2009)

Nuestro pais fue pionero en América Latina en conocimiento y aplicaciones de la
energia nuclear, asi como en la irradiacion de alimentos.

Argentina produce Cobalto-60 en la Central Nuclear de Embalse, provincia de
Cérdoba, el cual es fraccionado y encapsulado posteriormente en el Centro Atémico
Ezeiza para su venta a granel o en fuentes selladas, a través de DIOXITEK, una empresa
del Estado argentino con participacion mayoritaria de CNEA. La comercializacion esta
actualmente en manos de una empresa multinacional.

Hasta el momento, existen en el pais dos plantas de irradiacion de alimentos, de
Cobalto-60, ambas localizadas en la provincia de Buenos Aires.

La planta de irradiacién-semi industrial del Centro Atdbmico Ezeiza, es estatal y
funciona desde la década de 1970. La planta IONICS esta instalada en el Talar de
Pacheco. Es una empresa privada que ofrece sus servicios desde 1989. El inventario
radiactivo de ambas oscila generalmente entre 2,22x10"° y 2,96x10'® Becquerel (Bq).

En estas plantas se irradian especias para el mercado local, que son utilizadas
como ingredientes minoritarios en otros alimentos, como por ejemplo chacinados. Segun
la legislacion vigente (CAA), como la especia irradiada corresponde a menos del 10% del
alimento, no es necesario que el envase del producto final se rotule como “irradiado”.
También se irradian otros productos, mayormente deshidratados como cacao en polvo,
suero bovino desecado, higado desecado, huevo desecado o congelado, vegetales
deshidratados, extracto de carne, polen, harina de soja, harina de legumbres, etc. (CNEA,
2011).

Antes del afio 2009, el volumen total irradiado en las dos instalaciones rondaba

las 4.000 toneladas por afio, siendo la mayor contribucién la de la planta privada

(Narvaiz, 2009). Durante el afio 2003, se irradiaron 220 toneladas de alimentos en la
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Planta de irradiacion semi-industrial del Centro Atomico Ezeiza, en la Figura 2.6 se

muestran los porcentajes de los distintos rubros de alimentos.

GOLOSINAS

PERROS; 24% HARINA SOJA; 24%

ALMIDON; 3%
VEGETALES
DESHIDRATADOS;

% )
CACAO; 7% HARINA
ESPECIAS; 8% LEGUMBRES; 13%

ALIMENTO RATON,;
14%

Figura 2.6. Porcentajes de alimentos irradiados en el Centro Atémico Ezeiza en el afio 2003.
Fuente: Narvaiz, 2012.

En el 2011, en la planta IONICS se irradiaron 5.000 toneladas de alimentos,
incluyendo envases para alimentos (720 toneladas). Los principales rubros de alimentos
irradiados fueron especias y vegetales deshidratados. En el mismo afio, se irradiaron
43,5 toneladas de alimentos balanceados (50%), hierbas (41%) y especias (9%), en la

planta del Centro Atémico Ezeiza.

La instalacion del Centro Atémico Ezeiza actia también como promotora de esta
tecnologia, destinando parte de sus servicios a investigacion y desarrollo sobre la
factibilidad de irradiacion de diversos productos, entre ellos, alimentos (CNEA, 2011).

En los dltimos afios hubo un continuo incremento de los volimenes industriales de
alimentos irradiados en ambas plantas, asi como del interés de la industria alimentaria
para gue se construyan mas plantas de irradiacibn en el pais. Sin embargo, la
implementacién industrial a gran escala de esta tecnologia se encuentra limitada
principalmente por el rechazo a nuevas aprobaciones por la Comision Nacional de
Alimentos (Narvaiz, 2009).

Esta situacibn coloca al pais en desventaja con respecto a una futura
comercializacién de alimentos irradiados en ambitos regionales donde Brasil, Chile, Costa
Rica, Cuba, Paraguay, Peru, México aprueban ampliamente este tratamiento. A su vez,
se podrian perder importantes oportunidades en el comercio internacional con paises de
alto poder adquisitivo como Estados Unidos, que tiene una alta demanda de productos
frutihorticolas en contra estacion (Narvaiz, 2009).
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Por estos motivos se considera necesaria la armonizacién de las legislaciones
nacionales, para lo cual son necesarios estudios previos de factibilidad de irradiacién de

diversos alimentos.

2.1.8 Costos

Al igual que cualquier tipo de tratamiento de alimentos, la irradiacion tiene un
costo. A nivel mundial se estima que el mismo no supera el 3% del precio del producto. El
costo de irradiacion esta estimado en centavos por kilo de alimento, lo cual es competitivo
con el de otros tratamientos, pudiendo resultar incluso menos costoso. La construccion
de una instalacion gamma de irradiaciéon de alimentos implica inversiones que oscilan
entre uno y cuatro millones de pesos, cantidades comparables a las correspondientes a
las instalaciones de tratamiento de alimentos mediante otras tecnologias (esterilizacion

de alimentos liquidos a muy alta temperatura, por ejemplo) (CNEA, 2011).

2.1.9 Irradiacién de productos pesqueros

Los productos marinos son altamente perecederos, siendo deteriorados
principalmente por bacterias Gram negativas (Huss, 1995). Sin embargo su conocida
calidad nutricional, debida principalmente al alto contenido proteico y a la composicion de
sus lipidos ricos en &cidos grasos poliinsaturados esenciales (Pigott & Tucker, 1990), ha
impulsado el desarrollo de diversas tecnologias para preservarlos, entre ellas, la

irradiacion.

Los beneficios del tratamiento con irradiacion sobre la mejora de calidad
microbioldgica y la preservacion del pescado y productos pesqueros son respaldados por
mas de 40 afios de investigacion (IAEA, 1969). La irradiacion gamma ha sido utilizada
como un método efectivo para extender la vida Gtil de productos pesqueros al reducir

cuantitativa y cualitativamente las poblaciones microbianas (Arvanitoyannis et al., 2010).

Existen recopilaciones de trabajos sobre productos pesqueros tratados con
radiaciones ionizantes (Arvanitoyannis et al., 2010; Foley, 2006; IAEA, 1969; 2000). Por
ejemplo, se han aplicado dosis de irradiacion entre 0 y 7 kGy en pescado y mariscos
obteniéndose resultados satisfactorios en cuanto a la extension de la vida atil (IAEA,
1969; Kilcast, 1995).
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La irradiacion gamma permitié extender la vida comercial de diversos productos
pesqueros al reducir la carga microbiana inicial.

La aplicacién de 2 kGy permitié extender en 4 dias el tiempo de almacenamiento a
13 °C de anchoas (Stolephorus commersonii) enteras (Lakshmanan et al., 1999). Se
pudo incrementar la vida util de caballa (Scomber scombrus) envasada al vacio con una
dosis optima de 2,5 kGy, durante el almacenamiento a 0,6 °C (Slavin et al., 1966). Filetes
de besugo Sparus aurata salados y envasados al vacio presentaron una vida Util en
refrigeracion 13 dias superior a la de los filetes sin irradiar, debido al tratamiento con 3
kGy (Chouliara et al., 2004). Se incrementé en 6 dias la vida util de pez plata (Argentina
silus) almacenado a 0,6 °C, mediante la aplicacién de 0,5-1,0 kGy (Carver et al., 1969).
Abadejo Dicentrarchus labrax entero irradiado con 5 kGy presenté una vida util 4 dias
superior durante almacenamiento a 4°C, en comparacién con las muestras sin irradiar
(Ozden at al., 2006). El tiempo de comercializacion de filetes de merluza Merluccius
hubbsi fue triplicada por la aplicacion de 3,3 kGy de irradiacibn gamma, durante el
almacenamiento a 0 °C (Narvaiz et al., 1989). Ejemplares de besugo Nemipterus
japonicus eviscerado, salado e irradiado con 2 kGy tuvieron una vida util de 28 dias en
comparacion con 9 dias de la muestra sin irradiar (Jeevanandam et al., 2001). La
aplicacion de 2,5 kGy, en conjunto con otras barreras tecnoldgicas, también permitio
desarrollar camarones (Penaeus indicus) estables a temperatura ambiente durante 2
meses (Kannat et al., 2006).

Sin embargo, no se conocen registros sobre la aplicacion de irradiacion sobre un
producto fresco de calamar lllex argentinus ni en filetes marinados de Engraulis anchoita.

2.2 Caracteristicas de las especies pesqueras

2.2.1 Composicion

La composicion quimica de los peces y moluscos varia considerablemente entre
las diferentes especies y también entre individuos de una misma especie, en funcion de
la edad, el sexo, el medio ambiente y la estacién del afio. La variacién normal hallada en
los principales constituyentes de filetes de pescado se muestra en la Tabla 2.2, donde se
puede observar que las mismas pueden ser muy importantes, dependiendo de los

factores anteriormente mencionados (Connell, 1975; Huss, 1999; Madrid et al., 1994).
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Tabla 2.2. Variacién normal de la composicion de filetes de pescado, en porcentaje

CONSTITUYENTE PORCENTAJE

AGUA 66-81
PROTEINAS 16-21
LIiPIDOS 0,2-25
CARBOHIDRATOS <0,5

CENIZAS 1,2-1,5

Fuente: Huss (1999).

Las variaciones que se observan en la composicidbn quimica del pez estan
directamente relacionadas con la alimentacion, el nado migratorio y los cambios
gonadales relacionados con el desove.

El pez pasa periodos de inanicidbn por razones naturales o fisioldgicas, como el
desove o la migracion o bien por factores externos como la escasez de alimento. El
desove requiere mayores niveles de energia y por lo tanto, los peces que tengan
reservas energéticas almacenadas como lipidos recurriran a las mismas. Algunas
especies realizan largas migraciones para llegar a las zonas especificas de desove y es
por ello que para obtener energia, degradan las proteinas ademas de los lipidos,
agotando las reservas de ambos, lo que origina una reduccion de la condicién biol6gica
del pez (Connell, 1975; Huss, 1999).

En las especies pesqueras, el contenido de carbohidratos en el misculo es muy
bajo, usualmente inferior al 0,5%. En general se encuentra en el higado como glucégeno
(carbohidrato de reserva). Debido a este bajo contenido, luego de la muerte el pH del
musculo de pescado resulta poco acido, por lo que el mismo es mas perecedero en
comparacion con otros alimentos carnicos (Huss, 1999; Madrid et al., 1994).

De todos los componentes de las especies pesqueras, la fraccién lipidica es el
gue muestra la mayor variacion. En ciertas especies esta variacién presenta una curva
estacional caracteristica, que muestra un minimo cuando se acerca la época de desove.
Esta curva estacional pueden observarse en los ejemplares de Engraulis anchoita
(Seccion 2.4) (Connell, 1975; Huss, 1999).

Dado que el contenido de lipidos influye sobre las caracteristicas tecnoldgicas del
pescado, es Uutil clasificar a las especies segun el porcentaje de grasa como magras
(menor al 1,5-2,5 %) y grasas (mayor a 2,5 %). Las especies grasas incluyen los
pelagicos como la anchoita y la caballa y las magras, a la merluza, el calamar y el
bacalao (Huss, 1999; Jacquot, 1961; Madrid et al., 1994).
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Los lipidos de la mayoria de los peces 6seos se dividen en dos grandes grupos:
los fosfolipidos y los triglicéridos. Los fosfolipidos constituyen la estructura integral de la
unidad de membranas en la célula, por lo que se denominan lipidos estructurales. El
musculo blanco de un pez magro tipico contiene menos del 1 % de lipidos. De este
porcentaje, los fosfolipidos constituyen el 90 por ciento (Ackman, 1980). Los triglicéridos
son empleados para el almacenamiento de energia en depdsitos de grasas,
generalmente dentro de células especiales rodeadas por una membrana fosfolipidica y
una red de colageno relativamente débil. Algunos peces contienen ceras esterificadas

como parte de sus depositos de grasa (Huss, 1999; Madrid et al, 1994).

Los lipidos de los peces estan compuestos por acidos grasos de cadena larga,
con 14 a 22 atomos de carbono, los cuales presentan un alto grado de instauracion,
como el acido linoleico (C18:2 n6), acido linolénico (C18:3 n3), acido araquidoénico (C20:4
n6) acido eicosapentaenoico (EPA, C20:5 n3) y acido docosahexaenoico (DHA, C22:6
n3) (Huss, 1999; Madrid et al., 1994; Stansby y Hall, 1967). La composicién de lipidos
puede variar con la alimentacion del animal y la estacion del afio.

Los lipidos de los peces son importantes para la nutricion del hombre, ya que
algunos acidos como el linoleico y linolénico se consideran esenciales al no ser
sintetizados por el organismo. En los peces estos acidos grasos constituyen alrededor del
2% del total de lipidos. A su vez, contienen otros acidos grasos poliinsaturados como el
docosahexaenoico (DHA) y eicosapentaenoico (EPA), los cuales son importantes para la
salud, ya que intervienen en la formacién de sistema nervioso central y del sistema visual.
A su vez, colaboran con la disminucién del riesgo de enfermedades crénicas como
cancer y artritis (Madrid et al., 1994; Sahena et al., 2009; Weaver & Holub, 1988)

El alto contenido proteico de las especies pesqueras también las hace atractivas
desde el punto de vista nutricional, dado que contienen todos los amino&cidos esenciales
y tienen un alto valor bioldgico. Las proteinas del masculo del pez se pueden dividir en
proteinas estructurales (actina, miosina, tropomiosina y actomiosina), sarcoplasmaticas
(mioalbumina, globulina y enzimas) y proteinas del tejido conectivo (colageno) (Madrid et
al., 1994; Suzuki, 1987).

La estructura conformacional de las proteinas de los peces es facilmente
modificada mediante distintos tratamientos que pueden ocasionar su desnaturalizacion,
como la congelacion, deshidratacion, tratamientos con altas concentraciones salinas o el
calor. Cuando las proteinas son desnaturalizadas bajo condiciones controladas, sus

propiedades pueden ser utilizadas con propoésitos tecnolégicos. Un ejemplo es la
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produccién de productos a partir de surimi, en los cuales se emplea la capacidad de las

proteinas miofibrilares para formar geles (Huss, 1999; Suzuki, 1987).

Por otra parte, los peces tienen una fraccion de compuestos extractables que
contienen nitrégeno, los cuales son compuestos de naturaleza no proteica, solubles en
agua y de bajo peso molecular. Esta fraccion denominada nitrdgeno no proteico (NNP)
constituye entre un 9 y 18% del nitrégeno total en los tele6steos (Huss, 1999). Los
principales componentes de esta fraccion son bases volatiles como el amoniaco y el
oxido de trimetilamina (OTMA), creatina, aminoacidos libres, nucle6tidos y bases
purinicas y en el caso de peces cartilaginosos, urea. La composicion de los mismos varia
entre especies y también dentro de la misma especie, dependiendo de la talla, estacion

del afio, muestra de musculo, etc (Huss, 1999; Madrid et al., 1994).

En las especies de agua de mar, como el calamar lllex argentinus y la anchoita
Engraulis anchoita, el OTMA constituye una parte caracteristica e importante de la
fraccion NNP. Este compuesto se encuentra en todas las especies marinas entre un 1y 5
% del tejido muscular (peso seco), pero estaria ausente en especies de agua dulce y en
organismos terrestres (Anderson y Fellers, 1952; Hebard et al., 1989). Se cree que el pez
puede obtener OTMA al alimentarse de plancton y también se ha demostrado que
algunas especies de peces son capaces de sintetizar OTMA a partir de TMA, pero esta
sintesis se considera de menor importancia (Belinski, 1964). Entre sus diversas
funciones, el OTMA actia como depresor del punto de congelamiento de los fluidos
corporales involucrados en la regulacion osmotica de los peces (Huss, 1999; Pedrosa-
Menabrito & Regenstein, 1990). La cantidad de OTMA en el tejido muscular depende de
la especie, la estacion del afio y el &rea de pesca.

Con respecto a la cantidad de vitaminas y minerales, ésta es especifica de la
especie y ademas puede variar con la estacion del afio. En general, la carne de pescado
es una buena fuente de vitamina B y en el caso de las especies grasas, también de
vitaminas A y D. El musculo del pescado se considera una fuente particularmente valiosa
de calcio y fosforo, asi como también de hierro y cobre. Los peces de mar tienen un alto

contenido de yodo (Huss, 1999).

2.2.2 Calidad y deterioro de los productos pesqueros

Los productos pesqueros se deterioran mas rapido que otros alimentos de origen

animal, debido a su composicion y al pH menos acido de su carne.
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La velocidad de deterioro varia segun las especies dependiendo de diversos
factores, tanto intrinsecos como extrinsecos. Dentro de los intrinsecos se pueden
mencionar el tamafio, la edad, el estado fisioldgico y nutricional y la composicién de los
ejemplares pesqueros. Ademas, depende de la composicion cualitativa y cuantitativa de
la microflora, la cual estda directamente relacionada con la zona de captura (Shewan,
1977). Los métodos de captura, la higiene durante la manipulacion, las condiciones de
almacenamiento y conservacion, entre otros, son factores externos (Connell, 1975; El-
Marrakchi et al., 1992; Huss, 1999).

La pérdida de frescura de estos productos esta caracterizado por la actividad
autolitica de enzimas endbégenas y también por el desarrollo de microorganismos
deteriorantes (Connell, 1975; Huss, 1999; Pedrosa-Menabrito & Regenstein, 1988).

La extensién de los cambios provocados por estas actividades, origina distintas
etapas de deterioro y en consecuencia, diferentes grados de frescura, los cuales revisten
suma importancia para la calidad y aceptacion del pescado en las transacciones

comerciales, cuando es utilizado como materia prima o0 como producto final.

2.2.2.1 Cambios post-mortem de los productos pesqueros

Luego de la captura y la posterior muerte de las especies pesqueras, tienen lugar
una serie de cambios de origen enziméatico y bacteriolégico, que provocan modificaciones
en sus caracteristicas sensoriales y fisicoquimicas.

Se ha estudiado que la primer etapa de estas modificaciones esta relacionada con
la autdlisis (auto-degestion) provocada por las enzimas, mientras que en etapas mas
avanzadas intervienen también bacterias (Huss, 1999).

2.2.2.1.1 Cambios autoliticos

Dentro de los cambios autoliticos que tienen lugar luego de la muerte de las
especies pesqueras estan aquellos relacionados con el metabolismo energético, la
degradacién de nucleétidos, la protedlisis y la degradacion de OTMA a DMA.

De forma sintetizada se resumen a continuacion los aspectos mas relevantes de

estos cambios.

Autdlisis y metabolismo energético
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Al momento de la muerte, el corazon se detiene y la sangre ya no es oxigenada,
por lo que no ocurre la respiracion normal y se restringe la produccion de energia a partir
de los nutrientes ingeridos. En la respiracion normal, el glucégeno o las grasas son
oxidadas por las enzimas del tejido, en una serie de reacciones que finalmente producen
diéxido de carbono (CO,), agua y adenosina trifosfato (ATP), un compuesto organico rico
en energia. Este tipo de respiracion se efectla en dos etapas: una anaerébica y otra
aerobica. La ultima depende de la continua presencia del oxigeno (O,), que sélo esta
disponible en el sistema circulatorio.

En condiciones de anaerobiosis, el ATP puede ser sintetizado a través de otras
dos importantes rutas a partir de la creatina fosfato o la arginina fosfato. La primera ruta
esta restringida al musculo de los vertebrados (peces teledsteos), mientras que la
segunda es caracteristica de algunos invertebrados como los cefalopodos (calamar y
pulpo). En cualquiera de los casos, la produccion de ATP cesa en cuanto se agotan la
creatina fosfato o la arginina fosfato.

Para la mayoria de los peces teledsteos, la glucdlisis es la Gnica ruta posible para
la produccion de energia cuando el suministro de oxigeno se ve interrumpido. Este
proceso, mas ineficiente, genera principalmente acido lactico y acido piravico como
productos finales. A su vez, mediante la glucoélisis se producen dos moles de ATP por
cada mol de glucosa, en comparacion con los 36 moles de ATP producidos por cada mol
de glucosa si los productos glucoliticos finales son oxidados aerébicamente en la
mitocondria del animal vivo. De esta manera, el musculo anaerébico no puede mantener
su nivel normal de ATP después de la muerte y cuando el nivel intracelular declina de 7-
10 m moles/g a <1,0 m moles/g de tejido, el musculo entra en rigor mortis. En el rigor
mortis, el musculo se contrae, tornandose duro y rigido, y todo el cuerpo se vuelve
inflexible. Esta condicién generalmente se mantiene durante uno o mas dias y luego se
resuelve el rigor (Connell, 1975; Huss, 1999).

La resolucion del rigor mortis hace que el musculo se relaje nuevamente y
recupere la flexibilidad, pero no la elasticidad previa. La proporcion entre el comienzo y la
resolucion del rigor varia segun la especie y esta influenciada por la temperatura, la

manipulacion, el tamafo y las condiciones fisicas del pescado (Huss, 1999).

La glucdlisis post mortem resulta en la acumulacion de &cido lactico, con la
consecuente disminucion del pH en el muasculo. El descenso del pH es menor al
observado en mamiferos, porque el musculo de pescado contiene un nivel relativamente
bajo de glucogeno, por lo que se genera menos acido lactico. El estado nutricional del
pez y el grado de agotamiento al momento de la muerte, también influyen en los niveles
de glucégeno almacenado y consecuentemente en el pH final. Resulta interesante notar

gue la octopina es el producto final del metabolismo anaerodbico de los cefalopodos, como
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el calamar y no es de naturaleza acida, asi que los cambios post mortem en el pH en este
tipo de especies, no estan relacionados con la produccion de acido lactico a partir del
glucogeno.

Asimismo, a medida que el pH disminuye, se reduce la carga neta de la superficie
de las proteinas musculares, causando su desnaturalizacién parcial y disminuyendo su

capacidad de enlazar agua, lo que afecta la textura.

Cambios autoliticos relacionados con enzimas proteoliticas

El ablandamiento del muasculo por la resoluciéon del rigor y eventualmente el
proceso de deterioro, coincide con los cambios autoliticos. La manipulacién fisica acelera
los mismos en pescado refrigerado, ya que muchas de las enzimas autoliticas se
encuentran en paquetes discretos limitados por membranas, los cuales se rompen
cuando estan sujetos a abuso fisico, originando el contacto entre enzimas y sustratos
(Huss, 1999).

Numerosas enzimas proteoliticas han sido aisladas del musculo de pescado. La
descomposicion proteolitica esta generalmente relacionada con un extenso
ablandamiento del tejido. Uno de los méas notables ejemplos de la protedlisis autolitica es
la incidencia de estallido ventral (belly-burst) en especies pelagicas, como la anchoita
Engraulis anchoita (Huss, 1999; del Valle, 1982).

Dentro de las enzimas proteoliticas del tejido del pescado, se encuentran las
catepsinas. Estas son proteasas "acidas" que usualmente estan empacadas en los
lisosomas. Las catepsinas suelen estar inactivas dentro del tejido vivo pero son liberadas
dentro de los fluidos celulares luego de abuso fisico o congelacion y descongelacion del
muasculo. Se cree que las catepsinas D y L desempefian un papel primordial en la
degradacién autolitica del tejido del pescado (Huss, 1999).

Las calpainas son endopeptidasas intracelulares, cisteina y calcio dependientes.
Estas actGan sobre la Linea Z de las miofibrillas de las proteinas, y se consideran las
principales responsables de la autdlisis postmortem de la carne. La mayoria de las
calpainas son activas a pH fisiolégico, por lo que serian importantes en el ablandamiento
del pescado durante el almacenamiento refrigerado (Huss, 1999; Suzuki, 1987).

Las colagenasas son enzimas que causan "desgajamiento”, o ruptura de los
miotomas, durante el almacenamiento. Los miotomas son bloques de células musculares
separadas mediante tejido conectivo denominado miocomata. Cada célula muscular o

fibra est4 rodeada por tejido conectivo que se une a la miocomata al final de la célula
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mediante finas fibrillas de coladgeno, las cuales se deterioran por la accién de las
colagenasas (Huss, 1999).

La autdlisis de las proteinas produce péptidos de bajo peso molecular y
aminodcidos libres y disminuyen la aceptaciéon comercial de los pelégicos. A su vez, se
ha demostrado que la autdlisis acelera el crecimiento de las bacterias del deterioro,
proporcionando un medio de crecimiento superior para este tipo de organismos. La
induccién del deterioro bacteriano por autélisis también ocasiona la descarboxilacion de
aminoacidos, produciendo aminas biégenas y disminuyendo significativamente el valor

nutritivo del pescado (Huss, 1999).

Cambios autoliticos: formacién de dimetilamina

La enzima OTMA-asa, o OTMA dimetilasa, es la responsable de descomponer el
OTMA en dimetilamina (DMA) y formaldehido (FA). Este ultimo ha sido asociado con el
endurecimiento de la textura del masculo, al inducir el entrecruzamiento de las proteinas
musculares ocasionando ademas la pérdida de su capacidad para enlazar agua (Connell,
1975; Huss, 1999). La mayoria de las enzimas OTMA dimetilasas estan unidas a la
membrana y se tornan mas activas cuando el tejido es roto por la congelacion o por la

solubilizacion en detergentes (Huss, 1999).

Autdlisis y catabolismo de nucleétidos

Debido a la autolisis también ocurre la degradacion de los compuestos
relacionados con el ATP, como la degradacion del ATP para formar adenosina difosfato
(ADP), adenosina monofosfato (AMP), inosina monofosfato (IMP), inosina (Ino) e
Hipoxantina (Hx). La degradacion de los catabolitos del ATP procede de la misma forma
en la mayoria de los pescados, pero la velocidad de cada reaccion (de un catabolito a

otro), varia entre una especie y otra (huss, 1999).

2.2.2.1.2 Cambios bacterioldgicos

La principal causa de alteracion de las especies marinas es el desarrollo
microbiano (Liston, 1980; Gram & Huss, 1996). Los microorganismos se encuentran en
todas las superficies externas, como la piel y las branquias, asi como en las visceras de
los peces vivos recién capturados, en un numero total que puede variar

considerablemente, dependiendo mas del medio ambiente de captura, que de la especie
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(Connell, 1975; Huss, 1999; Shewan, 1977). En general, los pescados capturados en
aguas muy frias y limpias contienen menor nimero de microorganismos.

En la superficie de los peces se pueden encontrar diversas especies de bacterias.
La microflora de los peces de aguas templadas estd dominada por bacterias psicrétrofas
Gram negativas con forma de bastones. Las bacterias psicrotréfas son aquellas capaces
de desarrollarse a bajas temperaturas, como las de refrigeracion (2-8 °C) (ICMSF, 1983).
También se han hallado microorganismos Gram positivos. En las especies de agua

tropicales predomina la flora mesdéfila Gram positiva (Huss, 1999; Shewan, 1977).

El desarrollo bacteriano depende de la especie, la edad, el tamafo, la
alimentacion, el estado fisioldgico asi como de las composiciones cualitativas y
cuantitativas de la microflora inicial. También influyen el arte de pesca, y las condiciones
de manipulacion y temperaturas de almacenamiento (El-Marrakchi et al., 1992; Huss,
1999).

En el pescado recién capturado, el muisculo es estéril porque el sistema
inmunoldgico del pez previene el crecimiento de bacterias en el mismo. Cuando el pez
muere, el sistema inmunolégico colapsa y las bacterias proliferan libremente. En la
superficie de la piel, las bacterias colonizan en una amplia extension la base de las
escamas. Durante el almacenamiento, las bacterias invaden el musculo penetrando entre
las fibras musculares. La accién proteolitica de las enzimas descripta anteriormente,
colabora con la invasién microbiana al ablandar el tejido muscular. Dado que s6lo un
ndamero limitado de microorganismos realmente invade el musculo y el crecimiento
microbiano se lleva a cabo principalmente en la superficie, el deterioro es probablemente
una consecuencia de la difusion de enzimas bacterianas hacia el interior del masculo y de

la difusion externa de nutrientes (Connell, 1975; Huss, 1999).

Durante el almacenamiento, las bacterias entran en fase exponencial de
crecimiento casi inmediatamente después de la muerte del pez, incluso cuando el
pescado es colocado en hielo, probablemente porque la microflora se encuentra
adaptada a las temperaturas de enfriamiento. Durante el almacenamiento en hielo, la
poblacion bacteriana se duplica en aproximadamente 1 dia y después de 2 o 3 semanas
alcanza unas 10%-10° UFC/g de musculo (Gram, 1989; Huss, 1999).

Las bacterias psicrétrofas Gram-negativas constituyen el principal grupo de
microorganismos responsables del deterioro en los productos de la pesca refrigerados,
entre ellas se han aislado Achromobacter spp., Pseudomonas spp., Flavobacterium spp.,
Shewanella spp., Cytophaga spp. También se han aislado otros géneros como Vibrio

spp., Clostridium spp., Micrococcus spp., Alteromonas spp., Moraxellla spp.,
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enterobacterias y coliformes, bacterias acido lacticas y mohos y levaduras (Gram &
Dalgaard, 2002; Gram & Huss, 2000; Huss, 1999; Shewan, 1977). Sin embargo, no todos
los grupos generan olores y sabores asociados al deterioro, ya que existen bacterias
especificas del deterioro, como Shewanella putrefaciens, Pseudomonas spp.,
Photobacterium phosphoreum, Vibrio spp., Alteromonas spp. y Aeromonas spp.
(Dalgaard et al., 1997; Huss, 1999; Shewan, 1977).

La actividad bacteriana induce ciertos cambios bioquimicos durante el
almacenamiento y el deterioro, que generan componentes volatiles entre los que se
incluyen la TMA, compuestos sulfurosos volatiles, aldehidos, cetonas, ésteres,

hipoxantina, asi como también otros compuestos de bajo peso molecular.

Dentro de estos, la reduccion del OTMA da lugar a la TMA, por algunas bacterias
especificas del deterioro que emplean el OTMA como aceptor terminal de electrones
durante la respiracion anaerébica. El componente reducido, la TMA es uno de los
compuestos dominantes del pescado deteriorado, tiene el olor tipico del pescado
(Connell, 1975; Huss, 1999).

2.2.2.1.3. Cambios en la fraccion lipidica: oxidacion e hidrélisis

Ademas de los cambios mencionados, durante el almacenamiento tienen lugar
dos reacciones que involucran a los lipidos del pescado, la oxidacién y la hidrdlisis.

Estas reacciones resultan en la produccion de diversas sustancias, algunas de las
cuales tienen sabores y olores desagradables. Algunas pueden contribuir a los cambios
de textura mediante uniones covalentes a las proteinas musculares. Las reacciones
pueden ser no enzimaticas o catalizadas por enzimas ya sean microbianas, intracelulares
o digestivas del mismo pescado. La extensidbn de estas reacciones depende
principalmente de la especie de pescado y de la temperatura de almacenamiento
(Connell, 1975; Huss, 1999).

Los pescados grasos son particularmente susceptibles a la degradacion lipidica, la
cual puede ocasionar severos problemas en la calidad, incluso durante el

almacenamiento a temperaturas bajo cero.

Con respecto a la oxidacion, los lipidos de las especies pesqueras se caracterizan
por presentar una gran cantidad de acidos grasos poliinsaturados, lo que los hace mas
susceptibles a la oxidacion mediante un mecanismo autocatalitico (Huss, 1999;
Olafsdoéttir et al., 1997).
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La autooxidacién se inicia por la escisién de un atomo de hidrégeno del atomo de
carbono central de la estructura pentahédrica presente en la mayoria de las acilcadenas
de los &cidos grasos con mas de un doble enlace. El radical lipidico (L-) que se forma
reacciona muy rapidamente con el oxigeno atmosférico formando un radical peréxido
(LOO:), el cual puede nuevamente escindir un hidrogeno de otra acilcadena produciendo
un hidroperéxido (LOOH) y un nuevo radical L-. Esta propagacion continta hasta que uno
de los radicales es removido mediante reaccion con otro radical o con un antioxidante
(AH) del cual resulta un radical (A-) mucho menos reactivo.

Posteriormente, debido a la catédlisis de iones de metales pesados los
hidroperéxidos contindan dividiéndose hasta formar cadenas carbonadas mas cortas, que
son los productos secundarios de la autooxidacion: aldehidos, cetonas, alcoholes,
pequefios acidos carboxilicos y alcanos. Estos productos producen diferentes aromas y
sabores y, en algunos casos, decoloracién amarillenta. Algunos de los aldehidos pueden
ser determinados como sustancias reactivas al acido tiobarbitarico.

Los iones metalicos son de gran importancia en el proceso de iniciacion, ya que
catalizan la formacion de especies reactivas al oxigeno, como el radical hidréxilo (OH-), el
cual reacciona inmediatamente con los lipidos o cualquier otra molécula en el lugar donde
ha sido generado (Huss, 1999).

Los hidroperéxidos de los acidos grasos pueden también ser formados
enzimaticamente, catalizados por la enzima lipoxigenasa, la cual est4 presente en los
diferentes tejidos del pescado en cantidades variables. La enzima es inestable y
probablemente tiene importancia en la oxidacion de los lipidos sélo en el pescado fresco.
La célula viva posee algunos mecanismos de proteccion dirigidos contra los productos de
la oxidacién lipidica, como la enzima, la glutation peroxidada y el alfa-tocoferol (Huss,
1999).

Por la hidrélisis de los triglicéridos se generan acidos grasos libres durante el
almacenamiento, debido a la actividad de enzimas originadas en el tracto digestivo o
excretadas por ciertos microorganismos. También por lipasas celulares, pero en menor
grado (Connell, 1975; Huss, 1999).

2.2.3 Métodos para determinar la calidad de los productos pesqueros

A raiz de los cambios mencionados anteriormente, que ocurren durante el
almacenamiento de los productos pesqueros, se han desarrollado distintos métodos para
determinar la calidad de los productos pesqueros. Los mismos pueden ser

bacteriologicos, quimicos, fisicos y sensoriales.
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Existen varias investigaciones que sostienen que el recuento bacteriano total es el
mejor indice de calidad para pescado almacenado en hielo, debido a que los
microorganismos son el principal factor de descomposicion del mismo (Connell, 1975;
Gram, 1992; Huss et al., 1997; Shewan, 1977). Segun estos autores, el pescado presenta
un nivel evidente de deterioro cuando la carga microbiana total alcanza valores de 10° -
10" UFC/g de musculo.

De acuerdo con estos hechos, la ICMSF (International Commission on
Microbiological Specifications for Foods, 1983) ha establecido un limite microbiolégico
para pescado y moluscos, fresco o congelado, que establece un valor maximo aceptable
de recuento total en placa de bacterias psicrétrofas de 10° UFC/g.

Asimismo, varios autores han expresado que, de acuerdo con la calidad sensorial
y otros indices quimicos del deterioro, un valor de 10° UFC/g de recuento de bacterias
psicrotrofas serian el maximo aceptable para distintos productos pesqueros como corvina
rubia (Micropogonias furnieri) y lenguado patagonico (Paralichthys patagonicus) (Massa,
2006) y robalo (Dicentrarchus labrax) (Ozden et al., 2007).

También se debe tener en cuenta que el recuento en placa de microorganismos
mesofilos aerobios ha sido muy utilizado como indicador microbiolégico de la calidad
higiénica de los alimentos (ICMSF, 1983). La presencia de mesdfilos podria indicar fallos
en el control de la temperatura de refrigeracién en alimentos refrigerados o la falta de
limpieza en las instalaciones de produccion. A su vez, resulta util para conocer el origen
probable de la contaminacion durante el procesamiento de los productos pesqueros
(ICMSF, 1983).

Tanto las anillas de calamar como los marinados de anchoita son productos
factibles de contaminacion durante su elaboracion. Los marinados de anchoita son
procesados manualmente, tanto en el descabezado y eviscerado de la anchoita entera,
como en las etapas posteriores de marinacion y envasado. En el caso de las anillas de
calamar, su manipulacién para obtener las mismas, asi como un inadecuado manejo de
los tiempos y temperaturas durante los pre-tratamientos con soluciones de poli-fosfato de
sodio podrian implicar una contaminacion microbiolégica del producto a partir de los
operarios y del ambiente. Por este motivo es interesante analizar dicha flora en los

productos utilizados en esta tesis.
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Como resultado de los procesos enziméticos y bacterianos anteriormente
descriptos, durante el deterioro ocurre la acumulacion gradual de ciertas aminas volatiles
en el masculo como la TMA, DMA y el amoniaco. Como se explicé anteriormente, la DMA
es producto de la actividad enzimética sobre el OTMA y es generada durante el
almacenamiento durante las primeras etapas de autolisis. La TMA se produce por la
reduccion bacteriana del OTMA. Durante la etapa autolitica, el nivel de TMA se
mantendria en sus valores iniciales. Una vez que se hace méas importante la proliferacion
bacteriana, tiene lugar la etapa de deterioro microbiano y la produccion de TMA a partir
de OTMA se acelera (Connell, 1975; Huss, 1999; Oehlenschlager, 1997).

La TMA, DMA y el amoniaco se cuantifican en conjunto mediante la determinacion
del Nitrégeno Basico Volatil Total (NBVT), el cual ha sido y es ampliamente utilizado para
evaluar la calidad del pescado y productos de la pesca (Hozbor et al., 2005; Huss, 1995;
Shakila et al., 2003).

EI NBVT es particularmente Util para evaluar la calidad de calamar (LeBlanc & Gill,
1984; Woyewoda & Ke, 1980). También ha demostrado ser de utilidad para determinar la
pérdida de frescura en marinados de anchoita (Engraulis anchoita) (Yeannes & Casales,
2008) (Engraulis encrasicholus) (Gokoglu et al., 2009) y de sardina (Sardina pilchardus)
(Gokoglu et al., 2004).

La determinacion del NBVT se destaca por la simplicidad de la técnica analitica y
un bajo requisito en cuanto al nivel de recursos humanos y de laboratorio, resultando por
estos motivos ampliamente utilizada en la industria pesquera (Huss, 1995; Shakila et al.,
2003; Rehbein & Oehlenschlager, 2009).

Se debe tener en cuenta que las bases nitrogenadas volatiles pueden provocar un
incremento en el valor de pH en el producto pesquero, lo que indicaria la pérdida de
calidad y posible deterioro. Es por este motivo que el monitoreo del pH durante el
almacenamiento cobra relevancia (Connell, 1975; Huss, 1999).

La oxidacion de los lipidos puede generar aromas y sabores indeseables. Como
se menciono, los lipidos de las especies pesqueras son muy susceptibles a la oxidacion
por lo que la determinacion de la extensién de la misma durante el almacenamiento y
debido al efecto de la irradiacion es relevante.

La cuantificacon de las sustancias reactivas al 4cido tiobarbittrico (TBARS), es un
métiodo utilizado para determinar el grado de oxidacion lipidica. EI mismo permite
cuantificar mediante la determinacion de la absorbancia los productos secundarios de la
oxidacion de lipidos que al reaccionar con el acido 2-tiobarbitdrico (TBA) producen
pigmentos coloreados. Algunos de estos productos son malondialdehido (MDA) y otros

aldehidos (ALs). El malondialdehido reacciona con el TBA para formar un producto que
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presenta su maximo de absorbancia a una longitud de onda de 532 nm (pigmento
rosado) (TBA-RSs3,). A su vez, otros aldehidos reaccionan con el TBA produciendo un
pigmento amarillo cuya méaxima absorbancia se da a los 455 nm (TBA-RSyss) (Kosugi,
Kato & Kikugawa, 1987).

Los cambios autoliticos relacionados con las enzimas proteoliticas provocan
cambios en la textura. Estos cambios pueden ser determinados tanto sensorial como

instrumentalmente.

2.2.4 Conclusiones

Todos los procesos anteriormente descriptos influyen sobre las caracteristicas
fisicoguimicas, nutricionales y sensoriales de los pescados y moluscos, al provocar
modificaciones en el aspecto, el color, el aroma, el sabor y la textura de los mismos,

determinando asi su calidad durante el almacenamiento.

La extension de dichos cambios dependera de los factores intrinsecos vy
extrinsecos anteriormente mencionados y ademas, del efecto de la irradiacion sobre los
mismos. Todos ellos influirdn sobre la calidad y caracteristicas de las materias primas
utilizadas en esta tesis y por lo tanto, en los productos obtenidos a partir de las mismas:

las anillas de calamar lllex argentinus y los marinados de filetes de Engraulis anchoita.

A continuacion de describen las caracteristicas mas relevantes de las especies

mencionadas.

2.3 Calamar lllex argentinus

Los calamares, al igual que las sepias y los pulpos, pertenecen a un grupo
particular de moluscos denominado cefaldpodos. Este grupo esta compuesto por mas de
700 especies que se distribuyen en las aguas marinas desde el ecuador hasta las

regiones polares (Brunetti et al., 1999).

Los calamares se caracterizan por tener una cabeza bien desarrollada rodeada
por cuatro pares de brazos y dos tentaculos. En el centro de la corona de brazos se
encuentra la boca, que tiene un par de mandibulas o pico. El cuerpo o manto (también

denominado tubo o vaina), expele el agua de su interior por un sistema de sifon,

40



permitiéndole el desplazamiento por propulsion a chorro. El esqueleto es una conchilla

interna quitinosa, denominada pluma.

En la dermis del calamar se encuentran células que contienen pigmento,
denominadas cromatéforos, las cuales estan inervadas desde el cerebro. Estas tienen la
capacidad de contraerse o expandirse liberando pigmento de manera tal que el calamar
puede adaptar su coloracién al medio que lo rodea. También poseen una glandula
secretora de tinta que les permite ocultarse de sus depredadores (Brunetti et al., 1999).

En la Figura 2.7 se presenta una imagen de un ejemplar de lllex argentinus.

Figura 2.7. Vista dorsal del calamar lllex argentinus
Fuente: SAGPYA (2011)

El calamar lllex argentinus pertenece a la familia Ommasthrefidea, que esta
constituida por los calamares de aleta corta y representa la especie de mayor importancia
desde el punto de vista pesquero ya que mas de la mitad de las capturas mundiales de
cefalépodos corresponden a ella (Roper et al., 1984), siendo una de las zonas pesqueras

de mayor importancia el Océano Atlantico Sur-Occidental (Brunetti et al., 1999).

lllex argentinus es una especie de cefalépodo neritico-oceanica que se distribuye
frecuentemente a lo largo de la plataforma y el talud continental del Océano Atlantico
Sudoccidental entre las latitudes 20° S y 55° S. Es mas abundante en el area
comprendida entre las latitudes 35° S y 52° S, como se muestra en la Figura 2.8 (Brunetti
et al., 1998; Leta, 1981).

Es la especie de calamar mas abundante de la regién. Sus volimenes de captura
se sitian en segundo lugar con respecto a las capturas marinas.

El tamafio medio de los ejemplares de esta especie es de 25 cm, pudiéndose
encontrar ejemplares de hasta 40 cm de largo. El peso medio de los ejemplares es de

600 gramos, habiendo ejemplares de hasta 1 kg.
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Figura 2.8. Distribucion geogréfica de lllex argentinus
Fuente: SAGPYA (2011)

En Argentina, en el afio 2006, las capturas marinas totales excedieron el millén de
toneladas, de las cuales el calamar lllex argentinus represent6 el 27,3% con capturas de
alrededor de 270 000 toneladas (MINAGRI, 2007). Sin embargo, las capturas de la
especie han mostrado fluctuaciones en el tiempo, como se puede apreciar en la Figura
2.9, registrandose en los ultimos afios capturas de menor volumen en comparacion con el
afio 2007.

