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RESUMEN

La acuicultura en su conjunto produce hoy en dia mas de la mitad
del pescado consumido en el mundo. El objetivo de la presente
tesis doctoral es estudiar la aplicacion de diferentes tecnologias
para incrementar vy diversificar productos procedentes de
acuicultura. Concretamente se han analizado las tecnologias de
coccion vy fritura a vacio, biopreservacion y elaboracion de
texturizados a partir de dorada (Sparus aurata). Para ello en tres
capitulos se aborda el estudio de estas tecnologias para el
desarrollo de productos alternativos elaborados a base de dorada
gue permitan la diversificacion del sector. El primer capitulo se
centra en el estudio del proceso de fritura y coccion a vacio de
filetes de dorada para evaluar aspectos relacionados con su calidad
como ganancia de aceite, pérdida de agua, cambios de color, etc.
con vistas a definir los tiempos éptimos de procesado del producto.
En el segundo capitulo se estudia el desarrollo de texturizados,
para ello se pretende analizar el efecto de diferentes formulaciones
con o sin la adicion de fibras sobre las caracteristicas,
fisicoquimicas, sensoriales y microbiolégicas de los productos
obtenidos con o sin coccién de los mismos. Por Ultimo, en el tercer
capitulo se analiza la aplicacion de técnicas de biopreservacion con
las que se pretende determinar las condiciones de preparacion de
los agentes biopreservantes, su forma de aplicacion y el efecto
sobre la vida util de los filetes de dorada. Los resultados obtenidos
muestran que el tratamiento de fritura a vacio a 110 °C y 25 kPa
con un tiempo comprendido entre tres y cinco minutos aporta un
menor contenido graso con unas pérdidas de humedad, peso vy
encogimiento razonables, por lo que éstas podrian ser unas

condiciones adecuadas para la aplicacion de dicho tratamiento. Los



tratamientos estudiados de coccidn a vacio mostraron que no
afectan al contenido total en proteinas y grasas del pescado, pero
si que pueden resultar interesantes para la conservacién de los
acidos grasos monoinsaturados ya que ademas mantienen valores
mas elevados de humedad y presentan un menor encogimiento. La
coccion a vacio a 70 °C con tiempos superiores a seis minutos
podria ser apropiada para conseguir productos mas jugosos y con
un adecuado perfil lipidico. En lo que hace referencia al desarrollo
de texturizados se ha estudiado y analizado el papel de la
transglutaminasa microbiana (MTGasa) y los niveles de sal (NaCl)
en las caracteristicas de un producto reestructurado a base de
dorada (Sparus aurata) y se ha analizado el efecto de la adicién de
diferentes hidrocoloides (konjac glucomanano (KGM),
carboximetilcelulosa sédica (CMC) y goma xantana) sobre la matriz
proteica del gel de pescado. Los resultados obtenidos ponen de
manifiesto que es posible el desarrollo de un reestructurado
precocinado fuente de fibra a base de dorada con unas adecuadas
caracteristicas sensoriales, fisico-quimicas y microbioldgicas. En
cuanto a la utilizaciéon de bioproctectores, se utilizd Lactococcus
lactis y nisina, incorporados mediante la técnica de impregnacion a
vacio con el fin de prolongar la vida util de filetes de dorada
envasados y almacenados en refrigeracién. La impregnacién a
vacio de los filetes con nisina y L. lactis se mostré como una
posible técnica de bioconservacidén para prolongar la vida util de

filetes de dorada almacenados en refrigeracion.



