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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar la vida util de una nueva
hamburguesa de atin y algas durante su almacenamiento en refrigeracion,
envasada en atmosfera modificada (30% CO2 - 20% O2 - 50% N2) y a vacio.
Para ello se llevaron a cabo periédicamente analisis fisico-quimicos y
microbiolégicos durante los 17 dias de estudio. Se observé un aumento
progresivo del N-BVT y N-TMA durante el almacenamiento, siendo éste mas
acusado en el envasado a vacio. Aunque los valores de TBA indicaron un
nivel de oxidacién muy bajo, tuvo lugar un ligero aumento de este parametro
durante el tiempo de almacenamiento. Se observé un menor grado de
oxidacion en las hamburguesas envasadas a vacio, debido a la ausencia de
O2. Los parametros texturales de dureza, gomosidad y masticabilidad
aumentaron a lo largo del estudio, especialmente en las muestras
envasadas a vacio. Los cambios en los parametros de color de las muestras
indicarian un ligero pardeamiento de las hamburguesas durante el
almacenamiento, especialmente en las envasadas a vacio. Los recuentos de
mesofilos y enterobacterias aumentaron a lo largo del tiempo de estudio,
siendo estos valores inferiores en el envasado en atmdsfera modificada. En
base al recuento de aerobios mesdfilos se establecié una vida util inferior a
10 dias para las hamburguesas envasadas a vacio y a 14 dias para las
envasadas en atmoésfera modificada.

PALABRAS CLAVE: atun, algas, hamburguesa, envasado a vacio,
atmosfera modificada, vida util.

RESUM

L'objectiu d'aquest estudi va ser avaluar la vida uatil d'una nova
hamburguesa de tonyina i algues durant el seu emmagatzematge en
refrigeracid, envasada en atmosfera modificada (30% CO2 - 20% O2 - 50%
N2) i al buit. Per a realitzar-ho, es van dur a terme periddicament analisis
fisicoquimics i microbiologics durant els 17 dies d'estudi. Es va observar un
augment progressiu del N-BVT i N-TMA durant 'emmagatzematge, sent
aquest més acusat en I'envasament a buit. Encara que els valors de TBA
indicar un nivell d'oxidacid molt baix, va tenir lloc un lleuger augment
d'aquest parametre durant el temps d'emmagatzematge. Es va observar un
menor grau d'oxidacié en les hamburgueses envasades a buit, a causa de
'abséncia d'O2. Els parametres texturals de duresa, gomositat i



masticabilidad van augmentar al llarg de I'estudi, especialment en les
mostres envasades a buit. Els canvis en els parametres de color de les
mostres indicarien un lleuger pardejament de les hamburgueses durant
I'emmagatzematge, especialment en les envasades a buit. Els recomptes de
mesofils i enterobacteris van augmentar al llarg del temps d'estudi, sent
aguests valors inferiors en I'envasat en atmosfera modificada. Sobre la base
del recompte d'aerobis mesofils es va establir una vida util inferior a 10 dies
per a les hamburgueses envasades a buit i de 14 dies per a les envasades
en atmosfera modificada.

PARAULES CLAU: tonyina, algues, hamburguesa, envasat al buit, atmosfera
modificada, vida util.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the shelf-life of a new burger tuna
and seaweed during refrigerated storage, packaged in modified atmosphere
(30% CO2 - 20% 02 - 50% N2) and vacuum. This will be carried out
periodically physico-chemical and microbiological analyzes during the 17 day
study. It was observed a progressive increase of the N-TMA and N-BVT
during storage, this being more pronounced in the vacuum packaging.
Although TBA values indicated a very low oxidation level, a small increase in
this parameter took place during the storage time. A lower degree of
oxidation was observed in vacuum packed hamburgers because of the
absence of O2. Textural parameters of hardness, gumminess and chewiness
increased throughout the study, especially in vacuum-packed samples. The
changes in the color parameters of the samples indicate a slight browning of
burgers during storage, especially in a vacuum packaged. The mesophilic
and enterobacteriaceae counts increased throughout the study period, and
these lower values in modified atmosphere packaging. Based on the total
plate count of mesophilic, it established 10 days shelf-life for vacuum
packaged burgers and 14 days for modified atmosphere packaged.

KEYWORDS: tuna, seaweed, hamburguer, vacuum packaging, modified
atmosphere, shelf-life.



1. INTRODUCCION

Las tendencias mundiales de la alimentacion en los Ultimos afos indican
un interés acentuado de los consumidores hacia ciertos productos
alimentarios, que ademas de presentar un alto valor nutritivo también
aporten beneficios a las funciones fisiolégicas del organismo. La utilizacion
del pescado como base para el desarrollo de nuevos alimentos mas
saludables es una opcibn muy interesante, ya que es una fuente de
proteinas de alto valor biolégico, asi como minerales, vitaminas y &cidos
grasos -3, con efecto protector frente a enfermedades cardiovasculares.
Uno de los productos derivados de la pesca de mas reciente incorporacion
en el mercado nacional son las hamburguesas de pescado. Aungue este tipo
de productos surgiera principalmente pensando en el publico infantil, con el
objetivo de fomentar el consumo de pescado en uno de los colectivos que
mayor rechazo muestra hacia los productos de la pesca, su creciente
consolidacion indica que es una buena alternativa en personas que no
consumen habitualmente pescado (por la cantidad de espinas, por el olor o
sabor, por no tener tiempo de limpiarlo o prepararlo) siendo también
consumidores potenciales de este tipo de alimentos (Penalba, 2014).