En el afio 2006, alrededor de 180.000 toneladas de calamar lllex se exportaron de
Argentina, siendo el destino principal Espafia, representando el 28% de las exportaciones
de productos marinos (MINAGRI, 2007).
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Figura 2.9. Desembarcos de lllex argentinus en el pais.
Fuente: SAGPYA (2012)
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La composicién proximal del manto y tentdculos de lllex argentinus fue
determinada por Melaj et al. (1994), quienes informaron un porcentaje de humedad,
proteinas, lipidos y cenizas del 79,71, 18,00, 0,54 y 1,76%, respectivamente. Estos
resultados fueron similares a los de otros autores para otras especies de calamar
(Kreuser, 1986; Shirasaka, 1973) y coinciden con los indicados en la Tabla 2.1. El
calamar es una especie pesquera que presenta un bajo contenido de lipidos,

generalmente menor al 2%.

El calamar presenta varias ventajas en comparacion con otros productos
pesqueros. Tiene un alto rendimiento en comparaciéon con otros productos marinos, ya
que las partes comestibles representan entre un 60 y un 80% de su peso, mientras que
en pescado suelen ser del 50%. Su carne es de color blanco y se caracteriza por tener un
sabor suave. Sus proteinas presentan una alta funcionalidad, que es importante durante
el procesamiento. También presenta un bajo contenido lipidico (Melaj et al., 1994;

Mignino et al., 2008; Sugiyama et al., 1989).

El manto de calamar presenta una estructura tisular Unica. Las fibras musculares
difieren de las fibras de los pescados por ser mas resistentes y presentar a su vez un
arreglo muy diferente (Sugiyama et al., 1989). Segun el estudio de la ultraestructura del
tejido de Loligo pealei, el 98% del espesor del manto corresponde a fibras musculares
arregladas en filas de bandas ortogonales, que se encuentran recubiertas por dos tanicas
de tejido conectivo. Las bandas radiales conectan estas tunicas mientras que las bandas
circunferenciales (méas anchas) se distribuyen a lo largo de la circunferencia del manto
(Otwell & Giddings, 1980).

El calamar es procesado industrialmente a fin de obtener diferentes productos que
abastecen tanto al mercado interno como externo.

El calamar se comercializa entero, el tubo (manto o vaina) con o sin piel,
tentaculos y aletas y anillas. Para obtener el tubo sin piel, el calamar se procesa mediante
el descabezado, eviscerado, corte de aleta, pelado y lavado. Las etapas de lavado sirven
para disminuir la carga microbiana inicial.

Las anillas se obtienen por cortes transversales del manto sin piel. Las anillas
suelen preparase para su consumo rebozadas con harina y fritas (rabas), asi como
hervidas en ensaladas de mariscos y moluscos frias, o en salsas.

En la Figura 2.10 se presentan los diferentes productos obtenidos a partir de

calamar.
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Figura 2.10. Productos de calamar: tubo con piel y aletas, tubo sin piel, tentaculos y anillas.

El calamar entero congelado asi como sus productos congelados abastecen
principalmente la demanda del mercado internacional. Por su parte, el calamar fresco asi
como sus productos frescos y conservas, abastecen el mercado local. Las anillas suelen

comercializarse frescas o congeladas y envasadas al vacio.

Los tubos y anillas de calamar se suelen tratar con soluciones que contienen
mezclas de poli-fosfatos. Estas soluciones son ampliamente utilizadas en la industria
pesquera para mejorar la capacidad de retencion de agua de las proteinas. Esto beneficia
la calidad final del producto al retener la humedad natural, el flavor y nutrientes, mejorar
la texura y reducir las pérdidas de fluidos durante la coccion y el almacenamiento (“drip
loss”). A su vez, los fosfatos retardan la oxidacion lipidica y estabilizan el color al quelar
cofactores (metalicos) enziméticos (Gongalves & Ribeiro, 2008, 2009; Knipe 2004;
Lampila, 1993).

El pretratamiento de los productos pesqueros, previo al envasado y la irradiacion,
se utiliza para prevenir la pérdida de fluidos durante el almacenamiento. La combinacion
del tratamiento con 10% de poli-fosfato de sodio seguido de irradiacién a 1,5 kGy ha sido
recomendada para caballa (Hussain et al., 1985). Con este tratamiento se logré un
incremento de hasta dos semanas en la vida util, con minimas pérdidas (Wilkinson &
Gould, 1998).

En particular, el tratamiento con poli-fosfatos se ha aplicado en calamar para mejorar la
textura de la carne del manto (Kolodziejska et al., 1987).
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Como se menciond anteriormente, luego de la captura del calamar, tienen lugar
una serie de reacciones enzimaticas y microbiolégicas de deterioro que llevan a la
pérdida de frescura y calidad del mismo.

Estos cambios de pueden determinar a través de indices quimicos, como la
cuantificacién de las bases nitrogenadas volatiles. Como se mencion6 anteriormente,
durante las primeras etapas del deterioro se forma DMA por la degradacion enzimatica
del 6xido de OTMA. Si bien la DMA es generada en cantidades medibles, estas no son lo
suficientemente importantes como para aumentar los niveles estadisticos del NBVT.
Posteriormente, una vez superado el rigor mortis, las membranas pierden su capacidad
de interferir con la invasion microbiana. Por lo tanto, la flora tipica de estos productos y
del medio marino invade el masculo, generandose la TMA por la degradacion bacteriana
del OTMA. Por ello, la actividad microbiana provoca un aumento exponencial del NBVT
(Huss, 1995; Oehlenschlager, 1997).

El deterioro producido por la actividad enzimatica y bacteriana se caracteriza por
la pérdida de calidad sensorial debida a cambios en el aroma, el color, el sabor y la
textura. Por ejemplo, la TMA formada por la actividad microbiana, asi como otros
compuestos volatiles, modifican el olor caracteristico del calamar fresco. El calamar en un

estado avanzado de deterioro presenta aromas putridos y amoniacales.

El color es considerado uno de los atributos mas importantes de la apariencia de
los alimentos y es utilizado generalmente para determinar distintos aspectos de la calidad
como el grado de deterioro (Francis, 1995; Potter & Hotchkiss, 1995). El color es un
pardmetro muy importante en la evaluacion de la calidad del calamar. Si bien el color de
la piel se ve modificado, es mas importante tener en cuenta el color del mdsculo, en
especial el del manto (Dragonetti Saucero, 2008). En los ejemplares frescos de lllex
argentinus la piel del dorso presenta un color marrén que es mas oscuro en el centro,
debido a la mayor cantidad de cromatéforos, mientras que la piel de la regiébn abdominal
es mas clara (Dragonetti Saucero, 2008). En la Figura 2.10 se muestran calamares illex
argentinus con el color marron caracteristico. A medida que avanza el deterioro, el color

de la piel se vuelve mas rojizo-violaceo.
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Figura 2.10. Ejemplares de lllex argentinus congelados a bordo

Con respecto al manto, el color del mismo en el calamar fresco es blanco
marfilino. Durante el deterioro, el color se va tornando mas rojizo, hasta alcanzar un color
similar al del vino en ejemplares muy deteriorados (Dragonetti Saucero, 1008).

Otros autores han estudiado los cambios de color durante el almacenamiento de
calamar, observando la aparicion de coloracion rosada en el manto durante el
almacenamiento de Loligo plei (Lapa-Guimaraes et al., 2002) y de Loligo formosana
(Sungsri-In et al., 2011). A su vez, Thanonkaew et al. (2006) analizaron los cambios de
color en Loligo peali, hallando una pigmentaciéon amarilla que se relacionaria con los
productos de la oxidacién de los fosfolipidos del calamar.

Se ha observado que el manto del calamar vivo es translicido, sin signos de
turbidez. La misma va aumentando luego de la muerte, posiblemente debido al
solapamiento de los filamentos de actina y miosina durante la contraccibn muscular. La
aparicion de turbidez es mas lenta durante el rigor mortis. Asimismo, la desnaturalizacion

proteica influye sobre el aumento de la misma (Yoshioka et al., 2003).

Los cambios en la textura durante el almacenamiento estarian relacionados con la
pérdida de firmeza y elasticidad. Los mismos serian mas lentos que los observados en el
color y el aroma, ya que por la disposicion de las fibras musculares y el colageno, el
musculo mantiene cierta firmeza y elasticidad aun cuando el ejemplar se encuentre

alterado (Dragonetti Saucero, 2008).

Varios autores han realizado estudios sobre la calidad de calamar fresco y durante
su deterioro, a fin de evaluar la extensién del tiempo de almacenamiento.

Melaj et al. (1997) analizaron el calamar Illlex argentinus durante el
almacenamiento en agua refrigerada a 2-5 °C. De acuerdo a la tabla descriptiva

estructurada desarrollada por Melaj et al., (1993-1994) para lllex argentinus entero, Melaj
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et al., (1997) determinaron que la categoria de los ejemplares de esta especie disminuyo

de categoria “comercial” a “marginal”, luego de 8 dias.

Lapa-Guimaraes et al. (2002) han trabajado con Loligo plei, observando que la
calidad sensorial de los ejemplares enteros almacenados a 0-1 °C disminuia a los 7 dias
y era negativa a los 10 dias. Vaz-Pires et al. (2008) determinaron una vida Util sensorial
de 9 dias para calamar lllex condecti entero, almacenado a 2 °C. Asimismo, Paarup et al.
(2002a) detectaron el rechazo sensorial de Todaropis eblanae a los 10 dias de
almacenamiento, debido principalmente a aromas amoniacales.

Paarup et al. (2002b) observaron el rechazo sensorial de manto de calamar
(Todaropis eblanae) envasado al vacio a los 7 dias de almacenamiento a 4 °C.
Yamanaka et al. (1987) describieron la pérdida de calidad sensorial en Todarodes
pacificus luego de 8 dias de almacenamiento a 0 °C, describiendo a partir del décimo dia

un estado de descomposicién avanzado debido al aroma putrido y la textura blanda.

De acuerdo a estos resultados, se observa que el tiempo de almacenamiento en

refrigeracion del calamar entero o en tubo se encontraria dentro de los 8-10 dias.

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente y en la Seccién 2.1, la aplicacion
de la irradiacion gamma podria retardar las reacciones de deterioro al reducir la carga

microbiana presente en el calamar.

A su vez, las etapas involucradas en el proceso de produccién de las anillas de
calamar podrian significar un aumento en los niveles de contaminacion microbiolégica
debido a la manipulacién y al tiempo de la misma, haciendo aiin més significativo el uso
de la irradiacion como una barrera tecnoldgica destinada a incrementar la vida comercial

de este producto.

También cabe mencionar que segun lo indicado anteriormente, el manto de
calamar se caracteriza por presentar un bajo contenido de lipidos. Como se indico en la
Seccién 2.1, los alimentos con alto contenido de lipidos son mas sensibles a la oxidacion
inducida por la irradiacion. En este contexto, la irradiacibn gamma podria ser un método
atil para disminuir las poblaciones microbianas de un producto bajo en contenido lipidico,

como lo es el manto de calamar.
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La preservacién de calamar fresco mediante la irradiacion gamma podria significar
el desarrollo de nuevos productos a partir de esta especie, que presenten como ventaja

una vida comercial mas extensa.
Asimismo, un mayor tiempo de comercializacion implicaria la posibilidad de

abastecer mercados internacionales prescindiendo del tratamiento de congelacion

utilizado hasta el momento.

2.4 Anchoita Engraulis anchoita

Figura 2.12. Engraulis anchoita.

La Engraulis anchoita (Figura 2.12) es la especie pelagica mas abundante de
Océano Atlantico Sudoccidental. Se encuentra en las aguas desde el sur de Brasil (24 °S)
hasta el Golfo de San Jorge, en la Patagonia argentina (48 °S). La distribucion geogréfica

de esta especie se presenta en la Figura 2.13.

En las aguas frente a las costas de Uruguay y Argentina, al sur del los 34 °S, se
han identificado al menos dos poblaciones de anchoita, el grupo bonaerense y el
patagoénico. Estos se encuentran muy proximos hacia finales de la primavera y principios
del verano, pudiéndose establecer un limite aproximado hacia los 41 °S. Por el contrario,
los cardimenes adultos de ambos efectivos se hallan separados por una distancia mayor
a las 500 mn durante el invierno. De estos grupos, la poblacién bonaerense constituye el
conjunto ictico mas abundante de la zona, estimandose la biomasa total entre 1 y mas de
5 millones de toneladas (Hansen, 2000). Por este motivo, la anchoita presenta un
interesante potencial econdmico ya que se encuentra sub explotada (Hansen, 2000;
Massa et al., 2007).
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Figura 2.13. Distribucién geogréfica de Engraulis anchoita. Fuente: FAO (2012)

En Argentina, la pesca de la E. anchoita ocurre predominantemente entre los
meses de Julio y Noviembre, como se puede observar en la Figura 2.14. Las capturas
registradas en el pais en el afilo 2006 fueron alrededor de 30 000 toneladas (Madureira et
al., 2009), siendo las capturas promedio entre los afios 2006 y 2011 superiores a las 26

000 toneladas (MINAGRI, 2012).
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Figura 2.14. Desembarcos de Engraulis anchoita por mes (promedio 2004-2011). Fuente:
SAGPYA (2012)

La talla promedio de los ejemplares de esta especie es de 13 cm y su peso medio

de 35 g (SAGPYA, 2012).
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La anchoita es una especie grasa, muy nutritiva por su contenido proteico (entre
15 y 20%) y la elevada calidad nutricional de sus lipidos, constituidos por un alto
porcentaje de acidos grasos poliinsaturados (alrededor del 27%) correspondiendo el 24%
de los acidos grasos totales a acidos grasos de la serie omega 3, como el acido
docosahexaenoico (DHA) y eicosapentaenoico (EPA) (Massa et al., 2012).

Como se menciond en la Seccion 2.2, la composicion quimica de la anchoita
varia segun la época del afio, como puede observarse en la Tabla 2.3. Se puede

observar que la mayor variacion se da en el contenido de lipidos.

Tabla 2.3. Composicién quimica proximal de la Engraulis anchoita capturada en diferentes épocas
del afio (Yeannes & Casales, 1995).

Epoca de captura Contenido de agua Lipidos Proteinas Cenizas

Mayo 69,45 9,43 19,24 2,05
Junio 71,05 6,79 19,00 3,16
Julio 77,26 4,13 17,8 1,45
Septiembre 75,75 3,93 18,59 1,73
Octubre 76,99 3,55 16,38 3,08
Noviembre 79,56 1,68 15,83 1,18

Argentina es un pais pionero en cuanto a la explotaciéon y manufactura de
anchoita. También es el principal productor de diferentes tipos de productos alimenticios
a partir de anchoita, dirigidos tanto al mercado domeéstico como internacional. Mas del 80
por ciento de esta produccion corresponde al producto salado, mientras que el 20 por
ciento restante se prepara como alimento con valor agregado. En el afio 2005, Argentina

exportd productos a base de anchoita por US$ 26 millones (Madureira et al., 2009).

A partir de la anchoita se elabora la conserva tipo sardina, la anchoita salada
madurada, los filetes en aceite y también marinados. Los marinados son preservas de
anchoita que se comenzaron elaborando fundamentalmente para el mercado local y

actualmente tienen un alto nivel de exportacion.

Los marinados se comercializan en el pais envasados generalmente con
cobertura de aceite vegetal pudiéndose hallar también con el agregado de diversas
especias, tales como, pimienta negra, laurel, pimentén, aji molido y se exportan
envasados al vacio o en barriles con una solucién débil de marinacion. En Espafia se

consumen los denominados “boquerones” que son el producto de la marinacion en
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vinagre de una serie de especies de engraulidos, que suelen sustituirse por el consumo

del producto proveniente de la Argentina y preparado de acuerdo al gusto local.

2.4.1. Marinados de Engraulis anchoita

La anchoita, como todos los productos pesqueros, es un alimento altamente
perecedero y es por eso que el proceso de marinaciéon ha sido utilizado como un método
de preservacion de productos de la pesca durante afios.

La preservacion implica crear un medio ambiente hostil para los microorganismos
de forma tal de inhibir su desarrollo, reducir su superviviencia 0 causar su muerte
(Leistner, 2000).

La marinacién consiste en la inmersiébn de pescados enteros 0 en trozos en
soluciones de marinacién que suelen contener &cidos organicos y sal y que son
posteriormente envasados con liquidos cobertores como aceites, salsas o0 salmueras. El
principal efecto preservativo del proceso de marinacién es el aumento de la acidez y la
disminucién de la actividad de agua por la incorporacién de acidos organicos y sal. Estas
barreras son las que limitan las reacciones deteriorantes tanto enzimaticas como
microbianas durante el almacenamiento de los productos pesqueros preservados
mediante dicha tecnologia (Meyer, 1965; Sallam et al., 2007; Yeannes & Casales, 2008).
Por ejemplo, durante dicho proceso la a, y el pH del filete de E. anchoita disminuiria de
0,99 a 0,96 y de 6,4 a 4,2, respectivamente, con el consecuente aumento de la acidez
(Cabrer et al., 2002).

El proceso de marinacién de pescados y la estabilidad de marinados de diversas
especies pesqueras ha sido estudiado en anchoitas (Fuselli et al., 1994; Cabrer et al.,
2002; Gunsen et al., 2011), sardinas (Gokoglu et al., 2004; Kilinc & Cakli, 2004) y en
paparda del Pacifico (Sallam et al., 2007).

La calidad del producto durante el almacenamiento esta determinada por los
efectos de las barreras intrinsecas del proceso de marinacion (bajo pH, aumento de la
acidez, incorporacion de sal, disminucién de a,) y de la barrera extrinseca que es el
almacenamiento a bajas temperaturas (refrigeracion).

Estas barreras son las que determinan la extension de los cambios debidos al
deterioro, que fueron descriptos en la Seccion 2.2. Estos cambios estan relacionados
también con las modificaciones en el color, la textura, el aroma y el sabor de este tipo de

producto.
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Los marinados de anchoita frescos tienen un color blanquecino producto del
desangrado previo a la marinacién en un bafio de salmuera (Yeannes & Casales, 1995;
Yeannes & Casales, 2008) y del tratamiento con acidos organicos durante la misma
(Figura 3.2). Durante el almacenamiento, las modificaciones en el color son tan
importantes, que éste es considerado junto con la textura, uno de los indicadores del
deterioro (Yeannes et al., 2007).

Durante el deterioro se observan cambios en el color que tienden al
oscurecimiento del color grisaceo blanquecino, hacia los amarillos y marrones (Yeannes
& Casales, 1995; Yeannes et al., 2007). Ademas, si el ejemplar ha sufrido estallido
ventral, es probable que dicha zona presente una coloracién mas oscura (rojiza) debido al

contacto con las visceras.

La textura es una propiedad muy importante del muisculo de las especies
pesqueras. La misma puede tornarse blanda debido a la degradacion autolitica durante el
deterioro 6 bien, puede endurecerse por la formacion de formaldehido durante el
almacenamiento congelado (Huss, 1999). Asimismo, puede modificarse por los procesos
tecnolégicos de conservaciébn o preservacion, como por ejemplo, el proceso de
marinacién en Engraulis anchoita (Yeannes & Casales, 2008). En particular, la textura es
una caracteristica muy importante en los marinados de anchoita, a tal punto que ha sido
utilizada para determinar el grado 6ptimo de marinacién de Engraulis anchoita (Yeannes
& Casales, 1995; Cabrer et al., 2002). Ademas, su modificacién se ha mencionada como
un cambio caracteristico durante el almacenamiento de productos pesqueros marinados,
al observarse el ablandamiento de estos debido al deterioro (Gunsen et al.,, 2011;
Yeannes y Casales, 2008; Yeannes et al., 2007).

Los marinados son preservas que tienen una vida util prolongada pero limitada,
principalmente por la accion de la microflora caracteristica del producto y al deterioro de
sus caracteristicas sensoriales (Meyer, 1965; Capaccioni et al., 2011). En la Argentina, de
acuerdo a practica del ente regulador SENASA, la vida util de estos productos esta

determinada en 6 meses en refrigeracion.

Por lo tanto, la aplicacion de la irradiacion gamma podria utilizarse para extender
la vida comercial de los marinados de anchoita, al eliminar la carga microbiana.

Debido a que los alimentos con alto contenido de lipidos, como la anchoita, son
mas sensibles a la oxidacién, en este trabajo se propuso envasar el producto al vacio sin

aceite agregado.
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Es importante mencionar que la Engraulis anchoita puede estar parasitada con
diferentes especies de parasitos nematodos, entre los que se pueden nombrar el Anisakis
simplex por su incidencia (Timi et al., 2001). Actualmente, de acuerdo con la resolucion
91/493/EEC de la Comunidad Europea (CE, 1991) es requisito congelar durante 24 horas
los ejemplares de las especies pesqueras que sean preservadas mediante marinacion, a
fin de destruir las larvas de parasitos nematodos presentes en la materia prima, en
particular, Anisakis simplex. Por tales motivos, en este momento los marinados de E.
anchoita se elaboran a partir de anchoitas congeladas. Como se menciond
anteriormente, bajas dosis de irradiacion son efectivas para esterilizar parasitos, por lo
cual existiria la posibilidad que el tratamiento de irradiacion permitiera prescindir de la
etapa previa de congelacién de la materia prima, al mismo tiempo que extender la vida

comercial del producto.

A su vez, la irradiacion podria llegar a permitir que se prescinda del
almacenamiento en refrigeracion durante el transporte y el almacenamiento del producto,

con la consecuente reduccion de los gastos que esto involucra.

2.5 Modelos matematicos

La posibilidad de modelar mateméticamente el efecto de las distintas dosis de
irradiacion sobre poblaciones microbianas y otros indices de calidad de los productos
pesqueros es de suma importancia tanto para la investigacion como para industria, ya
gue no existen antecedentes de irradiacion sobre los productos analizados en esta tesis.

A su vez, la posibilidad de predecir el efecto de la irradiacion gamma sobre el
comportamiento microbiano permitiria reducir costos y tiempo relacionados con tests

preliminares de irradiacion.

La irradiacibn gamma ha probado tener un efecto letal sobre los microorganismos,
al dafiar su ADN y otros constituyentes de la célula microbiana tales como las
membranas (Dickson, 2001; Josephson, 1983). Sin embargo, la resistencia a la
irradiacion por parte de los mismos depende de varios factores, como los parametros del
proceso, las caracteristicas del microorganismo y del producto que se irradie. Las
bacterias Gram negativas, que son las principales deteriorantes de los productos
pesqueros (Huss, 1995), se encontrarian dentro del grupo microbiano con menor

resistencia a la irradiacién (Dickson, 2001; Mafias & Pagan, 2005).
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Se ha observado que la respuesta de los microorganismos al tratamiento de
irradiacién se ajustaria a una cinética de inactivacion de primer orden (Dickson, 2001;
Mafias & Pagéan, 2005), a partir de la cual se puede estimar la dosis de irradiacion
necesaria para reducir la poblacién de un determinado grupo de microorganismos en un

ciclo logaritmico (D).

La calidad, vida dutil e inocuidad de los alimentos estan determinadas
principalmente por la presencia y el desarrollo de microorganismos deteriorantes y
patdgenos.

La posibilidad de desarrollar alimentos inocuos se basa en el adecuado
entendimiento del comportamiento de los microorganismos frente a los agentes de
inactivacion. Ademas, es esencial el conocimiento de la relaciones entre los factores
intrinsecos (pH, au, etc.) y extrinsecos (temperatura, atmosfera, etc.) y las respuestas de
los microorganismos patégenos y deteriorantes de los alimentos para evaluar y

administrar la inocuidad y vida util de los mismos (McMeekin et al., 1993).

La cuantificacion y descripcion de estas relaciones mediante modelos
matematicos representa un gran beneficio para la tecnologia de los alimentos ya que
permiten hacer predicciones del crecimiento o descenso de los microorganismos segun
diferentes tratamientos (Coll Cardenas et al., 2001; McKeekin et al., 1993; Zwietering et
al., 1990).

Los modelos primarios describen la respuesta de microorganismos en funcién del
tiempo, para un set de condiciones dado. Modelos de crecimiento, crecimiento-descenso,
inactivacion, modelos exponeciales, Gompertz, Logistico y Baranyi & Roberts son
algunos ejemplos de éstos (McKellar & Lu, 2004). El modelo de Gompertz y el modelo de
Gompertz modificado por Zwietering et al. (1990) son unos de los mas utilizados para
describir el crecimiento microbiano (Gibson et al. 1987; Gibson & Roberts, 1989). Los
modelos secundarios describen la relacién entre los pardmetros de los modelos primarios
y los factores ambientales como la temperatura, el pH, la a,, las sustancias preservantes,
etc. (Fakruddin et al., 2011). Los modelos terciarios son softwares basados en modelos
primarios y secundarios que permiten la predecir la respuesta de los microorganismos

bajo diferentes condiciones (Coll Cardenas et al., 2001).

El modelado matemético del crecimiento microbiano también representa
importantes ventajas para la industria alimentaria en términos de economizar costos y
tiempo. En particular, hallar una expresion matematica que prediga el efecto de la
irradiacion gamma sobre el comportamiento microbiano implicaria la reduccién de costos

y tiempo relacionados con tests preliminares de irradiacion.
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Ademas, estos modelos permitirian predecir la vida Gtil cuando el alimento es

tratado con irradiacion gamma con el propésito de extender la misma.
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CAPITULO 3

MATERIALES

METODOLOGIA
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3. MATERIALES Y METODOLOGIA

3.1. MATERIAS PRIMAS

En las distintas experiencias que se llevaron a cabo, se utilizaron diversos
productos de calamar (lllex argentinus) y de anchoita (Engraulis anchoita), los cuales
fueron obtenidos modificando algunas de las variables involucradas en los procesos de
elaboracion.

Se utilizaron anillas de calamar sin piel, frescas 6 tratadas con soluciones con poli-
fosfatos, asi como filetes marinados de anchoita, los cuales fueron elaborados con

soluciones de acido acético en diferentes concentraciones (7 y 3% p/v).

Los diagramas de flujo de los procesos llevados a cabo en cada caso se
describen en las Figuras 3.1 y 3.2 para las anillas de calamar y los marinados de

anchoita, respectivamente.

Cabe destacar que todas las partidas de anillas de calamar y de marinados de
anchoita fueron obtenidas en empresas pesqueras locales, tal como son elaboradas y
comercializadas, a fin de trabajar con productos que representen lo mas fielmente posible
las condiciones de la industria pesquera.

3.1.1. Experiencias realizadas con anillas de calamar

Se llevaron a cabo tres experiencias de irradiacion con anillas sin piel, de manto

de calamar lllex argentinus.

La materia prima utilizada en cada caso se describe con detalle en las diferentes
secciones del Capitulo 4, asi como los resultados del efecto de la dosis de irradiacion y
del tiempo de almacenamiento sobre los pardmetros microbiolégicos, fisicoquimicos y

sensoriales analizados en cada experiencia. Las mismas se presentan a continuacion:

a) Irradiacién preliminar (0, 2, 3 y 4 kGy) de anillas de calamar frescas para determinar la

dosis minima a aplicar en la posterior irradiacion definitiva (Seccion 4.1)

b) Irradiacion definitiva (0, 4,8 y 8,4 kGy) de anillas de calamar frescas (Seccién 4.2).
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¢) Irradiacion comercial (0; 1,8; 3,3 y 5,8 kGy) de anillas elaboradas industrialmente,

tratadas con poli-fosfato de sodio (Seccién 4.3).

En la Figura 3.1 se muestra el diagrama de flujo del tratamiento de las anillas de
calamar, donde se discriminan las etapas que fueron realizadas en la planta de

produccién de aquellas llevadas a cabo en el laboratorio.
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CALAMAR ENTERO
( LAVADO

DESCABEZADO Y CABEZA,
EVISCERADO TENTACULOS,
VISCERAS
CORTE DE ALETAS ALETAS
EN PLANTA
PELADO BIEL
LAVADO TRATAMIENTO
CON

POLI-FOSFATO

\ CORTE EN ANILLAS DE SODIO (*)

TRANSPORTE AL
LABORATORIO (T <2 °C)

BOLSAS
PEBD + PA ENVASADO

CAJAS DE
POLIPROPILENO ACONDICIONAMIENTO
+ PARA TRANSPORTE

REFRIGERANTES

TRANSPORTE AL
CENTRO ATOMICO
EZEIZA (CNEA, T < 4°C)

IRRADIACION(C060) T<4°C

TRANSPORTE AL
LABORATORIO (T < 4-5 °C)

ALMACENAMIENTO (4-5 °C)
v

Anélisis microbiolégicos, fisicoquimicos y
sensoriales durante 22, 77 y 29 dias para las
experiencias 4.1, 4.2 y 4.3, respectivamente.

Figura 3.1. Diagrama de flujo del tratamiento de anillas de calamar. La etapa (*) es valida
Unicamente para la experiencia 4.3. (Elaboracion propia).



3.1.2. Experiencias realizadas con filetes marinados de anchoita

Se realizaron dos experiencias con filetes de anchoita (Engraulis anchoita)
marinados, tratados con irradiacion gamma. En el Capitulo 5 se detallan las materias
primas utilizadas y los resultados de dichas experiencias, considerando aspectos
microbiologicos, fisicoquimicos y sensoriales.

También se describen los resultados de la determinacion instrumental de la textura y su
posterior correlacion con resultados sensoriales.

Las experiencias con marinados de anchoita fueron las siguientes:

a) Irradiacién comercial (0, 1,8 y 3,3 kGy) de filetes marinados de anchoita elaborados

con una solucién acuosa 7% p/v de acido acético, envasados al vacio (Seccion 5.1).

¢) Irradiacion (0, 2, 3 y 4 kGy) de filetes marinados de anchoita elaborados con una

solucién acuosa 3% p/v de acido acético, envasados al vacio (Seccion 5.3).

El diagrama de flujo general para las distintas experiencias se muestra en la
Figura 3.2.
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ANCHOITA ENTERA
CONGELADA

DESCONGELADO - LAVADO

DESCABEZADO, CABEZA,
EVISCERADO, CORTE VISCERAS,
DE COLAY FILETEADO COLA

LAVADO

BARO DE SALMUERA
(10% NaCl)

EN PLANTA <

- ) * 7% Ac. acético: Exp. 5.1
BANO DE MARINACION

* 3% Ac. acético: Exp. 5.2
CENTRIFUGACION

1 MIN 2800 rpm

TRANSPORTE A
LABORATORIO (T < 2 °C)
BOLSAS .
PEBD + PA ENVASADO AL VACIO
ALMACENAMIENTO (4-5 °C)
CAJAS DE
POLIPROPILENO
. ACONDICIONAMIENTO
REFRIGERANTES PARA TRANSPORTE

TRANSPORTE AL
CENTRO ATOMICO
EZEIZA (CNEA,T<4°C)

IRRADIACION(C060) T<4°C

ALMACENAMIENTO Y
TRANSPORTE A
LABORATORIO (T < 4 °C)

ALMACENAMIENTO (4-5 °C)

Analisis microbioldgicos, fisicoquimicos y
sensoriales durante 20y 10 meses para las
experiencias 5.1y 5.2, respectivamente.

Figura 3.2. Diagrama de flujo del tratamiento de los filetes marinados de anchoita. Elaboracion

propia sobre el trabajo de Yeannes & Casales (1995).
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3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Aplicacion de la irradiaciéon gamma

La irradiacion gamma de los productos se llevo a cabo utilizando una fuente de
Cobalto 60, en la planta de irradiacion semi-industrial (PISI) del Centro Atomico Ezeiza,
Comisién Nacional de Energia Atdmica. Esta planta tiene una actividad de 2,22x10"° Bq.
El Becquerel es la unidad para la actividad radiactiva y representa la actividad de una
cantidad de material radioactivo con decaimiento de un nucleo por segundo (3,7x10
Becquereles equivalen a 1 Curie).

En cada experiencia de irradiacion, la medicién de las dosis minimas y maximas
de radiacion absorbidas por las muestras, procedimiento llamado “dosimetria”, estuvo a
cargo de la Seccién Dosimetria de Altas Dosis, Gerencia de Aplicaciones y Tecnologia de
Radiaciones, Centro Atdmico Ezeiza. Se colocaron dosimetros en los bultos a irradiar
para medir las dosis maxima y minima absorbidas, cuyo cociente se conoce como
uniformidad de dosis. Un dosimetro es un sistema o instrumento que da una respuesta
medible y reproducible al estar en un campo de irradiacion, lo cual sirve para medir la
dosis (OIEA, 1982).

En el caso de las experiencias de irradiacion comercial se utilizaron dosimetros de
Amber-Perspex, peliculas plasticas utilizadas en procesos de rutina que se calibran con
dosimetros de referencia. Se mide espectrofotométricamente el cambio de transmision
Optica luego de irradiar. Cuando se trat6 de irradiaciones no comerciales (de
investigacion), fueron utilizados dosimetros con soluciones acuosas de dicromato de
plata, utilizandose la reaccion de reduccion del cromo de valencia 7 a 3 en presencia de
radiaciones ionizantes, medida espectrofotométricamente en la regién ultravioleta del
espectro, para conocer la dosis absorbida (ISO/ASTM 51401-2003 (E)).

Los productos se irradiaron una vez envasados en bolsas termosellables de PEBD
(polietileno baja densidad) y PA (poliamida) para evitar la posterior recontaminacion. Las
muestras ya envasadas fueron colocadas en cajas de polipropileno con tapa, de 2 £ 0,1
cm de espesor de pared. Una vez colocadas las muestras en igual nUmero en cada caja
se distribuy6 uniformemente una cantidad determinada de refrigerantes con el objetivo de
mantener la temperatura por debajo de los 5 °C durante la irradiacion y el transporte. Los
refrigerantes se mantuvieron dentro de las cajas, y una vez terminado el proceso de
irradiacién las cajas se colocaron en la camara refrigerada de la Seccién Irradiacion de

Alimentos, Gerencia de Aplicaciones y Tecnologia de Radiaciones (4 + 1 °C).
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Las distintas cajas tenian igual forma y tamafio, a fin de uniformar la distribucion
de dosis en las mismas. Al momento de la irradiacién se coloc6 una de las caras de cada
caja (identificada como frente) ante la fuente emisora. A mitad del tiempo de irradiacion

estimado, la caja se gir6 180° para lograr una mejor distribucion de dosis.

Figura 3.3. Cajas de polipropileno conteniendo las muestras tratadas con radiacion gamma

3.2.2 Andlisis del efecto de la radiacibn gamma sobre las caracteristicas
microbianas, fisicoquimicas y sensoriales del producto durante el almacenamiento

en refrigeracion.

3.2.2.1. Andlisis microbiolégicos

Los siguientes analisis se realizaron para monitorear el comportamiento de la flora
microbiana nativa en las anillas de calamar y los marinados de anchoita frente a la
aplicacion de diferentes dosis de irradiacion gamma, durante el almacenamiento en
refrigeracion.

Los andlisis se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como log

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

3.2.2.1.1. Preparacioén de la muestras
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Por tratarse de alimentos sélidos se requirio el tratamiento previo de las muestras
a fin de liberar los microorganismos en un medio fluido (ICMSF, 1983). Para ello, se
procesaron 10 g de muestra con 90 ml de diluyente en un homogeneizador circular
(Stomacher 400). El diluyente consistia en una solucién salina (0,85% NacCl) con 0,1% de
peptona (ICMSF, 1983). La masa de muestra fue sacada en forma aséptica de cada
envase cerrado. Los recuentos de microorganismos se realizaron por siembra en masa o
en superficie segun correspondiera para cada grupo en particular, considerando en cada
caso el factor de dilucion especifico. Los recuentos de microorganismos totales y el
aislamiento de los grupos microbianos determinados se realizaron utilizando los medios

de cultivo y condiciones de incubacién de acuerdo a ICMSF (1983).

3.2.2.1.2. Recuento de Bacterias Psicrétrofas (BP)

Como se menciond en la Seccidn 2.2, las bacterias psicrotrofas Gram-negativas
constituyen el principal grupo de microorganismos responsables del deterioro en los
productos de la pesca frescos (Gram & Dalgaard, 2002; Gram & Huss, 2000; Huss, 1995)
y son capaces de desarrollarse a bajas temperaturas, como las de refrigeracion (2-8 °C)
(ICMSF, 1983), por lo tanto, resulta de interés su seguimiento en los productos objeto de

esta tesis.

Se cuantificaron las BP mediante recuento en placa, utilizando Agar para
Recuento en Placa, por siembra en masa. Se incub6 a 7 £+ 0,5 °C durante 10 dias
(ICMSF, 1983).

3.2.2.1.3. Recuento de Bacterias Aerobias Mesdfilas totales (BAM)

El recuento de BAM es utilizado como indicador microbiolégico de la calidad
higiénica de los alimentos y da una idea de la contaminacién durante el procesamiento de
los productos pesqueros (ICMSF, 1983). Por estas razones, resulta de interés efectuar el
analisis de las mismas durante el almacenamiento de ambos productos tratados con

irradiaciéon gamma.

Se cuantificaron las BAM por recuento en placa, por siembra en masa de Agar
para Recuento en Placa, incubando a 35 * 0,5 °C durante 48 horas (ICMSF, 1983).
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3.2.2.1.4. Recuento de Staphylococcus spp. Investigacion de Staphylococcus aureus

Los estafilococos suelen encontrarse en las fosas nasales y en las manos de las
personas. Una inadecuada higiene y/o manipulacion podria llevar a la presencia de
dichas bacterias en los alimentos (ICMSF, 1983). Por dichos motivos se investigaron

bacterias Staphylococcus spp. en las anillas de calamar y en los marinados de anchoita.

Se cuantificaron bacterias Staphylococcus spp. por siembra en superficie en Agar
Baird Parker (90 ml con: 6,3 ml de glicina (20% p/v), 1 ml de telurito de potasio (1%p/v), y
5 ml de yema de huevo) incubando a 35 + 0,5 °C durante 48 horas (ICMSF, 1983).

Para identificacién de S. aureus se utiliz6 el test de coagulasa y siembra en agar
sal de manitol (ICMSF, 1983).

3.2.2.1.5. Recuento de Coliformes totales y Enterobacterias totales

Dado que los coliformes y las enterobacterias son bacterias entéricas indicadoras
de contaminacion, directa o indirecta, de origen fecal, se efectué su determinacion en

estos productos.

Se hizo el recuento directo en placa utilizando Agar Violeta Rojo Bilis para
coliformes y Agar Violeta Rojo Bilis Glucosa para enterobacterias, incubando a 35 + 0,5
°C durante 24 horas (ICMSF, 1983).

También se identificaron coliformes fecales en Caldo Verde Brillante Bilis
incubando a 35 * 0.5 °C durante 48 horas (ICMSF, 1983).

3.2.2.1.6. Investigacion de microorganismos clostridios sulfito-reductores (CSR)

Los clostridios sulfito-reductores (CSR) son microorganismos del género
Clostridium que tienen la capacidad de reducir el sulfito a sulfuro (ICMSF, 1983). A este
grupo pertenecen los microorganismos patégenos C. perfringens y C. botulinum (ICMSF,
1983). Considerando que los CSR son microorganismos anaerobios, éstos podrian
desarrollarse en los productos envasados al vacio (marinados de anchoita y las anillas de
calamar experiencia 4.3). Por esta razén se investigd la presencia de CSR y de C.

perfringens. en dichos productos.
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Se sembr6 1 ml de muestra en Agar Sulfito Polimixina-Sulfadiazina (SPS) en
placa. El medio SPS es selectivo para sulfito-reductores ya que al contener sulfito sédico,
el mismo es reducido a sulfuro por la mayor parte de los Clostridium. A su vez, el sulfuro
reacciona con el citrato de hierro, dando lugar a sulfuro de hierro, que se manifiesta por
la formacion de un precipitado negro alrededor de las colonias. Se incub6 en jarras de
anaerobiosis a 35 £ 0,5 °C y 46 = 0,5°C durante 48 horas. Para confirmar la presencia de
C. perfringens, las colonias negras se confirmaron mediante cultivo en agar nitrato
movilidad (ICMSF, 1983).

3.2.2.1.7. Recuento de mohos y levaduras

Los mohos y levaduras son microorganismos indicadores que pueden crecer a
una mayor velocidad que las bacterias en medios mas hostiles, como alimentos con baja
actividad de agua y bajo pH (inferior a 5) (ICMSF, 1983), por lo tanto, se consideré

apropiado investigarlos en los marinados de anchoita.
Se realizé el recuento en placa de mohos y levaduras utilizando Agar H&L

(Britania). La siembra se realizd en superficie, esparciendo con espétula. Las placas se
incubaron a 25 + 0,5 °C durante 5 dias.

3.2.2.2. Analisis fisicoquimicos

3.2.2.2.1. Determinacién del pH

El pH se midié con pH-metro digital (INSTRU, INO7601) con electrodo de vidrio,
utilizando una relacibn muestra:agua destilada 1:1 (AOAC, 1993, Sec. 981.12). Se

determind por triplicado.

3.2.2.2.2. Determinacion de la actividad de agua (a,) y la acidez

Como se menciond anteriormente, el principal efecto preservativo del proceso de
marinacién es el aumento de la acidez y la disminucién de la actividad de agua por la

incorporacion de acidos organicos y sal. Estas barreras son las que limitan las reacciones
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deteriorantes tanto enzimaticas como microbianas. Por esto, resulta importante conocer

dichos parametros a fin de caracterizar los productos de marinados de anchoita.

La a, se midié utilizando un higrometro digital Aqualab, modelo CX-2T (Decagon,

Pullman, USA). Las determinaciones se hicieron por cuadruplicado.

La acidez de los marinados de anchoita se determind por triplicado por titulacién
con soluciéon acuosa de 0,1 N de NaOH (Kirk et al., 1996). Los resultados se expresaron

como porcentaje de acido acético (%).

3.2.2.2.3. Determinacion del contenido de agua

El contenido de agua se determind a 105 + 1 °C hasta peso constante (AOAC,
1993, Sec. 984.25). Se realiz6 por triplicado.

3.2.2.2.4. Determinacion del contenido de lipidos y del perfil de Acidos Grasos

Los lipidos de los marinados de anchoita fueron extraidos a partir de 100 g de
marinados procesados, utilizando una mezcla de solventes de cloroformo-metanol-agua
destilada en una proporcion 2:2:1,8 (v/v/v), de acuerdo a la técnica de Bligh & Dyer
(1959). El contenido de lipidos fue determinado gravimétricamente.

El perfil de acidos grasos de los marinados de anchoita fue determinado mediante
cromatografia gaseosa, luego de la metilaciébn de los mismos. Para la separacion y
cuantificacion de los metil esteres de acidos grasos se utiliz6 un cromatégrafo gaseoso
(Shimadzu® GC-17A, Japan) equipado con una columna capilar de silica fundida
(Omegawax 320, Supelco Inc., Bellefonte, PA, USA) (30 m x 0.32 mm ID, 0.25 um fase
de film) y un detector por ionizacion de llama. El volumen inyectado fue 1 pL, hecho por
duplicado. El gas portador fue nitrégeno. La temperatura del puerto inyector y del detector
se mantuvo a 250 °C. La temperatura del horno de la columna se increment6 desde 150
a 225 °C, a una velocidad de 1,5 °C min™. Los &cidos grasos se identificaron por
comparacion de su tiempo de retencion y las areas de los picos utilizando como
referencia un estandar (PUFA-1, Marine Source Supelco®, Cat. No. 4-7033). Los &cidos
grasos fueron cuantificados como la relacion de porcentaje del &rea de cada pico con

respecto al area total.
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3.2.2.2.5. Determinacion del Nitrégeno Basico Volatil Total (NBVT)

Como se menciond anteriormente, una de las principales modificaciones quimicas
luego de la captura es la acumulacion de aminas volatiles en el misculo, como TMA,
DMA y el amoniaco, las que se cuantifican en conjunto mediante la determinacion del
Nitrdgeno Basico Volatil Total (NBVT), el cual ha sido ampliamente utilizado para evaluar
la calidad del pescado y productos de la pesca (Hozbor et al., 2005; Huss, 1995; Shakila
et al., 2003). Teniendo esto en cuenta es que se consider6 seleccionar esta

determinacion para el seguimiento del estado de frescura de estos productos.