RESUM

L'aqlicultura en el seu conjunt produeix avui dia més de la meitat
del peix consumit en el moén. L'objectiu de la present tesi doctoral
és estudiar l'aplicacié de diferents tecnologies per a incrementar i
diversificar productes procedents d'aquicultura. Concretament
s'han analitzat les tecnologies de coccié i fritura a buit,
biopreservacid i elaboracié de texturitzats a partir d'orada (Sparus
aurata). Per aconseguir-ho en tres capitols s'aborda ['estudi
d'aquestes tecnologies per al desenvolupament de productes
alternatius elaborats amb daurada que permeten la diversificacio
del sector. El primer capitol es centra en l'estudi del procés de
fritura i coccié a buit de filets de daurada per a avaluar aspectes
relacionats amb la seua qualitat com a guany d'oli, pérdua d'aigua,
canvis de color, etc. amb l'objecte de definir els temps optims de
processament del producte. Al segon capitol s'estudia el
desenvolupament de texturitzats. Per tal fi es pretén analitzar
I'efecte de diferents formulacions amb o sense I'addicié de fibres
sobre les caracteristiques, fisicoquimiques, sensorials i
microbiologiques dels productes obtinguts amb o sense coccid.
Finalment, al tercer capitol s'analitza I'aplicacié de técniques de
biopreservacié amb les quals es pretén determinar les condicions
de preparacio dels agents biopreservants, la seua forma d'aplicacié
i I'efecte sobre la vida util dels filets de daurada. Els resultats
obtinguts mostren que el tractament de fritura a buit a 110 °C i 25
kPa amb un temps comprés entre tres i cinc minuts aporta un
menor contingut d’oli amb unes pérdues d'humitat, pes i
encongiment raonables, per la qual cosa aquestes podrien ser unes
condicions adequades per a l'aplicaci6 d'aquest tractament. Els
tractaments estudiats de coccié a buit van mostrar que no afecten

al contingut total en proteines i greixos del peix, perd si que poden



resultar interessants per a la conservacié dels acids grassos
monoinsaturats ja que a més mantenen valors més elevats
d'humitat i presenten un menor encongiment. La coccié a buit a 70
OC amb temps superiors a sis minuts podria ser apropiada per a
aconseguir productes més sucosos i amb un adequat perfil lipidic.
Pel que fa referéncia al desenvolupament de texturitzats s'ha
estudiat i analitzat el paper de la transglutaminasa microbiana
(MTGasa) i els nivells de sal (NaCl) en les caracteristiques d'un
producte reestructurat amb daurada (Sparus aurata) i s'ha
analitzat l'efecte de I'addicio de diferents hidrocol.loids (konjac
glucomana (KGM), carboximetilcel-lulosa sodica (CMC) i goma
xantana) sobre la matriu proteica del gel de peix. Els resultats
obtinguts posen de manifest que és possible el desenvolupament
d'un reestructurat precuinat font de fibra amb daurada amb unes
adequades  caracteristiques  sensorials, fisico-quimiques i
microbiologiques. Quant a la utilitzaci6 de bioproctectors, es va
utilitzar Lactococcus lactis i nisina, incorporats mitjancant la técnica
d'impregnacié a buit amb la finalitat de perllongar la vida util dels
filets de daurada envasats i emmagatzemats en refrigeracié. La
impregnacioé a buit dels filets amb nisina i L. lactis es va mostrar
com una possible técnica de bioconservacié per a perllongar la vida

util de filets de daurada emmagatzemats en refrigeracio.



ABSTRACT

Aquaculture produces today more than half of the fish consumed in
the world. The objective of the present doctoral thesis is to study
the application of different technologies to increase and to diversify
products coming from aquaculture. Specifically, technologies of
vacuum frying and cooking, restructured products and
biopreservation have been analyzed from sea bream (Sparus
aurata). Three chapters approach the study of these technologies
to obtain alternative products from sea bream that allows the
diversification of this sector. The first chapter is focused in the
study of the process of vacuum frying and cooking of sea bream
fillets to evaluate aspects related to its quality like oil uptake, water
loss, colour changes, etc. with a goal to establish the optimal times
of product processing. In the second chapter the development of
restructured products is studied. The effect of different
formulations (with or without fiber addition) on the, physico-
chemical, sensorial and microbiological characteristics of products
obtained (with or without cooking) is analyzed. Finally, in the third
chapter the application of biopreservation techniques is analyzed to
determine the conditions of biopreservant agent preparation, the
process of application and the effect on sea bream fillets shelf life.
The obtained results show that the treatment of vacuum frying at
110 °C and 25 kPa with a time between three and five minutes
contributes to reduce the oil content with appropriate losses of
moisture, weight and shrinkage. These conditions could be
adequate for the application of this treatment. The vacuum cooking
treatments studied showed that they do not affect the total fish
content of proteins and fats, but this technique can be interesting
for the preservation of monounsaturated fatty acids since they