Las algas son también un tipo de alimento que aparece cada vez mas
afianzado en el mercado, observandose cierta tendencia a incorporar algas
en la dieta (Gomez, 2013). Las algas aportan vitaminas, minerales y
compuestos bioactivos con elevada capacidad antioxidante, los cuales
pueden mejorar la estabilidad oxidativa durante el almacenamiento del
alimento. Ademas, se caracterizan por su alto contenido en fibra, el cual
puede oscilar entre el 30 y 62% del peso seco (Gomez, 2013), mucho mayor
que en las frutas y hortalizas (Holdt & Kraan, 2011). Ademas de los
beneficios para la salud que aportan el consumo de fibra, presentan también
un interés tecnologico para la industria alimentaria. La fibra alimentaria
consta de dos fracciones, la fibra soluble y la fibra insoluble. El contenido en
fibra soluble suele ser mayor en las rojas (15-22% en peso seco) (Rupérez &
Saura-Calixto, 2001; Holdt & Kraan, 2011) y se caracteriza por su habilidad
de formar geles viscosos, en contacto con el agua. La fibra insoluble,
mayoritaria en las algas pardas (27-40% en peso seco) (Murata & Nakazoe,
2001; Holdt & Kraan, 2011) no forma geles en contacto con el agua, sino que
es capaz de retener agua en su matriz estructural. Debido a este interés
tecnoldgico, la incorporacion de algas en el desarrollo y/o mejora de algunos
productos, ha sido estudiada principalmente en derivados céarnicos (Grupta &
Abu-Ghannam, 2011); sin embargo en la actualidad no existen el mercado



productos elaborados donde se combinen como ingredientes el pescado y
las algas.

El principal problema que tiene la comercializacion de pescado fresco es
gue es uno de los alimentos mas perecederos. Su vida 0til se ve limitada en
presencia de aire por los procesos oxidativos y por el crecimiento de
microorganismos aerobios (Ozogul et al., 2004), provocando cambios en sus
caracteristicas sensoriales, valor nutritivo y afectando la salud de los
consumidores. En este sentido, el envasado es fundamental para garantizar
la proteccion del producto y aumentar su vida util, asegurando que el
producto mantiene sus caracteristicas sensoriales y condiciones higiénico-
sanitarias (Hur et al., 2013). Los métodos de envasado mas utilizados son el
envasado al vacio y el envasado en atmésfera modificada.

El envasado en atmosfera modificada consiste en sustituir el aire del
interior del envase por una mezcla de gases, siendo los gases mas utilizados
el diéxido de carbono (CO2), nitrégeno (N2) y oxigeno (O2) que junto con el
almacenamiento en frio pueden alargar la vida util de un alimento, evitando,
retardando o0 minimizando las reacciones quimicas, enzimaticas Yy
microbioldgicas que ocasionan la degradacion en los alimentos perecederos
(Ospina & Cartagena, 2008). Por otro lado, el uso del envasado a vacio evita
la oxidacion del alimento y el deterioro del producto por microorganismos
aerobios, debido a la eliminacion del oxigeno en el entorno del producto,
aumentando de esta manera la vida util del mismo. Sin embargo, pueden
tener lugar alteraciones producidas por microorganismos anaerobios y
reacciones no-oxidativas, aunque éstas se minimizan cuando el producto se
almacena en refrigeracion (Fuentes, 2007).

El objetivo de este estudio fue evaluar la vida utili de una nueva
hamburguesa de atin y algas durante su almacenamiento en refrigeracion
envasada en atmdsfera modificada y a vacio.

2. MATERIAL Y METODOS
2.1.Preparacion de las muestras

En la elaboracion de las hamburguesas se emple6 como materia prima
lomos de atun (Thunnus albacares) comercializados fileteados y congelados,
con un glaseo declarado en el etiguetado del 10%. Las porciones
congeladas fueron adquiridas envasadas a vacio, conteniendo cada envase
2 unidades. El peso neto de cada envase oscil6 entre 150 y 350 g en funcién
del tamafio de las piezas.



Las algas empleadas fueron Kombu (Laminaria ochroleuca), Wakame
(Undaria pinnatifida), Espagueti de mar (Himanthalia elonngata) y agar-agar
(Gelidium sesquipedale) adquiridas deshidratadas y en polvo, a la empresa
Porto-Muifios (Cerceda, A Corufia, Espana).

Para la preparacion de hamburguesas, el pescado fue descongelado en
refrigeracion durante 24 h. Una vez descongelado, se corté a trozos
pequefios y se pesd. A continuacion, se afiadieron a la picadora tanto el
pescado correspondiente como la cantidad de algas necesaria para alcanzar
en el producto final un contenido del 1% Wakame, 1% Kombu, 3% Espagueti
de mary 1,4% de agar-agar, donde se homogeneizaron hasta conseguir una
masa uniforme. Finalmente, la mezcla se introdujo en pequefios moldes para
darle la forma adecuada. La formulacién empleada en la elaboracién de las
hamburguesas se baso en estudios previos (Penalba, 2014).