Se determind el Nitrégeno Basico Volatil Total a las anillas de calamar y
marinados de anchoita mediante el método comercial para NBVT adaptado del método
de destilacion directa (Giannini et al., 1979).

Se homogeneizaron 10 g de homogenato de muestra con 300 mL de agua
destilada, 2 mL de antiespumante siliconado y 5 g de 6xido de magnesio. El destilado se
recogié en 50 mL de solucién acuosa de acido bérico 2% p/v con 1 mL de indicador mixto
(100 mL etanol, 0,05 g de rojo de metilo y 0,075 g de verde de bromocresol) hasta un
volumen final de 230 mL. Luego se titul6 con soluciéon acuosa de &cido sulfarico 0,1 N
hasta el viraje del indicador a color gris. Se determiné por duplicado. Los resultados se
calcularon mediante la Ecuacion 3.1 y se expresaron en miligramos de NBVT por 100 gr

de muestra himeda.

V =N %140,08
NBVT (mg/100g) = ——— Ecuacion 3.1

siendo V el volumen (mL) de &cido sulfdrico utilizado en la titulacién, N la normalidad del

acido sulfarico /0,1 y m la masa (g) de muestra himeda.

3.2.2.2.6. Determinacion de la oxidacion de lipidos. Sustancias reactivas al acido 2-

TiobarbitUrico.

Dado que la oxidacién de los lipidos puede producir cambios en el aroma, sabor,
color, textura e incluso en el valor nutricional del alimento y teniendo en cuenta que los
lipidos de las especies pesqueras se caracterizan por presentar una gran cantidad de

acidos grasos poliinsaturados que los hacen muy susceptibles a la oxidacion (Huss,
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1995; Olafsdéttir et al., 1997), se considerd importante efectuar la determinacion del
grado de oxidacion de los marinados de anchoita.

Para ello, se determinaron las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
(TBARS), entre las que se encuentran algunos aldehidos que son productos secundarios

de la oxidacion de lipidos. Es la metodologia mas utilizada en productos pesqueros.

La extraccion se realiz6 de acuerdo a lo descripto por Tironi et al. (2007). Dos
gramos de homogenato de filetes marinados de anchoita fueron homogeneizados con 16
ml de acido tricloroacético (TCA) al 5% p/v. Luego 2 ml de TBA al 0.5% p/v fueron
agregados a 2 ml del filtrado e incubados a 70 °C durante 30 minutos (Botsoglou et al.,
1994). La absorbancia se midi6 en un espectrofotémetro (Shimadzu® UV-1601 PC,
Kyoto, Japan) a longitudes de onda de 532 y 455 nm. Para cuantificar MDA y otros
aldehidos los niumeros de TBA-RSs3, y TBA-RS,55 se expresaron como mg de MDA y mg
de ALs por kg de muestra humeda, respectivamente. Para el célculo de éste Ultimo se
consider6 el peso molecular promedio de los aldehidos mas comunmente encontrados
(89,6 g mol™). Las extracciones fueron realizadas por duplicado y las incubaciones con
TBA por triplicado de cada duplicado. El nimero de TBA-RS se determin6 de acuerdo a

la siguiente Ecuacion 3.2.

(Abs—B)*M =Vf *Vex1000

mg MDA/ Kg = .
g*l*Va*m Ecuacion 3.2

siendo Abs la absorbancia medida a 532 o 455 nm, B la absorbancia del blanco (2 mL
TCA + 2 mL TBA), M el peso molecular (g mol™) del MDA o el promedio de los aldehidos,
Vf (mL) el volumen final de la reaccion (Va + V+ga), Ve (mL) el volumen del extracto (16
mL), Va el volumen de la alicuota (2 mL), ¢ el coeficiente de absortividad molar (L mol™

cm™) y | el camino 6ptico (1 cm).

3.2.2.2.7. Determinacion instrumental del color

Los parametros de color del espacio CIELAB (CIE, 1978) L*, a* y b* fueron
determinados en las anillas crudas o en la cara interna de los marinados de anchoita con
un colorimetro portatil (Lovibond, SP60, Reino Unido), utilizando lluminante D65 y un
angulo de visién 10°. L* es una medida de la luminosidad de la muestra (0 a 100). Los
valores positivos de a* (0 a 60) son una medida de la intensidad de color rojo mientras

que los negativos (0 a -60) representan las tonalidades verdes. Por su parte b* mide la

69



intensidad de color amarillo (valores positivos de 0 a 60) y azul (valores de 0 a -60). De
cada muestra se tomaron 5 anillas o filetes y a cada uno se le realizaron 3

determinaciones de los pardmetros de color.

Estos resultados se utilizaron en la ecuacion de diferencia de color CIEDE2000
(CIE, 2001) para calcular la diferencia de color de cada muestra con respecto al dia

previo a la irradiacion.

3.2.2.2.8. Andlisis instrumental de la textura de marinados de anchoita

Si bien la textura ha sido determinada sensorialmente para evaluar la calidad del
pescado, se han desarrollado métodos instrumentales que permiten correlacionar con los
resultados sensoriales. Como por ejemplo, ensayos de corte con cuchilla, ensayos de

compresion, etc. (Huss, 1995).

Se analiz6 la textura a marinados de anchoita envasados al vacio, tratados con
irradiacibn gamma.

Para ello se determiné la textura por ensayo de corte con cuchilla a filetes de
anchoita marinados envasados al vacio y tratados con irradiacion gamma a dosis de 0, 2,
3y 4 kGy, luego de 6 meses de almacenamiento a 4-5 °C.

Se utilizé un analizador de textura TX-T2i (Stable Micro Systems Ltd., Godalming,
UK), controlado por el software Texture Expert® (CIDCA, La Plata), con una celda de
carga de 25 kg y una sonda de tipo cuchilla de 3 mm de espesor y 70 mm de longitud
para realizar cortes transversales de los filetes en la parte media del filete. La velocidad
pre y post-ensayo fue 3 mm/s, la velocidad de ensayo 0,5 mm/s y la distancia 20,0 mm.

Los filetes de anchoita marinados, de 4,4 + 0,4 mm de espesor y 17,4 £ 1,3 mm
de ancho (n=60) fueron cortados para uniformar la longitud de los mismos en 80 mm. La
determinacion se realizé sobre 13 filetes de cada muestra. Se obtuvieron graficos de
fuerza de corte (N) en funcién del tiempo (s), a partir de los cuales se determind la fuerza
maxima de corte, que se define como la fuerza maxima necesaria para cortar la muestra
(N) y el trabajo de corte, que es el trabajo requerido para mover la cuchilla a través de la

muestra y se calcula como el area debajo de la curva fuerza-tiempo (Ns).

3.2.2.3. Andlisis sensorial
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3.2.2.3.1. Aceptabilidad sensorial

Los analisis sensoriales se realizaron en base a las descripciones de ASTM
(1968). Se evaluo la aceptabilidad sensorial de los marinados de anchoita y de las anillas
de calamar mediante el test de aceptabilidad tipo panel piloto de acuerdo a las
consideraciones de Witting de Penna (2001), a fin de conocer la posible reaccion del

potencial consumidor frente a estos nuevos productos irradiados.

La aceptabilidad de ambos productos irradiados y de las muestras control
correspondientes en cada caso (mismo producto sin irradiar, almacenado en iguales
condiciones) fue evaluada por 50 panelistas no entrenados, usuales consumidores de
este tipo de productos en diferentes fechas posteriores a la irradiacion. En el caso de la
irradiacién preliminar, se utilizaron 12 panelistas para conocer a priori la aceptabilidad de

los nuevos productos antes del ensayo formal.

Para evaluar los atributos aceptabilidad global, apariencia, color, aroma, sabor y
textura, los panelistas utilizaron una escala hedénica verbal de 9 puntos, en la que el
mayor valor de agrado correspondia a me gusta muchisimo y el de menor agrado a me
disgusta muchisimo. La escala utilizada se establecié a partir de la traduccién al espafiol
de la escala heddnica de 9 puntos desarrollada por Peryam & Pilgrim (1957), la cual fue
consensuada entre los colegas del laboratorio, de forma tal de minimizar y evitar
ambigledades, teniendo en cuenta las cosndieraciones de Curia et al. (2001).

En la siguiente tabla se muestra la escala utilizada con los correspondientes

valores asignados.

Tabla 3.1. Escala heddnica verbal utilizada para evaluar la aceptabilidad de anillas de calamar y
marinados de anchoita.

Me gusta muchisimo 9
Me gusta mucho

Me gusta

Me gusta poco

No me gusta ni me disgusta
Me disgusta poco

Me disgusta

Me disgusta mucho

Me disgusta muchisimo

P NWPAOOTDONO©
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Los marinados de anchoita fueron servidos a temperatura ambiente (18+1 °C), sin
ningun tratamiento posterior. Se sirvieron 4 filetes (20 g aproximadamente) en cada uno
de los recipientes de polipropileno con tapa, codificados con numeros de 3 cifras
utilizando la Tabla de numeros al azar (ICMSF, 1983).

Para las evaluaciones de anillas de calamar, las mismas fueron preparadas segun
el protocolo previamente seleccionado que se describe a continuacion. Luego fueron
servidas a temperatura ambiente en recipientes cerrados y codificados. Se sirvieron 2
anillas (12 g aproximadamente) en cada uno, cubiertas con aceite especiado (15 g

aproximadamente).

La evaluacion se llevo a cabo en cabinas individuales aproximadamente 2 horas
antes del almuerzo.

Se solicitdé a los panelistas que probaran de a una muestra por vez, y se les
ofrecié agua y galletitas crackers sin sal para que limpiaran el paladar entre las muestras.

En la siguiente imagen (Figura 3.4) se muestra como fueron presentadas las

muestras y la planilla de evaluacion a los panelistas.

Figura 3.4. Presentacion de las anillas de calamar y planilla evaluacién sensorial.

3.2.2.3.1.1. Determinacion del protocolo de preparacion de las anillas de calamar para el
test de aceptabilidad

72



Se realizaron ensayos para determinar el protocolo de preparacién de las anillas
para la evaluacién. Se decidio cocer las anillas mediante hervor en agua y colocarlas, una
vez frias, en inmersion en aceite vegetal levemente especiado.

Para ello se analizaron diferentes tiempos de cocciéon en agua hirviendo en una
relacion agua:anillas:sal (100:10:1) durante 3, 5, 7, 10, 13, 16 y 20 minutos. Panelistas
con experiencia en productos pesqueros seleccionaron el tiempo 6ptimo de coccion

basandose en la textura y el sabor, determinando que el mismo fuera 10 minutos.

Se utilizé aceite de girasol para formular distintos aceites especiados, usando
diferentes concentraciones y combinaciones de pimienta negra en granos, hojas secas de
romero y de laurel. Se seleccion6 la formulacién con 0.27%p/v de romero y 1.5%p/v de
pimienta negra en granos, por presentar un sabor suave que no enmascarara el sabor
tipico del calamar. El aceite se preparé colocando las especias y calentando a 45°C
durante dos horas. Luego se mantuvo durante 20 horas a 18 + 1 °C y posteriormente fue
filtrado. Las anillas hervidas se colocaron en aceite especiado durante 18 horas a 4-5 °C

previo a la evaluacion.

3.2.2.3.2. Determinacién sensorial de la textura de marinados de anchoita mediante
andlisis descriptivo

Por lo mencionado anteriormente (Seccion 3.2.2.2.8.) en cuanto a la importancia
de la textura en los marinados de anchoita, se llevd a cabo la determinacién sensorial de

la misma durante el almacenamiento en refrigeracion.

Para ello, se trabajé con 7 panelistas entrenados de entre 30 y 60 afios, con
amplia experiencia en la evaluacion sensorial de productos pesqueros, que estaban
previamente entrenados en el método de perfil de textura (Norma IRAM 20005-1/2, 1996;
Civille y Szczesniak, 1973).

Los panelistas evaluaron el descriptor dureza al corte, el cual fue definido y
consensuado entre ellos como la fuerza requerida para cortar transversalmente la parte
media del filete, valiéndose de un tenedor metalico, representando asi con un utensilio
cotidiano las condiciones del ensayo instrumental.

Se utilizd una escala continua de 0 a 10 en orden creciente de intensidad de
dureza. Los panelistas consensuaron los extremos y anclajes de la escala utilizada. El
puntaje 10 representaba la mayor dureza, cuya referencia correspondia a la dureza de un

filete de anchoita crudo sin marinar. El puntaje 5 representaba la dureza tipica del
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producto marinado. Se tuvo en cuenta la tabla desarrollada por Yeannes & Casales
(1995) para determinar el grado de marinacion de filetes de E. anchoita basandose en la
condicion de la textura, donde se define el grado éptimo de marinacién como una textura
firme y consistente que se corta facilmente con tenedor. Asimismo, en dicho trabajo se
define a la textura del pescado crudo como dura y resistente al corte, que se corta

Unicamente con cuchillo.

Los marinados de anchoita fueron servidos a temperatura ambiente (181 °C),
presentdndose en un tamafio similar al utilizado en los ensayos de corte para permitir
comparaciones mas precisas con los resultados instrumentales.

Se sirvieron 4 filetes (20 g aproximadamente) de cada muestra en platos plasticos,
codificados con nimeros de 3 cifras utilizando la Tabla de nimeros al azar (ICMSF,
1983). Las evaluaciones se llevaron a cabo en cabinas de evaluaciéon sensorial

individuales, preparandose cada una con un tenedor metalico y la hoja de respuestas.

Los marinados irradiados y sin irradiar fueron evaluados a los 5, 125, 180, 240 y

330 dias posteriores a la aplicacion de la irradiacion gamma.

3.2.3 Andlisis estadistico de datos. Correlaciones

Para el andlisis estadistico de los resultados microbioldgicos, fisicoquimicos e
instrumentales (pH, humedad, a,,, NBVT, TBA-RS, textura, color (L*, a*, b* y DE2000)) se
utilizé un disefo factorial completamente aleatorizado. Se aplico el analisis de varianza
factorial (ANOVA) con dos factores (dosis de irradiacion (kGy) y tiempo de
almacenamiento (dias)) para analizar el efecto de los mismos, asi como el de la
interaccion entre ellos. Posteriormente se compararon las medias mediante el Test de
Tukey (p<0,05).

Los resultados de los tests de aceptabilidad sensorial fueron analizados mediante el test
no paramétrico de Kruscal-Wallis (p=0,05), ya que se utilizaron escalas categéricas. Se

utilizé el software R project (R Development Core Team, 2008).

Los recuentos de bacterias psicrétrofas en anillas de calamar se correlacionaron

con los valores de NBVT mediante regresion polinomial usando OriginPro®.

Los resultados sensoriales e instrumentales de la determinacién de textura de los
marinados de anchoita, fueron correlacionados mediante regresion lineal (OriginPro®

version 8).
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3.2.4 Ajuste de modelos matemaéticos.

Se ajustaron distintas ecuaciones matematicas para modelar el comportamiento
de la irradiacion gamma sobre la flora psicrotrofa y el NBVT durante el almacenamiento

en refrigeracion de anillas de calamar.

3.2.4.1. Modelado de la inactivacion de la flora psicrétofa inducida por la irradiacion

gamma. Determinacion del valor Dqq.

Se utiliz6 una cinética de primer orden para modelar la inactivacion de
microorganismos psicrotrofos debido a la irradiacion gamma, reemplazando la variable
tiempo por la dosis de irradiacion (d) en la Ecuacién 3.3, donde N(dO) y N(d) son los
nameros de microorganismos psicrétrofos antes del tratamiento de irradiacion y luego del
mismo para una determinada dosis, respectivamente. Los valores de la constante de
velocidad, k (kGy™) para un set determinado de condiciones fueron obtenidos a partir de
la regresion lineal de log [N(d)/N(d0)] versus dosis de irradiacion. El valor D;q para

microorganismos psicrotrofos se determiné calculando la inversa de la pendiente (1/k)
log [N(d)/N(d0O)] = — k*d Ecuacion 3.3
3.2.4.2. Modelado del crecimiento de la flora psicrétrofa durante el almacenamiento en
refrigeracion. Predicciones de la vida util y validacion del modelo
En esta experiencia, se utilizaron dos abordajes basados en el modelado empirico
del crecimiento de la flora psicrétrofa superviviente en anillas de calamar envasadas al

vacio durante el almacenamiento a 4-5 °C, a fin de predecir la extensién de la vida util

merced a la utilizacién de la irradiacibn gamma:

3.2.4.2.1. Modelo de Gompertz modificado
Los datos experimentales de las curvas de crecimiento microbiano para cada

dosis de irradiacion estudiada (0, 1,8; 3,3 y 5.8 kGy) se ajustaron a un modelo primario de

crecimiento, la ecuacion de Gompertz modificada (Zwietering et al., 1990):
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log N =log N, + Aexp{— exp(ﬂ—Ae(L —t)j +1} Ecuacion 3.4

donde log N es el logaritmo decimal del nUmero de bacterias psicrotrofas en el tiempo ty
log No el recuento de psicrotofos el dia posterior a la irradiacion (log UFC/g), u es la
velocidad de crecimiento especifica (log UFCg™ dia™), L es la duracion de la fase de
demora en el crecimiento (dias), A es el logaritmo del aumento de la poblacién
microbiana (diferencia entre la asintota superior -log N cuando el tiempo t tiende a infinito-
y los recuentos iniciales) y siendo e, el numero de Euler (2,7182 aproximadamente).

Los datos fueron ajustados a la ecuacion de Gompertz modificada mediante
regresion no lineal (utilizando el algoritmo de Marquardt) con el software OriginPro®
version 8.0 (OriginLab Corporation, Northampton, MA). El ajuste y la precisién de las
estimaciones de los datos obtenidos para cada dosis de irradiacion se evaluaron
mediante la raiz del error cuadratico medio (RMSE) y el coeficiente de determinacion
(R?). Teniendo en cuenta que la RMSE es una medida de la discrepancia entre los datos
y la estimacion del modelo, un valor pequefio indicaria un ajuste adecuado del modelo.
La RMSE se calcul6 mediante la siguiente ecuacion (Ec. 3.5), donde X, es el valor

predicho, X; es el valor experimental y n es el nUmero de pares de datos:

1 n
RMSE:\/HZ“(Xip—Xi)2 Ecuacién. 3.5
i=1

A fin de predecir los recuentos de bacterias psicrétrofas para diferentes dosis de
irradiaciéon fue necesario hallar una ecuacion que relacionara los pardmetros cinéticos del
modelo de Gompertz (4, L y A) con la dosis. Los datos fueron ajustados a ecuaciones
polindmicas de segundo orden, para hallar modelos secundarios que describieran la
influencia de la dosis de irradiacion (d) sobre los parametros cinéticos: y = p; + pod +
Had% L =Ly + Lod+Lsd® y A = Ay + Ayd + Agd?.

Luego, se desarroll6 un modelo completo (modelo completo de Gompertz
modificado, MCGM) introduciendo la ecuacion de inactivacion (Ec. 3.3) y los modelos

secundarios en la ecuacion de Gompertz (Ec. 3.4).

3.2.4.2.2. Modelo polinomial

Se utilizé la regresion polinomial de orden 2 para ajustar los datos experimentales

a una ecuaciéon empirica a fin de describir la dependencia de crecimiento de psicrétrofos
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sobrevivientes con la dosis de irradiacién y el tiempo de almacenamiento. Se propuso el

siguiente modelo polinémico (Ecuacion 3.6):

Y=L+ Bixs+Boxs + Baki + Buds + Bs X Ecuacion 3.6

donde es el logaritmo del recuento de bacterias psicrotrofas (log UFC/g), x, ¥y x, son las
variables independientes dosis de irradiacion (kGy) y tiempo de almacenamiento (dias),

respectivamente, f, es el coeficiente independiente, 5, y £, son los términos lineales,

B Yy B, son los términos cuadraticos y f. es el coeficiente de interaccion.

Se estudio la precision de las estimaciones del modelo ajustado y la significancia
de los términos lineales, cuadraticos y la interaccion en el modelo global mediante el
andlisis de varianza (ANOVA) de los modelos polindbmicos utilizando el software R-project

(R Development Core Team, 2008).

Se utilizé el error porcentual promedio relativo (EPr) para comparar el ajuste del
modelo polinomial y el ajuste del MCGM a los datos experimentales, el cual se calculd

teniendo en cuenta el nimero de datos analizados (n), mediante la Ecuacion 3.7:

£ pr 100t Valor Experimental —Valor Calculado% Ccuacién 3.7

ns Valor Experimental

3.2.4.2.3. Validacion del modelo seleccionado

Se utilizé un set de datos independientes para validar el modelo que permitiera los
ajustes mas precisos y para evaluar la precision de las predicciones de la vida atil. Para
ello se utilizaron los resultados de la irradiacion definitiva de anillas de calamar (Seccién
4.2). Las predicciones de la poblacion de bacterias psicrotrofas luego de la irradiacion
(log UFC/g) fueron graficadas con los datos experimentales para analizar su correlacion.
A su vez, la prediccion de la vida util de las anillas irradiadas con 4,8 kGy fue comparada

con el valor hallado experimentalmente.
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3.2.4.3. Modelado de la produccién de NBVT en anillas de calamar irradiadas, durante el

almacenamiento en refrigeracion.

En esta experiencia se planted la posibilidad de modelar la produccién de bases
nitrogenadas volatiles utilizando un modelo de crecimiento microbiano, la ecuacion de
Gompertz modificada por Zwietering et al. (1990).

Para ello, los resultados de las curvas experimentales de produccion de NBVT fueron
ajustados al modelo de Gompertz modificado (Zwietering et al., 1990), en la que se

reemplazoé el log N por NBVT (mgN 100g™):

NBVT = NBVT, + Aexp{— exp(%(L—t)} +1} Ecuacién 3.8

donde NBVT, es el valor de NBVT inicial, p es la velocidad de produccion de NBVT (mg
100g™ dia™), L es la duracion de la fase en que no hay cambios en el valor inicial de
NBVT (dias), A es el aumento de NBVT y e es el numero de Euler (2,7182

aproximadamente).

Los datos fueron ajustados a la ecuacion de Gompertz modificada mediante
regresion no lineal, utilizando el algoritmo de Marquardt (Origin Pro 8.8, OriginLab
Corporation, Northampton, MA). El ajuste y la precision de las estimaciones de los datos
obtenidos para cada dosis de irradiacion se evaluaron mediante el coeficiente de
determinacion (R?).

Se llevd a cabo un procedimiento similar al descripto en el modelado de bacterias
psicrotrofas. Para predecir los valores de NBVT para diferentes dosis de irradiacion se
hallaron ecuaciones, los datos fueron ajustados a ecuaciones polindmicas de segundo
orden (u = Py + Pod + psd% L= Ly + Lod + Lgd? y A = Ay + And + Agd?) que relacionaran los
parametros cinéticos del modelo de Gompertz (y, L y A) con la dosis. Luego, se desarrollé
un modelo completo (modelo completo de Gompertz modificado, MCGM) introduciendo
los modelos secundarios en la ecuacion de Gompertz (Ecuacién 3.8).

Se utilizé el error porcentual promedio relativo (EPr) mediante la Ecuacion 3.7
para comparar el ajuste del modelo polinomial y el ajuste del MCGM a los datos

experimentales.

Posteriormente el modelo fue validado utilizando un set de datos independientes,
utilizandose los resultados de la irradiacion definitiva de anillas de calamar (Seccion 4.2).
Las predicciones de NBVT (mg 100g™) fueron graficadas contra los datos experimentales

para analizar su correlacion.
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CAPITULO 4

Anillas de calamar preservadas
con irradiacion gamma
Aspectos microbioldgicos,

fisicoquimicos y sensoriales.

Modelado matematico de la
cinética de inactivacion, el
crecimiento microbiano y la
produccion de bases nitrogenadas
volatiles en anillas de calamar

irradiadas.
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En este Capitulo se describen las experiencias de irradiacion llevadas a cabo con
anillas de calamar lllex argentinus, las cuales consistieron en una irradiacién preliminar,

una irradiacion definitiva y una irradiacion comercial.

El las experiencias preliminar (Seccion 4.1) y definitiva (Seccién 4.2) se llevé a cabo
una irradiaciéon con fines de investigacién utilizando anillas de calamar frescas y se
analizaron diferentes aspectos relacionados con la calidad durante el almacenamiento en

refrigeracion.

Teniendo en cuenta gque las anillas ademas de comercializarse frescas, son
procesadas en la industria con poli-fosfatos, se decidié analizar el efecto de una
irradiacion comercial (Seccién 4.3) sobre anillas procesadas industrialmente, para

representar de la mejor manera posible la aplicacién practica de esta tecnologia.

A partir de los datos de las experiencia mencionadas se desarrolld6 un modelo de
inactivacion de la flora psicrétrofa en funcion de la dosis de irradiacion, asi como un
modelo del comportamiento de la flora psicrotrofa sobreviviente durante el

almacenamiento en refrigeraciéon (Seccién 4.4).

Asimismo, se modelo la produccién de las bases nitrogenadas volatiles en funcion de

la dosis de irradiacion, durante el almacenamiento (Seccién 4.5).
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IRRADIACION PRELIMINAR DE ANILLAS DE CALAMAR SIN PIEL

4.1 Irradiacion preliminar de anillas de calamar sin piel

El objetivo principal de esta experiencia preliminar fue analizar la posibilidad de
hallar una dosis minima de irradiacion que permitiera eliminar microorganismos
deteriorantes y patégenos en anillas de calamar sin piel, sin modificar sus caracteristicas
sensoriales (IAEA, 2000).

Para determinar la misma, se analiz6 el efecto de diferentes dosis de irradiacion
gamma sobre aspectos sensoriales, microbioldgicos y fisicoquimicos de anillas de

calamar lllex argentinus, durante su almacenamiento en refrigeracion (4-5 °C).

La seleccion de la dosis para irradiar productos pesqueros depende de varios
factores, ya que cada alimento tiene diferentes requerimientos para conseguir una
extension de su vida util. Existe una amplia compilacion de experiencias de irradiacién de
alimentos a ser considerada como un primer paso en el proceso de seleccion
(Arvanitoyannis et al., 2010; Kilcast, 1995; IAEA, 2000). Con respecto a los productos
pesqueros, se han aplicado dosis menores a los 7 kGy con resultados satisfactorios en
cuanto a la extension de la vida util observandose que dosis de entre 0 y 4 kGy resultan
suficientes para conseguir dicho objetivo en los mismos (Arvanitoyannis et al., 2010;
Foley, 2006; IAEA, 2000; Lescano et al.,, 1990). Con respecto al calamar, cuando se
comenzo este estudio se conocia que la irradiacibn gamma habia sido aplicada en un
producto de calamar Todarodes pacificus salado y fermentado a 15 °C (Byun et al.,
2000), el cual presenta caracteristicas muy diferentes a las de las anillas frescas

utilizadas en esta experiencia.

Por lo tanto, tomando como base los antecedentes bibliograficos, en esta

irradiacién preliminar de anillas de lllex argentinus se utilizaron dosis de 2, 3y 4 kGy.

4.1.1 Tratamiento de la materia primay metodologia utilizada

Ejemplares de lllex argentinus capturados en el Océano Atlantico Sudoccidental
(alrededor de 44 °S), en el mes de Noviembre, fueron desembarcados en el puerto de
Mar del Plata. Como se muestra en el diagrama de flujo de la Secci6on 3.1.1, los

calamares se descabezaron, evisceraron, pelaron mecanicamente y lavaron en una
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planta de procesamiento de la ciudad. Los tubos de calamar pelados fueron
transportados al laboratorio en bolsas de polietileno, contenidas en recipientes de
polipropileno con hielo en escamas. En el laboratorio se lavaron y cortaron en anillas de
1,5 £ 0,2 cm de espesor. El contenido de agua de las mismas fue 80,6 = 1,0 mg/100g.
Las anillas (250 + 3 g, aproximadamente 50 anillas) se envasaron en bolsas
termosellables de polietileno de baja densidad (PEBD) y poliamida (PA) de 75
micrometros de espesor (Cryovac®) utilizando una cerradora Minimax 430M (Servivac,

Argentina).

La irradiacion gamma se llevé a cabo de acuerdo a lo descripto en el Capitulo 3.
Las muestras se irradiaron a 0, 2, 3 y 4 kGy, con una velocidad de dosis de 10,9 kGy/h.
Para determinar las minimas dosis absorbidas se utilizaron dosimetros con soluciones
acuosas de dicromato de plata. Durante el transporte y la irradiacion las muestras no
superaron los 4-5 °C. Las anillas fueron almacenadas en refrigeracion (4-5 °C), siendo
analizadas previo a la irradiacion y los dias 1, 6, 15 y 21 posteriores a la misma. Se contd
con 6 muestras (bolsas de 250 g) para cada fecha de andlisis y cada dosis de irradiacion,

para hacer una réplica del experimento.

Se determiné el pH, el NBVT vy el color. Se realizaron recuentos de bacterias
aerobias mesodfilas y psicrotrofas totales, coliformes totales y fecales, enterobacterias,
Staphylococcus spp. y Clostridios sulfito reductores (CSR). Se analizé la aceptabilidad
sensorial de las anillas segun lo descripto en el Capitulo 3, utilizando 12 panelistas, por

tratarse de una experiencia preliminar.

El analisis estadistico se realiz6 de acuerdo a lo descripto en el Capitulo 3, siendo
los factores del ANOVA la dosis (0, 2, 3y 4 kGy) y los dias de almacenamiento (0, 1, 6,
15y 21).
4.1.2 Resultados y discusion
4.1.2.1 Aspectos microbiolégicos

El comportamiento de las bacterias psicrétrofas (BP) y bacterias aerobias

mesdfilas (BAM) en anillas de calamar irradiadas durante el almacenamiento a 4-5 °C se

presenta en las Figuras 4.1.1.
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Figura 4.1.1. Evolucion de bacterias psicrétrofas y mesdfilas durante almacenamiento a 4-5 °C de
anillas de calamar irradiadas. Letras (a, b, c, d, €) y (w, X, Y, z) diferentes indican diferencias
debido al tiempo de almacenamiento y a la dosis, respectivamente (p<0,05).

El recuento inicial de bacterias psicrotrofas fue 4,5x10% + 2,0 x10* UFC/g, que
concuerda con lo observado en calamar Loligo plei y Loligo formosana fresco (Lapa-
Guimaraes et al., 2002; Sungsri-in et al.,, 2011). Los cambios que tuvieron lugar
posteriormente sobre esta poblacion estuvieron relacionados con el tiempo de

almacenamiento y con el efecto de la irradiacion gamma.

En la evaluacion microbioldgica determinada al dia siguiente de la irradiacion se
observd que la poblacion inicial de BP fue reducida a valores menores al limite de
deteccion (<10 UFC/g), por todas las dosis aplicadas obteniéndose reducciones de mas
de dos ciclos logaritmicos en estos-recuentos.

En las anillas irradiadas con 2 y 3 kGy se observé desarrollo de BP luego de 6
dias de almacenamiento en refrigeracion, mientras que en aquellas irradiadas con 4 kGy
se detecto a los 20 dias.

En las anillas sin irradiar, el recuento de BP aumentd significativamente (p<0,05)

durante el almacenamiento en refrigeracion, hasta alcanzar un valor de 2,4x10° UFC/g
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luego de 13 dias. Este resultado es similar al hallado en calamar Loligo plei por Lapa-
Guimaraes et al, (2005) quienes observaron un incremento de la flora psicrétrofa desde

8x10? hasta 5x10° UFC/g, luego de 12 dias de almacenamiento en hielo.

El recuento de BP fue significativamente mayor en las anillas sin irradiar en
comparacion con las irradiadas (p<0,05), durante el almacenamiento a 4-5 °C.

Como puede observarse, el recuento de BP durante el almacenamiento en
refrigeracion dependio de la dosis de irradiacion. A mayor intensidad de dosis menores
recuentos microbianos. Estos resultados concuerdan con lo que fuera observado en otros
productos pesqueros tratados con radiacion gamma, como salmoén ahumado en frio
(Badr, 2012) y besugo (Dicentrarchus labrax) entero almacenado a 4 °C (Ozden et al.,
2007). Sin embargo, no se hallaron resultados sobre la inactivacion de bacterias
psicrétrofas inducida por la irradiacion, en calamar fresco.

Como se menciond en la Seccién 2.2, se ha establecido que el limite
microbioldgico recomendado para pescado y moluscos fresco es un valor de recuento
total en placa de bacterias psicrotrofas de 10° UFC/g (ICMSF, 1983).

Teniendo en cuenta este valor, se puede decir que la irradiacion gamma con 2, 3y
4 kGy permitié extender la vida util microbiol6gica de anillas de calamar en refrigeracion
en aproximadamente 6, 14 y mas de 14 dias, respectivamente, comparando con la anillas

sin irradiar.

Con respecto a las bacterias aerobias mesofilas (BAM), se observo una poblacién
inicial de 1,2x10°+ 2,0x10" UFC/g.

De acuerdo con los andlisis microbiolégicos correspondientes al dia posterior a la
irradiacién, la poblacién inicial resulté totalmente inactivada por la todas las dosis de
irradiacion gamma aplicadas, obteniéndose reducciones de esta flora superiores a los 3
ciclos logaritmicos. En esta experiencia se consiguié una reduccion de mesdfilos similar a
aquella observada por Kim et al. (2012) en calamar, en el que los mismos fueron
reducidos en 1,7 ciclos por el efecto de 1 kGy de irradiacion gamma. Por otra parte,
Lescano et al. (1990) hallaron en merluza Merluccius hubbsi fresca, que la flora mesdéfila
inicial (4,4x10* UFC/g) fue reducida en méas de dos ciclos logaritmicos por la irradiacion

gamma a 3,3 kGy.
En las anillas sin irradiar el recuento de las BAM aumenté durante 20 dias de

almacenamiento refrigerado hasta 1,2x10° UFC/g, siendo significativamente mayor

(p<0,05) a los de las anillas irradiadas durante todo este periodo.
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En las anillas irradiadas no se detectd desarrollo de BAM durante los trece dias
posteriores a la irradiacion. Como puede observase, a los 20 dias se detectaron

recuentos, siendo mayores (p<0,05) cuanto menor fue la dosis de irradiacion.

Los valores de BAM fueron significativamente mayores (p<0,05) a los de las

anillas irradiadas durante todo el periodo de almacenamiento a 4-5 °C.

Dentro de las bacterias aerobias mesoéfilas se investigd la presencia de
enterobacterias y coliformes totales, siendo sus recuentos iniciales de 4,0x10%y 2,3x10?
UFC/g, respectivamente, los que se encuentran dentro del rango de aptitud
microbiologica para este tipo de productos (Moragas Encuentra & De Pablo Busto, 2008).
Asimismo estos resultados son similares a los hallados por Paarup et al. (2002b) quienes
detectaron recuentos del género Enterobacteriaceae del orden de 1x10° UFC/g en

calamar Todaropsis eblanae envasado al vacio.

Estos grupos microbianos fueron inactivados por la irradiacion gamma a 2, 3y 4
kGy y no se detectdé desarrollo de los mismos durante los 20 de almacenamiento en
refrigeracion. En el mismo periodo, se observd en las anillas sin irradiar un aumento
significativo (p<0,05) de la poblacion de enterobacterias y de coliformes totales hasta
4,7x10°y 2,2x10° UFC/g, respectivamente.

La total inactivacion de estos grupos microbianos durante 20 dias de
almacenamiento se explicaria porque las enterobacterias y los coliformes son bacterias
Gram negativas cuya resistencia a la irradiacion se encontraria entre las mas bajas para

los distintos grupos de microorganismos (Josephson, 1983; Mafas & Pagan, 2005).

No se detecté desarrollo de S. aureus, CSR ni E. coli en las muestras control o
irradiadas, durante los 20 dias de almacenamiento a 4-5 °C, lo que indicaria una calidad

higiénica adecuada de estas materias primas.

La irradiacién disminuyé los recuentos de BP, BAM, enterobacterias y coliformes
totales y control6 su desarrollo durante 20 dias de almacenamiento en refrigeracion,

siendo mas importante el efecto bactericida a mayor dosis de irradiacion.

Estos resultados ponen en evidencia el efecto bactericida de la irradiacion gamma
sobre los distintos grupos microbianos analizados en las anillas de calamar. La reduccion
de las poblaciones microbianas por el efecto de irradiacién también ha sido observada

por otros autores en diversos productos pesqueros (Badr, 2012; Byun et al., 2000;
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Chouliara et al., 2004; Jeevanandam et al., 2001; Kim et al., 2012; Kasimoglu et al., 2003;
Lakshmanan et al., 1999; Lescano et al., 1990; Mbarki et al., 2009).

La inactivacién de los microorganismos se explicaria por que la radiacion tiene la
capacidad de dafiar un elemento critico de la célula microbiana, que es por lo general el
material genético. El dafio en el material genético ocurre cuando un rayo gamma
colisiona directamente con el mismo o cuando los productos de radidlisis del agua
reaccionan con él. Ambos efectos pueden causar la rotura simple o doble de las hebras
de la cadena del ADN, siendo mas frecuentes las primeras, ya que para que tenga lugar
la rotura de doble hebra es necesaria una orientacién especial de la molécula de ADN.
Las roturas de una sola hebra pueden no ser letales. Sin embargo, una gran cantidad de
lesiones de simple hebra puede exceder la capacidad de reparacion de las bacterias, lo
que resulta en la muerte celular. Las roturas dobles son en general letales de manera
irreversible (Dickson, 2001; Josephson, 1983; Moseley, 1989; Golbith, 1971). El efecto
secundario de la irradiacion seria importante en un producto como las anillas de calamar,

el cual tiene un alto contenido de agua, cercano al 80%.

Durante el almacenamiento en refrigeracién, los recuentos de bacterias
psicrotrofas superaron a los de mesdfilos tanto en las anillas irradiadas como en el
control, dado que este grupo se encuentra a su temperatura Optima de crecimiento,
siendo responsable del deterioro en los productos de la pesca frescos (Connell, 1975;
Gram & Dalgaard, 2002; Gram & Huss, 2000; Huss, 1999).

De acuerdo a los resultados de esta experiencia, la irradiacion gamma permitio
reducir la flora microbiana en una manera dependiente con la dosis, logrando una mejora
en la calidad microbiologica de anillas de calamar lllex argentinus durante el
almacenamiento, lo que se traduciria en una extension en mas de 14 dias de la vida util

microbioldgica de este producto en refrigeracion, al aplicar una dosis de 4 kGy.

4.1.2.2. Resultados de las determinaciones fisicoquimicas

El pH y el NBVT son indices de deterioro internacionalmente utilizados en los
productos pesqueros (Connell, 1975; Huss, 1999), por lo que en esta experiencia fueron
analizados para determinar el efecto de la dosis de irradiacion y del tiempo de
almacenamiento en refrigeracion sobre los mismos. Los resultados de dichas

determinaciones en las anillas de calamar se presentan a continuacion.
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4.1.2.2.a. Comportamiento del pH

Las variaciones de pH del tejido muscular de productos pesqueros son indicativas
de la calidad del mismo (Connell, 1975; Huss, 1995).
Los resultados del pH de las anillas de calamar almacenadas a 4-5 °C se

presentan en la Tabla 4.1.1.

Tabla 4.1.1. Evolucion del pH durante el almacenamiento de anillas de calamar irradiadas

Dosis (kGy) Dias a 4-5 °C después de lairradiacién

0 1 6 15 20
0 6,64 eA* 6,69 dA 787 cA 819 bA 842 aA
2 6,67 cA 6,69 bcA 6,72 bB 6,72 bB 6,78 aB
3 6,67 aA 669 aA 6,70 aBC 6,68 aB 6,70 aC
4 6,69 abA 6,73 aA 665 bC 6,68 bB 6,69 abC

* Valores medios seguidos por letras mindsculas distintas en una misma fila son significativamente
diferentes debido al almacenamiento. Valores medios seguidos por letras mayusculas distintas en
una misma columna son significativamente diferentes debido al tiempo de almacenamiento
(p<0,05).

El pH inicial promedio de las anillas previo a la irradiacion fue 6,66 + 0,02, similar
a los valores normalmente hallados en calamar fresco (Paarup et al., 2002b; Sungrsi-in et
al., 2011).

La irradiacion no produjo modificaciones en el valor inicial de pH (p>0,05). Sin
embargo, el efecto de la dosis de irradiacion fue significativo (p<0,05) sobre el pH a partir
del dia 6, hallandose valores superiores en las muestras sin irradiar en comparacioén con
las irradiadas.

En las amillas irradiadas con 2 kGy el pH aument6 hacia el final del
almacenamiento, siendo mayor (p<0,05) el dia 20 en comparacion con los dias
anteriores; en aquellas irradiadas con 3 y 4 kGy, el pH se mantuvo sin cambios durante
20 dias en refrigeracion. Mientras tanto, el pH de las anillas control aumento
significativamente (p<0,05) durante 20 dias, resultando mayor (p<0,05) que el de las
muestras irradiadas a todas las dosis ensayadas. Los resultados hallados en las anillas
no irradiadas concuerdan con los de Paarup et al. (2002a, 2002b), quienes observaron
gque en Todaropsis eblanae el valor inicial de pH (6,8) aumentd significativamente hasta
7,3, cuando fue rechazado sensorialmente, a los 7 dias de almacenamiento a 4 °C.

Sungsri-in et al. (2011) también observaron que el pH inicial en calamar Loligo formosana
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(6,58) aumento significativamente durante el almacenamiento a 0-2 °C, asociando dicho
aumento a la formacion de bases volatiles, evidenciada por los aumentos de NBVT y
TMA.

Las dosis de 3 y 4 kGy de irradiacibn gamma permitieron retardar los cambios de
pH relacionados con el deterioro microbiano en las anillas de calamar, durante 20 dias en

refrigeracion.

4.1.2.2.b. Comportamiento del NBVT

El NBVT es utilizado a nivel internacional para analizar la frescura de los
productos pesqueros frescos o congelados (Connell, 1995; Huss, 1999; Olasffsdéttir et
al.,, 1997). En este caso se estudi6 el comportamiento del NBVT durante el
almacenamiento refrigerado de anillas de calamar irradiadas para evaluar el efecto del

mismo y de la dosis de irradiacion sobre dicho indice.

El valor inicial de NBVT fue 26,7 + 0,8 mgl00g™ (base humeda), similar al
observado por Melaj et al. (1997) en lllex argentinus a 5 °C (24,43 mg100g™) y algo
superior al observado por Sungsri-in et al. (2011) en Loligo formosana (20,1 mg100g™). El
valor inicial de NBVT depende de varios factores, como ser la cantidad de OTMA
presente en el muasculo, la cual depende del tamafio del ejemplar, estado de
alimentacion, de la zona de pesca, la estacion del afio, entre otras (Huss, 1999) y de la
carga microbiana presente, dado que una fraccion del NBVT proviene de la degradacion
bacteriana del OTMA (Seccion 2.2).

Como se observa en la Figura 4.1.2, el NBVT aumento en las anillas sin irradiar
hasta 309,6 + 0,7 mgl00g™, siendo durante todo el periodo significativamente mayor
(p<0,05) al de las muestras irradiadas con 2, 3 y 4 kGy cuyos valores fueron 85,4 + 0,4;
340+£10y333+15 mglOOg'l, respectivamente, el dia 20.

El aumento del NBVT durante el almacenamiento de calamar también fue
descripto por otros autores (Lapa-Guimaraes et al., 2005; Sungsri-in et al., 2011). En
particular, Byun et al. (2000) hallaron valores de NBVT de 264,31 mg100g™ en Todarodes

pacificus salado y fermentado a 15 °C, a los 50 dias de almacenamiento.