maintain higher values of moisture and present a smaller



shrinkage. The vacuum cooking at 70 °C with cooking times higher
than six minutes, could be appropriate to obtain juicy products and
with a suitable lipidic profile. Related to the development of
restructured products, the function of microbial transglutaminase
(MTGasa) has been studied and analyzed and salt level (NaCl) in
the characteristics of a product formulated with sea bream (Sparus
aurata). The effect of the addition of different hidrocolloyds: konjac
glucomannan (KGM), sodium carboxymethylcellulose (CMC) and
xanthan gum, on the fish protein matrix gel has been analyzed.
The obtained result shows that it is possible to develop precooked
restructured products as fiber source from sea bream with suitable
sensorial, physico-chemical and microbiological characteristics. As
far as the use of biopreservants, Lactococcus lactis and nisin were
selected and incorporated by means vacuum impregnation
technique, with the purpose to increase the shelf life of sea bream
fillets packaged and stored in refrigeration. The vacuum
impregnation of fillets with nisin and L. lactis showed to be a
suitable technique of biopreservation to increase the sea bream

fillet shelf life preserved under refrigeration conditions.
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JUSTIFICACION E INTERES DEL ESTUDIO

La acuicultura en su conjunto produce hoy en dia mas de la
mitad del pescado consumido en el mundo. Este hito en la
alimentacién de la humanidad se alcanza después de cuatro
décadas de continuo crecimiento de esta actividad, y revela no solo
la vitalidad de la acuicultura, sino también el desarrollo econdmico
global y los continuos avances en la conservacion, comercializacion
y procesado de los productos acuaticos. La produccion global de
acuicultura ha crecido de manera espectacular desde menos de 0,6
millones de t en 1950 (y un valor de menos de 400.000 euros)
hasta 68,4 millones de t en 2008, afio mas reciente del que se
disponen datos de la Organizacion para la Agricultura y Ia
Alimentaciéon de Naciones Unidas (FAO) (con un valor global
aproximado de 84.791 millones de euros). Hasta 2007 las
producciones de la pesca y de la acuicultura avanzaban sobre las
tendencias marcadas en el ultimo cuarto del siglo XX: la pesca
contribuia de forma invariable con entre 90 y 95 millones de
toneladas al afio y la produccién acuicola crecia rapidamente. Sin
embargo, en los primeros afos del siglo XXI es perceptible una
ligera desaceleracién en el ritmo de crecimiento de la acuicultura a
nivel mundial y un marcado estancamiento de éste en regiones
como la Unién Europea (APROMAR, 2010).

El consumo per capita mundial de productos acuaticos, segun el
informe publicado por APROMAR en 2010, superd los 20 kg/hab.
Este dato supuso un fuerte incremento desde 1970 en el que este
consumo era de tan solo 11 kg/hab. La acuicultura y la pesca son
dos actividades complementarias que deben hacer frente al reto de
la creciente demanda de productos acuaticos sanos y seguros. Los
productos acuaticos son actualmente una de las mas importante

fuentes de proteina animal del mundo, representando el 28% del
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total de la proteina ingerida en los paises en vias de desarrollo y el
14% en Europa y Norteamérica. Espana es el Estado Miembro de la
UE con una mayor produccidon en acuicultura en toneladas, con
249.070 en 2008 (19,5% del total de la UE), seguido por Francia
con 237.870 t (18,6%) e Italia con 181.470 t (14,2%).

El valor de la produccion total de acuicultura espafiola en 2008
fue de 414 millones de euros (10,9% del valor total, y 52 posicién).
La produccion acuicola total de dorada (Sparus aurata) en Europa y
el resto del mundo en 2009 fue de 167.000 t. Esta cifra fue un
1,6% inferior a la del ano previo. Existe produccion de dorada de
acuicultura en 19 paises diferentes. Los principales productores son
Grecia con aproximadamente 85.000 t (que representan el 50,1%
del total), Turquia con 35.000 toneladas (20,9%) y Espafia con
23.690 (14,2%). La produccién de dorada de acuicultura en Espafia
en 2009 fue de 23.690 t, un -1,0% sobre la cifra de 2008. Esta
circunstancia de descenso continuado de la produccién no habia
ocurrido nunca en la historia de la acuicultura de dorada en
Espafia. En 2009 la Comunidad Valenciana (con el 39% del total)
encabezd la producciéon de dorada de acuicultura en Espanfa,
seguida por Murcia (27%), Canarias (15%), Andalucia (14%) y
Catalufia (5%). El precio medio en Espafia de primera venta de
dorada de acuicultura en 2009 fue de 3,75 €/kg. Este precio fue un
2,4% superior al de 2008, mientras que este habia caido un 14,9%
respecto del de 2007. El ejercicio 2009 fue el segundo afo
consecutivo con resultados negativos para los productores de
dorada, tanto en Espafia como en el resto del Mediterraneo,
aunque se comenzaron a percibir tenues signos de recuperacién.
Debe tenerse en cuenta que un precio medio de venta de 3,75 €/kg
es inferior al coste medio de produccién, que se sitla en una franja