Las hamburguesas se dividieron aleatoriamente en dos lotes, un lote se
envaso a vacio (V) y el otro lote en atmésfera modificada (M).

Para el lote envasado a vacio se emplearon bolsas de alta barrera donde
se introdujeron 2 hamburguesas por bolsa que fueron selladas empleando
una envasadora Tecnotrip mod. EV-25-CD (Barcelona, Espafia).

Las muestras envasadas en atmoésfera modificada se distribuyeron en
barquetas de PP-EVOH-PP de alta barrera (dimensiones 15 x 11 x 5 cm)
selladas empleando un film PP-PET de 84 um de espesor. Dentro de las
barquetas se colocaron unas rejillas, y sobre éstas se dispusieron 2
hamburguesas, para cuantificar el posible exudado generado durante el
almacenamiento. En el envasado se utilizé la maquina selladora Euromatic
Tray VG 800LCD (Alsero, Pianza, Italia), incorporando una mezcla de gases
de 30% CO2 - 20% Oz - 50% N2 (Carburos Metélicos S.A., Valencia,
Espafia). La seleccion de la atmdésfera de envasado se baso principalmente
en la composicion del pescado empleado para la elaboracion de las
hamburguesas. En pescado se recomiendan concentraciones de CO:
superiores al 25%, nitrégeno como gas de relleno y cierta proporcién de Oz,
variable en funcion de su contenido en lipidos. Debido a que las piezas de
atun, empleadas como materia prima, presentaban un contenido graso muy
bajo, se consideré adecuada la utilizacion de un contenido en Oz del 20%.
La incorporacion de Nz en el espacio de cabeza impide las deformaciones y
el colapso del envase causados por la disolucién del CO2 en los tejidos del
alimento. Las atmosferas ricas en CO: evitan el crecimiento microbiano; sin
embargo, cantidades elevadas de este gas desencadenan cambios
indeseables en el producto envasado como colapso del envase, exudado y
modificaciones de la textura.



Las muestras fueron almacenadas en refrigeracion (4 °C) durante un
periodo de 17 dias, llevandose a cabo las determinaciones fisico-quimicas y
microbiolégicas a los 0, 3, 7, 10, 14 y 17 dias de almacenamiento.

2.2. Determinaciones analiticas

En primer lugar, se realiz6 una caracterizacion fisico-quimica inicial del
atuin empleado como materia prima, asi como de las hamburguesas
inmediatamente después de su elaboracién (dia O de almacenamiento). Para
ello se determiné su composicion centesimal (humedad, proteina, grasa y
cenizas), asi como el contenido en sal, pH, nitrégeno basico volatil total (N-
BVT), nitrogeno de trimetilamina (N-TMA) e indice de TBA. Se realizaron
también recuentos microbiologicos del atin y de la mezcla de algas por
separado, con el objetivo de conocer la calidad higiénico-sanitaria de los dos
ingredientes empleados en la formulacion.

Durante el estudio de almacenamiento, cada dia de muestreo se
seleccionaron 3 bolsas del lote envasado a vacio (V) y 3 barquetas del lote
envasado en atmésfera modificada (M). A estas muestras se les realizaron
andlisis fisico-quimicos (humedad, pH, N-BVT, N-TMA y TBA) vy
microbiolégicos. Asimismo, se midié la atmdsfera de envasado en las
muestras M. Todas las determinaciones analiticas se realizaron por
triplicado.

2.2.1. COMPOSICION CENTESIMAL

La determinacién de humedad se realizé segun el método de la AOAC
950.46 (1997) mediante secado en estufa a 103 + 2 °C. La determinacion de
grasa se realiz6 por extraccion con éter de petroleo segun el método 991.36
de la AOAC (1997) empleando un sistema de extraccion Soxtec Avanti 2055
(Foss Analytical A.B., Hoganas, Suecia). La determinacion de proteinas se
realizd6 segun el método Kjeldahl, tal y como se describe en el método
928.08 de la AOAC (1997). La determinacion del contenido de cenizas del
pescado se realizo segun el método 920.153 de AOAC (1997).

2.2.2. ANALISIS FiSICO-QUIMICOS

Se analizé la composicion del espacio de cabeza de los envases
empleando un analizador de Oz y CO2 (Checkmate 9900, PBI Dansensor,
Dinamarca). La toma de muestra se realiz6 en las barquetas previamente
atemperadas a temperatura ambiente (20 °C), por medio de una aguja
conectada al equipo, perforando directamente el film de envasado.



El contenido en cloruro sédico se determiné segun el procedimiento
descrito por Fuentes et al. (2010) empleando un analizador automético de
cloruros Sherwood mod. 926 (Sherwood Scientific Ltd., Cambridge, Reino
Unido).

El pH de las muestras se midié directamente sobre éstas empleando un
pH-metro Crison micropH 2001 (Crison Instruments S.A., Alella, Barcelona,
Espafa) con electrodo de puncidén acoplado. De cada una de las muestras
se tomaron 5 lecturas en puntos diferentes de la misma y a partir de las
lecturas se calcul6 el valor de pH promedio. El contenido en nitrégeno bésico
volatil total (N-BVT) y en nitrégeno de trimetilamina (N-TMA) se determinaron
mediante destilacién por arrastre de vapor y valoraciéon con &cido sulfdrico,
segun el método descrito por Malle & Tao (1987).