Se observé una menor produccion de NBVT en las anillas irradiadas en
comparacion con el control. A los 20 dias el NBVT de las anillas irradiadas con 2 kGy

superd (p<0,05) al de las anillas irradiadas con 3 y 4 kGy, en coincidencia con los
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mayores valores de recuentos observados en las anillas irradiadas con 2 kGy. Este
comportamiento se deberia a la reduccién de la poblacién microbiana productora de
NBVT debida a la irradiacion a ese tiempo, dado que una de las causas del incremento
en el valor de NBVT es debida a la actividad bacteriana (Seccién 2.2). Otros autores
obtuvieron resultados similares en productos pesqueros tratados con irradiacion gamma
(Badr, 2012; Jeevanandam et al., 2001; Lakshmanan et al., 1999; Narvaiz et al., 1989).

La mayor produccion de NBVT durante el almacenamiento, en las anillas sin
irradiar e irradiadas con 2 kGy resulté coincidente con el incremento en el pH mencionado

previamente, ya que la produccién de bases volatiles genera el aumento del mismo.
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Figura 4.1.2. Evolucion del NBVT durante almacenamiento a 4-5 °C de anillas de calamar
irradiadas. Letras minUsculas distintas indican diferencias significativas debido al tiempo de
almacenamiento. MayuUsculas distintas indican diferencias debido a la dosis de irradiacion
(p<0,05).

Cabe mencionar que en las anillas irradiadas con 2 kGy se hallaron recuentos de
bacterias psicrétrofas elevados a los 13 dias, mientras que el NBVT se mantenia cercano
a sus valores iniciales, lo que podria atribuirse a que las bacterias reductoras de OTMA a
TMA son mas radiosensibles por ser Gram negativas, por lo que podrian haber
necesitado mas tiempo para sobreponerse al dafio y desarrollarse en cantidades

suficientes para producir las bases volatiles.

Los resultados demuestran que la irradiacibn gamma permitid retardar la

produccién de NBVT en las anillas de calamar al reducir las poblaciones microbianas.
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4.1.2.3. Aceptabilidad sensorial

En las Figuras 4.1.3 se muestran los resultados de la aceptabilidad sensorial de

las anillas de calamar irradiadas, con respecto a la aceptabilidad global, la apariencia, el

color, el aroma, el sabor y la textura de las mismas. Alli se puede ver el puntaje promedio

obtenido por dichos atributos en los diferentes dias de analisis (2, 7, 15y 21 posteriores a

la irradiacion).

Aceptabilidad Global
9
8 7 I T T = T
7,
()
g 8
c 5 1
g 4
3,
2,
1;
2 7 15 21
Dias
B 0 kGy O 2 kGy @ 3 kGy B 4 kGy
Apariencia
9
8
() 7
g %]
c 5
g 4
3,
2,
1;
2 7 15 21
Dias
M 0 kGy 02 kGy B 3 kGy M 4 kGy |
Color
9
8 [T
() &
g 67
c 51
g 4
3,
2,
14
2 7 15 21
Dias
B 0 kGy O 2 kGy E 3 kGy B 4 kGy

90



Aroma
9
8 - T
2 T 11 T
(¢
T %]
c 5 1
g 4
3,
2,
1;
2 7 15 21
Dias
B0 kGy O 2 kGy @ 3 kGy B 4 kGy
Sabor
9
8 T T
7,
()
T 0]
c 5 1
g 4
3,
2,
1¥
2 7 15 21
Dias
B0 kGy 02 kGy H 3 kGy H 4 kGy
Textura
9
8 T
8] TT
()
T ° ]
c 5 1
g 4
3,
2,
1¥
2 7 15 21
Dias
B0 kGy 02 kGy H 3 kGy H 4 kGy

Figuras 4.1.3. Resultados de la evaluacion sensorial para los atributos aroma, color, aspecto,
sabor, textura y aceptabilidad general de anillas de calamar irradiadas. Las barras de error
representan el error estandar.

A los dos dias de realizada la irradiacién se observd que todos los atributos de las
anillas irradiadas y sin irradiar fueron puntuados entre 7 y 8 (me gusta y me gusta mucho,
respectivamente), indicando muy buena aceptacion de las anillas irradiadas y el control
por parte de los panelistas.

No se observaron diferencias significativas (p>0,05) debido a la dosis de

irradiacion en ninguno de los atributos evaluados indicando que los panelistas expresaron
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similar nivel de agrado por las anillas irradiadas y el control, sin que detectaran
diferencias entre las mismas (p>0,05).

Asimismo, todos los atributos fueron aceptados por igual, lo que indica que no
hubo detrimento de ningun atributo en particular y que ninguno fue preferido sobre otro, lo
que habla de un producto que es muy bien aceptado por el conjunto de sus

caracteristicas sensoriales.

Algunos comentarios de los panelistas al respecto de la aceptabilidad global
fueron: Riquisimas! No encuentro diferencias entre las muestras, todas me gustaron
mucho!. Muy buen sabor y aspecto de todas las muestras.

Los comentarios relativos al sabor, a los dos dias de aplicada la irradiacién, se
muestran en la Tabla 4.1.2

Tabla 4.1.2. Comentarios de los panelistas sobre el sabor de las anillas de calamar, a los dos dias
de ser irradiadas.

Control 2 kGy 3 kGy 4 kGy
Sabor tipico | Agradable y Gusto mas Agradable y suave. (2)
suave. (3) fuerte que los
Agradable anteriores, Sabor agradable a
y suave. Tipico (2). rico. calamar.
Ricas, igual |[No encuentro Sabor Ricas.
a 2 kGy. diferencia entre las |agradable a

distintas muestras. |calamar. (2) |No se siente sabor a
calamatr, si cierro los 0jos y

Ricas, a pesar de lo pruebo no sabria decir
no tener ningudn gué es, no es que sea mal
ingrediente que le sabor, s6lo que no se

de mas sabor. siente.

Estos resultados son similares a los de otros autores, quienes tampoco
observaron cambios significativos en la aceptabilidad sensorial de productos pesqueros
irradiados como camarones (Penaeus indicus) tratados con 2,5 kGy (Kannat et al., 2006),
merluza (Merluccius hubbsi) descabezada y eviscerada, irradiada con 3,3 kGy (Lescano
et al., 1990) y filetes de caballa irradiados (Mbarki et al., 2009).
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La muestra control fue descartada a los 6 dias debido a la evidencia de signos de
deterioro, el cual fue manifestado principalmente por la presencia de aroma amoniacal y
putrido y la aparicion de manchas rosas en las anillas. Estos resultados estarian de
acuerdo con los de Lapa-Guimaraes et al. (2002), quienes observaron una disminucion
de la calidad sensorial de Loligo Plei luego de 7 dias de almacenamiento en hielo, los de
Civera et al. (1999) que hallaron que la calidad sensorial de lllex condetti disminuia a
partir de 7 dias de almacenamiento a 1-2 °C y con los de Ke et al. (1984) quienes
mencionaron que la vida util de lllex illecebrosus no superaba los 5 dias en

almacenamiento refrigerado.

A los 7 dias de almacenamiento en refrigeracién se evaluaron Unicamente las
anillas irradiadas. Se observd que todos los atributos recibieron un puntaje promedio
entre 6 y 7, indicando buena aceptabilidad por los panelistas, sin que se detectaran

diferencias significativas entre las anillas irradiadas con 2, 3 y 4 kGy (p>0,05).

Las anillas irradiadas con 2 kGy fueron descartadas antes de los 15 dias de

almacenamiento en refrigeracion, debido principalmente al aroma putrido.

A los 15 y 21 dias de almacenamiento en las mismas condiciones se evaluaron
las anillas irradiadas con 3 y 4 kGy. En ambas fechas, todos los atributos sensoriales de
las anillas irradiadas recibieron puntajes entre 6 y 8, sin que se presentaran diferencias
significativas entre las mismas debidas a la dosis de irradiacion ni al tiempo de
almacenamiento (p>0,05).

Se observo que la aceptabilidad de todos los atributos analizados de las anillas
irradiadas con 3 y 4 kGy no fue afectada por el tiempo de almacenamiento (p>0,05),
manteniéndose practicamente constante durante 20 dias. Por ejemplo, algunos
comentarios de los panelistas realizados el dia 20 para las muestras irradiadas con 3y 4

kGy fueron, con respecto a la textura y la aceptabilidad global:
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No encuentro diferencias entre ambas muestras. Tienen buena textura,
firme, pero no dura, agradable al masticar.

Firme, pero tierna, se corta con los dientes facilmente, no es chiclosa
La textura, el sabor y el color me resultan muy buenos.
Tiene buen sabor y textura
Muy ricas las dos muestras!

Tienen buen aspecto.

En esta experiencia se puso en evidencia que la presencia de manchas color
rosa y el aroma amoniacal y putrido son las principales caracteristicas sensoriales de las
anillas de calamar en descomposicion. Estas observaciones concuerdan con las
obtenidas por varios autores, quienes mencionaron la presencia de aroma amoniacal
como tipico del calamar deteriorado (Botta et al., 1979; Ke et al., 1984), el cual se
relacionaria con la produccién de bases nitrogenadas volatiles generadas por procesos

bacterianos y enziméticos.

Asimismo varios autores analizaron el comportamiento de calamar entero o tubo
de calamar en distintas condiciones de almacenamiento. Por ejemplo, Paarup et al.
(2002b) observaron el rechazo sensorial de manto de calamar (Todaropis eblanae)
envasado al vacio a los 7 dias de almacenamiento a 4 °C.

Mediante el uso de la tabla descriptiva estructurada desarrollada por Melaj et al.,
(1993-1994) para lllex argentinus entero, Melaj et al., (1997) determinaron que los
ejemplares de esta especie disminuyeron de categoria “comercial” a “marginal”, luego de
8 dias de almacenamiento en agua refrigerada a 2-5 °C. Asimismo, Paarup et al. (2002a)
detectaron el rechazo sensorial de Todaropis eblanae a los 10 dias de almacenamiento,
debido principalmente a aromas amoniacales y Yamanaka et al. (1987) describieron la
pérdida de calidad sensorial en Todarodes pacificus luego de 8 dias de almacenamiento
a 0 °C, describiendo a partir del décimo dia un estado de descomposicion avanzado
debido al aroma putrido y la textura muy blanda. Los casos mencionados que

corresponden a calamar entero suman el efecto de la descomposicion de las visceras.

Con respecto a las modificaciones del color, Sungrisi-in et al. (2011) también
observaron la presencia de manchas rosas en calamar debido al deterioro. Dichos

aspectos se discutiran mas adelante (4.1.2.4).
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En este trabajo se observo que las anillas irradiadas tuvieron un alto puntaje de la
aceptabilidad global, la apariencia, el color, el aroma, el sabor y la textura y que todos
estos atributos presentaron el mismo grado de aceptacién. A su vez, la aceptabilidad
sensorial de todos los atributos evaluados se mantuvo constante durante mas tiempo en

comparacion con las anillas sin irradiar.

De acuerdo con estos resultados, Lescano et al. (1990) también observaron una
extension en la aceptabilidad sensorial y de la intension de compra de merluza
descabezada y eviscerada, irradiada con 3,3 kGy, durante 58 dias de almacenamiento a
0 °C, en comparacién con las muestras sin irradiar. Asimismo, Jeevanandam et al. (2001)
informaron un incremento del tiempo de aceptabilidad sensorial en besugo (Nemipterus

japonicus) debido a la irradiacion.

Los resultados hallados en esta experiencia indican que la irradiacion gamma a 2,
3y 4 kGy no modificé la aceptabilidad global ni la aceptabilidad de la apariencia, el color,
el aroma, el sabor y la textura de las anillas de calamar, en comparacién con las anillas
sin tratar y que las dosis de 3 y 4 kGy permitieron retardar los cambios sensoriales
debidos al deterioro, incrementando en al menos 14 dias el tiempo de aceptabilidad

sensorial con respecto a las anillas sin irradiar.

4.1.2.4. Color

Uno de los principales cambios sensoriales que tienen lugar durante el deterioro
del calamar entero esta relacionado con el color, como la pérdida del brillo y del color
“marrén chocolate” en la piel hacia colores mas rojizos y la formacién de manchas rosas
en el muasculo (Dragonetti Saucero, 2008; Lapa-Guimaraes et al.,, 2002; Melaj et al.,
1994). Es por este motivo que el color es una de las principales caracteristicas para
evaluar la calidad del calamar (Botta et al. 1979; Sugiyama et al., 1989; Sungrisi-in et al.,
2011).

En las Figuras 4.1.4 A, B y C se muestra la evolucion de los parametros de color
L*, a* y b* respectivamente, de las anillas de calamar durante el almacenamiento en

refrigeracion.

El parametro L* presentd un valor inicial 62,9+0,5, el cual no fue afectado (p>0,05)

por ninguna de las dosis aplicadas. En el control L* aumento significativamente (p<0,05)
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durante el almacenamiento, siendo superior (p<0,05) al valor hallado en las muestras
irradiadas, a partir del sexto dia. Si bien L* también aumenté durante el almacenamiento
en las anillas irradiadas, el incremento fue méas paulatino en comparacién con el control.
A su vez, no hubo diferencias (p>0,05) en el valor de L* entre las anillas irradiadas con 2,

3y 4 kGy, durante todo el periodo de almacenamiento.
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Figura 4.1.4.A. Evolucién de L* en anillas de calamar irradiadas durante almacenamiento a 4-5
°C. Letras distintas indican diferencias significativas debido al tiempo de almacenamiento. * indica
que los valores del control fueron significativamente mayores al de las muestras irradiadas
(p<0,05).

El valor inicial de a* (- 4,0 £ 0,1) no se vio modificado (p>0,05) por la irradiacion.
En las anillas sin irradiar, aumenté durante 21 dias en refrigeracion, siendo
significativamente (p<0,05) mayor al de las muestras irradiadas a partir del sexto dia de
almacenamiento. Las muestras irradiadas alcanzaron un valor de -3,1 + 0,1 a los 21

dias, sin que se detectaran diferencias significativas entre las mismas (p<0,05).

Dias

——0kGy  2kGy —+ 3kGy —— 4 kGy

Figura 4.1.4.B. Evolucidén de a* en anillas de calamar irradiadas durante almacenamiento a 4-5
°C. Letras distintas indican diferencias significativas debido al tiempo de almacenamiento. * indica
que los valores del control fueron significativamente mayores al de las muestras irradiadas
(p<0,05).
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El pardmetro b* presenté un valor inicial promedio de 2,5 + 0,3 que tampoco fue
afectado debido a la irradiacion. En la muestra control éste aumentd significativamente
hasta 7,2 + 0,3 a los 21 dias de almacenamiento (p<0,05) mientras que las muestras
irradiadas llegaron a un valor promedio de 5,3 £ 0,3, sin que hubiera diferencias
significativas entre las mismas. Si bien b* aument6 en las muestras irradiadas durante el
almacenamiento, el incremento fue mas lento que en el control, siendo b* en el mismo

mayor al de las muestras irradiadas a partir del dia 6 (p<0,05).
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Figura 4.1.4.C. Evolucion de b* en anillas de calamar tratadas con radiacion gamma durante
almacenamiento a 4-5 °C. Letras distintas indican diferencias significativas debido al tiempo de
almacenamiento. * indica que los valores del control fueron significativamente mayores al de las

muestras irradiadas (p<0,05).

En los tres graficos se observa que los valores de los pardmetros de color de las
anillas de calamar sin irradiar tuvieron un aumento mas pronunciado en comparacion con
las irradiadas, indicando que la irradiacion gamma permitio retardar los cambios de color

asociados con el deterioro, en todas las dosis aplicadas.

Los resultados obtenidos en las anillas sin irradiar concuerdan con lo observado
por Lapa-Guimaraes et al. (2002) en calamar Loligo Plei, quienes informaron aumentos

de los parametros L*, a* y b* durante el almacenamiento de dicha especie a 0-1 °C.
Como se mencion6 anteriormente, los cambios de color que ocurren en el calamar

debido al deterioro afectan su apariencia y podrian utilizarse como un indice de calidad

para este tipo de producto (Ke et al., 1984; Sungsri-in et al., 2010).
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El aumento de L* ha sido relacionado con la pérdida de transparencia y la
aparicion de un tinte mas blanco en calamar (Sugiyama et al., 1989), como fuera

observado en las anillas sin irradiar durante el almacenamiento.

Por otra parte, la aparicién de manchas rosas en el manto ha sido mencionada por
diversos autores como un signo tipico de deterioro en calamar (Ke et al., 1984; Lapa-
Guimaraes et al., 2002; Sungsri-in et al., 2010). Este tinte rosado estaria asociado con el
aumento de a*, cuyo valores positivos representan la intensidad del color rojo (Lapa-
Guimaraes et al., 2002; Sungsri-in et al., 2010). Las manchas rosas en el manto se han
relacionado con la disrupcion de los cromat6foros de color violdceo que se encuentran
entre la primera y segunda capa de la piel del calamar. Estas células pigmentadas
mantienen su color mientras el calamar esta fresco, pero al comenzar la alteracion las
mismas sufririan plasmodlisis liberando el pigmento que luego extiende bajo la epidermis
(Bertullo, 1975; Melaj et al., 1994). Sungsri-in et al. (2010) estudiaron el efecto del pelado
sobre el color del manto de Loligo formosana durante el almacenamiento, observando
que, a diferencia del calamar sin pelar, en el calamar pelado el parametro a* no se veia

modificado.

Si bien en esta experiencia se trabajé con anillas de lllex argentinus sin piel,
existen factores que influyen sobre las modificaciones de color asociadas al deterioro,
como la especie de cefaldpodo, el tamafio de los ejemplares (en general, los calamares
méas grandes son mas propensos a la formacion de manchas rosadas y de mayor
intensidad de color), asi como las condiciones de manipulaciéon y almacenamiento post-
captura que influyen sobre la calidad del calamar. En esta experiencia, a partir del dia 6
de almacenamiento el valor de a* del control fue significativamente mayor (p<0,05) al de
las muestras irradiadas, momento en el que se observaron manchas rosadas en la
muestra control, lo que estaria de acuerdo con lo hallado sensorialmente (Seccién
4.1.2.3).

El incremento del pardmetro b* representa un aumento de la coloracion amarilla.
Como en este trabajo, otros autores observaron dicho comportamiento durante el
almacenamiento de calamar Loligo peali (Thanonkaew et al., 2006) y Loligo plei (Lapa-
Guimaraes et al., 2002), asociandolo con el deterioro y con reacciones de los productos
de oxidacion lipidica. Sugieren que la formacién de pigmentos amarillos en el manto de
calamar se deberia a reacciones de pardeamiento no enzimatico entre los productos

aldehidicos de la oxidacion de lipidos y las aminas de los fosfolipidos.
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Estos procesos describirian los cambios que tuvieron lugar en las anillas sin
irradiar y posteriormente y en menor medida, en las anillas irradiadas. Con respecto a
estas Ultimas, se observo que la irradiacién no tuvo efecto (p>0,05) sobre los parametros
de color iniciales. Otros autores observaron comportamientos diferentes. Lescano et al.
(1990) observaron la aparicion de una leve coloracion roja en merluza (Merluccius hubssi)
irradiada a 3,3 kGy, en estado congelado o refrigerado, la cual sin embargo no disminuy6
la aceptabilidad sensorial de las muestras. A su vez, Abreu et al. (2010) estudiaron la
irradiacion de camarén (Penaeus vannamei) congelado y hallaron que 6 kGy de
irradiacion gamma provocaron el aumento de a* y b* en comparacion con las muestras
no irradiadas, pero no dieron una posible justificacion a estos cambios y tampoco

analizaron el comportamiento del color durante el almacenamiento.

Los resultados hallados en esta experiencia demuestran la posibilidad de irradiar
las anillas de lllex argentinus sin que se modifique su color caracteristico. La irradiaciéon
gamma retard6 los cambios de color durante el almacenamiento, con respecto a las
anillas sin irradiar. Considerando los resultados obtenidos en este trabajo, podria inferirse
que la reduccién de las poblaciones microbianas causada por la irradiacibn gamma haya
provocado una disminucién de las reacciones deteriorantes que provocan cambios en el
color, posiblemente porque la accion microbiana provoca la lisis de las membranas, lo

gue produce la liberaciéon de sustancias quimicas y facilita su reaccion.

En la Figura 4.1.5 se muestra la evolucion de la diferencia de color DE2000

evaluada los dias 1, 6, 15y 20 con respecto al dia O (previo a la irradiacion).

De acuerdo con los resultados obtenidos para los parametros L*, a* y b*, no hubo
diferencias significativas en DE2000 debido a la irradiacién al dia siguiente de aplicada la
misma, indicando que la irradiacion no afectd el color caracteristico de las anillas.
Durante el almacenamiento, DE2000 aumentdé significativamente en las anillas sin
irradiar, siendo significativamente mayor (p<0,05) que el de las muestras irradiadas a
partir del sexto dia. Si bien en las anillas irradiadas el valor de DE2000 aumenté durante
el almacenamiento, este cambio fue menor al que se tuvo lugar en las muestras control.
No hubo diferencias significativas (p>0,05) en DE2000 entre las muestras irradiadas con
diferentes dosis (2, 3y 4 kGy).

Los resultados de diferencia de color DE2000 de las muestras sin irradiar fueron

mayores a 7 el dia 6, cuando las anillas sin irradiar debieron ser descartadas para su

evaluacion por el evidente deterioro.
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Figura 5.1.5. Evolucion de DE2000 en anillas de calamar. Letras diferentes indican diferencias
significativas debido al tiempo. * indica diferencias debido a la dosis de irradiacion (p<0,05).

Estos resultados indican que la irradiacion gamma no provocO cambios
significativos en el color caracteristico de las anillas de calamar fresco y disminuyé la
velocidad de los cambios de color debidos al deterioro (incremento de L*, a* y b*), que
fueron significativos en las anillas sin irradiar durante 20 dias de almacenamiento en

refrigeracion.

Es importante destacar que a partir del sexto dia en refrigeracion, los parametros,
L*, a*, b* y DE2000 en las anillas control, fueron significativamente mayores (p<0,05) a
los de las anillas irradiadas, lo cual coincidi6 con lo evidenciado sensorialmente, ya que el
dia 6 las mencionadas anillas presentaban manchas rosas y cambios en la coloracién y
aroma que indicaron su deterioro. A su vez, este fecha coincidié con un valor de recuento
de bacterias psicrétrofas cercano a 1x10° UFC/g, el cual ha sido considerado como un
limite de aceptabilidad recomendado en especies marinas (ICMSF, 1983). También se
observé a los 6 dias un valor de NBVT muy elevado, que estaria de acuerdo con el valor
de recuento hallado.

Por estos motivos, existiria la posibilidad que el valor de microorganismos
psicrotrofos 1x10° UFC/g fuera representativo del limite maximo aceptable para este
producto, ya que indicaria el final del tiempo en el que el mismo presenta una calidad

global adecuada.
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4.1.3 Conclusiones parciales

En esta experiencia se observd que la irradiacion gamma redujo los recuentos
iniciales de microorganismos deteriorantes en anillas de calamar lllex argentinus y
disminuy6d su desarrollo durante el almacenamiento en refrigeracion, siendo mas
importante el efecto bactericida a mayor intensidad de dosis.

La reduccién en la flora microbiana inducida por la irradiacion se vio reflejada en la
disminucion de las alteraciones fisicoquimicas relacionadas con el deterioro (pH, NBVT),

durante el almacenamiento en refrigeracion.

Las anillas irradiadas tuvieron una muy buena aceptabilidad sensorial de todos los
atributos evaluados, sin que hubiera diferencias entre las mismas y el control. A su vez, la
irradiacibn gamma permiti6 incrementar el tiempo de aceptabilidad sensorial en
comparacion con las anillas sin irradiar, siendo mayor dicho tiempo a mayor intensidad de
dosis. Dosis de 2 kGy permitieron extender el tiempo de aceptabilidad en refrigeracién en
comparacion con el control. Sin embargo, la extension alcanzada por dosis de 3 y 4 kGy

fue superior, de al menos 14 dias con respecto al control.

Asimismo, la irradiacion gamma a dosis de 2, 3 y 4 kGy no modificé el color
caracteristico de las anillas de calamar lllex argentinus fresco y retard6 los cambios en
las mismas durante 20 dias de almacenamiento en refrigeracion, sin que hubiera

diferencias entre las dosis aplicadas.

El conjunto de los resultados microbiolégicos, sensoriales y fisicoquimicos
pareceria indicar que el valor de recuento de bacterias psicrotrofas de 1x10° UFC/g

podria considerarse como el maximo aceptable para este tipo de producto.

Para seleccionar la dosis minima se tuvo en cuenta que desde el punto de vista
sensorial, ninguna de las dosis de irradiacién aplicadas afecté negativamente la
aceptabilidad de las anillas ni produjo cambios en el color caracteristico de las mismas.
Por lo que, considerando estos factores, dosis de 2, 3 y 4 kGy serian factibles de ser
aplicadas en este producto. Sin embargo, las dosis mas altas permitieron controlar el
desarrollo de los grupos microbianos analizados durante un mayor periodo de tiempo,
mejorando asi la estabilidad microbiol6gica de las anillas, como se vio reflejado en los

parametros fisicoquimicos analizados.

Dosis de 3 y 4 kGy extendieron el tiempo de aceptabilidad sensorial de las anillas
de calamar en al menos 14 dias con respecto al control. A su vez, la dosis de 4 kGy
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permiti6 obtener anillas que presentaron una mejor calidad microbiolégica en

comparacion con las muestras irradiadas a 2 y 3 kGy.

Por estos motivos, considerando los resultados obtenidos para el rango de dosis
estudiado, la dosis 4 kGy fue seleccionada como la dosis minima a aplicarse en la

posterior irradiacion definitiva.
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IRRADIACION DEFINITIVA DE ANILLAS DE CALAMAR SIN PIEL

4.2 Irradiacion definitiva de anillas de calamar sin piel

El objetivo de la irradiacion definitiva fue analizar la posibilidad técnica de obtener
mediante la irradiacion gamma un producto de calamar fresco, sensorialmente aceptable,
gue presente una adecuada calidad microbioldgica durante un mayor periodo de tiempo
en refrigeracion, permitiendo de esta manera extender el tiempo de comercializacion del

mismo.

Para ello se estudié un rango de dosis que puede recibir el producto al ser
irradiado, considerando la uniformidad de la dosis. La uniformidad de dosis es la relacion
que existe entre la dosis maxima y minima absorbida por el producto en el tratamiento de

irradiacion.

Por lo tanto se aplicaron 4 kGy como dosis minima, como fuera definido en base a
resultados microbiolégicos, fisicoquimicos y sensoriales de la irradiacion preliminar y se
aplicé también una dosis de 8 kGy, teniendo en cuenta lo establecido por el Cédigo
Alimentario Argentino (Capitulo 3, articulo 174), donde se especifica que la uniformidad
de dosis debe ser menor o igual a 2, cuando la dosis media sea superior a 1 kGy, como
en este caso. La dosis media puede estimarse como la media entre la dosis minima y la
maxima (CAA, 2012).

Se determinaron los mismos parametros fisicoquimicos, microbiolégicos vy
sensoriales que en la experiencia preliminar, analizando los mismos durante 77 dias en

refrigeracion.

4.2.1 Tratamiento de la materia primay metodologia utilizada

Los ejemplares de lllex argentinus capturados en el Océano Atlantico
Sudoccidental (alrededor del 41 °S) fueron desembarcados en el puerto de Mar del Plata.
El tratamiento de la materia prima, la elaboracién de las anillas, su envasado y
acondicionamiento fue exactamente igual a la realizada en la experiencia preliminar. El

contenido de agua de las anillas fue 82,1 + 0,4 mg/100g.

La irradiacion gamma se llevé a cabo de acuerdo a lo descripto en el Capitulo 3.

Las dosis minimas absorbidas fueron 0, 4,8 y 8,4 kGy, irradidndose a una velocidad de
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dosis de 10,9 kGy/h. Las dosis se determinaron con dosimetros de solucién acuosa de

dicromato de plata.

Durante el transporte y la irradiacion las anillas no superaron los 4 °C. Las
muestras fueron almacenadas en refrigeracion (4-5 °C) y analizadas los dias 0, 1, 5, 8,
13, 16, 19, 22, 26, 33, 40, 47, 54, 62, 68 y 77. Se contd con 10 muestras (bolsas de 250
g) para cada fecha de analisis y cada dosis de irradiacion, para realizar el experimento

por duplicado.

Segun la metodologia descripta en el Capitulo 3, se determiné el pH, el NBVT, y
color (L*, a*, b* y DE2000). Se realizaron recuentos de bacterias psicrétrofas y bacterias
aerobias mesdfilas, coliformes totales y fecales, enterobacterias, Staphylococcus spp. y
Clostridios sulfito reductores (CSR). Se analiz6 la aceptabilidad sensorial de las anillas

utilizando 50 panelistas no entrenados, pero habituales consumidores del producto.
Los factores del ANOVA fueron dosis (0, 4,8 y 8,4 kGy) y dias de almacenamiento

0, 1,5, 8,13, 16, 19, 22, 26, 33, 40, 47, 54, 62, 68y 77 d).

4.2.2 Resultados y discusién

4.2.2.1 Aspectos microbioldgicos

La evolucién de las bacterias psicrotrofas durante el almacenamiento de las

anillas de calamar en refrigeracion se presenta en la Figura 4.2.1.
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Figura 4.2.1. Recuento de microorganismos psicrétrofos en anillas de calamar irradiadas durante
almacenamiento en refrigeracion.
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Previo al tratamiento de irradiacion, el recuento inicial de bacterias psicrétrofas en
la materia prima fue 3,5x10°> UFC/g, valor superior al hallado en las anillas utilizadas en la
irradiacion preliminar (4,5x10° UFC/g) y en las experiencias descriptas por Lapa-
Guimaraes et al. (2002) y Sungsri-in et al. (2011) en calamar. Sin embargo, la irradiacién
gamma a 4,8 y 8,4 kGy redujo la poblacién inicial por debajo del limite de deteccién (10
UFC/g), logrando una reduccion de mas de 5 ciclos logaritmicos en la poblacién de

microorganismos psicrétrofos.

El comportamiento de los microorganismos psicrétrofos durante el
almacenamiento en refrigeracion estuvo directamente relacionado con la dosis de
irradiacién aplicada. A mayor intensidad de dosis se observé un menor desarrollo

microbiano.

Durante 77 dias de almacenamiento a 4-5 °C no se detect6 el desarrollo de
microorganismos psicrétrofos en las anillas de calamar irradiadas con 8,4 kGy. En las
anillas irradiadas con 4,8 kGy se detectd desarrollo de bacterias psicrétrofas a los 13 dias
de almacenamiento refrigerado, alcanzando un valor maximo de 6,8x10° UFC/g en el dia
40, mientras que en las anillas sin irradiar el crecimiento de psicrotrofos fue mayor,

alcanzando valores de recuento de 2,2x10° UFC/g el dia 19.

Estos resultados concuerdan con los de la irradiacién preliminar en cuanto a la
inactivacion de la flora psicrotrofa inicial y a la desaceleracion del crecimiento microbiano

durante el almacenamiento, causados por la irradiacion gamma.

En esta experiencia, las bacterias psicrétrofas fueron inactivadas por la dosis de
irradiacion de 4,8 kGy, y luego de 20 dias de almacenamiento alcanzaron un valor de
recuento de 1x10° UFC/g. En la irradiacién preliminar se observé un comportamiento
similar en cuanto a la inactivacién de la flora psicrotrofa con 4 kGy y al posterior

desarrollo, alcanzando valores de recuento del mismo orden a los 22 dias.

En la Figura 4.2.2 se muestra el comportamiento de las bacterias mesdfilas

durante el almacenamiento en refrigeracion.
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Figura 4.2.2. Recuentos de microorganismos mesdfilos en las anillas de calamar durante el
almacenamiento en refrigeracion.

Los recuentos iniciales de bacterias mesdfilas previo al tratamiento de irradiacion
fueron 1,3x10° UFC/g, mayores a los hallados en la materia prima de la irradiacion
preliminar.

La irradiacion gamma con 4,8 y 8,4 kGy redujo los mismos por debajo del limite de
deteccion de la técnica (<10 UFC/g), coincidiendo con la reduccion de la flora mesdfila

observada por Kim et al. (2012) en calamar.

No se detect6 desarrollo de bacterias mesdfilas en las muestras irradiadas con 4,8
y 8,4 kGy durante 77 dias de almacenamiento a 4-5 °C, mientras que el recuento de las
mismas aumenté significativamente (p<0,05) en las muestras sin irradiar hasta un valor
de 2,9x10° UFC/g el dia 16.

Dentro del grupo de bacterias mesdfilas, los recuentos iniciales de enterobacterias
y coliformes totales fueron 1,23x10* y 8,12x10° UFC/g, respectivamente. Estas
poblaciones fueron completamente inactivadas por el tratamiento de irradiacién. En las
muestras irradiadas, no se detectd desarrollo de enterobacterias o coliformes totales
durante 77 dias de almacenamiento refrigerado, de acuerdo con los resultados de
microorganismos mesofilos, mientras que en las anillas sin irradiar los valores iniciales
aumentaron significativamente (p<0,05) durante el almacenamiento, tal como se muestra

en la Figura 4.2.3.
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Figura 4.2.3. Recuentos de microorganismos mesdfilos, enterobacterias y coliformes totales en las
muestras sin irradiar durante almacenamiento en refrigeracion.

Estos resultados concuerdan con los hallados en la irradiacion preliminar y
aquellos observados por Badr (2012) en filetes de salmén ahumado, en los que 2 kGy
fueron suficientes para inactivar totalmente las enterobacterias iniciales (5x10° UFC/g)

durante 50 dias de almacenamiento al vacio, a 4 °C.

En este caso se observé que la irradiacion a 4,8 kGy, en conjunto con el
almacenamiento en refrigeracion, tuvo tal efecto biocida sobre las bacterias mesofilas,
gue las mismas no fueron capaces de reparar el dafio y crecer durante 77 dias. Cuando
existe una gran cantidad de lesiones de simple hebra en la cadena de ADN, se puede
exceder la capacidad de reparacién de las bacterias, resultando en la muerte de la célula.
Ademas, la radiacién podria provocar dafios en otros constituyentes celulares, afectando

los mecanismos de reparacion (Dickson, 2001).

Las bacterias mesdfilas, ademas de tener que reparar el dafio causado por la
irradiacion, deberian sobreponerse a la baja temperatura del almacenamiento para poder
desarrollarse. Como se muestra en la Figura 4.2.3, a este grupo microbiano pertenecen
las enterobacterias y los coliformes, que por tratarse de bacterias Gram negativas, serian
las mas sensibles al tratamiento de irradiacion, debido a su constitucion, metabolismo y

mecanismos de regulacion (Josephson, 1983; Mafias & Pagan, 2005).

Los resultados de esta experiencia verifican los obtenidos en la irradiacion
preliminar y aquellos hallados en diversos productos de la pesca preservados mediante
irradiacion, haciéndose extensiva la discusion del Capitulo 4.1 para los resultados aqui

descriptos.
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En esta experiencia los valores iniciales de mesofilos y psicrétrofos fueron mas
altos que los detectados en la irradiacion preliminar, siendo muy comun hallar estas
diferencias en los productos pesqueros, ya que la calidad inicial depende tanto de la
especie, como de la zona de pesca y de la manipulacién y acondicionamiento a bordo
luego de la captura (Yeannes, 2012). La manipulacion del pescado posterior a la captura
es un factor determinante de su calidad como materia prima y por lo tanto, de la calidad
del producto final. En calamar fresco se han hallado poblaciones microbianas que varian
entre 3,2x10° UFC/g en Loligo formosana (Sungsri-in et al., 2011); 8,0x10?> UFC/g en
manto de Loligo plei (Lapa-Guimaraes et al., 2002); 1,8x10* UFC/g en calamar (Kim et al.,
2012) y 3,2x10* UFC/g en Todaropsis eblanae (Paarup et al., 2002).

Ambas dosis de irradiacion permitieron la inactivacion de las poblaciones de
mesofilos y psicrotrofos, obteniéndose reducciones de méas de 5 ciclos logaritmicos en las
mismas. A su vez, inhibieron el desarrollo de meséfilos en anillas de calamar durante 77
dias. Si bien la dosis de 8,4 kGy permiti6 inhibir el desarrollo de psicrotrofos durante 77
dias en refrigeracion, dicha poblacion se desarrollo en las anillas irradiadas con 4,8 kGy.
La misma aumentd a partir del dia 8 de almacenamiento, hasta recuentos del orden de
1x10° UFC/g a los 30 dias (aproximadamente), llegando al maximo aceptable en este tipo
de productos y permitiendo por lo tanto una extensién de la vida util microbioldgica al
menos 6 veces superior a la del control, el cual superé dicho valor antes de los 5 dias en

refrigeracion.

Estos resultados indican que la irradiacion gamma a 4,8 y 8,4 kGy permitid
extender en mas de 25 y 70 dias, respectivamente, el tiempo en que las anillas de

calamar presentaron una adecuada calidad microbiolégica, durante la refrigeracion.

4.2.2.2. Resultados de las determinaciones fisicoquimicas

Aqui se presentan los resultados de las determinaciones de pH y NBVT

realizadas en la experiencia de irradiacion definitiva de anillas de calamar.

4.2.2.2.a. Comportamiento del pH

En la Figura 4.2.4 se muestra la evolucion del pH durante el almacenamiento en
refrigeracion de las anillas de calamar, las cuales presentaron antes de la irradiacién un
pH inicial promedio de 6,20 + 0,03. Este valor concuerda con los trabajos de Sungsri-in et
al. (2011) sobre calamar Loligo formosana.
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Figura 4.2.4. Valores de pH durante almacenamiento en refrigeracion de anillas de calamar
irradiadas. Letras diferentes indican diferencias significativas del pH debido al tiempo de
almacenamiento. * Indica diferencias significativas debido a la dosis (p<0,05).

El pH de las anillas sin irradiar aumenté significativamente (p<0,05) durante el
almacenamiento, alcanzando un valor maximo de 7,7 a los 16 dias. Este comportamiento
fue similar al observado en la irradiacion preliminar, en la que el pH de las anillas sin

irradiar alcanzo6 un valor de 8,4 a los 22 dias.

En las muestras irradiadas el pH no sufrié modificaciones significativas hasta los
68 dias, cuando alcanzaron un valor medio de 6,40 + 0,09 sin que se manifestaran
diferencias significativas entre ellas (p>0,05). Hacia el final del estudio (dia 77), se
observé que las anillas irradiadas con 4,8 kGy presentaron un valor de pH
significativamente mayor (p<0,05) que aquellas irradiadas con 8,4 kGy. El valor de pH en
las muestras irradiadas con 4,8 y 8,4 kGy fue 6,55 + 0,07 y 6,35 £ 0,07, respectivamente,
alos 77 dias.

El aumento de pH durante el almacenamiento de este tipo de productos esta
relacionado con la actividad de las bacterias productoras de bases volatiles (Connell,
1975; Huss, 1999), las cuales son radiosensibles por pertenecer al grupo de las Gram
negativas (Josephson, 1983). La aplicacién de la irradiacion inhibié el desarrollo de la
flora microbiana y consecuentemente, el aumento del pH en las muestras irradiadas fue
menor en comparacion con el control. A su vez, en las anillas irradiadas con 4,8 kGy se
evidencio un incremento de pH hacia el final del almacenamiento, por la consecuente
acumulacion de las bases volatiles producida por la recuperacion de la flora microbiana

durante el almacenamiento.
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4.2.2.2.b. Comportamiento del NBVT

Con respecto a la produccion de bases nitrogenadas volétiles, se puede observar
en la Figura 4.2.5 un comportamiento muy similar al de la evolucion del pH y a aquel

hallado en la irradiacion preliminar.
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Figura 4.2.5. Valores de NBVT durante almacenamiento en refrigeracion de anillas de calamar
irradiadas

El valor promedio inicial fue 28,9 £ 0,9 mg/100 g, similar al hallado en la
irradiacion preliminar y algo mayor al descripto por otros autores que trabajaron con
distintas especies de calamar (Sungsri-in et al., 2011; Lapa-Guimaraes et al., 2005). Este
valor se encuentra en relacién con los recuentos microbianos detectados en la materia
prima.

El NBVT no fue afectado (p>0,05) por la aplicacion de la irradiacion gamma el dia
posterior al tratamiento. En las anillas control el mismo aumentd exponencialmente hasta
276,7 £ 2,5 mg/100 g a los 16 dias. La fase exponencial de produccién de NBVT estaria
relacionada con la fase logaritmica del crecimiento microbiano y el inicio del deterioro
(Massa et al., 2012; Huss, 1995). En las muestras irradiadas el valor inicial de NBVT se
mantuvo sin modificaciones significativas (p>0,05) durante 8 dias. A partir de ese
momento aumentd (p<0,05) en las anillas irradiadas con 4,8 y 8,4 kGy, siendo este

aumento mas pronunciado en las muestras irradiadas con 4,8 kGy.
A partir del quinto dia el NBVT del control fue significativamente mayor (p<0,05) al

de las anillas irradiadas. Desde el dia 19, el valor de NBVT fue significativamente mayor

(p<0,05) en las muestras a 4,8 kGy en comparacion con 8,4 kGy, hasta el dia 77. Este
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aumento de NBVT en el control y en las anillas irradiadas con 4,8 kGy podria atribuirse
en parte a la alta carga bacteriana inicial de las muestras y, ademas, al importante
desarrollo microbiano en las anillas sin irradiar y al desarrollo de bacterias psicrotrofas
observado en la anillas con 4,8 kGy a patrtir del dia 13. Asimismo, este incremento de las
bases volatiles explicaria el aumento del pH en los mismos tiempos de almacenamiento.
El incremento paulatino de NBVT observado en las muestras irradiadas con 8,4 kGy, en
las que no se detectaron bacterias durante 77 dias, podria deberse a la produccion
enzimatica de DMA y NH; durante el almacenamiento en refrigeracion (Ciarlo, 1985;
Huss, 1999).

La produccion de bases nitrogenadas fue disminuida por el tratamiento de
irradiacion debido a la reduccién de las poblaciones microbianas por el mismo. De las
bases volatiles que se cuantifican con el NBVT, se encuentra la trimetilamina que se
forma producto de reduccion del OTMA debido a la actividad bacteriana (Connell, 1975;
Huss, 1999) (Seccion 2.2).

Se analizé la relacion entre los recuentos de psicrotrofas y la produccion de bases
nitrogenadas volatiles, dado que la flora psicrétrofa Gram negativa es la flora tipica
deteriorante del pescado fresco, grupo al que pertenecen las bacterias productoras de
NBVT. Se encontré una alta correlaciéon entre los mismos (R* = 0,889, y = 5,885x” -
32,139x + 44,995) y se observé que la produccion de NBVT aumentaba a partir de
valores de recuentos de bacterias psicrotrofas de 1x10° UFC/g, aproximadamente
(Figura 4.2.6).
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Figura 4.2.6. Correlacion entre el recuento de bacteria psicrotrofas y el NBVT durante
almacenamiento en refrigeracion de anillas de calamar irradiadas.
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Los resultados hallados en las anillas sin irradiar son coincidentes con resultados
presentados por diversos autores durante el almacenamiento del calamar (Lapa-
Guimaraes et al., 2005; Sungsri-in et al., 2011). A su vez, el comportamiento del NBVT
durante el almacenamiento de las anillas irradiadas fue también observado en calamar
salado y fermentado (Byun et al.,, 2000) y otros productos pesqueros irradiados (Badr,
2012; Jeevanandam et al., 2001; Lakshmanan et al., 1999; Narvaiz et al., 1989).