entre 3,70 y 4,20 €/kg, segun la eficiencia de las empresas. Las
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causas de esta crisis de precios deben buscarse en los incrementos
de la producciéon de esta especie a nivel Mediterraneo en los
Ultimos afios, en el excesivo numero de operadores
comercializadoras extranjeras y espafiolas que fraccionan en
exceso la oferta y en el desequilibrio existente entre la capacidad
de negociacion de la demanda frente a la de la oferta. Por otra
parte, dos afios de precios de venta bajos arrastraron a las
empresas productoras de dorada a severos problemas de tesoreria
obligandoles a ventas en condiciones no deseadas.

La comercializaciéon de la dorada de acuicultura se realiza
principalmente a través de las pescaderias de supermercados y
grandes superficies. Las pescaderias tradicionales son la tercera via
de venta. Existe también una via de comercializacion menor a
través del canal Horeca (Hosteleria, Restauracion y Catering), pero
la mayor parte del consumo se produce en los hogares (85-90%).

La acuicultura en la Unidn Europea, después de muchos afios de
crecimiento, sufre desde el afio 2000 un evidente estancamiento
productivo. Las causas de esta situacion venian siendo avisadas
mucho antes del cambio de siglo, pero la realidad plasmada en los
datos estadisticos es hoy en dia irrefutable: la acuicultura en la UE
ni crece ni crea empleo, mientras que en el resto de Europa y del
mundo sigue progresando a buen ritmo. La causa de esta situaciéon
es una continuada pérdida de competitividad de las empresas de
acuicultura radicadas en la Uniéon Europea cuyos motivos son
diversos pero pueden resumirse en cuatro cuestiones: |la
desigualdad en las condiciones de participacion en el Mercado Unico
de los productores europeos frente a los localizados en paises
terceros, la dificultad en la obtencion de licencias para producir en
nuevos emplazamientos, la escasa variedad de productos ligada a

unas escasas politicas de I+D+i en este sector y la insuficiente
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informacién que reciben los consumidores y la sociedad en general
sobre la acuicultura. La Comisién Europea publicé en 2009 un
documento denominado "Construir un futuro sostenible para la
acuicultura: Nuevo impulso a la estrategia para el desarrollo
sostenible de la acuicultura europea", en el cual concluyen que
para fomentar la competitividad del sector acuicola es
imprescindible apostar por la investigacién y la innovacion.

Esta breve descripcidon del sector acuicula, en concreto el de la
dorada (Sparus aurata), pone de manifiesto la necesidad de un
cambio en dicho sector en materia de I+D+i. La presente tesis
doctoral se enmarca en este ambito con el objetivo de desarrollar y
analizar posibles vias de presentaciéon y de comercializacion asi
como de preservacién de un pescado con una alta produccion en
Espafia como es la dorada (Sparus aurata). Para ello se abordan
tres capitulos diferentes en los cuales el objetivo principal sera el
estudio de diferentes tecnologias para el desarrollo de productos
alternativos elaborados a base de dorada que permitan Ila
diversificacién del sector.

La industria transformadora de productos de la pesca genera
una importante cantidad de subproductos que suponen un grave
problema medioambiental. Este hecho sumado a la necesidad de
innovar en el sector acuicola expuesto anteriormente justifica el
desarrollo de productos transformados a partir de los desechos
provenientes de la industria transformadora. En esta linea, se
pretende desarrollar un producto reestructurado de dorada (Sparus
aurata) con alto valor afiadido como posible solucion al problema
planteado. El aprovechamiento de los desechos constituye una
oportunidad de desarrollo industrial importante, y a la vez, una
solucion inteligente para el problema ambiental que los mismos