Con el objeto de evaluar la oxidacion lipidica se realiz6 la determinacion
del indice de TBA, segun el procedimiento descrito por Vyncke (1970). Este
analisis se basa en la reaccidn del &cido tiobarbitdrico con los compuestos
secundarios procedentes de la oxidacion de la grasa (aldehidos y cetonas) y
la posterior medida de la absorbancia del cromégeno formado.

Para el estudio de las propiedades mecéanicas de la hamburguesa de
pescado con algas, se realizO un ensayo de doble compresion o TPA
(Texture Profile Analysis), empleando una prensa universal TA-XT2® (Stable
Micro Systems, Surrey, UK) con una célula de carga de 250 N. Con el objeto
de que las muestras fueran lo mas homogéneas posible durante todo el
estudio, se tomaron cuatro porciones de dimensiones 2 x 2 cm partiendo del
centro de cada hamburguesa. En este ensayo se utiliz6 un émbolo (P/75,
ANEME) plano circular de 7,5 cm de diametro, que comprimié dos veces
consecutivas la muestra hasta un 50% de su altura, a una velocidad de 0,8
mm/s, para simular el movimiento de la mandibula durante la masticacion. El
analisis de las curvas fuerza-desplazamiento dadas por este equipo, permitid
obtener los parametros texturales de dureza, elasticidad, cohesividad,
adhesividad, masticabilidad y gomosidad.

La determinacion del color se realiz6 directamente sobre la superficie de
las hamburguesas. Para esta determinacion se empleé un fotocolorimetro
Minolta Chroma Meter CM-3600d (Minolta, Osaka, Japan), observador 10° e
iluminante D65. En el momento de la medicion, la muestra fue cubierta con
un vidrio Optico de baja reflectancia CR-A5/1829-752M para evitar el
deterioro de la esfera integradora. A partir de las coordenadas colorimétricas
del sistema CIEL*a*b* (1976), L* (luminosidad), a* (desviacion hacia el rojo y
el verde) y b* (desviacion hacia el amarillo y el azul), se calcularon las



magnitudes psicofisicas de tono (h*a) y croma (C*a). A su vez, se
calcularon los valores correspondientes a las diferencias de color global
(AE), producidas a lo largo del periodo de almacenamiento.

2.2.3. DETERMINACIONES MICROBIOLOGICAS

Para llevar a cabo los andlisis microbiologicos, se tomaron muestras del
producto, a partir de las cuales se prepararon diluciones decimales, tal y
como se describe en la Norma UNE EN-ISO 6887-3 (AENOR, 2004). El
recuento de microorganismos aerobios mesoéfilos se realizé segun la Norma
UNE-EN ISO 4833 (AENOR, 2003), mediante siembra en profundidad en
Agar Plate Count (PCA) después de 72 h de incubacion a 30 = 1°C. El
recuento de enterobacterias se llevé a cabo mediante siembra en doble capa
en Agar Violeta Rojo Bilis Glucosa (VRBG, Scharlau), y las placas fueron
incubadas a 37 + 1°C durante 18-24 h (Pascual & Calderén, 2000).

2.3.Andlisis estadistico

El tratamiento estadistico de los datos obtenidos se realiz6 mediante el
programa Statgraphics Plus v.5.1 (Manugistics, Rockville, MD, USA). Con el
objetivo de comprobar el efecto del tipo de envasado y del tiempo
almacenamiento sobre cada uno de los parametros evaluados, se llevo a
cabo un andlisis multifactorial de la varianza (ANOVA multifactorial). El
procedimiento LSD (least significant diference) se utilizé para comprobar las
diferencias a un nivel de significacion del 5%.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Caracterizacion de la materia prima y de las hamburguesas de
pescado y algas.

Los valores obtenidos en la caracterizacion del pescado empleado como
materia prima, asi como de las hamburguesas de pescado y algas recién
elaboradas se muestran en la tabla 1. La composicion de las piezas de lomo
de atun son similares a muestras de atun fresco y congelado analizado en
otros estudios (Ben-gigirey et al.,, 1999), e indican que se trata de un
pescado con alto contenido proteico y bajo en lipidos. Las hamburguesas
presentaron un valor nutricional similar al del pescado empleado como
materia prima (Tabla 1), tal y como cabria esperar debido a que las
hamburguesas elaboradas en el presente trabajo contenian



aproximadamente un 95% de pescado. El lomo de atin presentd un
contenido lipidico muy bajo (0,54%), por lo que las hamburguesas de atin y
algas se caracterizaron por un contenido en grasa muy bajo, inferior al 1%.
La incorporacion de algas en la formulacion provocd una ligera reduccion del
contenido en humedad y proteinas, asi como un aumento del contenido en
cenizas y sal del producto.