4.2.2.3. Aceptabilidad sensorial

La poblacién utilizada en el test de aceptabilidad sensorial (50 panelistas en cada
fecha de evaluacién) estuvo compuesta en un 60% de mujeres y un 40% de varones, en

un rango etareo comprendido entre 20 y 60 afios.

La primera evaluacion fue realizada luego de dos dias de aplicada la irradiaciéon
(dia 2). Los panelistas evaluaron 3 muestras correspondientes a las anillas irradiadas con
0, 4,8y 8,4 kGy.

Como se muestra en las Figuras 4.2.7 para el dia 2, el promedio para todos los
atributos y todas las muestras fue mayor o igual a 7 (excepto para el aroma que fue
mayor a 6,5), lo que corresponde a me gusta en la escala hedonica utilizada, indicando
aceptacion de las anillas irradiadas y el control por parte de los panelistas. Estos
resultados concuerdan con lo descripto por Badr (2012) en salmén ahumado, quien
menciona que no hubo diferencias en la aceptabilidad sensorial del aroma, sabor y la
textura de filetes de salmon irradiados con 2, 3 y 4 kGy. Se observdé que en ningun
atributo hubo diferencias significativas entre las muestras (p>0,05), lo que indica que los
evaluadores no detectaron diferencias en aceptabilidad global, la apariencia, el color, el

aroma, el sabor y la textura de las anillas sin irradiar y las tratadas con 4,8 y 8,4 kGy.

Aceptabilidad global Apariencia

Puntaje

P NN W s 0o N 0w
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Figuras 4.2.7. Resultados de los tests de aceptabilidad sensorial para las muestras 0 (=), 4,8 ( )y
8,4 (m) kGy, durante 64 dias de almacenamiento en refrigeraciéon

Luego de 15 y 27 dias de almacenamiento en refrigeracion se analizaron

solamente las anillas irradiadas con 4,8 y 8,4 kGy.

La muestra control no fue presentada a los panelistas para el andlisis sensorial
dado que antes del dia 5 los recuentos de bacterias psicrotrofas ya superaban el valor
recomendado de 1x10° UFC/g (Figura 4.2.1). Ademas, el deterioro se hizo evidente por
la presencia de olor putrido y la formaciéon de manchas de color rosado en las anillas, por
lo que las muestras sin irradiar se descartaron el dia 5. Este comportamiento fue similar
al observado en la irradiacién preliminar, con la diferencia que el deterioro de estas
anillas se evidenci6 mas temprano, posiblemente por el mayor nivel de recuentos

microbianos hallado.

A los 15 y 27 dias, no hubo diferencias significativas (p>0,05) en la aceptabilidad
global, apariencia, color, aroma, sabor y textura debido a la dosis de irradiacion, entre las
muestras irradiadas con 4,8 y 8,4 kGy. A su vez, el promedio para todos los atributos fue
igual o mayor a 7, indicando que la aceptabilidad de estas muestras irradiadas se

mantuvo constante luego de 27 dias de almacenamiento refrigerado.
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El dia 64 fueron evaluadas solamente las anillas irradiadas con 8,4 kGy. Las
muestras irradiadas con 4,8 kGy fueron descartadas para su analisis dado que luego de
30 dias los recuentos de bacterias psicrotrofas superaban el valor 1x10° UFC/g y las

anillas mostraron signos de deterioro manifestados como cambios en el aroma y el color.

En esta evaluacion los atributos aceptabilidad global, apariencia, color, aroma,
sabor y textura presentaron un promedio superior a 6,8. Estos resultados indican que se
mantuvo el grado de aceptabilidad de la muestra irradiada con 8,4 kGy por parte de los

panelistas durante 64 dias de almacenamiento refrigerado.

Estos resultados coinciden con lo observado en la irradiacion preliminar con
respecto a la dosis de 4 kGy y demuestran que las anillas toleraron bien una dosis de 8,4
kGy. Este es un resultado sumamente importante considerando la futura comercializacién
de este tipo de producto, ya que demuestra que el mismo fue muy bien aceptado, sin que
se detectaran diferencias debido a la irradiacion en ninguno de los aspectos sensoriales

analizados, incluso con la de mayor intensidad de dosis utilizada.

El tiempo de almacenamiento no tuvo un efecto significativo (p>0,05) sobre la
aceptabilidad global, la apariencia, el color, el aroma, el sabor y la textura de las anillas
irradiadas con 4,8 y 8,4 kGy, durante 27 y 64 dias, respectivamente, mientras que las
anillas fueron descartadas a los 5 dias por el grado de deterioro. Por lo tanto, la
irradiacion gamma a 4,8 y 8,4 kGy permitio extender el tiempo en que las anillas fueron

sensorialmente aceptables durante la refrigeracion.

Los resultados obtenidos en las caracteristicas sensoriales evaluadas indican que
la irradiacion gamma con 8,4 kGy no produjo efectos indeseables en la aceptabilidad
sensorial de las anillas de calamar, permitiendo extender la misma en mas de 11 veces
en comparacién con las anillas sin irradiar, estando sujetas a la temperatura de

conservacion usual en estos productos.

Esta extension de la aceptabilidad sensorial debido a la irradiacién también se
observé en la irradiacion preliminar y fue descripta por otros autores en productos
pesqueros irradiados (Bard, 2012; Jeevanandam et al.,, 2001). Ademas, Mbarki et al.
(2009) observaron que filetes de caballa (Scomber japonicus) irradiados con 1,5 kGy, ya
sea envasados al vacio o no, presentaron una mayor aceptabilidad sensorial con
respecto a las muestras analogas sin irradiar. La preferencia por las muestras irradiadas
se deberia a una menor resistencia a la masticacion de las mismas. En esta experiencia,

aproximadamente el 50% de los panelistas expresaron en el espacio destinado a
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comentarios de la hoja de respuestas, una preferencia por las anillas irradiadas en
comparacion con el control, la cual fue atribuida una mejor masticabilidad de las anillas
irradiadas. Este hecho es muy importante dado que el calamar presenta un tejido tisular
muy particular y diferente al de los peces, por lo que la textura del calamar ha sido
objetada en ciertos casos por resultar muy dura. A pesar que esta tendencia no se haya
visto reflejada en los resultados del test de aceptabilidad, fue tomada en cuenta como un
aspecto interesante para continuar con el estudio de los cambios inducidos por la
irradiacion gamma sobre la textura del calamar. Se planea continuar con este estudio en
una instancia posdoctoral (Beca Posdoctoral, CONICET), con el fin de seguir
profundizando en el tema, pero sobre la base de los resultados hallados en este trabajo,
mediante el cual fue posible obtener un producto fresco de calamar con mayor vida Gtil y

caracteristicas sensoriales aceptables, por la aplicacion de la irradiacion gamma.

4.2.2.4. Color

La evolucién de los parametros L*, a* y b* durante el almacenamiento refrigerado
de anillas de calamar se presenta en las Figuras 4.2.8 a 4.2.10.

Antes de la irradiacion, los valores de L*, a* y b* fueron 71,4+1,0; -2,2+0,4 y
6,7+0,6, respectivamente. Se observa que los tres parametros fueron mayores a los
hallados en la irradiacion preliminar (62,9+0,5; -3,9+0,2 y 2,4+0,3, respectivamente), lo
gue se deberia posiblemente a la diferencias en la calidad de las materias primas
utilizadas, debidas al manipuleo y acondicionamiento de los calamares a bordo, asi como
del procesamiento en planta. Por ejemplo, se ha comprobado que el pelado del calamar
disminuye la formaciéon de manchas de color rosado en el manto (Sungsri-in et al., 2010),
por lo que las diferencias en el tiempo que transcurrié entre la captura y el pelado pueden
haber influido sobre el parametro a*. A su vez, en esta experiencia las anillas presentaron
valores iniciales de bacterias psicrétrofas y mesofilas mas altos que los de la irradiacion

preliminar.

Sin embargo, los resultados obtenidos durante el almacenamiento y debido a la
irradiacibn gamma son similares a aquellos de la irradiacion preliminar. Se observé
también aqui un incremento de los pardmetros L*, a* y b* durante la refrigeracién, al

mismo tiempo que un retraso en estos cambios debido a la irradiacion gamma.

El parametro L* aumentd en el control significativamente (p<0,05) superando al de

las muestras irradiadas a partir del dia 5. En las anillas irradiadas con 4,8 kGy, L* se
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mantuvo sin cambios hasta el dia 13, cuando aumenté significativamente y fue mayor
(p<0,05) al de las anillas irradiadas con 8,4 kGy hasta el final del almacenamiento. Ese
momento coincidié con la deteccion de desarrollo microbiano en dichas muestras (4,8
kGy). Mientras tanto, L* fue constante en las anillas irradiadas con 8,4 kGy hasta el dia

22, en el que comenzo6 a aumentar.
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Figura 4.2.8. Evolucion de L* en anillas de calamar irradiadas con 0 (¢), 4,8 ( )y 8,4 (m) kGy
durante el almacenamiento en refrigeracion. Error estandar representado por barras.

A partir del quinto dia, se evidencié en las anillas sin irradiar un incremento del
valor de a*, este valor se superd en las anillas irradiadas. Hasta el dia 19 no hubo
cambios en el valor de a* en las anillas irradiadas con 4,8 kGy, luego de lo cual el mismo
aumento6 superando los valores de las anillas irradiadas con 8,4 kGy, no presentandose

cambios en éstas (p>0,05) hasta el dia 68.
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Figura 4.2.9. Evolucion de a* en anillas de calamar irradiadas con O (¢), 4,8 () y 8,4 (m) kGy
durante el almacenamiento en refrigeracién. Error estandar representado por barras.

Con respecto al parametro b*, el mismo aumentd significativamente en el control,
superando a los valores de las anillas irradiadas a partir del dia 1. En las anillas con 4,8

kGy, b* aumento a partir del dia 22, en el que fue mayor (p<0,05) al valor de las anillas
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irradiadas con 8,4 kGy. En estas ultimas, b* se mantuvo sin cambios (p>0,05) hasta el dia
68.
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Figura 4.2.10. Evolucién de b* en anillas de calamar irradiadas con O (¢), 4,8 (' ) y 8,4 (m) kGy
durante el almacenamiento en refrigeracién. Error estandar representado por barras.

Los tres pardmetros (L*, a* y b*) aumentaron significativamente (p<0,05) con el
tiempo de almacenamiento indicando la aparicién de coloracion rosada (aumento de a*) y
de pigmentos amarillos (aumento de b*). Sin embargo, se observé una aparicion mas
lenta de dichos cambios a mayor dosis de irradiacion, como se aprecia en las Figuras
4.2.7.

En la Figura 4.2.11 se observa que la diferencia de color (DE2000) aumentd
significativamente (p<0,05) en el control siendo mayor que en las anillas irradiadas a
partir del dia 5. En las anillas irradiadas DE2000 aumenté durante el almacenamiento
pero mas lentamente que en el control, siendo en las muestras irradiadas con 4,8 kGy
mayor al de las irradiadas con 8,4 kGy a partir del dia 19. Estos resultados estan de
acuerdo con la evolucién observada en los parametros L*, a* y b* durante el

almacenamiento en refrigeracion.

La irradiacion gamma permiti6 retardar la diferencia de color en una manera

dependiente con la dosis de irradiacion.
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Figura 4.2.11. Evolucion de la diferencia de color de las anillas de calamar durante el
almacenamiento en refrigeracion. Letras distintas son significativamente diferentes debido al
tiempo. * indica diferencias debido a la dosis de irradiacion (p<0,05). Error estdndar representado
por barras.

La irradiacion a 8,4 kGy permiti6 mantener una constancia en los parametros L*,
a* y b* durante 22, 68 y 68 dias, respectivamente, mientras que en la muestra control los
mismos aumentaron abruptamente luego de 5 dias de almacenamiento. La inhibicién del
desarrollo de la flora microbiana por la irradiacion, habria interferido con la lisis celular de
origen microbiano, reduciendo de esta manera la reactividad quimica de los compuestos

involucrados con los cambios de color.

De acuerdo con los resultados de la experiencia preliminar, la irradiacion gamma
disminuy6 los cambios de color asociados al deterioro, sin inducir modificaciones en el

color caracteristico inmediatamente luego de ser aplicada.

En base al limite microbiol6gico aceptado por la ICMSF (1983) para pescado y
moluscos frescos (Seccién 2.2) y a partir de los resultados de la irradiacion preliminar se
planteé la posibilidad que el valor de microorganismos psicrétrofos 1x10° UFC/g fuera
representativo del limite méximo aceptable para la anillas de calamar lllex argentinus sin
piel almacenadas en refrigeracion, ya que indicaria el final del tiempo en el que el mismo

presenta una calidad global adecuada.

En esta experiencia se pudo observar nuevamente una relaciébn entre los
indicadores del deterioro y dicho valor, ya que los valores de los pardmetros de color
fueron significativamente superiores (p<0,05) a los de las muestras irradiadas a los 5 dias

de almacenamiento, lo que estaria de acuerdo a lo observado microbiologica y
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sensorialmente. A los 5 dias el recuento de bacterias psicrotrofas de la muestra control
superaba el valor de 1x10° UFC/g cuando las anillas presentaban signos de deterioro

como cambios en el color y el aroma.

Por lo tanto, teniendo en cuenta los resultados hallados en ambas experiencias,
se considera que para este producto almacenado en refrigeracion, un valor de recuentos
de bacterias psicrétrofas de 1x10° UFC/g, seria indicativo del tiempo de vida dtil, de

acuerdo con los valores maximos aceptables segun ICMSF (1983).

Considerando dicho valor, se puede decir que la irradiacion con 4,8 y 8,4 kGy
permiti6 extender la vida Gtil de las anillas de calamar refrigeradas en al menos 6 y 11
veces (comparando con el producto analogo sin irradiar) sin modificar la aceptabilidad de

sSus caracteristicas sensoriales.

4.2.3. Conclusiones parciales

Los resultados de esta experiencia confirmaron y convalidaron aquellos hallados
en la irradiacion preliminar. La irradiacion gamma permitié reducir cargas microbianas y
diminuir la produccion de bases volatiles, los cambios del pH y del color asociados con el

deterioro, siendo mas pronunciado el efecto cuanto mayor fue la dosis aplicada.

A su vez, se pudo corroborar que el valor de recuento de bacterias psicrétrofas de
1x10° UFC/g seria indicativo del tiempo de vida util para las anillas de calamar
almacenadas en refrigeracion. Teniendo en cuenta esto, se puede decir que la irradiacion
gamma a 4,8 y 8,4 kGy permitié extender la vida comercial de las anillas en 35y 70 dias,

respectivamente, durante la refrigeracion.

Las anillas irradiadas con 4,8 y 8,4 kGy presentaron una buena aceptabilidad
sensorial, que fue comparable a la de las anillas sin irradiar y que ademas se mantuvo
constante durante 27 y 64 dias en refrigeracion, respectivamente, mientras que las anillas

sin irradiar fueron descartadas a los 5 dias debido al avanzado grado de deterioro.

Desde el punto de vista de la aplicabilidad de la irradiacion, y teniendo en cuenta
la reglamentacion del CAA, se puede decir que es factible tratar anillas de calamar con
irradiacion gamma a 4 kGy, ya que en el caso que la parte del bulto irradiado que se

encuentre mas cerca de la fuente de radiacion reciba una dosis de 8 kGy (el doble de la
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dosis propuesta, como esta permitido por el CAA), el producto serd sensorialmente

aceptable.

Se cumplid con el objetivo planteado, habiéndose comprobado la factibilidad
practica de extender la vida de comercializacion de las anillas de calamar refrigeradas en
mas de 5 veces en comparacion con las muestras sin irradiar, mediante la irradiacion
gamma a 4 kGy, sin modificar su aceptabilidad sensorial, incluso si la dispersion de dosis

es tal que las muestras puedan recibir hasta el doble de esta dosis.

Este resultado, ademas de demostrar la factibilidad de obtener un producto fresco
de calamar con una vida Util extendida y aceptable sensorialmente, reviste importancia
para la industria, ya que se estaria incrementando en 25 dias el tiempo de
comercializacion de las anillas de calamar, lo cual es significativo tratdndose de un

producto tan perecedero, cuya vida Gtil no suele superar los 8-10 dias en refrigeracion.

Por lo tanto un rango de dosis de irradiacion hasta 4,8 kGy podria ser aplicado en
este producto, desde el punto de vista sensorial y microbiolégico, dependiendo de los
objetivos particulares que se persigan con la irradiacion en otros casos, como podria ser

la modificacion de propiedades tecnolégicas.
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IRRADIACION COMERCIAL EN ANILLAS DE CALAMAR PROCESADAS
INDUSTRIALMENTE

4.3 Irradiacién comercial de anillas de calamar tratadas con soluciones comerciales

con poli-fosfato de sodio y envasadas al vacio.

En la industria pesquera, ademas de elaborarse anillas de calamar frescas, las
mismas también son procesadas con soluciones de poli-fosfatos que permiten disminuir
el exudado durante el almacenamiento. Las anillas tratadas de esta manera suelen

comercializarse envasadas al vacio y congeladas.

El uso de poli-fosfatos es muy comun en productos carnicos y pesqueros para
retener la humedad natural, el flavor y nutrientes, mejorar la textura y reducir las pérdidas
de fluidos durante la coccién y el almacenamiento (drip loss), asi como para retardar la
oxidacion lipidica y estabilizar el color (Gongalves & Ribeiro, 2008, 2009; Knipe 2004;
Lampila, 1993).

A su vez, la aplicacibn comercial de la irradiacion gamma difiere en algunos
aspectos de la irradiacion aplicada con fines de investigacion, como por ejemplo, en el
tamafio de los bultos que se irradian, en la uniformidad de dosis que se obtiene en dicho

proceso y en los dosimetros utilizados para determinar la misma.

Por lo tanto, el objetivo de esta experiencia fue analizar el efecto de distintas dosis
de irradiacion comercial sobre diferentes pardmetros de calidad de anillas de calamar

lllex argentinus elaboradas industrialmente.

Para ello se utilizaron anillas de calamar procesadas que habian sido tratadas con
poli-fosfato de sodio y envasadas al vacio para su comercializacién. A su vez, se llevé a
cabo una irradiacibn comercial, para obtener resultados que reflejen fielmente los
procesos que tendrian lugar en la aplicacion industrial de la tecnologia de irradiacion. De
acuerdo a los antecedentes obtenidos en esta tesis con la irradiacion preliminar y

definitiva se utilizaron dosis comprendidas en el rango de las mencionadas.

No se ha hallado en la bibliografia antecedentes de estudios del efecto de la
irradiacion sobre un producto de calamar fresco tratado con poli-fosfatos. Asimismo se
considera importante el acercamiento a las condiciones que serian utilizadas por la

industria en el momento de la adopcion de esta tecnologia.
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4.3.1 Tratamiento de la materia prima y metodologia utilizada

Las anillas sin piel de lllex argentinus de 1,2 £ 0,3 cm de espesor, las cuales
estaban pre-tratadas con una solucion de poli-fosfatos (Farmesa S.A., Argentina), fueron
adquiridas en la zona portuaria de Mar del Plata. Las anillas presentaron un contenido de
agua de 85,2 + 0,5 mg/100g. Las mismas fueron envasadas al vacio en bolsas de
PEBD/PA. Las muestras fueron transportadas al Centro Atdmico Ezeiza donde se
irradiaron comercialmente segun las descripciones del Capitulo 3, con 1,8; 3,3y 5,8 kGy
(dosis minimas absorbidas). Las dosis fueron determinadas con dosimetros de Amber

Perspex.

Tanto las muestras irradiadas como las no irradiadas (control, 0 kGy) fueron
almacenadas a 4-5 °C durante 29 dias y analizadas antes del tratamiento de irradiacién y
en los dias 1, 5, 8, 12, 15, 19, 22, 26 y 29 posteriores a dicho tratamiento. Cada muestra
consisti6 en una bolsa cerrada al vacio con 120 + 2 gr de anillas de calamar
(aproximadamente 20 anillas), contandose con 3 muestras para cada dia de andlisis y

cada dosis de irradiacion.

Se cuantificaron bacterias psicrétrofas, mesdfilas, Staphylococcus spp., coliformes
totales, Clostridium perfringens y Escherichia coli y se determiné el NBVT y el color (L*,
a*, b* y DE2000) de acuerdo a lo descripto en el Capitulo 3. Los factores del ANOVA
fueron dosis (0; 1,8; 3,3y 5,8 kGy) y dias (0, 1, 5, 8, 12, 15, 19, 22, 26 y 29 d).

4.3.2 Resultados y discusién

4.3.2.1 Aspectos microbioldgicos

En la Figura 4.3.4 se muestra la evolucion de la flora psicrotrofa en anillas de lllex
argentinus envasadas al vacio, durante el almacenamiento en refrigeracion. La flora
inicial de 2,8x10* + 4,6x10° UFC/g aument6 significativamente en el control durante todo
el periodo de almacenamiento, mientras que la misma fue reducida en 1, 1,8 y 3,4 ciclos

logaritmicos con dosis de irradiacion gamma de 1,8; 3,3 y 5,8 kGy, respectivamente.
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Figura 4.3.4. Evolucion de bacterias psicrotrofas (log UFC/g) en anillas de calamar envasadas al
vacio durante almacenamiento a 4-5 °C (media * error estandar, n=3).

Luego de la reduccion inicial inducida por la irradiacion, la flora psicrétrofa
aumento significativamente (p<0,05) llegando a valores de 3,9x10° 1,8x10% y 5,1x10°
UFC/g en las muestras irradiadas con 0, 1,8 y 3,3 kGy, respectivamente, en el dia 19. En
las muestras irradiadas a 5,8 kGy no se detectdé desarrollo de psicrotrofos durante los
primeros 8 dias, pero luego de este periodo, los recuentos aumentaron significativamente
hasta 1,4x10* UFC/g el dia 19. La poblacién de flora psicrétrofa de las muestras sin
irradiar fue significativamente mayor (p<0,05) a la de las muestras irradiadas durante todo

el periodo de almacenamiento, ya que su velocidad de desarrollo fue superior (Seccion

4.4).

Los resultados estadisticos indicaron que la irradiacion gamma redujo
significativamente la flora psicrotrofa en una manera dependiente con la dosis de

irradiacion, es decir, a mayor dosis, menores recuentos microbianos (p<0,05).

La dosis de 1,8 kGy fue suficiente para reducir los recuentos microbianos en
comparacion con el control, si bien el efecto biocida de la irradiacion gamma fue mas
significativo con 3,3 y 5,8 kGy. Por ejemplo, a los 19 dias, la flora psicrétrofa era 1; 3,8 y
5,5 ciclos logaritmicos menor que el control para las muestras irradiadas con 1,8; 3,3 y
5,8 kGy respectivamente, por lo tanto, las dosis mas altas analizadas en este trabajo
serian mas eficientes para extender la vida atil microbiolégica de las anillas de calamar,

tal cual fue observado en las experiencias anteriores.
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Teniendo en cuenta el valor maximo de bacterias psicrotrofas recomendado para
especies pesqueras (1x10° UFC/g) y definido como tal en las experiencias anteriores
(Secciones 4.1 y 4.2), se podria decir que la irradiacion gamma a 1,8; 3,3 y 5,8 kGy
permitié extender la vida Gtil microbiologica de las anillas envasadas al vacio en 7, 15y

mas de 24 dias, respectivamente, en comparacion con las anillas sin irradiar.

En la Figura 4.3.5 se presenta el comportamiento de la flora mesdfila en las

anillas de calamar, durante el almacenamiento en refrigeracion.
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Figura 4.3.5. Recuentos de bacterias mesdfilas durante el almacenamiento en refrigeracién de
anillas de calamar envasadas al vacio.

El recuento inicial de bacterias mesdfilas fue 2,1x10* + 6,5 x10° UFC/g. La
irradiacion gamma a dosis de 1,8; 3,3 y 5,8 kGy produjo reducciones de 0,9; 1,6 y 2,2
ciclos logaritmicos en la flora mesdfila, respectivamente. Este hecho muestra el efecto
significativo de la irradiacion para reducir la flora meséfila en comparacién con las
muestras sin irradiar.

En las muestras sin irradiar, el recuento de bacterias mesoéfilas aumentd durante
el almacenamiento alcanzando 9,1x10" UFC/g a los 19 dias y fue significativamente
mayor (p<0,05) al de las muestras irradiadas durante todo el periodo.

El recuento de mesofilos aumentd significativamente durante 19 dias en las
muestras irradiadas con 1,8 kGy, pero a una velocidad menor que en el control (p<0,05).
La poblacion de mesdfilos también aumentd en las muestras irradiadas con 3,3 kGy
durante 22 dias.

Luego de 19 dias de almacenamiento en refrigeracion, se logro la reduccion de 1,
3y 6 ciclos logaritmicos en las anillas irradiadas con 1,8; 3,3 y 5,8 kGy, respectivamente,

en comparacién con el control, indicando que las dosis de irradiacion mas altas
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permitieron obtener menores recuentos microbianos, como fuera observado con la flora
psicrétrofa.

Durante el almacenamiento, el comportamiento microbiano en las anillas
irradiadas con 1,8 y 3,3 kGy fue similar al del control, con una fase de crecimiento
exponencial. Sin embargo, las anillas irradiadas con 5,8 kGy tuvieron un comportamiento
diferente, en las que los recuentos de mesoéfilos disminuyeron durante el almacenamiento
(dias 8, 12 y 15) por debajo (p<0,05) de los valores del dia posterior a la irradiacion. Este
hecho también fue comentado por Kodo (1990) quien observé un comportamiento similar

en filetes de caballa irradiados.

La flora psicrétrofa fue superior a la mesoéfila, siendo la flora deteriorante tipica de

los productos pesqueros almacenados en refrigeracion.

De acuerdo con los resultados de bacterias mesdfilas, se observd la presencia de
coliformes totales el dia 5 en las anillas sin irradiar y luego de 12 y 19 en las anillas
irradiadas con 1,8 y 3,3 kGy, respectivamente. No se detecté desarrollo de coliformes

totales durante 29 dias en las anillas irradiadas con 5,8 kGy.

Asimismo, el desarrollo de colonias de Staphylococcus spp. se observo a los 8
dias en las anillas sin irradiar y luego de 12, 15y 19 dias en las anillas irradiadas con 1,8;
3,3y 5,8 kGy, respectivamente.

De acuerdo a estos resultados se puede decir que la irradiacion gamma redujo el
desarrollo de coliformes totales y Staphylococcus spp. en anillas de calamar envasadas
al vacio.

Como se menciond en el Capitulo 3, la presencia de coliformes y Staphylococcus
spp. se deberia a la contaminacion por manipulacion del producto. Por este motivo, se
justificaria la aplicacion de la irradiacion tanto desde el aspecto de extension del tiempo
de comercializacién asi como de la mejora de la calidad sanitaria de este producto de

calamar minimamente procesado.

No se detecté desarrollo de los patogenos investigados (Staphylococcus aureus,
Clostridium perfringens y Escherichia coli) en ninguna de las muestras irradiadas o sin

irradiar, durante todo el periodo de almacenamiento.

Se pudo observar que la inactivacion microbiana tanto de bacterias psicrotrofas
como mesdfilas, lograda por las diferentes dosis de irradiacion gamma en las anillas
envasadas al vacio fue menor a la obtenida en las anillas envasadas en atmdsfera

natural (Secciones 4.1y 4.2). Este fendmeno se explicaria por el efecto radio-protector
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del vacio, ya que la ausencia de oxigeno en el envasado al vacio aumentaria la

resistencia microbiana a la irradiacion (Wills, 1985).

Estos resultados demuestran que la irradiacion gamma redujo las poblaciones de
bacterias psicrétrofas y mesofilas de anillas de calamar envasadas al vacio y tratadas con
poli-fosfatos, con un comportamiento similar a los anteriores dependiente de la dosis,

permitiendo extender su vida util microbioldgica y por lo tanto su vida comercial.

Por lo tanto, la aplicacion comercial de la irradiacion en anillas de calamar
elaboradas industrialmente con poli-fosfatos haria factible la extension del tiempo de

comercializacion de dicho producto.

4.3.2.2.2. Resultados de las determinaciones fisicoquimicas

En la Figura 4.3.6 se puede ver el comportamiento del NBVT durante la

refrigeracion de las anillas de calamar.

El valor inicial de NBVT fue 15,2 + 0,2 mg/100g, siendo menor al hallado en las
experiencia preliminar anterior (26,7 mg/100g), lo que se atribuye a la variabilidad de la
materia prima, debido a diferencias en el manipuleo y almacenamiento a bordo y

manipuleo en planta de elaboracion.
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Figura 4.3.6. NBVT en anillas de calamar envasadas al vacio durante almacenamiento a 4-5 °C.
Letras distintas (a, b, ¢, d, e, f) y (A, B, C, D) son diferentes significativamente debido a la dosis y
al tiempo, respectivamente (p<0,05).
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El NBVT aumenté durante el almacenamiento tanto en el control como en las
anillas irradiadas, pero a diferentes velocidades de produccién dependiendo de la dosis
de irradiacion y del tiempo de almacenamiento. La produccién de NBVT fue inversa a la
intensidad de dosis aplicada (con dosis mas altas se alcanzaron valores mas bajos de
NBVT y se vio considerablemente acelerada luego de 5 dias en las anillas sin irradiar,
aumentando exponencialmente). Este tipo de comportamiento es usual en productos
pesqueros mantenidos en hielo y en refrigeracion, donde existe un comportamiento
exponencial en la produccion de NBVT debido al desarrollo microbiano (Huss, 1995;
Massa et al., 2012). Mientras que hicieron falta 8 y 12 dias para que se alcanzara la fase
de produccién acelerada en las anillas irradiadas con 1,8 y 3,3 kGy, respectivamente. En
las anillas irradiadas con 5,8 kGy la produccién de NBVT sélo aument6 linealmente sin
que alcanzara la fase exponencial durante los 22 dias en refrigeracion. El NBVT fue
significativamente mayor (p<0,05) entre las muestras, de acuerdo al siguiente orden: 0 >

1,8 > 3,3 > 5,8 kGy, desde el dia 8 hasta el final del almacenamiento.

Dosis de 1,8; 3,3y 5,8 kGy permitieron alcanzar reducciones de NBVT del 52%,
69% y 86%, respectivamente, con respecto a las anillas sin irradiar, luego de 15 dias de
almacenamiento en refrigeracion. Esto estaria de acuerdo con lo hallado por Alur et al.
(1994) en pescado fresco, en el que las bases volatiles totales fueron reducidas entre un
50 y 60% en las muestras irradiadas en comparacién con el control.

La irradiacion gamma retard6 el deterioro de las anillas al disminuir en mayor
medida la produccién de NBVT a mayor intensidad de dosis (Figura 4.3.6), de acuerdo

con los resultados microbiologicos.

Durante la etapa autolitica, el nivel de TMA se mantendria en sus valores iniciales.
Una vez que se hace mas importante la proliferacién bacteriana la produccion de TMA a
partir de OTMA se acelera (Huss, 1995; Oehlenschlager, 1997). La irradiacibn gamma
tendria poco efecto sobre los sistemas enzimaticos (Ahn & Lee, 2006; Kodo, 1990;
Molins, 2001; Urbain, 1986) pero un considerable efecto bactericida lo cual fue observado

en esta experiencia y en las anteriores.

La inactivacion y reduccion de las poblaciones microbianas por la irradiacion
gamma implicaria una disminucion de la TMA, base nitrogenada volatil que se evalla en
conjunto con las otras bases como NBVT, lo que llevaria a una reduccion de la velocidad
de acumulacién del mismo. Esto se pudo comprobar a través de la alta correlacion (R? =

0,904) entre los resultados de NBVT y la poblacién de bacterias psicrétrofas durante el
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almacenamiento, la cual se muestra en la Figura 4.3.7 (NBVT = 3,25 (log N)* - 18,36 (log
N) + 38,92). Asimismo, se puede observar que el valor de NBVT comenzé a aumentar
significativamente a partir de recuentos de psicrétrofos superiores a 1x10° UFC/g, como

fuera observado en las experiencias anteriores.
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Figura 4.3.7. Correlacion entre la poblacion de bacterias psicrétrofas y el NBVT en anillas de
calamar irradiadas.

Las anillas irradiadas con 5,8 kGy presentaron mejores valores microbioldgicos y
quimicos, ya que a los 29 dias la poblacion de psicrétrofos era menor a 1,0x10° UFC/g y
la velocidad de produccién de NBVT fue significativamente menor que la de las muestras

irradiadas con 1,8 y 3,3 kGy (Seccién 4.5).

Estos resultados confirman la eficiencia de la irradiacién para retrasar el deterioro
microbiologico y quimico de las anillas de calamar, incrementando por lo tanto su tiempo

de comercializacion.

4.3.2.2.3. Color

Los cambios de color durante el almacenamiento estan representados en las
Figuras 4.3.8 a 4.3.11, donde se muestra la evolucion de los parametros L*, a*, b* y
DE2000 en las anillas de calamar.

Cémo fuera observado en las experiencias anteriores, no hubo cambios
significativos en los parametros de color debido a la irradiacion el dia posterior a aplicarse
la misma, es decir, la irradiacion gamma no indujo cambios en el color de las anillas de
calamar. En la Figura 4.3.8 se muestran las anillas irradiadas con las 4 dosis, a los dos

dias de aplicada la irradiacion, donde se puede observar dicho resultado.
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Figura 4.3.8. Anillas de calamar irradiadas con 0, 18; 3,3 y 5,8 kGy, a los dos dias de aplicada la
irradiacion.

Durante el almacenamiento, los valores de L* aumentaron significativamente
(p<0,05) en las anillas sin irradiar desde 52,2+1,2 hasta 63,8+1,6 a los 22 dias, mientras
que L* de las anillas irradiadas no cambi6 durante el mismo periodo (Figura 4.3.9). A
partir del quinto dia, el valor de L* en las anillas control fue significativamente (p<0,05)
superior al de las muestras irradiadas, sin que hubiera diferencias entre las muestras
irradiadas con 1,8, 3,3y 5,8 kGy.
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Figura 4.3.9. Evolucion de L* en anillas de calamar durante almacenamiento a 4-5 °C. Error

estandar representado por barras. Letras distintas son significativamente diferentes debido al
tiempo de almacenamiento. Valores con * indican diferencias debido a la dosis.

El valor de b* aument6 desde -6,6+1,0 hacia la gama de amarillos en las anillas
sin irradiar hasta -3,3+1,4, siendo significativamente mayor (p<0,05) que el de las anillas
irradiadas a partir del dia 12 (Figura 4.3.10). En las anillas irradiadas b* se mantuvo sin
cambios durante 22 dias, variando entre -7 y -6 (p>0,05). No hubo diferencias entre las
muestras irradiadas con 1,8; 3,3 y 5,8 kGy, indicando que el valor de b* fue independiente

de la intensidad de dosis en las anillas irradiadas durante 22 dias.
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Figura 4.3.10. Evolucion de b* en anillas de calamar durante almacenamiento a 4-5 °C. Error
estandar representado por barras. Letras distintas son significativamente diferentes debido al
tiempo de almacenamiento. Valores con * indican diferencias debido a la dosis.
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Con respecto al parametro a*, no hubo cambios significativos en las anillas
irradiadas (p>0,05) mientras que en el control se observé una leve disminucion (p<0,05)

desde -2,6+1,2 hasta -4,8+0,8 durante el almacenamiento (Figura 4.3.11).
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Figura 4.3.11. Evolucion de a* en anillas de calamar durante almacenamiento a 4-5 °C. Error
estandar representado por barras. Letras distintas son significativamente diferentes debido al
tiempo de almacenamiento. Valores con * indican diferencias debido a la dosis.

Los valores iniciales de L*, a* y b* de las anillas de calamar utilizadas en esta
experiencia fueron menores a los hallados en las experiencias descriptas en las
Secciones 4.1 y 4.2. Esto se podria atribuir al tratamiento con poli-fosfatos, ya que las
soluciones utilizadas a nivel industrial para tubo y anillas de calamar suelen contener

también sustancias blanqueadoras.

El valor inicial de DE2000 (3,1) aumento significativamente (p<0,05) en las anillas
sin irradiar durante el almacenamiento, alcanzando un valor 12,3 el dia 22. A partir del
octavo dia de almacenamiento fue significativamente superior al de las anillas irradiadas.
De acuerdo con el comportamiento de los parametros L*, a* y b*, no hubo diferencias de
DE2000 entre las muestras irradiadas debido al tiempo de almacenamiento (p>0,05)
(Figura 4.3.12).
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Figura 4.3.12. Evolucién de DE2000 en anillas de calamar durante almacenamiento a 4-5 °C.

Error estandar representado por barras. Letras distintas son significativamente diferentes debido al
tiempo de almacenamiento. Valores con * indican diferencias debido a la dosis.

La irradiacion gamma permiti6 mantener las caracteristicas iniciales de color de
anillas de calamar durante 22 dias a 4-5 °C, mientras que los parametros de color
cambiaron significativamente en las anillas sin irradiar, con aumentos en los valores L* y

b*, y una leve disminucién en a*.

Los resultados hallados en las anillas sin irradiar estan de acuerdo con lo
observado en las experiencias anteriores y con lo informado por Lapa- Guimaraes et al.
(2001) en cuanto al aumento de L* y de b*. Sin embargo el comportamiento de a* fue
algo diferente, ya que el mismo mostré una tendencia decreciente con el tiempo de
almacenamiento mientras que en las experiencias anteriores aumento. El valor de a* esta
relacionado con la formacién de manchas rosas en calamar y se ha observado el
incremento de a* durante el deterioro del mismo, como fuera discutido en la Seccién 4.1.
En esta experiencia no se detectd la formacion de manchas rosas en las anillas
irradiadas ni en el control, lo que se podria explicar por la mejora y estabilizacién del color
debida al pre-tratamiento con poli-fosfato de sodio (Goncgalves & Ribeiro, 2008, 2009;
Knipe 2004; Lampila, 1993).

Con respecto a las anillas irradiadas, el comportamiento de los parametros de
color durante el almacenamiento fue diferente al observado en la experiencia detallada en
la Seccidén 4.1 que trata sobre la irradiacion preliminar, en la que se encontré que L*, a*y

b* aumentaban significativamente durante el almacenamiento a 4-5 °C, aunque en menor
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medida y mas tarde que en la muestra control. En esta experiencia, L*, a* y b* se
mantuvieron sin cambios en las anillas irradiadas, durante 22 dias de almacenamiento a

4-5 °C, posiblemente debido al tratamiento previo con poli-fosfato de sodio.

Las condiciones de esta experiencia (envasado al vacio junto con la irradiacion
gamma) redujeron los cambios en el parametro b*, el cual estaria también relacionado
con la oxidacién de lipidos. Asimismo, el tratamiento con poli-fosfato de sodio habria sido
efectivo para estabilizar el color al quelar iones metalicos que actian como co-factores
enzimaticos, inhibiendo la oxidacion de las grasas y los consecuentes cambios en b*. El
aumento de b* en las anillas sin irradiar se explicaria por la pérdida de frescura
relacionada con reacciones de deterioro bacterianas, como fuera observado en las
experiencias anteriores. La efectividad de la irradiacibon gamma para mantener los
pardmetros de color inalterados durante el almacenamiento tendria que ver con la

reduccion de la flora microbiana inducida por la irradiaciéon (Seccion 4.3.2.1).

La irradiacibn gamma en conjunto con el tratamiento previo con poli-fosfato de
sodio y el envasado al vacio evité los cambios de color asociados con el deterioro sin
inducir modificaciones en el color caracteristico de las anillas de calamar durante 22 dias
de almacenamiento a 4-5 °C.

Asimismo, fue Util para reducir la formacion de pigmentos amarillos, de manchas

rosas y de tintes blancos, disminuyendo las reacciones deteriorantes asociadas al color.

La irradiacion gamma aplicada comercialmente mejoro la calidad de un producto
de calamar minimamente procesado, demostrando que la vida util de este producto

podria extender sin modificaciones en el color caracteristico.

Asimismo, de la experiencia descripta en la Seccién 4.2, que trata sobre la
irradiacion definitiva, se desprende que la aceptabilidad sensorial de estas anillas no se
veria comprometida por la irradiacion a la intensidad de dosis aplicadas (1,8; 3,3 y 5,8
kGy), ya que se observé que la irradiacion a 8,4 kGy no produjo modificaciones en las
caracteristicas sensoriales de las anillas de calamar. Ademas, el envasado al vacio
disminuiria los cambios sensoriales causados por la irradiacion, en comparacién con el

envasado en atmosfera natural (Badr, 2012).
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4.3.3 Conclusiones parciales

La aplicacion comercial de la irradiacibn gamma mejor¢6 la calidad microbiolégica
de anillas de calamar tratadas por inmersion con poli-fosfatos y envasadas al vacio, al
disminuir las poblaciones de bacterias psicrétrofas y mesoéfilas y retardar el crecimiento
de coliformes totales y Staphylococcus spp. Se observé una reduccion dependiente con
la dosis, que permitié alcanzar menores recuentos microbianos a mayor intensidad de

dosis de irradiacion.

La produccién de NBVT durante el almacenamiento fue menor cuanto mayor fuera
la intensidad de la dosis aplicada, indicando un retardo en el deterioro, en concordancia
con los resultados microbiolégicos. Dosis mas altas permitieron retrasar la fase

exponencial de produccién, relacionada con el deterioro de origen bacteriano.

La irradiacibn gamma a dosis de 1,8; 3,3 y 5,8 kGy junto con la aplicacién de poli-
fosfato y el envasado al vacio permitieron mantener los pardmetros de color de las anillas

sin cambios durante 22 dias de almacenamiento a 4-5 °C.

La irradiacion comercial colaboré con la disminucion de la velocidad de las
reacciones del deterioro que llevan a la pérdida de calidad de estas anillas de calamar
llex argentinus minimamente procesadas, permitiendo extender la vida util de las

mismas.

De acuerdo a lo presentado se puede concluir que la irradiacion comercial de
anillas de calamar elaboradas industrialmente mediante un tratamiento con poli-fosfatos y
envasadas al vacio permitio obtener un producto de buena calidad microbiol6gica y
estable durante un mayor periodo de tiempo en comparacion con las muestras sin
irradiar, cuyas caracteristicas de color se mantuvieron inalterables durante 22 dias de
almacenamiento en refrigeracién. La dosis mas alta aplicada (5,8 kGy) permitié extender
el tiempo de estabilidad microbioldgica (bacterias psicrotrofas < 1x10° UFC/g) en mas de

24 dias en refrigeracion, comparando con el producto no irradiado.
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MODELADO DE LA INACTIVACION Y CRECIMIENTO DE BACTERIAS
PSICROTROFAS EN ANILLAS DE CALAMAR

4.4 Modelado de la inactivacion y crecimiento de bacterias psicrotrofas en anillas

de calamar

El objetivo de esta experiencia fue hallar modelos matematicos que describan la
inactivacion de la flora psicrotrofa producto de la irradiacibn gamma en anillas de
calamar, asi como el comportamiento de la flora sobreviviente durante el almacenamiento
en refrigeracién. Asimismo, desarrollar una expresion que permita predecir la vida util

alcanzada por el producto en funciéon de la dosis de irradiacion.

Para cumplir con tales objetivos, se analizé el efecto de la irradiacion gamma a
dosis de 0; 1,8; 3,3 y 5,8 kGy sobre la flora psicrétrofa en anillas de calamar (lllex

argentinus) envasadas al vacio, durante el almacenamiento a 4-5 °C.

Mediante una ecuacion cinética de primer orden se describié satisfactoriamente la
inactivacion de la flora psicrotrofica inducida por la irradiacion gamma para dosis entre 0 y
5,8 kGy.