generan. Asi mismo, otro de los principales problemas de los
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productos de la pesca es la escasa vida Util que presentan cuando
se comercializan en fresco. En este sentido, la presente tesis
propone la utilizacion de cultivos bioprotectores como técnica de
conservacion con el fin de prolongar la vida util de la dorada en
fresco. Finalmente, también se propone la utilizaciéon de la técnica
de vacio como mejora de los tratamientos térmicos (coccién y
fritura) tradicionales con el objetivo de evaluar su posible aplicacion
al desarrollo de platos precocinados mediante la utilizaciéon de dicha
técnica ofreciendo asi otro producto alternativo al consumo de

dorada (Sparus aurata) en fresco.
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CAPITULO I. INTRODUCCION






Capitulo I: Introduccion

I. INTRODUCCION
I.1. LA DORADA

1.1. Caracteristicas de la especie

La dorada (Sparus aurata) es una especie litoral que pertenece
a la familia de los Esparidos, orden Perciformes. La dorada habita
en aguas poco profundas (a unos 150 m de profundidad) tanto de
fondos arenosos como de roca del Mediterraneo y del Atlantico,
entre las islas Canarias e Inglaterra. Es sociable y forman pequefios
grupos. Se alimenta fundamentalmente de moluscos, crustaceos y
peces, y en ocasiones, de algas y plantas verdes marinas. Se pesca
con artes de arrastre, palangre de fondo, redes de enmalle y
trasmallos (Carbajo-Vasco et al., 2005). Presenta un fendmeno de
inversion sexual en los primeros afios de su vida, pues todos son
machos y con la edad se convierten en hembras. Puede vivir mas
de 10 afos y llegar a alcanzar hasta 70 cm de longitud (Coll-
Morales, 1991).

Su cuerpo, como en otros miembros de su familia, es ovalado,
alto y comprimido. Cabeza grande con el rostro y frente convexo.
Boca con labios muy gruesos, la mandibula superior un poco mas
larga que la inferior. Los dientes anteriores de ambas mandibulas
son conicos y fuertes. El dorso es gris y el vientre blanco. Aleta
dorsal con una parte anterior espinosa y una posterior con radios
blandos. Las aletas pectorales son largas, alcanzando su extremo el
origen de la aleta anal.

Entre los ojos tiene una mancha dorada (mas patente en
individuos adultos) que es la que le da su nombre, una mancha
negra en el origen de la linea lateral y una banda escarlata en el

borde de la mitad inferior del opérculo (Figura I.1.).
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Figura I.1. Dorada (Sparus aurata) (FONDOPES, 2008).

El cultivo de dorada se realiza en jaulas flotantes en el mar,
tanques de hormigén o estanques de tierra. La alimentacion es a
base de piensos fabricados a partir de harinas y aceite de pescado
(Carbajo-Vasco et al., 2005). Cada dorada tarda entre 18 y 24
meses en alcanzar 400 g desde que eclosiona el huevo. La talla
comercial abarca desde los 250 g hasta mas de 1,5 kg.

El pez tiene columna vertebral y craneo cubriendo la masa
cerebral. La columna vertebral se extiende desde la cabeza hasta la
aleta caudal y estd compuesta por vértebras. Estas vértebras se
prolongan dorsalmente para formar las espinas neurales y en la
region del tronco tienen apdfisis laterales que dan origen a las
costillas. Estas costillas son estructuras cartilaginosas u oOseas, en
el tejido conectivo (miocomata) y ubicadas entre los segmentos

musculares (miotomas) (Figura 1.2.).
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Figura I.2. Esqueleto del pez (Eriksson y Johnson, 1979).
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La masa muscular a cada lado del pez forma el filete. La parte
superior del filete se denomina musculo dorsal y la parte inferior
musculo ventral. Los miocomatas forman un patrén de surcos
perpendiculares al eje longitudinal del pez permitiendo Ia
flexibilidad del musculo para propulsar el pez a través del agua. La
proporcion entre musculo oscuro y musculo blanco varia con la
actividad del pez, debido a las diferentes funciones que poseen. El
musculo oscuro funciona en movimientos lentos y continuos,
mientras que el blanco es empleado en movimientos rapidos vy
subitos. La composicion quimica de los dos tipos de musculo se
diferencia fundamentalmente en el alto contenido de lipidos,
hemoglobina, glucégeno y mayor numero de vitaminas presentes
en el musculo oscuro. El alto contenido de lipidos del musculo
oscuro resulta importante debido a los problemas asociados con la
rancidez (Huss, 1988).