Si se comparan estos valores con la composicion de las hamburguesas
de pescado que se encuentran actualmente en el mercado, podria
asegurarse que las hamburguesas elaboradas en este trabajo poseen un
valor nutricional mayor, ya que presentan un contenido proteico mayor y
contenido en grasas y NaCl mas bajo que las hamburguesas comerciales
(Penalba, 2014). En este sentido, hay que sefalar que la mayoria de las
hamburguesas de pescado que se comercializan actualmente contienen
alrededor de un 50-60% de pescado e incorporan en sus formulaciones
aceites y/o grasas, asi como otros aditivos, principalmente gomas,
albuminas o almidon, para dar al producto la consistencia adecuada. Estos
ingredientes provocan que las hamburguesas de pescado comerciales
tengan un contenido en grasas e hidratos de carbono significativamente
superior al del pescado empleado como materia prima.

Tabla 1. Composicion centesimal del atin empleado como materia prima y
de las hamburguesas de atun-algas.

Atun Hamburguesas
Informacién nutricional
Humedad (g/100 g) 75,72 £ 0,49 73,91+ 0,33
Proteinas (g/100 g) 22,59 + 0,23 19,59 + 0,17
Grasas (g/100 g) 0,54 + 0,01 0,72 + 0,08
Cenizas (g/100 g) 1,64 £ 0,02 2,21 £ 0,08
Sal (g NaCl/100 g) 0,65+ 0,03 1,15+ 0,05
Caracterizacion fisico-quimicas
Ph 5,98 + 0,03 6,00+ 0,01
N-BVT (mg N/100 g) 10,76 £ 3,76 12,54 + 4,89
N-TMA (mg N/100 g) 7,83 +0,48 6,39 + 0,60
TBA (mg malonaldehido/Kg) 0,05 + 0,07 0,07 £ 0,01

Respecto a los parametros fisico-quimicos analizados, no se encontraron
diferencias significativas entre el atin empleado como materia prima y las
hamburguesas el dia de su elaboracion. Los valores obtenidos son similares
a los obtenidos por otros autores para este pescado (Ben-girirey et al.,
1999).



En el caso del pH de la materia prima, los valores son similares a los
obtenidos en otros estudios, donde se establecen valores que oscilan desde
5,5 a 6,1 para el atin (Lopez-Galvez et al., 1995; Muela et al., 2014; Ruiz-
Capillas & Moral, 2005).

Respecto al N-BVT, este parametro expresa cuantitativamente el
contenido de bases volatiles de baja masa molecular y aminas procedentes
de la descarboxilacion microbiana de los aminoacidos, siendo considerado
representativo del grado de alteracion del pescado y de los productos
pesqueros. La CEE establece limites legales de N-BVT para algunas
especies de pescado con valores que oscilan desde 25 a 35 mg N/100 g
(CEE, 2005). La trimetilamina se produce por descomposicién del 6xido de
trimetilamina (OTMA) debido a la actividad enzimatica y microbiana. En
pescado fresco, la concentracion de N-TMA es muy baja, y este valor va
aumentando progresivamente en los estadios avanzados de deterioro. En el
caso del pescado congelado se consideran como valores limites aceptables
los comprendidos entre 10-15 mg N-TMA/100 g de pescado (Simat et al.,
2009). Los valores de N-BVT y N-TMA obtenidos en el presente estudio para
el pescado empleado como materia prima estan por debajo de los limites de
aceptacion citados anteriormente (Tabla 1), lo que demuestra que el atliin era
apto para su uso 0 consumo.

La oxidacion lipidica es un aspecto importante a tener en cuenta durante
el almacenamiento del pescado. El indice de TBA proporciona una medida
del grado de oxidacion de grasas. Cabe destacar que el atin presenta en
general un alto contenido en acidos grasos poliinsaturados; sin embargo, el
contenido lipidico en los lomos de atin es especialmente bajo, lo que podria
explicar los valores tan bajos obtenidos para el TBA, tanto en la materia
prima como en las hamburguesas recién elaboradas. Estos valores
coindicen con los obtenidos por Muela et al. (2014) para atun fresco.

Los recuentos microbiolégicos de los ingredientes empleados en la
elaboracion de las hamburguesas (atun y mezcla de algas), asi como de las
hamburguesas recién preparadas se muestran en la Tabla 2. Cabe destacar
que los valores obtenidos indican una calidad adecuada de las materias
primas empleadas y de la hamburguesa obtenida. Para mesofilos la
International Commission on Microbiological Specifications for Foods
(ICMSF, 1986) establece un limite de 7 log UFC/g para especies marinas y
de agua dulce. En el caso de las enterobacterias, se consideran como
valores normales en pescado fresco, recuentos de 1-2 log UFC/g,
asociandose recuentos mayores a que el pescado procede de aguas
contaminadas, un retraso en la congelacion del pescado después de la
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captura 0 a una contaminacion cruzada durante su procesado (Bahmani et
al., 2011). Por otra parte, en algunos estudios se ha establecido para estos
microorganismos un limite de 3 log UFC/g para pescado fresco; sin
embargo, cabe destacar que en algunos trabajos llevados a cabo en atin
fresco se han encontrado recuentos de enterobacterias superiores a 3-4
ciclos logaritmicos cuando el pescado aun era apto para su consumo
(Kamalakanth et al., 2011; Muela et al., 2014).