El crecimiento de la flora sobreviviente durante el almacenamiento fue ajustado a
dos modelos matematicos empiricos: el modelo de crecimiento de Gompertz modificado
(Zwietering et al., 1990) y una expresion polinomial dependiente de la dosis de irradiacion
y del tiempo de almacenamiento. Ademas, se describio la influencia de la dosis de
irradiacion sobre los parametros cinéticos del modelo de Gompertz mediante polinomios
de segundo orden.

4.5.1 Tratamiento de la materia primay metodologia utilizada

Se trabajé con los resultados del desarrollo de bacterias psicrétrofas descriptos en
el Capitulo anterior (Seccidon 4.3).

Se model6 la inactivacién de la flora psicrétrofa inducida por la irradiacion gamma
y se determino del valor Dy, para dicho grupo microbiano, segun la metodologia descripta

en el Capitulo 3.
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Se model6 el crecimiento de la flora psicrétrofa durante el almacenamiento en
refrigeracion en funcion de la dosis de irradiacién y del tiempo de almacenamiento

mediante dos enfoques distintos, tal cual lo descripto en el Capitulo 3.

Se desarrollaron expresiones que permitieran hacer predicciones de la vida Gtil de
las anillas segun la dosis de irradiacion. El modelo que presenté el mejor ajuste fue

validado utilizando datos independientes de otra experiencia de irradiacion.

4.5.2. Resultados y discusion

4.5.2.1. Modelado de lainactivacion de la flora psicrotrofa

Como fue descripto con detalle en la Seccién 4.3, la irradiacibon gamma a 1,8; 3,3
y 5,8 kGy redujo significativamente (p<0,05) el recuento inicial de flora psicrétrofa (4,45
log UFC/g) a 3,50, 2,66 y <1 log UFC/g, respectivamente. Mientras tanto, la flora
psicrétrofa en las muestras sin irradiar fue de 4,51 log UFC/g el dia posterior a la
irradiacion.

El recuento de psicrétrofos de las muestras sin irradiar aumenté significativamente
(p<0,05) durante el almacenamiento en refrigeracion mientras que el crecimiento de la
flora sobreviviente en las muestras irradiadas fue retardado por la irradiacion en una

manera dependiente con la dosis.

En la Figura 4.4.1 se muestra la curva de supervivencia de la flora psicrétrofa,
producto de la inactivacion microbiana provocada por la irradiacion gamma. Alli se puede
ver que la relacion entre los logaritmos de las bacterias psicrotrofas luego de la
irradiacion y las bacterias iniciales depende linealmente de la dosis de irradiacion.

136



05
0,0—-
054
_1,0_-
_1'5_-

-2,0-

log (Nd/NO)

2,54
-3,04
-3,54

-4,0

o 1 2 3 4 5 6
Dosis de irradiacion (kGy)

Figura 4.4.1. Curva de supervivencia de la flora psicrotrofa en anillas de calamar irradiadas (media
+ error estandar, n=3).

A partir del andlisis de regresion lineal de los resultados experimentales se derivo

la Ecuacion 4.4.1:
Log N(d) = - 0,606*d + 4,572 Ecuacion 4.4.1

Esta ecuacion permitié describir satisfactoriamente (R?=0,998) la inactivacion de
las bacterias psicrotrofas, indicando que una cinética de primer orden representa
apropiadamente la respuesta de la flora psicrétrofa frente a la irradiacion gamma. Cuando
la dosis de irradiacion se aumenta en 1 kGy, se produce una reduccién logaritmica de
0,606 en el valor de recuento de psicrotrofos. A partir de esta relacion, se obtuvo el valor
de D, para la flora psicrétrofa como la inversa de la pendiente, de acuerdo a varios
autores (Aguirre et al., 2011; Bassen et al., 1989; Wang et al., 2010), indicando que 1,65
kGy provocan una reduccion de 1 ciclo logaritmico en la flora psicrétrofa de anillas de

calamar envasadas al vacio.

Como se menciond en la introduccién, son diversos los factores que influyen
sobre la resistencia microbiana a la inactivacion radio-inducida, como la composicion de
la matriz alimentaria, la temperatura y la atmosfera del envase. Es por este motivo que
existen diferentes valores de D;o para el mismo microorganismo en las referencias
bibliogréaficas. Si bien no se hallaron referencias de datos del valor de D,q para bacterias

psicrétrofas en anillas de calamar, Prachasitthisakdi et al. (1984) estudiaron la irradiaciéon
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de camarones congelados y a partir de los resultados de inactivacion de la flora

psicrétrofa se estimé un valor de D,o de 1,176.

Algunos autores han mencionado la presencia de “hombros” en las curvas tipicas
de supervivencia para la inactivacion bacteriana por irradiacién, los que son atribuidos al
dafo celular reparable cuando se aplican dosis bajas de irradiacién (Moseley, 1989; van

Gerwen et al., 1999). En este trabajo no se observo dicho comportamiento (Figura 4.4.1).

La Ecuacion 4.4.1 es util para predecir la inactivaciébn microbiana causada por la

irradiacion gama a dosis entre 0 y 5,8 kGy, conociéndose el recuento inicial de bacterias.

4.4.2.2. Modelado del crecimiento de bacterias psicrétrofas durante

almacenamiento en refrigeracion de anillas de calamar irradiadas.

4.4.2.2.1 Modelo empirico de crecimiento

La ecuacion de Gompertz modificada es un modelo empirico que ha sido
ampliamente utilizado para modelar el crecimiento microbiano (Gibson & Roberts, 1989).
Diversos trabajos indican que los resultados experimentales fueron modelados con mayor

precision utilizando dicha ecuacién en comparacién con otros modelos.

En la Figura 4.4.2 se muestran las poblaciones de psicrotofos determinadas
experimentalmente (puntos) en anillas de calamar irradiadas con 0, 1,8, 3,3y 5,8 kGy y
su ajuste al modelo de Gompertz modificado (linea continua). Alli se puede ver que los

resultados experimentales presentaron un comportamiento sigmoidal.
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Figura 4.4.2. Evolucion de bacterias psicrotrofas (log UFC/g) durante el almacenamiento en

refrigeracion de anillas de calamar tratadas con irradiacion gamma. Las lineas continuas
representan el ajuste del modelo de Gompertz modificado.

En la Tabla 4.4.1 se muestran los pardmetros del modelo de Gompertz (u, L, A),
el coeficiente de determinacion (R?), la raiz del error cuadratico medio (RMSE) y la
significancia (valor p) del modelo de Gompertz modificado ajustado a las curvas de
crecimiento experimentales de bacterias psicrétrofas en anillas de calamar irradiadas con
las distintas dosis. Los cuatro sets de datos experimentales (0; 1,8; 3,3 y 5,8 kGy) se
modelaron correctamente con el modelo de Gompertz, como lo indican la alta
significancia de los modelos ajustados (p < 0,0001), el bajo RMSE (< 0,23) y los altos
valores de R? (0,964 - 0,994).

Tabla 4.4.1. Parametros del modelo de Gompertz (u, L, A) ajustado a las curvas de crecimiento
experimentales de bacterias psicrétrofas en anillas de calamar irradiadas.

Dosis u L A R*>" RMSE Valorp

(kGy) (log UFC/g dias™) (dias) (log UFC/qg)

0 0,429 + 0,066 1,251 +0,865 5,181 +0,361 0,982 0,184 <0,0001
1,8 0,278 £ 0,044 1,206 +1,265 5,653+1,391 0,964 0,220 <0,0001
3,3 0,200 + 0,020 1,341+1,250 6,398+ 1,061 0,975 0,222 <0,0001
5,8 0,290 + 0,024 9,342+ 0,561 4,385+0,215 0,994 0,109 <0,0001

* Coeficiente de determinacién (R?), raiz del error cuadratico medio (RMSE) y significancia (valor
P)-

Otros autores han modelado satisfactoriamente los resultados experimentales de

crecimiento microbiano en alimentos utilizando el modelo de Gompertz (Castro, 2008;
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Giannuzzi et al., 1998; Huang, 2010; Lebert et al., 2000). En particular, Wang et al. (2006)
modelaron la cinética de crecimiento microbiano en lechuga irradiada utilizando la

ecuacion de Gompertz modificada.

El ajuste de la ecuacién de Gompertz modificada a los datos experimentales
indicé que la velocidad de crecimiento especifica (M) tendié a disminuir con mayores dosis
de irradiacion con respecto a las muestras sin irradiar. Sin embargo, pss key fue mas alta
que W33y ESte fendmeno se podria explicar por la seleccion de la flora inducida por la
irradiacién a una dosis mas alta (5,8 kGy). La inactivacion inicial de la flora predominante
causada por la irradiacion gamma habria permitido el posterior desarrollo de microflora
més radio-resistente, inicialmente inhibida por las especies predominantes. Este
comportamiento también fue explicado por Kodo (1990), basdndose en los resultados
hallados en filetes de caballa irradiados.

El efecto de la dosis de irradiacion sobre la fase lag (L) fue evidente en las anillas
irradiadas con la dosis mas alta aplicada, dado que la irradiaciéon con 5,8 kGy provoco un
aumento significativo de la fase lag de aproximadamente 8 unidades, mientras que dosis
de 1,8 y 3,3 kGy no causaron una extension considerable de la misma. La duracién de la
fase lag depende de una variedad de factores que incluyen la carga microbiana inicial y el
tiempo necesario para que los microorganismos se sobrepongan al dafo fisico inducido
por la irradiacion. El efecto de la irradiaciébn sobre los mismos es proporcional a la
intensidad de dosis aplicada, indicando que mayores intensidades de dosis causarian la
muerte microbiana y dafio celular en un mayor grado, por lo que la reduccién de la
poblacién bacteriana seria mayor, como fuera observado anteriormente. Las anillas
irradiadas con dosis mas altas tendran por lo tanto menores recuentos microbianos y
ademas, esta poblacion estard seriamente dafiada. Las células injuriadas necesitarian
mas tiempo para sintetizar las macromoléculas y reparar el dafio antes de poder llegar a
la division celular. Durante la fase lag no se observa un incremento en el nimero de
células, sin embargo, tienen lugar una cantidad significativa de actividades metabdlicas
dentro de la célula, asi como mecanismos de reparacién. Estas razones explicarian el
hecho que se haya observado una fase lag mas extensa en las anillas irradiadas con la
mayor intensidad de dosis, dado que la flora se vio reducida y la poblacion sobreviviente
inactivada, pero no muerta, estaria reparando el dafio causado por la irradiacién hasta

ser capaz de desarrollarse.

La relacion entre los pardmetros y, L y Ay la dosis de irradiacion fue determinada
mediante el ajuste de ecuaciones polinomiales de segundo orden (Figuras 4.4.3). Galati
et al. (2011) pudieron describir satisfactoriamente la influencia de la temperatura sobre
los parametros del modelo de Gompertz (uy, L y A) mediante polinomios de segundo
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orden al modelar el efecto de la temperatura y la actividad de agua sobre el crecimiento

de Aspergillus parasiticus en maiz.

De las Figuras 4.4.3 se desprenden las expresiones polinomiales que
presentaron el mejor ajuste para cada parametro:
u = 0,4329 — 0,1232d + 0,0169d* (R?=0,990)
L =1,4963 — 1,3812d + 0,4670d*> (R?=0,976)

A =5,0590 + 0,8392d — 0,1626d* (R*=0,865) Ecuaciones 4.4.2
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Figuras 4.4.3. Ajustes polinomiales de los parametros y, L y A en funcion de la dosis de
irradiacion.
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Al introducir los modelos polinomiales secundarios (Ecuaciones 4.4.2) en la
ecuacion de Gompertz (Ecuacién 3.4), asi como el modelo de inactivacion derivado de
los resultados experimentales (Ecuacion 4.4.1), se desarrollé el modelo completo de
Gompertz modificado (MCGM):

log N =-0.606d + 4,572 + (5.059 + 0.839d - 0.163d? ) exp E Ecuacion 4.4.3

Donde

c_ {_ o ((0.433 -0.123d+0.017d? ) e

059 + 0.8394-0.1630") (1.496-1.381d +0.467d —t)j +1}

d es la dosis de irradiacion (kGy), N es el recuento de bacterias psicrétrofas para una
dosis dada (log UFC/g), e es el numero de Euler y t es el tiempo de almacenamiento en
dias. Este modelo completo es util para predecir la poblacién de psicrétrofos cuando se

aplica dosis de irradiacion entre 0 y 5,8 kGy, si se conoce la poblacién microbiana inicial.

Las predicciones de las poblaciones microbianas hechas con este modelo

completo presentaron un EPr de 4,5%.

4.4.2.2.2. Modelo polinomial

Se propuso un modelo polinomial de orden 2 para analizar el ajuste de los datos a
una expresion matematica de mayor simplicidad que describiera la relacién entre el
crecimiento de las bacterias psicrétrofas en funcion de la dosis de irradiacion y del tiempo

de almacenamiento.

El analisis estadistico del modelo completo (Ecuacién 3.6) indicé que el término

cuadratico de la variable dosis (f;) no fue significativo para el modelo (p>0,05).
Asimismo, el modelo que mejor describié los datos experimentales (R* = 0,981) fue: y =

4,9330 - 0,8169 y, +0,2772 y, - 0,0018 2 - 0,0140 7, 7, (Ecuacion 4.4.4)

siendo “y” el recuento de psicrétrofos en log (UFC/Q) v y, Yy yx, las variables

independientes dosis y tiempo, respectivamente.
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En la Tabla 4.4.2 se detallan los resultados del analisis de varianza para el
modelo significativo (p<0,0001).

Tabla 4.4.2. Resultados del ANOVA para el modelo polinomial.

Coeficientes | Estimados | Error estandar | Valor p
B, 4,9330 0,1541 <0,00001
B -0,8169 0,0402 <0,00001
B, 0,2772 0,0189 <0,00001
B, -0,0018 0,0007 <0,1

B -0,0140 0,0029 <0,00001

En la Figura 4.4.4 se muestra la superficie predictiva producida por este modelo,
la cual presenta las diferentes velocidades de desarrollo de flora psicrétrofa durante el
almacenamiento y las mayores reducciones de la flora inicial alcanzada por dosis de

irradiacion mas altas, tal cual lo descripto por el modelo de inactivacion.

logCFU.q

10

Figura 4.4.4. Superficie predictiva de la flora psicrétrofa en anillas de calamar irradiadas durante
almacenamiento a 4-5 °C en condiciones de vacio.

Este modelo permite la estimacion de los recuentos de bacterias psicrétrofas para
una dosis dada con un 11,9% de EPr.

Los dos modelos permiten predecir con precision el comportamiento de la
poblacion de bacterias psicrotrofas en anillas de calamar envasadas al vacio tratadas con
irradiacion gamma, para un rango de dosis de 0 a 5,8 kGy.
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4.4.2.2.3. Predicciones de la vida util

La utilidad de los modelos aqui desarrollados se centra en la posibilidad de
predecir la vida Gtil de un producto de calamar minimamente procesado, cuando el mismo

se preserva mediante irradiacion gamma.

Con tal motivo, la vida util fue definida como la cantidad de dias en que la flora
psicrotréfica alcanzara un valor de 1x10° UFC/g (linea punteada en la Figura 4.4.2), el
cual es considerado como el maximo recomendado para pescado y molusco fresco
(ICMSF, 1983) y coincidente con la presencia de signos de deterioro (olor putrido,

manchas rosadas) en anillas de lllex argentinus (Secciones 4.1y 4.2).

A fin de hallar las expresiones que permitieran predecir la vida Gtil mediante
ambos modelos, la variable tiempo (t) fue expresada como funcién de la dosis de
irradiacién en el MCGM (Ecuacién 4.4.3) asi como en el modelo polinomial (Ecuacién
4.4.4). A su vez, log N fue reemplazado por log (1x10° UFC/g) y se calcularon distintos

tiempos de almacenamiento para dosis de irradiacion variando entre 0 y 5,8 kGy.

Las predicciones de ambos modelos junto con los resultados experimentales se
muestran en la Figura 4.4.5, donde se grafico la prediccion de la vida util, como dias a 4-
5 °C, en funcion de la dosis de irradiacion. En esta figura se pone en evidencia que
ambos modelos pueden predecir la vida util para dosis de 0, 1,8 y 3,3 kGy. Las
predicciones de la vida util calculadas utilizando el MCGM y el modelo polinomial

presentaron un EPr de 5,0% y 6,5%, respectivamente.
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Vida atil (dias a 4-5 °C)

o]
o

a
o

N
o

w
o

N
o

-
o

L dufR )

oe

o

t

O

u@—‘@

s 0@

0 1 2 3 4 5 6

Dosis de irradiacion (kGy)

Figura 4.4.5. Predicciones de la vida Gtil de anillas de calamar irradiadas. Datos experimentales
(A), ajuste del modelo completo de Gompertz modificado (¢) y del modelo polinomial (o).

Dado que la curva en la Figura 4.4.5 se vuelve asintética al eje “y” para dosis de
irradiacion mayores a 5,5 kGy, los modelos propuestos no permitieron predicciones

precisas de la vida util superando dosis de 5,3 kGy.

Este hecho concuerda con los resultados experimentales, ya que la curva de
crecimiento de psicrotrofos para 5,8 kGy tiende a mostrar una constancia en los
recuentos hacia el final de periodo de almacenamiento, indicando que los mismos no

alcanzarian el valor de 1x10° UFC/g (Figura 4.4.2).

Este comportamiento también fue observado para dosis de 4,8 kGy en las que las
bacterias psicrétrofas no superaron el valor de 1x10° UFC/g durante 77 dias de
almacenamiento en refrigeracion (Seccion 4.2). Esto indicaria que cuando se aplican
dosis de 5,8 kGy las bacterias psicrotrofas son injuriadas de tal manera que incluso si
fuesen capaces de reparar el dafio y crecer, la poblacion bacteriana no seria capaz de

superar el valor de 1x10° UFC/g.

Ambos modelos propuestos predijeron con precision el comportamiento de la flora
psicrotrofa y la vida util de anillas de calamar envasadas al vacio tratadas con irradiacion
gamma. Si se tiene en cuenta la simplicidad matemética de las expresiones, podria
considerarse que el modelo polinomial fuese una mejor opcion. Sin embargo, el EPr del
modelo polinomial para las predicciones de los recuentos microbianos (11,9%) y de la
del MCGM (4,5% y 5,0%,

respectivamente). Asimismo, si se considera disponibilidad del elevado poder de calculo

vida util (6,5%) fue en ambos casos superior al
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de los procesadores, la simplicidad matematica del modelo polinomial pareceria perder
relevancia en la actualidad.

Ademas, el MCGM tiene una base teérica y presentd menor error porcentual en

sus predicciones, por lo tanto, se procedié con la validacién del mismo.

4.4.2.2.4 Validacion del modelo completo de Gompertz modificado

El MCGM fue validado utilizando un set de datos independientes, que fue obtenido
a partir de la irradiacién de anillas de calamar con una dosis diferente (4,8 kGy) a las
utilizadas para ajustar el modelo (1,8, 3,3 y 5,8 kGy).

En la Figura 4.4.6 se muestra que las predicciones de recuentos de psicrotrofos
(log N) en anillas de calamar irradiadas con 4,8 kGy hechas por el MCGM vy los valores
experimentales presentaron una alta correlacion (R*=0,980), lo que indicaria una buena
performance del MCGM al utilizar un set de datos independiente. Ademas, la vida (util
(tiempo en alcanzar 1x10° UFC/g) que fue determinada experimentalmente en 28 dias,

fue estimada en 27,5 dias por el modelo propuesto.

Valores predichos por el MCGM
N

Valores experimentales de psicrétrofos

Figura 4.4.6. Correlacidn entre valores de bacterias psicrotrofas (log UFC/g) predichos por el
MCGM vy los hallados experimentalmente para anillas de calamar irradiadas con 4, 8 kGy.

Se debe mencionar que el modelo propuesto fue ajustado a partir de datos de
anillas envasadas al vacio mientras que la validacion del mismo se realizé con resultados

de anillas envasadas en atmédsfera de aire. La ausencia de oxigeno en el envase
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causada por el envasado al vacio aumentaria la resistencia microbiana a la irradiacion,
en comparacion con envases en atmosferas con oxigeno (Wills, 1985). Sin embargo, el
efecto radio-protector del vacio podria haber sido contrarrestado por la menor poblacion
inicial de bacterias psicrétrofas hallada en las anillas envasadas al vacio (2,8x10* UFC/g)
en comparacién con las envasadas en aire (3,5x10° UFC/g), ya que a menor cantidad
inicial de bacterias serian necesarias dosis menores para inactivar totalmente la
poblacion. El efecto inverso de estos dos fendbmenos sobre la flora microbiana del
producto irradiado habria sido tal que permitié al modelo predecir satisfactoriamente los

recuentos de psicrétrofos en las anillas de calamar envasadas con aire.

El MCGM propuesto en este trabajo es util para predecir la vida util de anillas de
calamar cuando se aplica la irradiacion gamma hasta 5,3 kGy para extender la vida util de

un producto de calamar fresco.

4.4.3. Conclusiones

La inactivacion de la flora psicrétrofa causada por la irradiacion gamma para dosis
entre 0 y 5,8 kGy, fue descripta satisfactoriamente por una cinética de primer orden, que

a su vez permitié estimar el valor D,y para estos microorganismos.

Las curvas de crecimiento de bacterias psicrétrofas en anillas de calamar
irradiadas durante almacenamiento a 4-5 °C fueron ajustadas a dos modelos empiricos:
un modelo polinomial y el modelo de Gompertz modificado, reemplazando sus

parametros por ecuaciones polindmicas dependientes de la dosis.

Ambos modelos propuestos predijeron con precision el comportamiento de la flora
psicrétrofa en anillas de calamar envasadas al vacio tratadas con irradiacibn gamma,
para un rango de dosis de 0 a 5,8 kGy. Asimismo, los dos modelos permitieron la
prediccion de la vida atil para dosis de hasta 5,3 kGy. Sin embargo, el error porcentual
promedio relativo del modelo polinomial fue en ambos casos mayor que el del modelo

completo de Gompertz.
Por lo tanto, el MCGM fue preferido por la mayor precision de sus predicciones, y

fue validado utilizando datos independientes de anillas de calamar irradiadas con 4,8
kGy.
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En este contexto, el modelo completo de Gompertz modificado propuesto podria
ser recomendado como una herramienta Util para predecir la extension de la vida util
alcanzada por dosis de irradiacion gamma de hasta 5,3 kGy en anillas de calamar

envasadas al vacio, durante el almacenamiento en refrigeracion.

Cabe mencionar que el uso del modelo propuesto permitiria reducir los costos y el
tiempo involucrados en los estudios preliminares de irradiacion de productos del calamar.
Este hecho reviste gran importancia para la industria pesquera, a la hora de estimar la
dosis necesaria segun el objetivo especifico que se persiga en el desarrollo de este tipo

de productos.

148



MODELADO DE LA PRODUCCION DE BASES NITROGENADAS VOLATILES
DURANTE EL ALMACENAMIENTO DE ANILLAS DE CALAMAR EN FUNCION DE LA
DOSIS DE IRRADIACION.

4.5 Modelado de la produccién de bases nitrogenadas volétiles durante el

almacenamiento de anillas de calamar en funcién de la dosis de irradiacion.

Como fuera mencionado en la Seccién 2.2, el NBVT es utilizado como un
indicador quimico de la pérdida de frescura en productos pesqueros frescos y
congelados, debido a lo simple y rapido de su determinacion, que permite realizarlo en la
mayoria de los laboratorios de las empresas e instituciones de control (Gokoglu et al.,
2004; Huss, 1995; LeBlanc & Gill, 1984; Shakila et al., 2003; Yeannes & Casales, 2008).

Dado que las curvas experimentales de NBVT en funcion del tiempo de
almacenamiento (4-5 °C) de anillas de calamar tratadas con distintas dosis de irradiacion
gamma presentaron cierto patrén sigmoidal, se plante6 la posibilidad de hallar un modelo
matematico que permitiera describir la generacion del NBVT en esas condiciones y

analizar su comportamiento en funcion de la intensidad de la dosis.

Para ello se decidi6 ajustar los datos experimentales de NBVT de anillas de
calamar lllex argentinus irradiadas con 0; 1,8; 3,3 y 5,8 kGy (Seccidén 4.3) al modelo de

crecimiento microbiano de Gompertz modificado de acuerdo a Zwietering et al., (1990).

Asimismo, se busco describir matematicamente la dependencia de los parametros
del modelo ajustado con la dosis de irradiacion a fin de hallar una expresion para predecir
la extension de la vida util inducida por la irradiacion gamma, a través de la utilizacion de

este indice quimico.

4.5.1 Tratamiento de la materia prima y metodologia utilizada

A fin de modelar la produccibn de NBVT en anillas de calamar durante el
almacenamiento a 4-5 °C, se trabajé con los resultados de NBVT de la experiencia de
irradiacion detallada en la Seccion 4.3, en la que se utilizaron anillas de calamar lllex
argentinus sin piel, pre-tratadas con poli-fostato de sodio, envasadas al vacio y tratadas

con irradiacion gamma a 0; 1,8; 3,3 y 5,8 kGy.
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Para ello, la produccion de NBVT en anillas de calamar durante el
almacenamiento a 4-5 °C fue ajustada al modelo empirico de crecimiento de Gompertz
modificado (Zwietering et al., 1990), en el que fue reemplazado el logaritmo de los
recuentos microbianos por el NBVT (Capitulo 3). También se describié la influencia de la
dosis de irradiacion sobre los pardmetros cinéticos del modelo mediante polinomios de
segundo orden para hacer un modelo completo (MC) que describiera el comportamiento

del NBVT en funcién de la dosis.

La validacién del modelo propuesto se llevdé a cabo utilizando un set de datos

independientes, de anillas irradiadas a 4,8 kGy (Seccion 4.2).

4.5.2. Resultados y discusion

4.5.2.1. Modelado de la produccion de NBVT durante el almacenamiento de anillas

de calamar irradiadas mediante el modelo de Gompertz modificado.

En la Figura 4.5.1 se muestran los resultados de la evolucién de NBVT en anillas

de calamar irradiadas con 0; 1,8; 3,3y 5,8 kGy.

El valor de NBVT (valor inicial 15,2 + 0,2 mg/100g) aumentdé durante el
almacenamiento tanto en el control como en las anillas irradiadas, pero a diferentes
velocidades de produccién dependiendo de la dosis de irradiacion. El efecto de la dosis
fue significativo (p<0,05) sobre la produccion de NBVT, hallandose menores valores de
NBVT a mayores dosis, para un mismo tiempo de almacenamiento. Luego de un periodo
de constancia, el NBVT fue significativamente mayor (p<0,05) entre las muestras con
diferente nivel de irradiacion, siguiendo el siguiente orden decreciente: 0> 1,8 >3,3>5,8

kGy, desde el dia 8 hasta el final del almacenamiento.

De acuerdo a lo mencionado previamente y de la observacién de la Figura 4.5.1
se puede apreciar que los resultados experimentales de NBVT para las anillas sin irradiar
y las irradiadas con 1,8 kGy presentan un patréon de comportamiento sigmoidal, lo que
permitié inferir que dichas curvas podrian ajustarse a un modelo de crecimiento

microbiano, como el de Gompertz modificado por Zwietering et al. (1990).

El ajuste de los 4 sets de datos experimentales (anillas irradiadas con 0; 1,8; 3,3y
5,8 kGy) a la ecuacién de Gompertz modificada esta representado por las lineas

continuas en la Figura 4.5.1.
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Figura 4.5.1. Evoluciéon del NBVT (mg 100g™) durante el almacenamiento en refrigeracion de
anillas de calamar tratadas con irradiacion gamma (media * error estandar, n=3). Las lineas

continuas representan el ajuste del modelo de Gompertz modificado.

En la Tabla 4.5.1 se muestran las estimaciones de los parametros del modelo de

Gompertz (u, L, A), el coeficiente de determinacion (R?) del ajuste y la significancia (valor

p) del modelo de Gompertz modificado ajustado a las curvas experimentales de

produccion de NBVT en anillas de calamar irradiadas.

Los cuatro sets de datos experimentales, es decir, los resultados de NBVT en las

anillas irradiadas con 0; 1,8; 3,3 y 5,8 kGy, se modelaron correctamente con el modelo de

Gompertz, como lo indican la alta significancia de los modelos ajustados (p < 0,0001), el
bajo RMSE (<4) y el elevado R? (0,98 - 0,99).

Tabla 4.5.1. Parametros del modelo de Gompertz (u, L, A), coeficiente de determinacion (Rz) y
significancia (valor p) del modelo de Gompertz modificado ajustado a las curvas experimentales de

produccion de NBVT en anillas de calamar irradiadas.

A
(mg 100g™)

RZ

RMSE Valor p

Dosis M L
(kGy) (mg 100g™ dias™) GIES)

0 20,01+1,72 6,58 £ 0,18
1,8 9,19+0,76 8,66 = 0,56
3,3 5,04 £ 0,36 9,22 £ 0,69
5,8 0,73 £0,07 1,53+ 0,96

150,99 + 3,95
142,54 + 6,49

118,02 + 14,73
20,54 + 2,55

0,997
0,996
0,991
0,983

3,87
3,94
3,21
0,64

< 0,0001
< 0,0001
< 0,0001
< 0,0001
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La velocidad de produccién de NBVT (u) disminuyé significativamente con
mayores intensidades de dosis de irradiacién. Dosis de 5,8; 3,3 y 1,8 kGy redujeron p en
19, 15 y 11 unidades, respectivamente, en comparacion con la velocidad observada en

las anillas sin irradiar.

Asimismo, el valor de NBVT mas alto alcanzado durante el almacenamiento (A)
también fue menor a mayor intensidad de dosis aplicada, siendo 120 unidades menor en

las anillas irradiadas con 5,8 kGy, en comparacion con las anillas sin irradiar.

El parametro L (tiempo en que no hubo cambios en el valor de NBVT) present6
una tendencia a aumentar con la mayor intensidad de dosis, salvo en las anillas
irradiadas con 5,8 kGy. En ese caso, se observd una disminucion de mas de 4 dias en L
en comparacién con las anillas sin irradiar. Si bien se observd produccion de NBVT
algunos dias antes en las muestras 5,8 kGy, la velocidad de la misma fue muy baja (0,73

mg 100g™ dias™) en comparacion con la de las anillas sin irradiar.

Con respecto al modelado del comportamiento del NBVT en productos pesqueros
se ha encontrado que se utilizaron ecuaciones de primer orden durante el
almacenamiento a 0, 5, 10 y 15 °C de filetes de besugo deshidratados osmoticamente
(Tsironi et al., 2009), observandose una disminucién de la velocidad de produccion de
NBVT a mayores concentraciones de maltodextrina en la solucion, pero no fueron

hallados otros modelos en relaciéon al NBVT en productos pesqueros irradiados.

Los parametros de la ecuacion de Gompertz fueron ajustados a ecuaciones
polinébmicas de segundo orden, para hallar modelos secundarios dependientes de la

dosis de irradiacion.

En las Figuras 4.5.2 se muestra dicho ajuste para los parametros A, J y L, cuyas
expresiones polinémicas y coeficiente de determinacion fueron:
U =19,794 - 6,449d + 0,558d” (R*= 0,995)
A= 150,33 + 5,449d - 4,786d° (R*=0,999)
L = 6,391 + 2,691d - 0,605d® (R*=0,981) (Ecuaciones 4.5.1)

Introduciendo las Ecuaciones 4.5.1 en la Ecuacion 3.7 (Capitulo 3, NBVT =
NBVT, + Aexp [-exp(ue/A(L — t)) + 1] ), se desarroll6 el modelo completo de Gompertz
(MC), cuya expresion estd definida por la Ecuacién 4.5.2, la cual se presenta a

continuacion:
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NBVT = NBVT, + (150,330 +5,449d 4,786d? ) exp E (Ecuacion 4.5.2)

donde

. _{_ o ((19,794-6,499d+0,558 a2 )e

1= (6,391+2,691d 0,605d —t) |+1
(150,330 + 5,449d - 4,786d? )

Este modelo propuesto permitio hacer predicciones precisas, con un EPr del
6,2%, de los valores de NBVT en anillas de calamar tratadas con irradiacion gamma entre
0y5,8 kGy.

En la Figura 4.5.3 se presenta el grafico de los valores experimentales y los
predichos por el modelo, los cuales presentaron una alta correlacion, indicada por el alto

coeficiente de determinacion (R? = 0,993).
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Figuras 4.5.2. Ajustes polinomiales de los parametros y, L y A en funcidn de la dosis de
irradiacion.
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Figura 4.5.3. Correlacion entre valores experimentales de NBVT y los predichos por el modelo
propuesto.

4.5.2.2. Validacion del modelo completo

A fin de validar el modelo propuesto, se utilizaron datos independientes de una
experiencia diferente en la que anillas de calamar fueron irradiadas con 4,8 kGy y
analizadas durante el almacenamiento en refrigeracion los dias 0, 1, 5, 8, 13, 16, 19, 22,
26, 33, 40, 47, 54, 62,68y 77 (Seccién 4.2).

Se utiliz6 el modelo completo propuesto para estimar los valores del NBVT
durante el almacenamiento de las anillas irradiadas con 4,8 kGy, hallandose que el
mismo estimo los valores de NBVT con un 6,7% de EPr. Asimismo, se pudo comprobar

una alta correlacion entre los valores predichos y experimentales (Figura 4.5.4, R* =
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0,928), lo que indicaria la utilidad del modelo propuesto para predecir con precision el
comportamiento del NBVT en anillas de calamar irradiadas, durante el almacenamiento
en refrigeracion.
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Figura 4.5.4. Correlacion entre valores de NBVT predichos por el MC y los hallados
experimentalmente para anillas de calamar irradiadas con 4,8 kGy.

Estos resultados indican que el modelo propuesto permite estimar el
comportamiento de un indicador quimico del deterioro, como el NBVT, cuando se aplica
irradiacion gamma en anillas de calamar con el propésito de extender el tiempo de

comercializacion.

4.5.3. Conclusiones

Fue factible hallar un modelo para describir la produccion de NBVT durante el
almacenamiento en refrigeracién de anillas de calamar tratadas con irradiacibn gamma,
mediante una ecuacion utilizada para crecimiento microbiano, cuyos pardmetros fueron
modelados en funcién de la dosis de irradiacion utilizando polinomios de segundo orden.
De esta manera se desarrollé6 un modelo completo que permitié estimar con un 6,2 % de
error relativo promedio porcentual el valor de NBVT durante el almacenamiento en anillas

de calamar irradiadas con dosis de irradiacion gamma entre 0 y 5,8 kGy.
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Se pudo observar una fuerte dependencia de velocidad de produccion de NBVT
con la dosis de irradiacion. A mayor intensidad de dosis, mas significativa fue la

disminucion de la velocidad de produccion de NBVT

Asimismo, se llevé a cabo satisfactoriamente la validaciéon del modelo completo
utilizando los resultados de una experiencia independiente en la que se aplicaron 4,8 kGy

de irradiacion gamma en anillas de calamar lllex argentinus.

El modelo desarrollado es util para predecir el efecto de distintas dosis de
irradiacién gamma en anillas de calamar sobre un parametro de frescura relacionado con
el tiempo de comercializacion (NBVT) mediante una determinaciéon quimica cuya técnica

resulta simple y rapida.
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4.6 Conclusiones generales del Capitulo 4

Sobre la base de los resultados de las experiencias anteriores se puede concluir que:

A Lairradiacion gamma inactivd microorganismos deteriorantes y retard6 reacciones
de deterioro sin modificar las caracteristicas de color y la aceptabilidad sensorial

de anillas de calamar lllex argentinus, con dosis de hasta 8,4 kGy.

A Las anillas irradiadas fueron muy bien aceptadas entre los panelistas, y su
aceptabilidad con una dosis de 8,4 kGy se mantuvo constante hasta 68 dias en

refrigeracion, 10 veces mas que el control.

A Fue posible, dentro del rango de dosis estudiado, determinar una dosis minima (4
kGy) de irradiacion que permite mejorar la calidad microbiol6gica y extender el
tiempo de almacenamiento de anillas de calamar lllex argentinus, sin afectar sus

caracteristicas sensoriales.

A Se comprobd la factibilidad practica de aplicar a anillas de calamar una dosis de 4
kGy, teniendo en cuenta la disposicion del CAA, que permite una uniformidad de
dosis sea tal que la dosis maxima sea menor o igual al doble de la minima,
logrando obtener un producto sensorialmente aceptable con dosis de hasta 8,4
kGy.

A De esta manera, es factible mediante la aplicacion de la irradiacion gamma a 4
kGy, obtener un producto fresco de calamar, con una muy buena aceptabilidad
sensorial y un tiempo de almacenamiento que supera en al menos 5 veces el del

producto que existe en la actualidad.

A También fue factible extender el tiempo de comercializacién de anillas de calamar
tratadas con poli-fosfatos y envasadas al vacio, tal como son procesadas
industrialmente, observandose una mejora de los parametros de color durante el
almacenamiento, asi como un efecto protector del envasado al vacio sobre la

inactivacion microbiana.

A Las diferentes experiencias de irradiacién realizadas con anillas de calamar
permitieron demostrar que la irradiacibon gamma es efectiva para extender el

tiempo de almacenamiento de anillas de calamar frescas, con o sin tratamiento
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previo con soluciones comerciales de poli-fosfato de sodio, sin que disminuya su

aceptabilidad sensorial.

Estos resultados son de suma relevancia para la industria pesquera argentina, y
de Mar del Plata (por su cercania al CNEA), ya que le otorga la posibilidad de
aplicar una tecnologia de preservacion que quintuplica el tiempo de
comercializacién de este tipo de productos, lo que le permite abarcar nuevos

mercados.

Se model6 la inactivaciébn microbiana causada por la irradiacion y se obtuvo un
modelo matematico del comportamiento microbiano en funcién de la dosis de
irradiacion durante el almacenamiento refrigerado de las anillas de calamar. Este
modelo permitié predecir la vida til microbiolégica de las anillas de calamar
cuando son tratadas con dosis hasta 5,3 kGy, con un error relativo porcentual

menor al 6%.

Se logré modelar la produccién de bases nitrogenadas volatiles (indice quimico
del deterioro) en funcion de la dosis de irradiacién, durante el almacenamiento de

las anillas.

A su vez, los resultados de esta tesis se consideran un importante aporte para el
conocimiento de la tecnologia de irradiacién, que si bien se esta estudiando hace
mas de 6 décadas y actualmente es aplicada en mas de 57 paises, su aplicacién
a nivel industrial continta siendo incipiente, debido entre otras cosas, al temor que

genera la palabra irradiacion, como a la falta de armonizacién en las legislaciones.
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CAPITULO 5

Marinados de anchoita
tratados con irradiaciéon
gamma.

Aspectos microbioldgicos,

fisicoqguimicos y sensoriales.
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En este Capitulo se describen las experiencias de irradiacién llevadas a cabo con
filetes marinados de anchoita (Engraulis anchoita) envasados al vacio y almacenados a
4-5 °C. En las mismas se utilizaron marinados elaborados con soluciones acuosas con

diferentes concentraciones de acido acético (7% y 3% p/v).

Las dosis de irradiacion utilizadas fueron seleccionadas en base a investigaciones
previas de otros autores sobre la irradiacion de productos pesqueros. Se han hallado
resultados que indican que dosis aplicando dosis de hasta 7 kGy se han logrado
extensiones importantes de la vida comercial de estos productos (Arvanitoyannis et al,
2010; Foley, 2006; IAEA, 2000; Lescano et al., 1990).

Ademas, se considerd que las otras barreras utilizadas para preservar el producto
(marinacién, envasado al vacio y refrigeracion) permitirian la aplicacién de dosis bajas de

irradiacion para extender la vida util del producto.

Actualmente en el pais, el ente regulador SENASA establece una vida util de 6
meses en refrigeracion para los marinados de anchoita. Dado que este es un producto
relativamente nuevo en la industria nacional, no existe una gran experiencia sobre el
mismo, ni amplios antecedentes que permitan fijar un limite cientifico. Este tiempo ha sido
determinado generalizando los resultados definidos por las mismas empresas, algunos
trabajos de investigacion y teniendo en cuenta la experiencia espafiola. Sin embargo, no
se ha considerado que cada empresa elabora los mismos de acuerdo a su propio
proceso, lo que suele involucrar el uso de distintas concentraciones de acido y sal en la
solucién de marinacion, con las consecuentes diferencias en la intensidad del efecto
preservativo. La base fundamental para el tiempo de vida util definido ha sido la inocuidad
del producto, la que se encuentra cubierta con los procesos normalmente utilizados y el
tiempo mencionado. Lo que no ha sido adecuadamente considerado es la calidad y
aceptabilidad del producto y las modificaciones de estas caracteristicas durante el

almacenamiento cuando sufren modificaciones las variables de proceso.
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IRRADIACION DE MARINADOS DE ANCHOITA ELABORADOS EN SOLUCION DE
MARINACION CON 7 % DE ACIDO ACETICO

5.1 Irradiacién de marinados de anchoita elaborados con 7 % de acido
acético

Se analiz6 el efecto de la irradiacion gamma a 0, 1,8 y 3,3 kGy sobre parametros
microbioldgicos, fisicoquimicos y el color de marinados de filetes de anchoita (E.
anchoita) envasados al vacio durante 20 meses de almacenamiento en refrigeracion, a fin
de determinar el efecto de la misma sobre el tiempo de comercializacion de este

producto.

Los marinados fueron elaborados con una solucién acuosa de marinacion que
contenia un 7% de acido acético (M7), a los cuales de les determiné la acidez, el pH, la
actividad de agua (ay), el NBVT, la cuantificacion y oxidacion de lipidos, el perfil de &cidos
grasos y el color. Asimismo, se cuantificaron bacterias psicrotrofas y mesdfilas totales,
coliformes totales, Staphylococcus spp., CSR y mohos y levaduras.

5.1.1 Tratamiento de la materia primay metodologia utilizada

Ejemplares de Engraulis anchoita capturados en el mes de julio, de 14,0 £ 1,1 cm
de longitud y 19,4 £ 2,3 g de peso, fueron congelados y almacenados a -18 °C durante 4
meses. Luego fueron descongelados, lavados, descabezados, eviscerados, se les
efectud el corte de la cola y se obtuvieron 2 filetes de cada uno. Todas estas operaciones
fueron llevadas a cabo en una planta de procesamiento (Mar del Plata), como se indica
en el diagrama de flujo del Capitulo 3. Esta planta elabora este producto en las

condiciones mencionadas, para mercado interno y para exportacion.

Imagen 5.1.1. Filetes de anchoita obtenidos en una empresa marplatense previo a la etapa de
marinacion.
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Alli, los filetes se marinaron con una soluciéon acuosa que contenia acido acético
(7% plv), NaCl (10% p/v) y é&cido citrico (0,2% p/v) en una relacion filete:solucion 1:1,
durante 2 dias a 16 °C seguidos por 3 dias a 5 °C.

Posteriormente los filetes fueron retirados del bafio de marinacion vy
acondicionados mediante pafios de liencillo formando packs para permitir su
centrifugacion, la que se realizd en un equipo industrial, durante 1 minuto a 2800 rpm.

Las muestras fueron transportadas (mantenidas a 4-5 °C) al laboratorio, donde
mas de 100 muestras de 140 + 2 g de filetes (aproximadamente 28 filetes) se envasaron
al vacio en una maquina Minimax 430M (Servivac, Argentina) en bolsas de PEBD/PA
selladas con calor (Cryovac®, espesor = 125 um, velocidad de transferencia de oxigeno
= 35 cc/m?/24h:; velocidad de transferencia de vapor de agua = 9 g/ m%/24h).

o
-
i

Imagen 5.1.2. Filetes de anchoita marinados con una solucién con 7% de acido acético,
envasados al vacio.