1.2. Valor nutricional de la Dorada

Por su contenido moderado de grasa se trata de un pescado
semigraso y, por tanto, de bajo aporte energético, por lo que si se
cocina de manera sencilla y con poca grasa, su consumo es
adecuado en dietas de control de peso. En su composicién (Tabla
I.1.) destaca su contenido modesto en proteinas de alto valor
bioldgico. Su carne supone un aporte interesante de potasio y
fosforo; moderado de sodio y magnesio -comparado con el resto de
pescados frescos- y menos relevante de hierro, en cantidad inferior

comparado con las carnes (SENBA, 2008).
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Tabla I.1. Composicién (por 100 g de porcién comestible).

Composicién centesimal

Agua (g) 71,08
Energia (Kcal) 141
Proteinas (g) 22
Lipidos (g) 5,40
AGS (g) 1,70
AGM (qg) 2,10
AGP (g) 1,60
Cenizas (g) 1,02
Carbohidratos (g) 0,00
Minerales (mg)
Fe 1,70
Mg 24
K 239
P 236
Ca 184
Na 123

Fuente: SENBA Sociedad Espafola de Nutricién
Basica y Aplicada (SENBA, 2008)

Dentro de la fraccion lipidica de la dorada, los acidos grasos
mas abundantes son los monoinsaturados aunque también
presenta un alto contenido en acidos grasos poliinsaturados DHA

(acido docohexanoico) y EPA (acido eicosapentanoico).

I.2. EL CONSUMO DE DORADA EN ESPANA

La dorada cuenta con una importante demanda en el mercado
espafiol. En los Ultimos afios se han probado y desarrollado
acciones innovadoras en el ambito de la comercializacion de la
dorada, con el objeto de ganar la confianza de los consumidores y
mejorar su valoracion en el mercado. Sellos y marcas de origen vy
calidad, como “Dorada de Crianza del Sur”, aunque en ambitos
locales, son hoy una realidad que parece tener efectos positivos

tanto en la intencién de compra como en el precio aceptado por los
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consumidores (Fernandez-Polanco et al., 2006). Otras alternativas
comerciales, como presentacion y transformado, aunque
prometedoras, precisan todavia de mayores niveles de integracion
con otras industrias e intermediarios. La dorada es la especie mas
identificada con la acuicultura, habiendo relegado a la trucha a la
segunda posicion en identificacion con el cultivo.

El consumo de esta especie se encuentra muy generalizado en
Espafa, siendo de aproximadamente la mitad de la poblacion, un
53,96% de los consumidores de pescado (49,5% de la muestra).
Segun el Panel de Consumo del MARM, el consumo per capita de
dorada en Espafna en 2010 se situ6 en 0,68 kg por habitante. Dicho
consumo de dorada se ve favorecido por el conocimiento de la
acuicultura y la realizacion de la compra, especialmente en
hipermercados y en las pescaderias tradicionales de barrio y
mercados. El perfil del consumidor es una persona de mediana
edad, casada y laboralmente activa, con nivel de renta y formacion
media-alta. El consumo de dorada se incrementa cuando el
consumidor conoce y consume productos de acuicultura, realiza
personalmente la compra en los canales tradicionales e
hipermercados y consume también la especie en restaurantes
(APROMAR, 2007).

I.3. TENDENCIAS DEL MERCADO DE PESCADO. NUEVOS
PRODUCTOS. PRODUCTOS REESTRUCTURADOS

El pescado se presenta como un producto agroalimentario muy
saludable, bajo en grasas saturadas y con una excelente fuente de
proteinas esenciales para nuestra salud. Sin embargo, el pescado
no suele ajustarse siempre a las preferencias del consumidor
actual, dada su naturaleza muy perecedera, sus altos costes de