Tabla 2. Recuentos microbiolégicos (log UFC/g) del atin y de la mezcla de
algas empleado como materia prima y de las hamburguesas de pescado y
algas. Valores promedio = SD (n=3).

Atun Algas Hamburguesa
Mesofilos 3,90 £ 0,02 3,50 £ 0,07 3,96 £ 0,07
Enterobacterias 1,90+ 0,15 1,20+£0,2 2,14 + 0,06

3.2.Cambios en los parametros fisico-quimicos y microbiolégicos
durante el almacenamiento

La concentracion de CO2 y Oz de los envases se determiné a lo largo de
todo el periodo de almacenamiento (Figura 1). Los niveles de Oz en el
interior de los envases permanecieron estables durante todo el
almacenamiento, con valores cercanos a la concentracion en la mezcla de
gases inyectada (20% O2) durante el envasado. El hecho de que la
concentracion de Oz permanezca estable ha sido observado en otros
estudios (Ruiz-Capilla & Moral, 2001); sin embargo, estos mismos autores
encontraron que no es posible mantener esta estabilidad cuando se emplean
atmosferas con un alto contenido en Oz (60%). El nivel de CO: fue
ligeramente inferior a la concentracion en la mezcla inicial. Este descenso se
debe a que parte del CO2 que se introduce en el envase es absorbido y
disuelto en la fase liquida del producto (Lannelongue et al., 1982; Ruiz-
Capilla & Moral, 2001). Durante el resto del periodo de almacenamiento, no
se observaron diferencias significativas en la composicion de la atmosfera de
envasado (p>0.05).
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Figura 1. Concentracion de CO2 y Oz en las hamburguesas envasadas en
atmosfera modificada (M) durante el almacenamiento en refrigeracion. Las
barras de error representan los valores de desviacion estandar, n=3.

En este caso no se observo la formacion de exudado en ninguna de las
muestras analizadas, lo que podria estar relacionado, tal y como se ha
comentado anteriormente, con el efecto positivo que ejercen las algas sobre
la capacidad de retencion de agua en el producto.

Respecto a los valores de humedad, hay que sefalar que Unicamente se
observé un ligero descenso al inicio del estudio; mientras que durante el
resto del estudio no se observaron diferencias significativas (p>0,05) en
funcion del tiempo ni del tipo de envasado (Figura 2a). El pH de las
hamburguesas disminuyd significativamente durante el almacenamiento
(p<0,05), no encontrandose diferencias significativas entre los diferentes
tipos de envasado (Figura 2b). En algunos estudios se ha determinado que
el descenso en los valores de pH podria estar relacionado con la
proliferacion de bacterias acidolacticas durante el almacenamiento. El
crecimiento de estos microorganismos provoca la disminucion del pH del
producto, creando wunas condiciones desfavorables para otros
microorganismos como las Enterobacteriaceae. Las bacterias acidolacticas
puede crecer en ambientes anaerobios y toleran la presencia de sal (Lopez-
Lopez et al., 2009), por lo que su presencia es comun en este tipo de
productos.
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Figura 2. Valores de humedad (a) y pH (b) en las hamburguesas envasadas
a vacio (V) y en atmosfera modificada (M) durante el almacenamiento en
refrigeracion. Las barras de error representan los valores de desviacion
estandar, n=3.

Respecto a la evolucion del contenido en bases volatiles, se observé un
aumento progresivo durante el periodo de almacenamiento en el contenido
en N-BVT y N-TMA (Figura 3). En varios estudios se ha relacionado el
incremento del N-BVT con el deterioro microbiano (Fernandez-Segovia et al.,
2007; Kykkidou et al., 2009). Sin embargo, hay una gran variabilidad en los
limites de aceptabilidad de este pardmetro en pescado fresco. Se han
establecido limites de 25, 30 y 35 mg/100 g (Dalgaard, 2000). En este
trabajo, el valor mas alto fue el alcanzado por la muestra V al final del
almacenamiento, siendo de 21,7 mg NBVT/100 g, por lo que en ningun
momento se superaron los limites establecidos. Sin embargo, los recuentos
de aerobios mesdfilos que mas adelante se comentan, mostraron que las
muestras V eran microbiolégicamente inaceptables sobre el dia 10 de
almacenamiento. Estos resultados indicarian que no hubo una buena
correlacion entre este parametro y el deterioro microbiano, al igual que se ha
visto en otros estudios de pescado (Méndez, 2011).

No se observaron diferencias significativas entre ambos tipos de
envasado para el N-BVT; sin embargo, la atmosfera de envasado a vacio
afectd significativamente el contenido en N-TMA de las muestras, de forma
gue las hamburguesas envasadas a vacio presentaron valores mayores
especialmente al final del periodo de almacenamiento. Durante el periodo de
estudio no se excedieron los valores considerados como referencia,
mencionados anteriormente.
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Figura 3. Contenido en N-BVT (a) y N-TMA (b) (mg N/100g muestra) en las
hamburguesas envasadas a vacio (V) y en atmésfera modificada (M)
durante el almacenamiento en refrigeracion. Las barras de error representan
los valores de desviacion estandar, n=3.