Posteriormente éstas fueron transportadas (mantenidas a 4 + 1 °C) al Centro
Atémico Ezeiza donde se irradiaron con 1,8 y 3,3 kGy (dosis minimas absorbidas) con
una uniformidad de dosis Dmax/Dmin = 1,15, de acuerdo a lo descripto en el Capitulo 3.
Se utilizaron dosimetros Amber Perspex.

Las muestras irradiadas y las no irradiadas (control, 0 kGy) fueron almacenadas a
4-5 °C durante 20 meses y analizadas previo a la irradiacion y en los dias 1, 90, 175, 425
y 602 posteriores a la misma. Se conté con 6 muestras para cada dosis y cada fecha de
andlisis a fin de realizar el experimento por duplicado.

Los resultados se analizaron mediante ANOVA de dos factores: dosis (0, 1,8y 3,3

kGy) y tiempo de almacenamiento (00 -previo a la irradiacion-, 15 dias y 3, 6, 14 y 20

meses) (Capitulo 3).
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5.1.2 Resultados y discusién

5.1.2.1. Actividad de agua (a,), acidez (% de acido acético) y pH

La a,, de los filetes de anchoita marinados antes de ser aplicada la irradiacion fue
0,967 £ 0,04. Este resultado concuerda con los resultados obtenidos por Cabrer et al.
(2002) en filetes marinados de E. anchoita. La menor actividad de agua en comparacion
con la de la anchoita sin marinar (0,989 * 0,03) se explica por la sal agregada (NaCl) que
tiende a difundir dentro del masculo en un flujo inverso al del agua hasta alcanzar la
concentracion de equilibro, provocando el descenso en la a, (Cabrer et al., 2002;
Capaccioni et al., 2011; Meyer, 1965).

La aplicacion de 1,8 y 3,3 kGy no tuvo un efecto significativo (p>0,05) sobre la a,
de los marinados. Resultados similares fueron hallados en calamar salado fermentado
tratado con irradiacibn gamma (Byun et al., 2000) y en musculo de Cololabis saira semi-
seco, en el que la a,, se mantuvo en 0,94 luego de la irradiacion con 5y 7 kGy (Woon Lee
et al., 2002).

Antes del tratamiento de irradiacion, la acidez de los filetes marinados fue 2,52 +
0,08 g de acido acético/100g de filete. Valores similares fueron hallados en diversos
productos pesqueros marinados como Sardina pilchardus, elaborada con 7% de acido
acético (Kilinc & Cakli, 2004). Este aumento de la acidez en comparacion con la anchoita
sin marinar (0 g acido acético/100g) se explica por el fenébmeno de difusion del acido
acético hacia el interior del musculo de pescado hasta alcanzar el equilibrio, similar al
comportamiento del NaCl (Cabrer et al., 2002; Cappaccioni et al., 2011; Meyer, 1965).
Luego de la irradiacién, la acidez fue 2,65 + 0,07 g de acido acético/100g, indicando que

no tuvo efecto significativo (p>0,05) sobre ésta.

El valor promedio inicial de pH de los marinados sin irradiar y los irradiados con
1,8 y 3,3 kGy fue de 3,97 + 0,03, no observandose un efecto significativo (p>0,05) de la
irradiacién gamma sobre el mismo. En la anchoita fresca sin marinar se determiné un pH
de 6,41, similar a los valores hallados por Cabrer et al. (2002) y Capaccioni et al. (2011).
La disminucion del pH en comparacién con el del filete sin marinar se explica por el
aumento de la acidez debido a la difusion del acido acético hacia el interior del musculo.
El pH de todos los marinados irradiados y sin irradiar se mantuvo sin modificaciones

significativas durante 20 meses de almacenamiento en refrigeracion. Los resultados
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hallados en los marinados sin irradiar (control) coinciden con lo observado por Gékoglu et
al. (2004) quienes no encontraron cambios significativos en el pH de marinados de

sardina durante 5 meses de almacenamiento en refrigeracion.

5.1.2.2 Aspectos microbioldgicos

El recuento inicial de bacterias mesofilas y psicrétrofas en las anchoitas enteras
descongeladas previo a la marinacién fue 7,5x10° y 5,0x10° UFC/g, respectivamente.
Valores similares han sido observados por Fuselli et al. (1994) en Engraulis anchoita
congelada y por Gunsen et al. (2011) en Engraulis encrasicholus. No se detectd la

presencia de Staphylococcus aureus ni clostridios sulfito-reductores.

Luego del procesamiento de las muestras (ver diagrama de flujo de la Seccidn
3.1.2), en los filetes marinados la poblacién de bacterias aerobias mesoéfilas se redujo a
3,8x10° UFC/g y no se detectaron bacterias psicrotrofas (<10 UFC/g). Esto fue debido a
los principios preservativos de las marinacién, como fuera observado por diversos
autores en productos pesqueros marinados (Fuselli et al., 1994; Kilinc & Cakli, 2004;
Sallam et al., 2007). En particular, Giinsen et al. (2011) observaron un efecto similar al de
este trabajo en E. encrasicholus, donde los recuentos iniciales de bacterias aerobias
meso6filas (48x10% UFC/g) y bacterias psicrétrofas (19x10° UFC/g) fueron reducidos a
57x10% UFC/g y <10 UFC/g, respectivamente, como resultado de la marinacién. El &cido
acético es un acido débil que, de acuerdo a su concentracion, puede provocar la
disminucion del pH por debajo del rango de crecimiento de distintos grupos bacterianos
(Jay, 2000; Lick, 1990). La proporcién de acido no disociado aumenta al disminuir el pH,
por lo que se vuelve mas activo cuanto menor es el valor del pH pudiendo atravesar la
membrana celular de los microorganismos, donde acidifica el citoplasma y provoca la
desnaturalizacion de las proteinas (Baird-Parker, 1980; Luck, 1990). Considerando este
comportamiento y teniendo en cuenta las caracteristicas sensoriales agradables que le
confiere al producto final, es que este acido es utilizado casi con exclusividad en la
marinacién de Engraulis anchoita (Yeannes, 2006). La mayoria de los productos
pesqueros comercializados, son elaborados en base a vinagre o &cido acético
(Borgstrom, 1968; Yeannes & Casales, 1995).

La sal (NaCl) inhibe el crecimiento microbiano al restringir la cantidad de agua
disponible por efecto de la disminucion de la actividad de agua (Kilinc & Cakli, 2004;
Sallam et al., 2007). Por lo que el principio de conservacion de los marinados estaria

dado por la accién combinada de la disminuciéon del a, (utilizacién de CINa), la
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disminucion del pH y el efecto de la parte no disociada de los acidos organicos (Yeannes,
2006).

La evolucion de las bacterias mesofilas durante el almacenamiento de filetes

marinados de anchoita envasados al vacio e irradiados se muestra en la Figura 5.1.1.

Bacterias aerobias meséfilas

\\&6 Q > o > AN
© Tiempo (Meses)
\\
N | mOkGy H1,8kGy Mm33KkGy |

Figura 5.1.1. Evolucion del recuento de bacterias mesdéfilas en marinados de anchoita envasados
al vacio e irradiados, durante el almacenamiento a 4-5 °C (media + error estandar, n=2). Letras
iguales (x) indican diferencias no significativas debido a la dosis. Letras diferentes (a, b) indican

diferencias significativas en el BAM debido al tiempo (p<0,05).

El recuento inicial de bacterias aerobias mesofilas (BAM) de los filetes marinados
de anchoita fue 3,8x10° UFC/g. Este valor es similar al observado por Fuselli et al. (1994)
en anchoita (E. anchoita) marinada. La irradiacion gamma a 1,8 y 3,3 kGy redujo
significativamente (p<0,05) este valor por debajo del limite de deteccion (< 10 UFC/Q).

En los marinados sin irradiar el recuento de BAM aumento significativamente
(p<0,05) durante el almacenamiento a 4-5 °C, alcanzando un valor de 7,95x10? UFC/g, a
los 3 meses. De acuerdo a Fuselli et al. (1998), esto corresponderia a la flora tipica del
producto marinado. La poblacion bacteriana que no fue completamente inactivada por la
marinacién podria desarrollarse durante el almacenamiento de acuerdo con su capacidad
de adaptacion al medio acido (Fuselli et al., 1998). Este comportamiento también fue
mencionado por Kilinc & Cakli (2005) quienes en sardina marinada elaborada con 7% de
4cido acético y almacenada a 4 °C reportaron valores de 23x10° y 45 x10* UFC/g de
bacterias mesdfilas y psicrétrofas, respectivamente.

Para productos pesqueros preservados con vinagre se recomienda un valor
maximo aceptable de recuento total de bacterias de 10° UFC/g (Moragas Encuentra & De
Pablo Busto, 2008), valor que no fue alcanzado en ninguna de las muestras (irradiadas o

sin irradiar), durante 20 meses en refrigeracion.
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En el presente trabajo, en las muestras control (sin irradiar) las BAM mostraron
una tendencia a decrecer a partir de los 6 meses y no fueron detectadas posteriormente
(20 meses en refrigeracién). Esto se explicaria por el efecto de las distintas barreras
utilizadas para preservar el producto, como la adicién de sal y de acido organico, el
envasado al vacio y la refrigeraciéon, sobre la homeostasis de los microorganismos. De
acuerdo con Leistner (2000), los microorganismos utilizan su energia para reparar los
mecanismos a fin que su homeostasis se sobreponga al ambiente hostil, pudiendo usar

completamente su energia hasta quedar exhaustos y morir.

El desarrollo de BAM fue inhibido en las muestras tratadas con irradiacion gamma
(1,8 y 3,3 kGy) durante 20 meses de almacenamiento a 4-5 °C, sin que se observaran
diferencias entre las dosis aplicadas. El recuento de este grupo en los marinados control
fue significativamente mayor (p<0,05) que el de las muestras irradiadas inmediatamente

luego de aplicada la irradiacién y durante 6 meses de almacenamiento (4-5 °C).

Estos resultados muestran que la aplicacién de 1,8 kGy de irradiacion gamma fue
suficiente para inhibir el desarrollo de la flora meséfila durante 20 meses de
almacenamiento en refrigeracion, mejorando la calidad microbiologica de los marinados

de anchoita envasados al vacio.

No se detectaron (<10 UFC/g) bacterias psicrétrofas, ni hongos y levaduras,
clostridios sulfito-reductores, coliformes totales ni fecales, ni Staphylococcus spp. en los
marinados irradiados o sin irradiar, envasados al vacio, durante 20 meses de

almacenamiento en refrigeracion.

Si bien no se han encontrado antecedentes de experiencias de irradiacion
realizadas a productos pesqueros marinados, los resultados obtenidos en esta tesis son
coincidentes con los comportamientos obtenidos en trabajos realizados en otros
productos pesqueros irradiados que fueran mencionados con anterioridad (Capitulo 4).
Por ejemplo, Chouliara et al. (2004) hallaron reducciones de mas de 3 ciclos logaritmicos
en Sparus aurata salado e irradiado con 3 kGy. A su vez, Narvaiz et al. (1989) observaron
que 3,3 kGy de irradiacion gamma permitieron extender la vida comercial de filetes de
merluza Merluccius hubbsi al reducir las poblaciones de bacterias psicrotrofas vy

mesofilas.

De estos resultados se desprende que los bajos recuentos de bacterias meséfilas

hallados en los marinados y la ausencia de bacterias psicrotrofas y de mohos y levaduras
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muestran una importante estabilidad del producto sin irradiar que seria consecuencia de
la accién preservativa de la marinacién con 7% p/v de acido acético. La marinacion en
solucion de acido acético provocd descenso del pH del musculo a un valor de 3,97+0,03,
valor que afecta e inhibe el desarrollo de diversos grupos microbianos. Efectos similares
fueron descriptos por Kilinc & Cakli (2004), quienes determinaron que los recuentos de
microorganismos viables totales, las bacterias psicrétrofas y hongos y levaduras fueron
inhibidos en sardinas crudas por el tratamiento con una solucién de marinaciéon con 7%
de &cido acético y 14% de NaCl. Asimismo, Fuselli et al. (1994) encontraron que la
marinacion de E. anchoita congelada inhibi6 el crecimiento de bacterias mesdfilas y

psicrotrofas en estos productos.

Ademas, el envasado al vacio pudo colaborar con el efecto preservativo de la
marinacién. Dado que el envasado al vacio implica la eliminacién del aire (y del oxigeno
que éste contiene) de la atmédsfera del alimento, esta reduccion del oxigeno circundante
disminuye la velocidad de desarrollo microbiano y las reacciones de oxidacion de lipidos,
favoreciendo el incremento de la vida util (Parry, 1993; Phillips, 1996). El envasado al
vacio ha probado ser efectivo para extender la vida util de diversos productos pesqueros
como sardina (Sardina pilchardus) (Ozogul et al., 2004) y caballa (Scomber colias
japonicus) (Stamatis & Arkoudelos, 2007). Asimismo, Mbarki et al. (2009) observaron una
extension de la vida util de caballa (Scomber japonicus) causada por el efecto combinado

del envasado al vacio y la irradiacion gamma.

Ademas de la estabilidad de producto sin irradiar, se observé que la dosis 1,8 kGy
de irradiacion gamma inactivo la flora mesdfila de los marinados, inhibiendo su desarrollo
durante 20 meses en refrigeracion.

5.1.2.3. Nitrégeno bésico volatil total (NBVT)

La evolucion del NBVT en los filetes marinados durante el almacenamiento en

refrigeracion se muestra en la Figura 5.1.2.
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Figura 5.1.2. Evolucion de NBVT en los marinados de anchoita durante almacenamiento a 4-5 °C.
Letras diferentes indican diferencias significativas debido al tiempo de almacenamiento. * indica
valores de NBVT superiores debido al efecto de la dosis de irradiacién (media + error estandar,

n=2, p<0,05).

Antes de la irradiaciéon, el NBVT inicial promedio fue 15,4 £+ 0,3 mg/100 g de
marinados procesados (base humeda). Este valor no fue modificado (p>0,05) por la
aplicacion de la irradiacion gamma a 1,8 y 3,3 kGy, como se observara también en las
anillas de calamar (Capitulo 4).

En los marinados sin irradiar se observé un aumento significativo (p<0,05) en el
NBVT, el cual alcanz6 valor de 50,9 + 1,6 mg/100g a los 20 meses en refrigeracion.
Resultados similares relacionados con el aumento de NBVT en pescado marinado han
sido observados por Gokoglu et al. (2004), Sallam et al. (2007) y Giinsen et al. (2011) con
diferencias en los valores iniciales de NBVT, lo que se atribuiria a las variaciones de las
materias primas y de las variables de proceso de la marinacién. A este respecto, Glnsen
et al., (2011) observaron en marinados de E. encrasicholus envasados al vacio que el
NBVT alcanzé un valor de 15,78 = 0,02 mg/100 g luego de 7 meses en refrigeracion,
mientras que el NBVT de besugo salado y envasado al vacio aument6 de 25,3 hasta 60,5

mg/100 g en 42 dias de almacenamiento refrigerado (Chouliara et al., 2004).

Luego del tratamiento de irradiacion, en los marinados irradiados con 1,8 y 3,3
kGy también se observo un aumento del NBVT durante el almacenamiento hasta 44,5 +
1,7 y 41,8 + 1,7 mg/100g, respectivamente. Sin embargo, la produccion de NBVT fue
superior en los marinados sin irradiar, siendo significativamente mayor (p<0,05) en
comparacion con las muestras irradiadas, desde los 3 meses de almacenamiento hasta el
final del periodo de analisis.
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Este comportamiento es similar al descripto para las anillas de calamar en el
Capitulo 4. El hecho se explicaria en parte por el mayor recuento de bacterias de las
muestras sin irradiar en comparacion con las irradiadas, ya que una de las causas del
aumento del NBVT es la produccion de trimetilamina por la actividad microbiana. La
reduccién bacteriana inducida por la irradiacion habria desacelerado la producciéon de
NBVT. El incremento de NBVT en los marinados irradiados (asi como en el control) seria
generado por reacciones enzimaticas durante el almacenamiento en refrigeracion,
considerando que el efecto de la irradiacién sobre la actividad enzimatica no suele ser
considerable (Hwang & Hau, 1995; Milons, 2001; Urbain, 1986).

De acuerdo con estos resultados y con los hallados en anillas de calamar
(Capitulo 4), otros autores observaron una menor produccién de NBVT en productos
pesqueros tratados con irradiacion en comparacién con las muestras no irradiadas,
relacionada con una reduccion microbiana inducida por la irradiacién (Lakshmanan et al.,
1999; Jeevanandam et al., 2001; Mbarki et al., 2009).

Se han establecido valores criticos de NBVT como limites de aceptabilidad en
pescado, entre 25 y 35 mg/100 g (CE, 1995; Huss, 1995), sin embargo, podrian existir
variaciones en este limite de acuerdo a las especies y también debido al procesamiento.
Si se considerara en este caso el valor de 35 mg/100 g como valor maximo aceptable, se
podria decir que la irradiaciéon permitié extender el tiempo en que los marinados alcanzan
dicho valor en aproximadamente 3 meses. Sin embargo, los valores de recuentos
microbianos no alcanzaron el valor méaximo recomendado durante 20 meses en
refrigeracion, por lo que seria posible que el valor de 35 mg/100 g no fuera representativo
del valor de NBVT méaximo aceptable para este tipo de producto.

Resulta de importancia mencionar que en realidad el limite de NBVT que figura en
el CAA, Decreto 4238 (Ley Federal de Carnes), CODEX y demas Reglamentaciones
fundamentalmente se refieren a los productos frescos y congelados de las distintas
especies de teleosteos. Esto hace que para otro tipo de productos y especie estos limites
sean meramente orientativos y deben ser utilizados muy criteriosamente. Hay experiencia
en nuestro pais, con productos como aquellos salados, ahumados, en conserva, que por
razones de proceso generan un nivel mayor de bases nitrogenadas volatiles y no se
encuentran comprendidos dentro de este limite (Yeannes et al., 1983). El caso de los
marinados, seria otro producto que requiere de un numero substancioso de
investigaciones previo a determinar un limite adecuado o aceptar el limite general. Los
resultados provenientes de este trabajo de tesis efectlan un aporte al conocimiento en

esta tematica.
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De los resultados hallados se desprende que la irradiacion gamma permitié
disminuir la produccion de NBVT en los marinados envasados al vacio y refrigerados, sin

gque se observaran diferencias entre las muestras irradiadas con 1,8 y 3,3 kGy.

5.1.2.4. Contenido de lipidos y perfil de acidos grasos

Las determinaciones del contenido y la calidad de los lipidos de las especies
pesqueras revisten importancia al momento de estimar a priori la susceptibilidad a la
oxidacién de los mismos y la extensién de los cambios que ésta podria producir en los

mismos.

El contenido de lipidos en los marinados fue 6,32 + 0,81 g/100 g de muestra
procesada (base humeda), valor que se encuentra entre los limites normales hallados

para la especie en la estaciéon del afio (Moreno et al., 1976; Yeannes & Casales, 1995).

En la Tabla 5.1.1 se presentan los resultados del perfil de acidos grasos que se
realizé a fin de caracterizar el producto a ser irradiado.
Se observa que del total de los lipidos, el 33,25% fueron &acidos grasos (AG) saturados.
Los &cidos grasos monoinsaturados constituyeron el 39,69% y los AG poliinsaturados
(AGPI) representaron el 26,39% del total de AG.

Como puede observarse en la tabla, el contenido de &cidos grasos de la serie n-3
y n-6 fue 25,07% y 1,32% de los AG totales, respectivamente. Entre los AG n-3, se
encontraron mayoritariamente  &cidos docosahexaenoico (DHA, C22:6n-3) vy
eicosapentaenoico (EPA, C20:5n-3), alcanzando el contenido de ambos un porcentaje de
21,36%. Los resultados presentados estan en relacion con los hallados por otros autores

en la misma especie pesquera fresca (Massa et al., 2012).
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Tabla 5.1.1. Perfil de acidos grasos de marinados de anchoita. Los valores totales incluyen trazas
de otros acidos grasos que no fueron incluidos en esta tabla
media + error estdndar, n=2).

Acido graso (AG) g /100 g lipidos
C14:0 Acido Miristico 7,61+0,86
C16:0 Acido Palmitico 21,57 £ 0,13
C17:0 Acido Margarico 1,91 + 0,09
C18:0 Acido Esteérico 1,66 + 0,07
Total AG Saturados 33,25+0,86 *
C16:1 Acido Palmitoleico 12,27 + 0,69
C18:1 n9 Acido Oleico 13,87 +0,13
C20:1 n9 Acido Eicosenoico 3,93+0,38
C22:1 n11 Acido Cetoleico 8,44 + 0,21
Total AG monoinsaturados 39,69 £ 0,13*
C18:2 n6 Acido Linoleico 1,24 + 0,09
C18:3 n3 Acido Linolénico 0,64 + 0,06

C18:4 n3 Acido Decaoctatetraenoico 1,97 + 0,13
C20:5 n3 Acido Eicosapentaenoico 6,86 + 0,23
C22:6 n3 Acido Docosahexaenoico 14,5 + 0,80

Total AG poliinsaturados 26,39 + 0,92~
AG omega 3 25,07 + 0,83
AG omega 6 1,32 £ 0,08
EPA + DHA 21,36

Como puede observarse, los marinados presentan lipidos de un importante valor
nutricional al tener un alto porcentaje de AGPI, con considerables cantidades de acidos
grasos esenciales de la serie n-3. Entre ellos, el DHA y el EPA son reconocidos por
aportar diversos beneficios para la salud humana, como colaborar con la prevencion de
distintas patologias tales como enfermedades cardiovasculares, el mal de Alzheimer, el
cancer. Ademas, intervienen en la formacion del sistema visual y el DHA en especial
constituye mas del 26% del total de acidos grasos de la retina y el cerebro (Carrero et al.,
2005; Sidhu, 2003).

Por otra parte, el alto contenido de AGPI hace también que los lipidos de la

Engraulis anchoita sean mas susceptibles a la oxidacion.
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5.1.2.5- Oxidacion de lipidos. TBARS

En las Figuras 5.1.3 se muestra la evolucion de TBARSs3, y TBARS,s5 en los

marinados de anchoita almacenados a 4-5 °C.

Los valores medios de TBARS:s3, ¥ TBARS, 55 de todas las muestras de marinados
previo a la irradiacion fueron 1,4 £ 0,1 mg MDA/kg y 2,0 + 0,1 mg ALs/kg,

respectivamente.

No se apreciaron cambios significativos (p>0,05) en TBARSs3, y TBARS,s5 debido
a la irradiacion gamma, inmediatamente luego de su aplicacién. Ambos permanecieron
sin cambios durante 3 meses de almacenamiento refrigerado. Luego de este periodo,
TBARS:s3, aumento significativamente (p<0,05) en todas las muestras (irradiadas y no
irradiadas). Este aumente fue leve pero significativamente superior (p<0,05) en los
marinados control en comparacion con los irradiados. Luego y hasta el final del
almacenamiento, el valor de TBARSs;, tendié a disminuir debido posiblemente a
reacciones posteriores de los productos de oxidacion lipidica, como fuera observado en
pescado irradiado como besugo (Chouliara et al., 2004), rébalo (Ozden et al., 2007) y

anchoas (Lakshmanan et al., 1999).
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Figura 5.1.3. Evolucion de TBARS:s3, (A) y TBARS,55 (B) en los marinados irradiados durante
almacenamiento a 4-5 °C. Error estandar representado por barras (n=2).

El valor de TBARS, 55 se mantuvo sin cambios hasta el mes 6, cuando aumento en
todas las muestras hasta un valor medio de 3,1 £+ 0,2 mg ALs/kg, mostrando una
tendencia decreciente hacia el final del los 20 meses. No se observaron diferencias
significativas (p>0,05) en el valor de TBARS,s5 entre las muestras irradiadas y el control,

durante 20 meses de almacenamiento.

De acuerdo a lo mencionado previamente, el analisis de los &cidos grasos del
perfil de lipidos indico6 que el 26,39% de los lipidos totales correspondia a AGPI, los
cuales son muy sensibles a la oxidacién por el alto grado de insaturacion de sus cadenas.
De acuerdo a la informacién hallada en la bibliografia, los AGPI también resultan mas
sensibles frente a la irradiacion, debido tanto al mayor nimero de sitios de ataque
radiolitico como a la mayor estabilidad energética de la molécula por la deslocalizacion y
resonancia electrénicas (Dickson, 2001; Josephson, 1983). A su vez, la radiacion
ionizante genera radicales libres que podrian aumentar la oxidacion de los lipidos al

intervenir en el proceso de autooxidacion de los AGPI.
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Sin embargo, la aplicacién de irradiacion gamma en los marinados envasados al
vacio no provocé un aumento tan importante de los productos de oxidacién de lipidos en
comparacion con las muestras sin irradiar, debido posiblemente a que la exclusion de
oxigeno del ambiente del alimento haya reducido la oxidacion de lipidos al evitar la
generacion de aldehidos (Brewer, 2009; Urbain, 1986). Resultados similares en cuanto a
la observacion de menores valores de TBARS en productos pesqueros irradiados
envasados al vacio fueron hallados en sardina (Kasimoglu et al., 2003) y caballa (Mbarki
et al., 2009), mientras que se observd un aumento de la oxidaciébn en Nemipterus

japonicus irradiado pero no envasado al vacio (Jeevanandam et al., 2001).

A su vez, se puede inferir que la mayor oxidacion en las muestras sin irradiar
podria atribuirse a la actividad de las enzimas microbianas provocando hidrélisis de
lipidos, dando como resultado el aumento de &cidos grasos libres que son mas
susceptibles a la oxidacién comparando con los mismos &cidos grasos que forman el
triglicérido (Huss, 1999; Nawar, 1966). Este efecto no se observd en los productos

irradiados, donde la flora microbiana fue inactivada.

Con respecto a productos marinados sin irradiar, Ginsen et al. (2011) observaron
que el TBARS junto con la evaluacion sensorial fueron los factores determinantes de la
vida uatil de anchoitas marinadas (4% &cido acético) envasadas al vacio. Hallaron un
incremento del TBARS desde 1,04 + 0,02 hasta 6,74 = 0,03 mg MDA/kg en 7 meses de
almacenamiento a 2 + 2 °C. Sallam et al. (2007) observaron que el TBARS aumentaba
luego de 70 dias a 4 °C desde 0,63 hasta 2,13 mgMDA/kg en Cololabis saira marinada
(3% &cido acético y 12% NaCl) y envasada al vacio, descendiendo hacia el final del
estudio (dia 90).

En los marinados sin irradiar, el valor de TBARS maximo hallado fue 3,25 mg
ALs/kg, lo que podria indicar que el envasado al vacio en conjunto con la marinacién le

otorgaron al producto estabilidad frente a la oxidacién de lipidos.
Asimismo, se observé que los marinados irradiados presentaron un menor valor
de TBARS en comparacion con las muestras sin irradiar, lo que podria estar que la

inactivacion microbiana causada por la irradiacién habria retardado en cierto grado los

cambios oxidativos.

5.1.2.6. Color
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Durante el almacenamiento del pescado tienen lugar reacciones oxidativas y
deteriorantes, entre otras, que provocan cambios en el color del mismo, los cuales
pueden ser medidos a través de los pardmetros del sistema espacial de color CIELAB.

Como se mencion6 anteriormente, los marinados de anchoita frescos tienen un
color grisaceo/blanquecino producto del desangrado previo a la marinacion en un bafio
de salmuera (Imagen 5.1.2) (Yeannes & Casales, 1995; Yeannes & Casales, 2008) y del
tratamiento con acidos organicos durante la misma. Durante el almacenamiento de los
marinados tienen lugar modificaciones de las caracteristicas sensoriales producto del
deterioro, entre las cuales el color y la textura han sido consideradas como unos de los

mas importantes indicadores de la pérdida de frescura (Yeannes et al., 2007).

En las Figuras 5.1.4 A, B y C se presenta la evolucion de los parametros a*, b* y

de la diferencia de color (DE2000) en los marinados de anchoita, respectivamente.

Valores positivos de a* representan la intensidad de color rojo. El comportamiento
de a* fue similar en el control y en las muestras irradiadas durante los 20 meses de
almacenamiento refrigerado, sin que el mismo fuera modificado (p>0,05) por las distintas
dosis de irradiacion aplicadas (Figura 5.1.4 A).

Con respecto al tiempo de almacenamiento, a* no se vio modificado durante los
primeros 6 meses de almacenamiento, a partir de los cuales y hasta el final del estudio
(20 meses) se observo una muy leve disminucion (p<0,05) desde 1,0 + 0,5 hasta 0,2 +
0,3 (valor medio de las muestras control e irradiadas). Otros autores han observado un
cambio de color hacia los amarillos-marrones durante el almacenamiento de marinados
de E. anchoita (Yeannes et al.,, 2007) y de E. encrasicholus, a los 7 meses de
almacenamiento en refrigeracion (Giinsen et al., 2011).

a*

Previo 0 3 6 14 20

irrad.
Meses a 4-5 °C

—-0kGy = 18kGy —A 33KGy |

Figura 5.1.4. A. Evolucién de a* en marinados de anchoita sin irradiar (#) e irradiados con 1,8 (=)
y 3,3 (A) kGy, durante su almacenamiento a 4-5 °C (media + error estandar, n=2).
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El valor de b* se relaciona con la pigmentacion amarilla. Previo a la irradiacion, b*
presentd un valor de 13,1+1,3. El mismo no se vio afectado por la irradiacion gamma a
los niveles de dosis aplicados (p>0,05), indicando que la irradiacion no produjo cambios

en el color de los marinados (Figura 5.1.4 B).
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Figura 5.1.4. B. Evolucién de b* en marinados de anchoita sin irradiar (#) e irradiados con 1,8 (=)
y 3,3 (A) kGy, durante su almacenamiento a 4-5 °C (media + error estandar, n=2).

Durante el almacenamiento, b* aumenté significativamente (p<0,05) en todas las
muestras hasta 18,1+0,9, sin que se observaran diferencias significativas entre las
mismas. Este aumento en b* podria estar relacionado con el incremento en los valores de
oxidacion de lipidos observados tanto en el control como en las muestras irradiadas. Los
incrementos en el valor b* han sido asociados con los procesos oxidativos en lipidos de

productos pesqueros (Corso et al., 2006; Thanokaew et al., 2006).

La luminosidad (L*), no se vio afectada (p>0,05) por dosis de 1,8 y 3,3 kGy de
irradiacion gamma ni por el tiempo de almacenamiento, permaneciendo constante entre

70,7 £ 1,5y 73,0 £ 1,4, durante 20 meses en refrigeracion.

La diferencia de color DE2000 se calcul6 tomando como referencia los valores de

L*, a* y b* previos a la aplicacion de la irradiacion.

DE2000 aumentd significativamente en todas las muestras durante el
almacenamiento, sin que se observaran diferencias (p>0,05) por el efecto de la
irradiacion hasta los 6 meses de almacenamiento, cuando DE2000 del control fue
significativamente superior (p<0,05) al de las muestras irradiadas (Figura 5.1.4 C).

Estos cambios en la diferencia de color durante el almacenamiento estarian de
acuerdo con las observaciones de Yeannes & Casales (1995) y Yeannes et al. (2007),

quienes observaron durante el deterioro de marinados de E. anchoita cambios en el color
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gque tienden al oscurecimiento del color grisaceo blanquecino, hacia los amarillos y

marrones.
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Figura 5.1.4. C. Evolucion de DE2000 en marinados de anchoita sin irradiar (#) e irradiados con
1,8 (») y 3,3 (A) kGy, durante su almacenamiento a 4-5 °C (media * error estandar, n=2).

Durante el almacenamiento, el color varié siguiendo un mismo comportamiento en
las muestras irradiadas y el control, a diferencia de lo observado en las anillas de
calamar, donde el efecto de la irradiacion fue significativo al retardar los cambios de color
debido al deterioro, durante todo el almacenamiento. Es posible que los leves cambios
observados en el color de los marinados se deban fundamentalmente a reacciones
propias del deterioro, como la oxidacion de lipidos, ya que el aumento del parametro b*
fue el cambio de mayor importancia en comparacién con los otros parametros. Sin
embargo, los marinados resultaron un producto muy estable, lo que fue evidenciado
también por la poca variacion en el color durante el almacenamiento. Asimismo, la
irradiacién no modificé el color de los marinados ni de las anillas de calamar. En la Figura
5.1.5 se muestra una imagen de los marinados irradiados con las distintas dosis, a los 2
dias de aplicada la irradiacion, donde se pone de manifiesto lo mencionado

anteriormente.
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Figura 5.1.5. Marinados de anchoita envasados al vacio, sin irradiar e irradiados con 1,8 y 3,3
kGy, a los dos dias de aplicada la irradiacion.

Los resultados obtenidos de los parametros de color han resultado muy
promisorios para estos productos pesqueros utilizando esta combinacién de tecnologias,
dado que diversos autores han hallado en otros productos pesqueros modificaciones en
el color caracteristico, como consecuencia del tratamiento con radiacion ionizante. Se
pueden mencionar los resultados obtenidos en ese sentido por Badr (2012) en salmén
ahumado quien determiné la pérdida de la coloracion tipica al aplicarse 4 kGy y aquellos
de Lescano et al., (1990) en filetes de merluza tratados con 3,3 kGy de irradiacion

gamma quienes observaron una leve coloracion rojiza.

5.1.3. Conclusiones parciales

Dosis de 1,8 y 3,3 kGy de irradiacion gamma redujeron los recuentos de bacterias
mesofilas y retrasaron la produccion de NBVT, sin inducir cambios en el color
caracteristico de filetes marinados de anchoita envasados al vacio. No se observaron

diferencias entre ambas dosis aplicadas sobre los parametros mencionados.
La menor produccion de NBVT en los marinados irradiados se deberia en parte al

efecto bactericida de la irradiacion. Considerando el valor limite genérico de aceptabilidad
de NBVT, la dosis de 1,8 kGy fue suficiente para aumentar en 3 meses el tiempo en que
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los marinados alcanzan el mismo, sin embargo este valor maximo podria no ser
adecuado para este tipo de productos. Los resultados provenientes de este trabajo de
tesis efectuarian un aporte al conocimiento en esta teméatica que permitiria definir en un

futuro un limite especifico para estos productos.

Se observaron valores de TBARS menores en los marinados anchoita envasados
al vacio irradiados, en comparacion con el control. Esto podria atribuirse a la inactivacion
microbiana por la irradiacion, y a que la atmoésfera reducida en oxigeno le otorgara al

producto cierto efecto protector frente a la oxidacion lipidica.

El tiempo de almacenamiento tuvo un efecto mas importante en el color que el
efecto de las diferentes dosis, dado que no se observaron diferencias entre los
pardmetros de color de los marinados irradiados y sin irradiar. Asimismo, los cambios
fueron leves durante el almacenamiento, pudiendo estar relacionados (en especial el

parametro b*) con la oxidacion de lipidos.

La marinacion en las condiciones analizadas en combinacién con el envasado al
vacio le otorgaron al producto una estabilidad mayor comparando con los marinados de
anchoita tradicionales, ya que ninguna muestra alcanz6 el limite microbiolégico
establecido para este tipo de producto durante 20 meses en refrigeracion, en
comparacion con la vida util estipulada del producto tradicional (6 meses). La irradiacion
gamma retrasO reacciones relacionadas con el deterioro, mejorando asi la calidad

microbioldgica y quimica de los filetes marinados.

Estos resultados indicarian que es posible disminuir la intensidad de la marinacion
utilizada en este caso por la empresa proveedora, por lo que se propone disminuir a 3%
la concentracién de acido acético en lugar de 7% en la formulacion de los marinados,

para analizar el efecto de la irradiacion sobre dicho producto.
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IRRADIACION DE MARINADOS DE ANCHOITA ELABORADOS EN SOLUCION DE
MARINACION CON 3 % DE ACIDO ACETICO.

5.1 Irradiacién de marinados de anchoita con 3 % acido acético

Debido a la extensa vida util alcanzada por los marinados elaborados con solucion
acuosa al 7% de acido acético, con y sin el tratamiento de irradiacion, en esta experiencia
se trabaj6 con marinados de anchoita elaborados con una solucién de marinacién con un
3% de é&cido acético. La menor concentracién de &cido en la solucién de marinacion

implicaria la reduccion de la intensidad de la barrera acidez y de su efecto preservativo.

Los filetes envasados al vacio se irradiaron con 0, 2, 3y 4 kGy y se analizaron
aspectos microbiol6gicos, fisicoquimicos y la aceptabilidad sensorial durante el
almacenamiento en refrigeracion. También se determiné la textura mediante métodos

instrumentales y sensoriales.

5.2.1 Tratamiento de la Materia prima y metodologia utilizada

Los filetes de Engraulis anchoita marinados con solucién acuosa de 4cido acético
al 3% p/v (M3) fueron obtenidos siguiendo el protocolo descripto en el Capitulo 3, en otra
planta de procesamiento de la ciudad de Mar del Plata en el mes de Noviembre. Los
marinados fueron elaborados a partir de anchoita congelada, que habia sido capturada
en el mes de mayo y estuvo almacenada a -18 °C durante 7 meses. Los marinados
fueron transportados refrigerados (4-5 °C) a la Facultad de Ingenieria, donde se
envasaron al vacio utilizando una cerradora Minimax 430M (Servivac, Argentina), en
envases termo-sellados de PEBD/PA (Cryovac®, espesor = 125 um, velocidad de
transferencia de oxigeno = 35 cc/m?/24h; velocidad de transferencia de vapor de agua = 9
g/ m?/24h). Cada muestra consisti6 en un envase de 130 + 5 g de filetes marinados
envasados al vacio. Se contd con 10 muestras para cada dosis y cada fecha de analisis a

fin de realizar el experimento por duplicado.

Las muestras fueron transportados al Centro Atomico Ezeiza, donde se irradiaron
con dosis de 2, 3y 4 kGy (dosis minimas reales absorbidas: 2,18; 3,12 y 3,85 kGy) a una
velocidad de dosis de 10,9 kGy/h (Dmax/Dmin = 1,13), de acuerdo a las consideraciones

del Capitulo 3. Se utilizaron dosimetros de dicromato de plata.
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Las muestras se mantuvieron a 4-5 °C durante almacenamiento y transporte.
Fueron analizadas antes de la irradiacion y a los 5, 125, 180, 243 y 330 dias posteriores a
la misma. Se determind el pH, el NBVT, TBARS, la aceptabilidad sensorial (con 12
panelistas), el color y la textura (sensorial e instrumentalmente). Se cuantificaron

bacterias mesofilas, psicrétrofas, clostridios sulfito-reductores y hongos y levaduras.

Los resultados se analizaron mediante ANOVA de dos factores: dosis (0, 2, 3y 4
kGy) y tiempo de almacenamiento (00 -previo a la irradiacién-, 0, 3, 6, 8 y 10 meses)
(Capitulo 3).

5.2.2. Resultados y discusién

5.2.2.1. a,, acidezy pH

La a, de estos marinados fue 0,971 = 0,03, similar a la de los marinados de la
Seccion 5.1. No se observaron modificaciones (p>0,05) debido a la irradiacion en

ninguna de las muestras.

La acidez fue 1,13 £ 0,05 g acido acético/100g filete, menor a la de los marinados
elaborados con 7% de &cido (Seccién 5.1). Este valor es similar al observado en
marinados de E. anchoita elaborados con 3 % p/v de &cido acético (Fuselli et al., 1994;
Yeannes & Casales, 1995; Cabrer et al., 2002).

El pH de los marinados previo a la irradiacion fue 4,26 + 0,04, valor similar al
hallado en marinados de E. anchoita (Fuselli et al., 1994; Yeannes & Casales, 1995;
Cabrer et al., 2002) y de Cololabis saira (Sallam et al., 2007) elaborados con 3% de acido
acético. El valor hallado es superior al de los M7, lo que se explicaria porque la
concentracién de acido en la solucion influye sobre la acidez y el pH del producto final. A
mayor concentracién de acido en la solucién se espera una mayor acidez y un menor pH
en el filete, como ha sido comprobado en marinados de Cololabis saira elaborados con 3
% de acido acético, los cuales presentaron una acidez significativamente mayor y un pH
significativamente menor al de las muestras elaboradas con 2% de acido (Sallam et al.,
2007). Asimismo, Gokoglu et al. (2004) observaron un comportamiento similar en

marinados de Sardina pilchardus elaboradas con 2% y 4% de &cido acético.

La irradiacion gamma no tuvo un efecto significativo (p>0,05) sobre el pH de los

marinados. El pH de las muestras sin irradiar y las irradiadas se mantuvo sin cambios
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significativos (p>0,05) durante 10 meses de almacenamiento en refrigeracion. Este
resultado est& de acuerdo con lo observado en los marinados M7, en los cuales el pH se

mantuvo sin cambios durante 20 meses en refrigeracion.

5.2.2.2. Aspectos microbiolégicos

Los recuentos iniciales de bacterias mesofilas y psicrétrofas en las anchoitas
enteras descongeladas previo a la marinacién fueron bajos, siendo 6x10? y 9x10? UFC/g,
respectivamente. No se detectd la presencia de Staphylococcus aureus, clostridios
sulfito-reductores, ni de mohos y levaduras. Estos resultados son similares a los hallados
por Fuselli (1994; 1998) en Engraulis anchoita conservada en las mismas condiciones

que la presente experiencia.

No se detectaron bacterias mesofilas, psicrétrofas, clostridios sulfito-reductores ni
hongos y levaduras (<10 UFC/g) en los marinados de anchoita previo a la irradiacion, lo
que indicaria que los grupos microbianos analizados se han visto afectados por el
proceso de marinacién. Estos resultados estarian de acuerdo con lo observado en
marinados de E. anchoita elaborados con 3% de acido acético, a partir de materia prima
congelada (Fuselli et al.,, 1994). A su vez, Sallam et al. (2007) observaron que las
bacterias mesdfilas y psicrétrofas no eran totalmente inhibidas por la marinacion de

Cololabis saira con 3% de acido acético.

Es importante destacar que trabajando con Engraulis anchoita marinada al 3% de
acido acético y habiendo partido de materia prima congelada, Fuselli et al. (1998)
observaron que si bien al final del proceso de marinacién no se detectaron bacterias
mesdfilas y psicrétrofas, las mismas se adaptaron al medio acido luego de cuatro meses
de almacenamiento. De acuerdo al procedimiento realizado en la experiencia actual,
estos microorganismos no pudieron sobreponerse al medio ambiente hostil causado por
la marinacion, posiblemente por estar daflados debido al mayor periodo de

almacenamiento en congelacion (7 meses).

Durante 10 meses de almacenamiento en refrigeracién, no se detect6 desarrollo
de bacterias mesdfilas, psicrotrofas, CSR ni hongos y levaduras en los marinados sin
irradiar y los irradiados con 2, 3 y 4 kGy. Estos resultados muestran la estabilidad

microbiologica de los marinados, independientemente de que estén irradiados o no.
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5.2.2.3. NBVT

Se partié de un valor de NBVT en la materia prima (anchoita congelada) de 22,35
+ 0,8 mg/100 g. El mismo se encuentra dentro los usuales en esta especie (Yeannes et
al., 1983; del Valle et al., 1984), considerando su condicién de congelada y mantenida en

esas condiciones durante 7 meses. (Ciarlo et al., 1987; Lupin et al., 2007).

El comportamiento del NBVT en los marinados de anchoita irradiados durante el

almacenamiento en refrigeracion se presenta en la Figura 5.2.1.