preparacidon, o por sus caracteristicas fisicas y organolépticas
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(espinas, sabor, olor). Diversos estudios que han tratado de
identificar los motivos subyacentes del consumo de pescado (Leek,
2000; Myrland et al., 2000) consideran que el principal factor
responsable de rechazo del producto lo representa la dimensién
sensorial o heddnica. Se trata de las propiedades organolépticas del
producto, principalmente la apariencia (color, forma,
homogeneidad, defectos), el olor, el sabor, la textura o Ia
consistencia. Estas propiedades organolépticas, entre las cuales
destaca siempre el sabor (Steenkamp, 1993; Acebrén y Dopico,
2000; Roininen et al., 1999) identifican el producto e influyen en su
aceptacion. Existen estudios cualitativos con consumidores que
revelan que los no compradores piensan que el pescado ofrece
menor variedad en términos de sabores, es menos consistente que
la carne, tiene una apariencia fisica menos agradable en el
momento de compra y su olor no es muy apetecible en el momento
de consumo (Leek et al., 2000). En este contexto, se busca
desarrollar nuevos productos de pesca que intentan superar
algunas de esas barreras al consumo. Se trata de productos de
pescado de conveniencia, dirigidos a la poblacion en general y
principalmente al publico joven (Calvo-Dopico et al., 2010). La
conveniencia en el caso de un producto de pescado, se refiere a los
beneficios que el consumidor desea obtener o los costes fisicos o
psicolégicos que quiere reducir en la compra, manejo, preparacion,
conservacion, consumo y post-consumo del producto.

Espafia se ha venido centrando en los productos tradicionales
(fundamentalmente conservas) frente a otros paises como Francia
y Reino Unido que son mas innovadores, tanto en procesos
productivos como en productos. La evolucion de los ultimos afios
refleja, sin embargo, un fuerte aumento en la elaboracién de

preparados congelados vy, sobre todo, de platos totalmente
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elaborados siguiendo la tendencia europea. Los consumidores
demandan cada vez mas comida de rapida preparacion, sin
renunciar por ello al sabor y a la calidad. El tamafio y la tipologia
de los hogares modernos, dia a dia mas constituidos por personas
solas y de un nivel adquisitivo medio-alto, ha impulsado la
proliferacion de los formatos individuales de la comida lista para su
consumo. Siguiendo la tendencia europea, en Espafia se observa
una creciente comercializacion de los productos transformados
pesqueros, a través de los canales de la gran distribucion (sobre
todo en el caso de las conservas), dada la creciente importancia
que se le da a la dieta saludable, y la mayor demanda de
diversificacion de la gama de productos, tales como platos
preparados o precocinados, nuevas conservas, etc. debida a
nuevos patrones sociales: comidas menos estructuradas, trabajo
de la mujer fuera del hogar, etc. Las industrias europeas estan
tendiendo progresivamente a la fabricacidon de productos con alto
valor afiadido, calidad superior y que responden mejor a las
preferencias de los consumidores, asi como a la fabricacién de
productos de gran consumo mediante la diversificacién de las
especies trabajadas, utilizando otras menos caras como por
ejemplo la caballa.

La gran competencia existente entre las empresas del sector
para poder satisfacer las demandas del consumidor, esta
provocando que la industria agroalimentaria busque Ia
diferenciacion de los competidores a través del lanzamiento de
nuevos productos. Esto no es una excepcidn en la industria de
transformados de la pesca. La sustitucion de la comercializacion vy
consumo de pescado entero por producto troceado, el desarrollo de
nuevos productos y la proliferacion de productos funcionales

procedentes del mar, son las tres grandes tendencias referidas al

17




Capitulo I: Introduccion

consumidor en la industria de transformacion de la pesca (OPTI,
2005).

El sector de los productos de la pesca tiene ante si una
oportunidad de crecimiento. Los cambios en los habitos de los
consumidores han ido acompafiados de mejoras en las tecnologias
gue estan permitiendo que el sector pueda hacer frente a una
demanda cada vez mayor de productos preparados por parte de los
consumidores. La presentacion de nuevos productos con un minimo
procesamiento, permite llegar a una demanda que exige productos
faciles de preparar. Los consumidores quieren productos que sean
practicos y sanos.