Los valores de TBA fueron bajos durante todo el periodo de
almacenamiento (Figura 4). Se observd un aumento progresivo de este
parametro a lo largo del estudio, siendo este incremento mas acentuado en
las muestras envasadas en atmosfera modificada, ya que, tal y como cabria
esperar, la presencia de O2 favorecid el enranciamiento de los lipidos del
pescado. En este sentido, el analisis estadistico mostré que el factor “tipo de
envasado” tuvo un mayor efecto (F-ratio=50,64) sobre este parametro que el
factor “tiempo” (F-ratio=0,006). Los bajos valores de este parametro podrian
estar condicionados por el bajo contenido lipidico en el pescado y en las
algas utilizadas como materia prima. Ademas, estos niveles de oxidacién
podrian estar también correlacionados con el potencial antioxidante de las
algas empleadas en la formulacién. Los extractos de algas han sido
utilizados en diferentes estudios por su conocido potencial antioxidante
(Grupta & Abu-Ghannam, 2011). Los extractos de algunas algas, como las
pertenecientes al género Enteromorpha (entre las que se encuentra entre
otras la lechuga de mar), Espagueti de mar (Himanhalia elongata), Wakame
(Undaria pinnatifida) y Nori (Prophyra umbilicalis) se han incorporado a
salchichas tipo “Frankfurter” (Lépez-Lopez et al., 2009) con el objetivo de
mejorar la estabilidad frente a la oxidacion de las muestras. El uso de estos
extractos también se han estudiado en carne fresca, patés y otros derivados
carnicos, donde han mostrado un efecto positivo frente a la oxidacion lipidica
(Moroney et al.,, 2012; Monorey et al., 2013; Lorenzo et al., 2014). Sin
embargo, en el presente estudio no se pueden atribuir los niveles bajos de
enranciamiento al efecto de las algas, ya que no se pueden comparar los
resultados obtenidos con muestras control “sin algas”. En este sentido, para
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comprobar el efecto protector de las algas frente a la oxidacion lipidica del
pescado seria interesante plantear nuevas experiencias.
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Figura 4. Contenido en TBA (mg MDA/kg muestra) en las hamburguesas
envasadas a vacio (V) y en atmoésfera modificada (M) durante el
almacenamiento en refrigeracion. Las barras de error representan los
valores de desviacion estandar, n=3.

La evolucion de los parametros texturales de las hamburguesas durante
el periodo de estudio se muestran en la figura 5. Durante el almacenamiento
en refrigeracion se observo un importante aumento en la dureza, gomosidad
y masticabilidad independientemente del tipo de envasado utilizado (Figura
5). Las muestras envasadas a vacio presentaron valores significativamente
mayores de estos tres parametros que las muestras envasadas en
atmosfera modificada. Respecto al valor de adhesividad, hay que sefialar
gue este parametro se redujo Unicamente al inicio del estudio (entre las
muestras antes de su envasado y el primer dia de andlisis), no
observandose diferencias durante el resto de almacenamiento ni entre tipos
de envasado. El efecto del uso de algas en la textura de otros derivados
carnicos ha sido observado por otros autores (LOpez-Lopez et al., 2009).
Algunas investigaciones asocian el endurecimiento de este tipo de producto
a la pérdida de humedad y formacion de exudado de los productos durante
el almacenamiento (Andrés et al., 2006; Candogan & Kaolsarici, 2003); sin
embargo, esta relacion no puede establecerse en el presente estudio, ya que
en ninguno de los tipos de envasado se observo la formacion de exudado ni
variaciones en el contenido de humedad de las muestras.
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Figura 5. Pardmetros mecéanicos de dureza, adhesividad, elasticidad,
cohesividad, gomosidad y masticabilidad en las hamburguesas envasadas a
vacio (V) y en atmosfera modificada (M) durante el almacenamiento en
refrigeracion. Las barras de error representan los valores de desviacion
estandar, n=3.

La evolucion de los parametros de color de las hamburguesas durante el
almacenamiento se muestra en la figura 6. En general, se observaron
diferencias en las coordenadas de color entre las hamburguesas antes de su
envasado y el primer dia de analisis, permaneciendo practicamente
constante durante el resto del almacenamiento. Los cambios mas
importantes se observaron en la evolucién del parametro a*, que aumenté
considerablemente durante el almacenamiento, independientemente del
sistema de envasado. Los valores negativos del parametro a* denotan
colores verdes, por lo que este incremento indicaria el pardeamiento del
producto. Es interesante destacar que determinados productos de la pesca
experimentan variaciones de color y sabor cuando se exponen a altas
concentraciones de CO2 ya que este gas interfiere en ciertos pigmentos
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provocando la decoloracion del alimento (Caselles, 1998), por lo que la
decoloracion del producto podria estar correlacionado con la presencia de
este gas en la atmdésfera de envasado. Por otro lado, es interesante destacar
que el Oz es habitualmente utilizado en el envasado del atin ya que
mantiene el color rojizo del musculo del pescado y retrasa su pardeamiento
(Caselles, 1998). En este caso, el color rojo caracteristico del atin se vio
modificado por el color verde intenso de algunas de las algas empleadas en
la formulacion, dando lugar a un producto verde apagado, tal y como indican
los valores obtenidos para las coordenadas CIELab (a*, b*, C* y h*). Sin
embargo, el uso de Oz en la atmésfera de envasado podria ser en nuestro
estudio el responsable también de la oxidacion de los pigmentos presentes
en las algas (clorofilas, fucoxantina,...) (Gomez, 2013).
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Tiempo de almacenamiento (dias) Tiempo de almacenamiento (dias)