El valor inicial promedio de los filetes marinados fue 24,5 + 1,1 mg/100 g,
considerando la materia prima de la que se parti6 y el proceso realizado, lo que
concuerda con lo obtenido por Yeannes & Casales (2008) en similares condiciones. Este
valor de NBVT en el marinado de anchoita no fue afectado (p>0,05) por la aplicacién de

la irradiacion gamma.
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Figura 5.2.1. Evolucion del NBVT en los marinados de anchoita irradiados durante el
almacenamiento en refrigeracion (media + error estandar, n=2).

Durante el almacenamiento en refrigeracion, el NBVT aument6 significativamente
(p<0,05) en todas las muestras, sin que se observaran diferencias significativas (p>0,05)
entre los valores de NBVT de las muestras irradiadas y sin irradiar. Este hecho se podria
explicar por la ausencia de microorganismos tanto en las muestras irradiadas como en el
control, ya que una de las causas del aumento de NBVT es la produccion de trimetilamina
por actividad microbiana. Asimismo, el incremento de NBVT durante el almacenamiento
en refrigeracion podria deberse a la produccion enzimética de dimetilamina, dado que el
proceso de irradiacion no afectaria a las enzimas presentes (Huss, 1995; Hwang & Hau,
1995; Molins, 2001; Urbain, 1986).
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5.2.2.4. Contenido de lipidos. Oxidacion de lipidos (TBARS)

El contenido de lipidos de los marinados de anchoita fue 13,3 = 0,7 mg/100g
(base humeda). Este valor es superior al hallado en los marinados M7, pero se encuentra
dentro de los valores registrados para la especie, de acuerdo con las variaciones
estacionales caracteristicas de la misma (Massa et al., 2007; Yeannes & Casales, 1995).
Chiodi (1970) observé un porcentaje de lipidos de 13,6% en E. anchoita capturada en el

mes de mayo.

En la Figura 5.2.2 se presenta la evolucion del TBARS durante el

almacenamiento refrigerado.
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Figura 5.2.2. Evolucion del TBARS en los marinados de anchoita irradiados durante el
almacenamiento en refrigeracion.

El valor medio inicial para las muestras irradiadas y sin irradiar fue 6,3 + 0,8
mgMDA/kg, superior al obtenido en la experiencia anterior de marinacién con 7% de
acido aceético. Al comparar ambas experiencias se debe considerar que en la experiencia
actual se partié6 de una materia prima con mayor contenido de lipidos y un mayor tiempo
de almacenamiento, siendo la oxidacion de lipidos una reaccion del deterioro muy
importante durante el almacenamiento congelado de pescado (Aubourg et al., 2002;
Sahoo & Verma, 1999; Sarma et al., 2000).

Durante el almacenamiento a 4-5 °C, el contenido de TBARS aumenté

significativamente (p<0,05) en los marinados sin irradiar y los irradiados con 2, 3y 4 kGy
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hasta 16,2 + 1,0; 14,0+ 0,4; 11,1 £ 0,4y 11,4 £ 0,4 mgMDA/kg, respectivamente, a los 4

meses.

El aumento de TBARS fue mas pronunciado en los marinados sin irradiar en
comparacion con las muestras irradiadas. Kilinc y Cakli (2005) hallaron valores de 4,47 +
0,15 mgMDA/kg en sardina marinada, que aumentaron hasta 8,21 + 0,39 mgMDA/kg
luego de 6 meses de almacenamiento a 4 °C y Glinsen et al. (2011) también observo en
marinados de E. encrasicholus envasados al vacio un aumento de TBARS de 1,04 a 6,74

mgMDA/kg a los 7 meses de almacenamiento a 2 °C.

En el mes 4, el TBARS de los marinados sin irradiar fue significativamente mayor
(p<0,05) al de los irradiados, mientras que la muestra irradiada con 2 kGy present6é un

valor mayor al de las muestras irradiadas con 3y 4 kGy.

Estos resultados podrian indicar que la irradiacion gamma ha tenido un efecto
protector sobre la oxidacion de lipidos en marinados de anchoita envasados al vacio, en
comparacion con las muestras sin irradiar. Este mismo efecto fue observado en los
marinados M7, en los que la menor oxidacion en las muestras irradiadas se atribuiria a la
inactivacion de la flora microbiana por la irradiacién. Sin embargo, en estos marinados no
se observo desarrollo microbiano en ninguna de las muestras (irradiada o sin irradiar), por
lo que la disminucion de la oxidacion no podria ser solamente atribuible al efecto
bactericida de la irradiacion. Razén por la cual es importante tener en cuenta
observaciones de Nawar (1966; 1983), quien menciona que en ciertos casos la
irradiacion resultaria en la formacion de nuevos factores protectores, por reaccion de
grupos carbonilo con aminas, tales como amino-hexosa-reductonas, que pueden mejorar
la estabilidad del producto frente a la oxidacion. Ademas, existen investigaciones que
sostienen que por efecto de la irradiacion se destruirian parcialmente el malondiahldehido
y otras especies que reaccionan con el TBA. Los productos de oxidaciéon de lipidos en los
productos irradiados podrian reaccionar con otros compuestos, como proteinas, antes
que con el TBA (Diehl; 1983; Nawar, 1983; Tikenmez, 1997). Algunos de ellos sostienen
gque la irradiacion ionizante aumentaria la oxidacién de lipidos, pero tan rapido y en tal
medida que la determinacion del Indice de peréxido (IP) o TBARS podria no ser efectiva
para la evaluacion de esta actividad. La misma podria ser medida analiticamente

mediante el perfil lipidico o evaluada sensorialmente.
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5.2.2.5. Aceptabilidad sensorial

En las Figuras 5.2.3 se presentan los resultados del test de aceptabilidad
sensorial de los marinados de anchoita envasados al vacio, sin irradiar e irradiados con
2, 3y 4 kGy. Se muestra el puntaje promedio para los atributos aceptabilidad global,
apariencia, color, aroma, sabor y textura en las diferentes fechas de andlisis (5, 126, 183,

245 y 336 dias posteriores a la irradiacion).

Los atributos aceptabilidad global, apariencia, color, aroma, sabor y textura de los
marinados sin irradiar y los irradiados con 2, 3 y 4 kGy fueron generalmente puntuados
con valores de 5 o0 mayores durante los 10 meses de almacenamiento. Esto indica
aceptacién por parte de los panelistas, ya que puntajes superiores a 5 representan
diferentes intensidades positivas de aceptabilidad (desde me gusta poco a me gusta

muchisimo).

A los 5 dias de aplicada la irradiacién, la aceptabilidad global de los marinados sin
irradiar y los irradiados con 2, 3y 4 kGy fue puntuada con 6,8 +1,5;6,4+1,8;6,6+16Yy
6,7 £ 0,9, respectivamente, sin que se observaran diferencias significativas (p>0,05) entre
las muestras irradiadas y el control. El mismo comportamiento fue observado en todos los
atributos analizados. Resultados similares fueron hallados en caballa (Scomber
japonicus) irradiada con 1,5 kGy (Mbarki et al., 2009). En dicho caso, las muestras
envasadas al vacio y tratadas con irradiacion gamma tuvieron mayor aceptabilidad

sensorial que las no irradiadas.

Asimismo, el efecto de la dosis de irradiaciéon no fue significativo (p>0,05) sobre la
aceptabilidad global, la apariencia, el color, el aroma, el sabor y la textura de los
marinados de anchoita durante el almacenamiento en refrigeracion, es decir, a los 5 dias
y a los 4, 6, 8 y 10 meses, lo que implica que ningun atributo fue sensiblemente afectado
por el tratamiento de irradiacidon. Este resultado concuerda con lo observado en las anillas
de calamar en el Capitulo 4 y con lo observado en otros productos pesqueros y en pollo
(Javanmard et al., 2006; Kannat et al., 2006; Lescano et al., 1990). Sin embargo, la
aceptabilidad de las anillas fue superior a la de los marinados de anchoita. Una razon
podria ser el alto nivel de TBARS. La oxidacion de los lipidos afecta negativamente la
calidad al producir cambios en el aroma, color y sabor de los productos pesqueros
(Olafsdottir et al., 1997). A diferencia de la Engraulis anchoita que es una especie grasa,
el calamar lllex argentinus presenta un bajo contenido de lipidos (1-2%) (Melaj et al.,
1994; Sigiyama et al., 1990), lo que lo convierte en menos propenso a la oxidacion,

siendo este uno de los motivos que impulsaron la eleccion de las anillas de calamar para
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ser tratadas con irradiacion gamma. De acuerdo a Diehl (1995), en los alimentos que
tienen una baja proporcion de lipidos la irradiacion no provocaria un aumento de la
autooxidacioén, ya que la competencia de otras sustancias como carbohidratos y proteinas
por capturar la energia ionizante protegeria a los lipidos del deterioro oxidativo (Green &
Watts, 1966).

Los atributos apariencia, color y textura no fueron afectados (p>0,05) por el tiempo
de almacenamiento, recibiendo puntajes similares durante los 10 meses de
almacenamiento en refrigeracion. Sin embargo, el efecto del tiempo de almacenamiento
si fue significativo (p<0,05) sobre la aceptabilidad global, el aroma y el sabor. Dichos
atributos tuvieron un menor nivel de aceptacion al cuarto mes de almacenamiento en
comparacion con los meses 0 y 6. Esto podria coincidir con el elevado nivel de oxidacién
observado en dicho momento, en el que las muestras irradiadas con 0, 2, 3 y 4 kGy
presentaron valores de TBARS de 16,2 + 1,0, 14,0 + 04, 11,14 £+ 10y 114 + 0,9
mgMDA/kg, respectivamente. De todas formas, los valores medios de aceptabilidad de
estos atributos siempre superaron al valor 5, sobre el cual se considera que son

aceptables.

De acuerdo con Ginsen et al. (2011), filetes de Engraulis encrasicholus
marinados con 4% de &cido acético, envasados al vacio y almacenados en refrigeracion,
fueron rechazados sensorialmente a los 7 meses, principalmente debido a la coloracion
marrén, el ablandamiento de la textura y la aparicion de off-flavours. También ha sido
reportada por Sallam et al. (2007) una disminucién de la aceptabilidad sensorial de
marinados (3% &cido acético) de Cololabis saira envasados al vacio, durante 3 meses de
almacenamiento a 4 °C, siendo de todas formas aceptadas durante todo el periodo de
almacenamiento. Gokoglu et al. (2004) informé que marinados de sardina presentaron
una disminucion de los puntajes sensoriales durante el almacenamiento en refrigeracion,
viéndose deterioradas a los 4 meses y Kilinc & Cakli (2005) observaron que el puntaje
sensorial de sardina (Sardina pilchardus) marinada disminuia durante el almacenamiento

en refrigeracion, hasta alcanzar una calidad “no consumible” a los 6 meses.

En este trabajo, los marinados de anchoita irradiados mantuvieron su

aceptabilidad sensorial durante 10 meses de almacenamiento en refrigeracion.

Los resultados de este trabajo indican que la aplicacion de la irradiacion gamma a
2, 3y 4 kGy no disminuy6 la aceptabilidad global ni la aceptabilidad de la apariencia, el
color, el aroma, el sabor y la textura de los marinados de anchoita en comparacion con

las muestras sin irradiar, durante 10 meses de almacenamiento en refrigeracion.
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Figuras 5.2.3. Resultados de la evaluacion sensorial de la de la aceptabilidad global, la
apariencia, el color, el aroma, el sabor y la textura de marinados de anchoita irradiados (media +
error estandar, n=2).

5.2.2.6. Determinacion de la textura de marinados irradiados, durante el

almacenamiento en refrigeracion. Determinaciones sensoriales e instrumentales

Como se menciond anteriormente, la textura y el color son los atributos que
presentan cambios mas pronunciados, facilmente evidenciables y medibles en la calidad
sensorial de marinados de Engraulis anchoita (Yeannes & Casales, 2007). Por estos
motivos se analizé la textura de los marinados irradiados, a fin de analizar el efecto de la

irradiacion sobre la misma.

5.2.2.6.1. Determinacion sensorial de la textura de marinados irradiados durante el

almacenamiento.

Se llevo a cabo la evaluaciéon sensorial de la dureza de los filetes marinados de
anchoita irradiados y sin irradiar, a los 5 dias y 4, 6, 8 y 10 meses de almacenamiento en
refrigeracion. La dureza fue definida como la fuerza requerida para cortar

transversalmente la parte media del filete, valiéndose de un tenedor metéalico y se midié
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utilizando una escala de 0 a 10, donde 5 representaba la textura caracteristica de un
marinado en su grado 6ptimo de marinacién y 10 la mayor intensidad de dureza (filete de
anchoita cruda sin marinar). Los resultados de dicha determinacion se presentan en la
Tabla 5.2.4.

Tabla 5.2.1. Dureza al corte de los marinados de anchoita determinada sensorialmente.

Meses 0 kGy 2 kGy 3 kGy 4 kGy
0 4,8+0,9 a B* 6,7t1,1 a A 6,5+0,8 a A 6,7£1,0 a A
4 4,7+1,0 aB 6,5+1,0 a A 6,2+0,7 a A 6,7£1,0 a A
6 4,2+0,9 ab B 6,5+0,7 a A 6,0+0,9 a A 6,0+1,3 a A
8 2,8+0,7 bc B 6,3t1,0 a A 6,1+0,7 a A 6,5+0,7 a A
10 2,5+0,7 ¢ B 6,1+0,8 a A 6,3+0,9 a A 6,3t1,1 a A

*Medias + error estandar (ee) seguidas por letras mayusculas diferentes en una misma fila son
significativamente diferentes debido a la dosis. Medias seguidas por letras minasculas diferentes
en una misma columna son significativamente diferentes debido al tiempo de almacenamiento
(p<0,05).

La irradiacion tuvo un efecto significativo (p<0,05) sobre la textura de los
marinados de anchoita, al provocar un aumento en la dureza de los mismos. A los 5 dias
de almacenamiento, los marinados sin irradiar presentaron una dureza de 4,8 + 0,9,
mientras que los marinados irradiados con 2, 3 y 4 kGy tuvieron una dureza promedio de
6,6 = 0,9, sin que se observaran diferencias significativas (p>0,05) entre las muestras
irradiadas. La dureza de los marinados sin irradiar se corresponderia con la caracteristica
de un marinado en su punto 6ptimo de marinacion, de acuerdo a la escala utilizada, en la
que se tuvieron en cuenta las consideraciones de Yeannes & Casales (1995). Resultados
similares se observaron a los 4, 6, 8 y 10 meses en refrigeracion, resultando mas duras

las muestras irradiadas que el control (p<0,05).

La dureza al corte de los marinados irradiados se mantuvo sin cambios, entre 6,0
y 6,7 (promedio 6,4 + 0,8), durante 10 meses en refrigeracion, siendo significativamente
superior (p<0,05) a la de los marinados sin irradiar durante todo el periodo. Mientras
tanto, se observé una disminucién significativa (p<0,05) de la dureza de los marinados sin
irradiar durante el almacenamiento en refrigeracion. En los marinados, la protedlisis acida
causada por el efecto de la solucion de 4cido acético afecta la textura tal como fuera
determinado por Yeannes & Casales (2007, 2008) en esta misma especie, y por Belitz &

Grosh (1987), Feeney (1977) y Meyer (1965) en otras especies pesqueras.
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Estos resultados coinciden con los hallados en Cololabis saira semi-seco tratado
con irradiacibn gamma, en los que la textura (fuerza de corte) no fue alterada durante 60
dias en refrigeracion en las muestras irradiadas, mientras que el control se torné6 mas
blando (Woon Lee et al., 2002).

5.2.2.6.2. Determinacion instrumental de la textura de marinados irradiados con O,

2,3y 4 kGy, alos 6 meses de almacenamiento

La textura de los marinados también fue determinada instrumentalmente a los 6
meses de almacenamiento en refrigeracion, mediante un ensayo de corte, segun la
metodologia descripta en el Capitulo 3. Los resultados de la fuerza maxima de corte y

del trabajo de corte se muestran en la Tabla 5.2.2.

Tabla 5.2.2. Fuerza maxima de corte y trabajo de corte de los marinados de anchoita de acuerdo
a la intensidad de la dosis de irradiacion, a los 6 meses de almacenamiento en refrigeracion.

Dosis Fuerza maxima de corte (N) Trabajo de Corte

(Ns)
0 kGy 26,7+34 B* 327,6+404 B
2 kGy 34027 A 413,4+56,3 A
3 kGy 31,1+50 A 390,4+653 A
4 kGy 320+x4,7 A 3926 62,7 A

* Medias + error estandar (ee) seguidas por letras diferentes en una misma fila son
significativamente diferentes.

La irradiacion tuvo un efecto significativo (p<0,05) sobre la dureza (fuerza méaxima
de corte) de los marinados de anchoita, de acuerdo con los observado en la
determinacion sensorial, a los 6 meses en refrigeracién. Las muestras irradiadas con 2, 3
y 4 kGy presentaron una dureza al corte significativamente mayor (p<0,05) a la de las
muestras sin irradiar, sin que hubiera diferencias significativas (p>0,05) entre la dureza de

las muestras irradiadas.

Los resultados instrumentales obtenidos a los 6 meses de almacenamiento,
concuerdan con lo observado sensorialmente en el mismo tiempo y con resultados de
diversos autores. Sobre este tema, Lescano et al. (1990) observaron un aumento de la
dureza (medida fisicamente) en filetes de merluza (Merluccius hubbsi) envasados al

vacio, debido al tratamiento con 3,3 kGy de irradiacibn gamma. Asimismo, Yoon (2003)
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observd que la fuerza de corte en pechugas de pollo cocidas irradiadas a 2,2 kGy fue
significativamente mayor en las muestras irradiadas (115,6 N) en comparacion con las no
irradiadas (66,8 N) almacenadas durante 14 dias en refrigeracion. Galan et al. (2010)
también encontraron que la fuerza de corte en hamburguesas irradiadas a las mismas
dosis que las utilizadas en esta experiencia fue significativamente superior a la de
aquellas no irradiadas, sin que hubiera diferencia entre las dosis aplicadas, al igual que

fue observado en este estudio.

Esta mayor dureza observada en tejidos musculares irradiados se explicaria
por la contraccién del diametro de las miofibrillas musculares provocada por la irradiacién.
De acuerdo a Yoon (2003), este seria el factor mas contribuyente al endurecimiento de la
textura. Asimismo, la irradiacion produciria entrecruzamientos que al formar agregados
proteicos afectan la estructura del tejido muscular de la carne (Giroux & Lacroix, 1998).
Se ha observado también que la agregacion proteica inducida por la irradiacién a 0,3 kGy
habria contribuido con el aumento de la fuerza de corte en proteina de soja (EI-Monein et
al., 1988).

Los cambios a nivel muscular anteriormente descriptos explicarian los

resultados hallados.

Asimismo, Woon Lee et al. (2002) informan no haber observado cambios en
la fuerza de corte de Cololabis saira semi-seco debido a la irradiacion gamma a 3, 5, 7 y
10 kGy, inmediatamente después de su aplicacion. Sin embargo hallaron resultados
similares a los de este trabajo durante el almacenamiento, ya que no observaron cambios
en la fuerza de corte de las muestras irradiadas durante 60 dias en refrigeracion,
mientras que se aprecié una disminucion de la misma en las muestras sin irradiar. Es
posible que la degradacion autolitica y quimica del tejido que ocurre durante el
almacenamiento, con el consecuente ablandamiento del mismo, se haya visto
compensada por el efecto de la irradiacion sobre los tejidos descripto anteriormente,
resultando entonces mas duras las muestras irradiadas en comparacion con el control.
Estos autores expresan la necesidad de profundizar en los estudios de textura para
entender la relacibn entre la dosis y el tiempo de almacenamiento sobre las

modificaciones en la textura del producto pesquero semi-seco.
Dado que la disminucion de la dureza es una de las causas de pérdida de

calidad de los marinados de anchoita (Cabrer et al., 2002; Yeannes y Casales, 2007), el

hecho que la irradiacion posea un efecto endurecedor de la misma es sumamente
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beneficioso y seria un aspecto que colaboraria en la extensiébn del tiempo de

comercializacion de este producto.

Es relevante destacar que la aceptabilidad sensorial de los marinados no solo
no se vio afectada negativamente por la mayor dureza observada debido al tratamiento
de irradiacion, sino que se vio favorecida comparativamente con lo que sucedi6é con los
marinados sin irradiar. La irradiaciéon en todas las dosis aplicadas, permiti6 mantener la
textura de los marinados sin cambios durante 10 meses, mientras que la textura de los

marinados sin irradiar present6 una tendencia a ablandarse durante la refrigeracion.

Correlacion entre resultados de textura determinados sensorial e

instrumentalmente

Los resultados de las determinaciones de textura de los marinados de anchoita
por los métodos instrumental (medida como la fuerza maxima de corte) y sensorial
(utilizando la escala establecida), realizados a los 6 meses de almacenamiento en
refrigeracion presentaron una correlacion significativa (R* = 0,951), como se muestra en
la Figura 5.2.4. Este resultado estaria indicando que tanto la determinacion sensorial
como la instrumental de la dureza son practicamente equivalentes, lo que permitira el uso

de una u otra de acuerdo a la necesidad y circunstancias.

7,0

/
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6,0 L

5,0 /

4,0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35

Fuerza maxima de corte (N)

Dureza sensorial

Figura 5.2.4. Relacion entre los resultados de la dureza de los marinados de anchoita
determinada sensorial e instrumentalmente.
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5.2.2.7. Color

En las Figuras 5.2.5 A, B, C y D se presentan los parametros de color L*, a*, b*y
la diferencia de color (DE2000), respectivamente, de los marinados de anchoita

irradiados, durante el almacenamiento en refrigeracion.

El parametro L* (luminosidad) se mantuvo sin cambios (p>0,05) en las muestras
irradiadas durante 10 meses en refrigeracion, variando entre 66,66 y 68,61. En cambio,
en los marinados sin irradiar se aprecié una disminucion significativa (p<0,05) de L*
desde 69,19 hasta 64,92, durante 10 meses de almacenamiento. Este comportamiento
indicaria una disminucion de la luminosidad en las muestras sin irradiar, que se
relacionaria con un oscurecimiento del color grisaseo/blanquecino caracteristico, como
fuera observado también durante el deterioro de marinados de E. anchoita (Yeannes &
Casales, 1995; Yeannes et al., 2007).
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—e—0KGy 2 kGy —A— 3 kGy —¥—4 kGy

Figuras 5.2.5 A. Evolucién de L* en los durante el almacenamiento a 4-5 °C. Letras mindsculas
distintas (a, b, c) indican diferencias significativas debido al almacenamiento. Letras mayUsculas
distintas (A, B, C) indican diferencias significativas debido a la dosis de irradiacién (p<0,05) (media
+ error estandar, n=2).

Con respecto al parametro a* (intensidad del color rojo), no se observaron
diferencias significativas (p>0,05) entre las muestras debido a la dosis de irradiacion
durante los 10 meses de almacenamiento en refrigeracion. Sin embargo, se observo un
incremento leve pero significativo (p<0,05) en todas las muestras durante el
almacenamiento, desde un valor medio 0,62 + 0,80 hasta 1,62 + 0,83. Este incremento
podria relacionarse con el alto valor de TBARS hallado en las muestras durante el
almacenamiento. En la experiencia anterior se observé una tendencia diferente, ya que a*

se mantuvo practicamente sin cambio o bien, present6 una muy leve tendencia a
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decrecer durante el almacenamiento, lo que podria atribuirse a diferencias en la calidad

de la materia prima con respecto a los marinados M7 (Seccidn 5.1).
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Figuras 5.2.5 B. Evolucién de a* en los durante el almacenamiento a 4-5 °C. Letras mindsculas
distintas (a, b, ¢) indican diferencias significativas debido al almacenamiento. Letras mayusculas
distintas (A, B, C) indican diferencias significativas debido a la dosis de irradiacion (p<0,05) (media
+ error estandar, n=2).

Se puede observar que el pardmetro b* presenta una tendencia creciente (p<0,05)
desde un valor medio 12,58 + 1,92 hasta 20,06 + 1,71; 18,12 £ 2,22; 15,64+ 1,72 y 16,32
+ 1,18 en los marinados sin irradiar y los irradiados con 2, 3 y 4 kGy, respectivamente.
Este comportamiento es similar al de los marinados de la experiencia anterior elaborados
con 7% de acido acético y tal como se menciona en ese caso este estos incrementos han
sido asociados con procesos de oxidacion de lipidos, lo que se verifica con los aumentos
obtenidos en los valores de TBARS (Corso et al., 2006; Thanokaew et al., 2006).

A diferencia del parametro a*, el efecto de la dosis fue significativo sobre b* a
partir de los 8 meses, observandose valores superiores (p<0,05) en el control en
comparacion con las muestras irradiadas. Esto concuerda con los resultados de
oxidacion de lipidos, la cual fue superior en los marinados sin irradiar. Como se mencioné
con anterioridad, la oxidacion de lipidos en especies pesqueras se correlacionaria
fundamentalmente con incrementos en el parametro de color b* (Lauritzsen et al., 1999;
Thanonkaew et al., 2006). Se supone que los radicales hidroperédxido y los compuestos
carbonilos producto de la oxidacién de acidos grasos poliinsaturados de las membranas
celulares, reaccionarian con los grupos amino libres con la consecuente condensaciéon de
pigmentos poliméricos color marrén (Pokorny, 1981). Asimismo, el contenido de lipidos
de estos marinados fue superior al de la experiencia anterior, lo que puede haber

provocado el mayor aumento en b*, dado que este parametro esta relacionado con el
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contenido de grasa del musculo, siendo afectado por fenémenos oxidativos (Corzo et al.,
2006).

El parametro b* aumenté durante el almacenamiento, siendo superior en los
marinados M3 sin irradiar, en comparacion con los irradiados, de acuerdo con la mayor
oxidacién observada en dicha muestra. Asimismo, el aumento de b* fue mas pronunciado
en los marinados M3 en comparacion con los M7, posiblemente debido al mayor grado de

oxidacion observado en los mismos.
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Figuras 5.2.5 C. Evolucién de b* en los durante el almacenamiento a 4-5 °C (media * error
estandar, n=2).

La diferencia de color DE2000 con respecto a los parametros antes de la
irradiacion aumenté significativamente (p<0,05) con el almacenamiento, como fuera
observado en el andlisis de los pardmetros individuales. Asimismo, el efecto de la dosis
fue significativo (p<0,05) sobre DE2000, hallandose valores mayores en las muestras sin
irradiar y las irradiadas con 2 kGy en comparacion con los marinados irradiados con 3y 4
kGy.

La diferencia de color con respecto a los marinados antes de la irradiacion
aument6 durante el almacenamiento, sin que hubiera diferencias entre los marinados M7
irradiados y sin irradiar, mientras que fue superior en los marinados M3 sin irradiar, en

comparacion con los irradiados.
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Figuras 5.2.5 D. Evolucion de DE2000 en los durante el almacenamiento a 4-5 °C (media + error
estandar, n=2).

La irradiacion gamma a 2, 3 y 4 kGy no produjo modificaciones (p>0,05) en las
caracteristicas de color iniciales L*, a* y b* de los marinados de anchoita, al igual que
fuera observado en los marinados elaborados con 7% de &cido acético y en las anillas de

calamar.

Estos resultados permiten concluir que la irradiacion gamma disminuyé los
cambios de color asociados al deterioro durante el almacenamiento en refrigeracién de
marinados de anchoita, resultando un beneficio sobre la calidad del producto final que

permitiria extender el tiempo de comercializacion de los mismos.

5.2.3. Conclusiones parciales

En los marinados de Engraulis anchoita elaborados con una solucion al 3% de
acido acético no se detectaron bacterias mesofilas ni psicrotrofas, durante 10 meses de

almacenamiento en vacio y refrigeracion.

Se observé que la irradiacion no modifico el color de los marinados y también

permitio reducir los cambios de color asociados al deterioro.

Por otra parte, los marinados irradiados con 2, 3 y 4 kGy recibieron una buena
aceptacion entre los panelistas, sin que se observaran diferencias significativas en la
aceptabilidad global, la apariencia, el color, el aroma, el sabor y la textura debido a la
aplicacion de la irradiacion gamma. Asimismo, la aceptabilidad se mantuvo cercana a los

puntajes iniciales durante 10 meses de almacenamiento.
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La textura se vio modificada por el tratamiento de irradiacién, observandose un
aumento de la dureza debido a la misma, similar para todas las dosis. Este
endurecimiento fue determinado tanto sensorial como instrumentalmente. La irradiacion
gamma permitié que la textura de los marinados se conservara sin cambios durante 10
meses en refrigeracion, mientras que se observo un ablandamiento en las muestras sin
irradiar producto del deterioro durante el almacenamiento, dando por resultado entonces

un efecto beneficioso de este tratamiento sobre la calidad del producto.

La irradiacién podria entonces aplicarse en los marinados de Engraulis anchoita,
pudiéndose disminuir las restantes barreras de marinacion utilizadas o almacenando a
temperatura ambiente, ya que los resultados obtenidos en esta tesis permitirian adelantar
que las caracteristicas sensoriales no se verian afectadas negativamente por la
irradiacibon gamma y generaria la extension del tiempo de comercializacion de este
producto marinado.

Asimismo, la irradiacion podria esterilizar las larvas de nematodos de Anisakis
simplex que usualmente parasitan a Engraulis anchoita permitiendo prescindir del
congelado previo de la materia prima, segun establece la Comunidad Europea (CE,
1995).
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5.4. Conclusiones generales del Capitulo 5

Las experiencias descriptas permiten concluir que fue factible analizar el efecto de
la irradiacion gamma sobre las caracteristicas microbioldgicas, fisicoquimicas y
sensoriales de filetes de Engraulis anchoita marinados con NaCl y distintas
concentraciones de acido acético (3 y 7 % pl/v), envasados al vacio, durante el

almacenamiento en refrigeracion.

A partir de los resultados hallados se pueden inferir las siguientes conclusiones:

A La irradiacién gamma redujo la poblacion de bacterias mesdéfilas en marinados M7,
mejorando su calidad microbioldgica, si bien los marinados sin irradiar presentaron
una buena estabilidad durante 20 meses en refrigeracion, superando ampliamente
la vida util del producto estimada en 6 meses por los organismos de control. Los
resultados presentados en esta tesis efectlian un aporte en este sentido, dado que
son resultados experimentales que permitiran analizar la conveniencia de
determinar el tiempo de comercializacibn de estos productos sobre pautas

cientifico-tecnoldgicas.

A En los marinados elaborados con una solucion con 3 % de acido acético no se
detect6 presencia de ningin microorganismo investigado, previo al tratamiento de
irradiacion, ni durante 10 meses en refrigeracion, dado que las bacterias presentes
en la materia prima no sobrevivieron al efecto preservativo de la marinacion. Se
puede decir que la calidad y composicion de la materia prima fue un factor muy
influyente sobre los resultados hallados.

A El comportamiento del indice quimico NBVT, indicador de la pérdida de frescura,
estuvo de acuerdo con los resultados microbioldgicos. En los marinados M7 se
aprecié una disminucién de la produccion de NBVT en las muestras irradiadas, que
se condice con la reduccién radio inducida de la poblacion bacteriana, mientras que
en los marinados M3 la produccion de NBVT no se vio afectada por la irradiacion,

debido a la ausencia de microorganismos en los marinados irradiados y sin irradiar.

A El contenido de lipidos fue diferente en las partidas de marinados y determiné en
gran medida la diferencia de estabilidad quimica de los mismos frente a los
procesos oxidativos durante el almacenamiento y debido a la irradiacion. Los
marinados que presentaron un mayor porcentaje de lipidos fueron los mas

susceptibles a la oxidacion durante el almacenamiento, como fuera observado en
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los marinados M3. Ademas, se observé un menor valor de TBARS en los marinados

irradiados en comparacion con el control.

La irradiacibn gamma no produjo modificaciones en el color caracteristico de ambas
partidas de marinados. Sin embargo, se observaron cambios en los parametros de
color asociados al deterioro durante el almacenamiento en refrigeracion, que fueron

menores en los marinados M3 irradiados en comparacion con el control.

La irradiacibn gamma produjo un leve endurecimiento de la textura, el cual fue
determinado mediante analisis sensorial e instrumental, hallandose una correlacion
positiva entre estos resultados. Asimismo, la dureza de los marinados irradiados se
mantuvo sin cambios durante 10 meses en refrigeracién, mientras que las muestras
sin irradiar se tornaron mas blandas. Por estos motivos, la aplicacion de la
irradiacion seria beneficiosa para mantener la textura de los marinados y evitar el

ablandamiento debido al deterioro durante el almacenamiento.

Los marinados irradiados fueron bien aceptados entre los panelistas del panel
piloto. La aceptabilidad global y la aceptabilidad de la apariencia, color, aroma,
sabor y textura no fue afectada por la irradiacion gamma a 2, 3 y 4 kGy, y se

mantuvo durante 10 meses en refrigeracion.

Ambas partidas de marinados presentaron una vida Util superior a la del producto
tipico, incluso sin la aplicacion de la irradiacion. Este hecho pone de manifiesto la
posibilidad de utilizar otras intensidades en las barreras de reservacion. Por
ejemplo, se podria disminuir la intensidad de la acidez en la solucién de marinacion,
o bien, aumentar la temperatura de almacenamiento, consiguiendo mediante la
aplicacion de la irradiacion gamma desarrollar un producto estable a temperatura
ambiente, para lo que se requeriran posteriores estudios relacionados con analisis
microbiolégico de reto microbiano. Esto dltimo, resulta de sumo interés para su
investigacion y desarrollo futuro, considerando la importancia que reviste para la
industria pesquera que un producto pueda prescindir del almacenamiento y
transporte en refrigeracion, con el aseguramiento de la inocuidad y la reduccion de

costos que esto implica.
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6. CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados hallados en esta tesis permitieron cumplir con los objetivos
planteados, ya que se pudo analizar desde un enfoque multidisciplinario el efecto de la
irradiacion gamma en dos productos pesqueros diferentes: anillas de calamar lllex

argentinus frescas y filetes de anchoita Engraulis anchoita marinados.

Con respecto alas anillas de calamar frescas:

0 Se pudo observar el efecto biocida de la irradiacion sobre las flora
psicrétrofa deteriorante, la flora mesdfila, enterobacterias, coliformes y
Staphylococcus spp. La inactivacién de estos grupos bacterianos durante el
almacenamiento en refrigeracion permitio extender la vida comercial de las
anillas, y retrasar los cambios asociados con el deterioro, determinados

mediante el pH, el NBVT vy el color.

o La irradiacién no indujo cambios en el color caracteristico de las anillas, y
permitio lentificar los cambios de color asociados al deterioro durante el

almacenamiento refrigerado.

0 Las anillas irradiadas fueron muy bien aceptadas por los panelistas,
guienes no detectaron diferencias en sus caracteristicas sensoriales en
comparacion con las anillas sin irradiar. A su vez, la irradiacion posibilito

extender el tiempo de aceptabilidad sensorial durante el almacenamiento.

0 En base a estos resultados se pudo determinar una dosis minima de
irradiaciéon de 4 kGy, la cual permiti6 extender la vida comercial de las
anillas, sin modificar su aceptabilidad sensorial. A su vez, se corroboré que
las mismas fueron sensorialmente aceptables al ser irradiadas con 8,4 kGy,
considerando la posible dispersién de dosis autorizada por el CAA.

o Se pudo comprobar la factibilidad practica de extender el tiempo de
comercializacion de las anillas de calamar refrigeradas en més de 5 veces
en comparacion con las muestras sin irradiar, mediante la irradiacion
gamma a 4 kGy, sin modificar su aceptabilidad sensorial, incluso si la
dispersion de dosis es tal que las muestras puedan recibir hasta el doble de

esta dosis.
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Este resultado, ademas de demostrar la factibilidad de obtener un producto
fresco de calamar con una vida Util extendida y aceptable sensorialmente,
reviste importancia para la industria, ya que se estaria incrementando en 25
dias el tiempo de comercializacion de las anillas de calamar, lo cual es
significativo tratandose de un producto tan perecedero, cuya vida util no

suele superar los 8-10 dias en refrigeracion.

Los resultados hallados también permitieron concluir que los cambios
sensoriales mas importantes durante el deterioro de las anillas de calamar
estan relacionados con la formacién de manchas de color rosado en el

musculo y con la aparicion de olores amoniacales y putridos intensos.

A su vez, el limite microbiolégico establecido por la ICMSF con respecto a
la poblacién psicrétrofa de pescado o molusco refrigerado coincidié con la
evidencia sensorial del deterioro, pudiendo considerarse el mismo como

representativo del maximo aceptable para este producto.

Se comprobd que la irradiacion de anillas de calamar tratadas con poli-
fosfatos y envasadas al vacio, como son usualmente procesadas en la

industria y comercializadas, fue Util para incrementar su vida comercial.

En las anillas tratadas con polifostafo se observé una menor inactivacion
bacteriana por la irradiacién, atribuible a la ausencia de oxigeno en el

envase.

Se modelé matematicamente la inactivacién de la flora psicrétrofa causada
por la irradiacién en anillas de calamar, asi como el comportamiento de la
flora sobreviviente durante la refrigeracibn mediante dos modelos
diferentes. El modelo que predijo con mas precision los recuentos
microbianos fue seleccionado para desarrollar un modelo completo que
permita estimar la vida comercial de anillas de calamar cuando son tratadas
con irradiacion gamma. Para ello, los parametros de dicho modelo fueron
ajustados a expresiones polinomiales de segundo orden en funcion de la
dosis de irradiacion. Por lo tanto, se desarroll6 un modelo que permite
predecir la vida util en refrigeracion de anillas de calamar en funcion de la

dosis de irradiacion. Este desarrollo es un aporte relevante tanto para el
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conocimiento sobre la tematica tratada, como para la transferencia
tecnoldgica a la industria, ya que permite hacer estimaciones de la vida util
microbiologica alcanzada por un producto fresco de calamar, sin que sea

necesario repetir ensayos preliminares de irradiacion.

o También fue posible modelar el comportamiento de un indice quimico del
deterioro (NBVT, bases nitrogenadas volatiles) durante la refrigeracion de

las anillas, en funciéon de la dosis de irradiacion.

Con respecto a los marinados de anchoita:

0 Se observo una inactivacion de la flora tipica inducida por la irradiacion en
marinados elaborados con solucién de acido acético al 7%, que llevé a una
disminucion de los cambios provocados por el deterioro, como la
generacion de bases nitrogenadas volatiles y la oxidacion de lipidos,

durante 20 meses en refrigeracion.

0 Si bien la irradiacion gamma redujo la poblacion de bacterias mesdéfilas en
marinados M7, mejorando su calidad microbioldgica, los marinados sin
irradiar resultaron estables durante 20 meses en refrigeracion, superando
ampliamente la vida atil del producto estimada en 6 meses por los
organismos de control. Los resultados presentados en esta tesis efectlan
un aporte en este sentido, dado que son resultados experimentales que
permitiran analizar la conveniencia de determinar el tiempo de

comercializacién de estos productos sobre pautas cientifico-tecnoldgicas.

o0 Se irradiaron marinados elaborados con una solucion con 3% de &cido
acético, observandose que no hubo desarrollo bacteriano en los marinados

irradiados o sin irradiar durante 10 meses en refrigeracion.

0 Los resultados demostraron que las caracteristicas sensoriales de los
marinados elaborados con 3% de acido acético irradiados fueron bien
aceptadas entre los panelistas. A su vez, la aceptabilidad sensorial de este
producto no se vio afectada por la aplicacion de irradiacion gamma con 2, 3

y 4 KGy, y se mantuvo durante 10 meses en refrigeracion.
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o Con respecto a la textura de los marinados irradiados, se determind
sensorialmente un leve pero interesante aumento de la dureza causado por
la irradiacion, la cual se mantuvo sin cambios durante 10 meses, mientras
gue la misma se torné mas blanda en aquellos marinados sin irradiar a
medida que avanzo el tiempo de almacenamiento. Por lo tanto, desde este
enfoque, la irradiacién aportaria un efecto beneficioso para el producto.
Este comportamiento de la textura fue determinado sensorial e

instrumentalmente, hallandose una alta correlacién entre los datos.

o Aligual que en las anillas de calamar, el color de los marinados de anchoita
no fue afectado por la aplicacibn de esta tecnologia, la cual también
permiti6 retrasar los cambios en dicho parametro durante el

almacenamiento.

0 Se observo que el mayor contenido de lipidos de los marinados elaborados
con 3% de &cido acético en comparacion con los elaborados con el 7%
influyé sobre la oxidacion de lipidos, la cual fue mas importante en los
primeros. Asimismo, en ninguna de las experiencias se observo un
aumento del valor de TBARS por irradiaciéon en comparacion con el control.
Ademas, se observaron menores valores de TBARS en los marinados
irradiados con respecto al control, lo que podria atribuirse a la inactivacion
de la flora bacteriana, a la formacion de sustancias protectoras por la
irradiacibn o a la destruccion del MDA causada por la misma. Definir
especificamente este aspecto del tema podria ser un interesante desafio a

futuro, pero estuvo fuera del abordaje de este trabajo de tesis.

o El analisis de la evoluciéon de NBVT en los marinados y en los marinados
irradiados pueden servir de base para futuros estudios que permitan fijar los
limites para estos productos. Actualmente, aun no se ha establecido el

valor maximo aceptable de NBVT para los marinados sin irradiar.

o Si bien los marinados de anchoita sin irradiar resultaron ser productos
estables, se plantea la posibilidad de disminuir la intensidad de las barreras
preservativas, como la acidez y la actividad de agua, en la formulacion del
producto, o de modificar la temperatura de almacenamiento, analizando la

posibilidad de desarrollar un producto estable a temperatura ambiente.

205



Ademas, la irradiacion podria aplicarse para esterilizar larvas de Anisakis
simplex que suelen parasitar la especie Engraulis anchoita, pudiendo

prescindir de la etapa de congelacién de la materia prima.

Los resultados de todas las experiencias aqui detalladas permiten concluir que
fue factible aplicar la irradiacion gamma en dos productos pesqueros diferentes, como
lo es un producto a partir de un molusco fresco y un marinado a partir de un pescado
graso, con resultados satisfactorios en cuanto a la inactivacién microbiana con el
consecuente retraso del deterioro, y a la aceptabilidad sensorial de los productos asi

desarrollados.

Se considera que los resultados de este trabajo son de suma relevancia para el
avance y la difusion de la irradiacion de alimentos, especificamente de productos
pesqueros. Se espera que los resultados obtenidos realicen un aporte al conocimiento
en este tema y que los productos desarrollados sean incorporados a la lista positiva de
alimentos para irradiar por parte de las autoridades competentes, contribuyendo al
aumento de nuevos productos con mayor valor agregado y una vida comercial mas
extensa, que puedan abastecer la demanda de distintos mercados a nivel nacional e

internacional.

Se espera por lo tanto poder llevar a cabo la transferencia tecnoldgica hacia el
sector industrial pesquero, tan relevante para la economia de la ciudad de Mar del
Plata y del pais, haciendo de la irradiacion gamma una opcion no sélo atractiva sino

también innovadora para el mismo.

Asimismo, como perspectivas a futuro se pone en evidencia que este trabajo
de tesis abrié un abanico de temas que pueden ser analizados con mayor profundidad,
como pueden ser el efecto de la irradiacion sobre oxidacion de lipidos y los métodos
de determinacién de la misma, asi como las modificaciones radio-inducidas en la

textura de estos productos.

Por lo tanto, se pone de manifiesto el interés y el compromiso de continuar
durante el desarrollo de la instancia post-doctoral de la tesista (CONICET) con el
estudio del efecto de la irradiacion sobre la textura del manto de calamar crudo y

cocido, a fin de continuar con el aporte de esta tesis.
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