180,0

150 ¢ 179,0

S S ———
.,_‘\i—/é—_é——-i 178,0

« 100 | B

3 *a

9 £177,0
50 M

176,0
-V —

0,0 : : ‘ ‘ 1750 -

Tiempo de almacenamiento (dias) Tiempo de almacenamiento (dias)
Figura 6. Coordenadas CIELab (luminosidad (L*), a*, b*, diferencia de color
(AE), tono (hav*) y croma (Cav*)) en las hamburguesas envasadas a vacio (V)
y en atmoésfera modificada (M) durante el almacenamiento en refrigeracion.
Las barras de error representan los valores de desviacion estandar, n=3.
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La evolucién de los recuentos microbianos (aerobios mesdfilos y
enterobacterias) en las hamburguesas de pescado durante su
almacenamiento se muestra en la figura 7, donde se puede observar que
ambos tipos de microorganismos siguieron una tendencia similar. Se
observa un aumento progresivo de los recuentos microbianos en ambos
sistemas de envasado, aunque los recuentos fueron ligeramente inferiores
en las muestras envasadas en atmosfera modificada durante todo el periodo
de estudio. El mayor efecto inhibidor del crecimiento microbiano presentado
por el envasado en atmoésfera modificada frente al vacio ha sido puesto de
manifiesto en numerosos estudios de conservacion de pescado (Fernandez-
Segovia et al., 2007; Pantazi et al., 2008). Especificamente el efecto del CO2
sobre el crecimiento de enterobacterias ha sido observado en otros estudios,
donde se ha evidenciado la efectividad del CO2 para reducir los recuentos de
aerobios gram negativos (Giménez et al., 2002; Macini & Hunt, 2005).

En relacion a los microorganismos aerobios mesofilos, las muestras
envasadas a vacio alcanzaron el limite de aceptacibn mencionado
anteriormente (7 log UFC/g) el dia 10 de almacenamiento. Las muestras
envasadas en atmdésfera modificada no superaron este valor hasta el dia 14
de estudio.

Respecto al recuento de enterobacterias, las muestras V alcanzaron
rapidamente (a los 3 dias) niveles superiores a los 3 ciclos logaritmicos
establecidos en algunos estudios como limite de aceptacion para pescado,
mientras que las muestras M lo alcanzaron a dia 7 de almacenamiento. Sin
embargo, tal y como se ha comentado anteriormente, el atdn fresco
empleado en algunos estudios presentaba recuentos de enterobacterias
superiores a 3 e incluso a 4 ciclos logaritmicos, cuando era considerado apto
para el consumo (Kamalakanth et al., 2011; Muela et al., 2014). Por tanto, en
este trabajo se ha considerado Unicamente el limite de mesdéfilos para
establecer la vida atil del producto.

Teniendo en cuenta estos resultados, las hamburguesas de atin y algas
envasadas a vacio tendrian una vida util inferior a 10 dias, mientras que en
las envasadas en atmosfera modificada este periodo se extenderia a 14
dias. Hay que destacar que, tal y como han descrito otros autores, los
procesos de congelacion y descongelacion hacen que el pescado sea mas
susceptible al crecimiento microbiol6gico y por tanto a su alteracion (Lopez-
Lépez et al., 1995; Muela et al., 2014). En este sentido, la opcion de utilizar
pescado fresco como materia prima podria ser una alternativa para
prolongar la vida util del producto.
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Figura 7. Recuentos microbiolégicos de aerobios mesofilos (a) vy
enterobacterias (b) en las hamburguesas envasadas a vacio (V) y en
atmosfera modificada (M) durante el almacenamiento en refrigeracion. Las
barras de error representan los valores de desviacion estandar, n=3.

4. CONCLUSIONES

Las hamburguesas de atin y algas se caracterizaron por un alto
contenido proteico y bajo contenido en grasas. La oxidacion de lipidos fue
muy baja debido al reducido contenido en grasa de las hamburguesas y al
posible efecto antioxidante de las algas. En este caso, el envasado en
atmosfera modificada presenté una mayor oxidacién en comparacion con el
vacio, debido a la presencia de O2. En general, el envasado en atmdsfera
modificada proporcioné mayor estabilidad fisico-quimica y microbiolégica a
las muestras durante el almacenamiento. Esto se evidencié por los menores
niveles de N-BVT y N-TMA, la menor evolucion de los parametros texturales
y de color, asi como los menores recuentos microbianos en las
hamburguesas envasadas en atmdsfera modificada. Segun los recuentos de
aerobios mesofilos se establecié una vida util inferior a 10 dias para las
hamburguesas envasadas a vacio y a 14 dias para las envasadas en
atmosfera modificada.

Teniendo en cuenta que algunas de las hamburguesas de pescado
presentes en el mercado tienen un tiempo de comercializacion de 10 dias en
refrigeracion, la hamburguesa de atun y algas elaborada en este estudio,
envasada en atmésfera modificada podria comercializarse con la misma
fecha de caducidad.
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