La creciente demanda de pescado y productos de la pesca por
parte de los consumidores esta afectando a los recursos pesqueros
de todo el mundo, reduciendo las poblaciones de muchas especies
como el lenguado, la merluza, el bacalao y otras especies. Al
mismo tiempo, hay muchas especies que no se utilizan debido a su
pequefio tamafio, sabor, olor, color o textura. Ademas, algunos
subproductos, resultado del fileteado de algunas especies, podrian
ser transformados en productos de alto valor utilizando Ila
tecnologia del surimi o el reestructurado. Reestructurar un
producto implica el picado del musculo de pescado, la solubilizacién
de las proteinas de pescado con sal, formacién de la pasta de
pescado y la induccion del fendmeno de gelificacion, generalmente
por calor. La técnica de reestructurar permite la comercializaciéon
de especies de bajo valor comercial asi como la utilizacién de restos
del fileteado de especies comerciales (Noriega-Rodriguez et al.,
2009; Pacheco-Aguilar et al., 2010). Las proteinas miofibrilares
(concretamente la miosina) son las responsables de la agregacion
inducida por calor incluyendo los mecanismos de gelificacion y

uniéon proteica (Boyer et al., 1996). El nivel de sal utilizado es
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importante y determina la cantidad de exudado proteico que
posteriormente actuard como agente ligante permitiendo la
agregacion proteica. Diferentes autores han estudiado la influencia
de la adicion de sal en la formacién del gel. La fuerza idnica
generada en la matriz proteica influye en la forma en la que se
ligan las proteinas (miosina). Asi pues, se ha observado que a baja
fuerza idnica las agregaciones que se producen son inducidas por
uniones laterales entre las cadenas de miosina, mientras que a alta
fuerza idnica se producen uniones entre las cabezas de las cadenas
de miosina, lo que implicard un sistema mucho mas estructurado
(Boyer et al., 1996; Ramirez et al., 2000).

La industria de alimentos debe hacer un esfuerzo para reducir
el contenido de sal en los alimentos con el fin de prevenir vy
controlar enfermedades cardiovasculares. En este sentido, para
reestructurar productos de pescado, se han venido utilizando
diferentes agentes proteicos como agentes ligantes con el fin de
mejorar las propiedades mecanicas y funcionales del producto
reestructurado como por ejemplo: proteina de huevo (Yetim y
Ockerman, 1995), caseina, concentrado de proteina de trigo (WPC)
y transglutaminasa microbiana (MTGasa) (Uresti et al., 2004).

Los productos reestructurados surgen como una alternativa real
y viable al consumo de pescado en fresco o congelado. Cualquier
especie con valor comercial adecuado puede ser reestructurada
ofreciendo al consumidor una nueva forma de consumir pescado y
al mercado una nueva alternativa para su comercializacion y para
aquellas especies que tradicionalmente han sido poco o nada
comercializadas la opcion de reestructurar se presenta como una
salida adecuada desde un punto de vista econdémico. Un producto
se denomina reestructurado cuando se le trocea o pica y después

conjuntamente con ingredientes o sin ellos se crea una estructura
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diferente que va a dar lugar a una nueva textura y apariencia
(Sanchez-Alonso et al., 2007). Una de las mayores ventajas que
nos ofrece reestructurar musculo de pescado es la posibilidad de
modificar la composicion del producto inicial anadiendo nuevos
ingredientes o aditivos que nos van a dar como resultado un
producto final con unas caracteristicas y propiedades diferentes al
producto de partida. En este sentido la adicion de fibra se presenta
como una alternativa muy interesante no solo desde el punto de
vista tecnoldgico y nutricional sino como una herramienta
apropiada desde el punto de vista del marketing. El pescado posee
un elevado valor nutricional debido a su composicién y ademas
ofrece unas propiedades funcionales adecuadas para ser
reestructurado. Es un producto que no contiene fibra y el hecho de
afadir fibra a productos pesqueros podria parecer poco adecuado
cuando se mantiene una dieta equilibrada que contenga ademas de
pescado, frutas, verduras y legumbres. Sin embargo, la realidad
nos indica que el consumo en nifios y adolescentes en Europa
Occidental se basa en proteinas y grasas pero apenas ingieren
alimentos que les aporten la fibra en la cantidad necesaria para
cubrir las recomendaciones diarias en este nutriente (la Asociacion
Americana de Dietética recomienda una ingesta de fibra en adultos
de 25 a 30 g/dia o de 10 a 13 g/1000 kcal y en Europa el consumo
recomendado es de 20 g/persona/dia) (Borderias et al., 2005). La
fibra alimentaria es un elemento esencial en una dieta equilibrada y
Trowell et al. en 1976, la defini6 como “un conjunto de
macromoléculas de origen vegetal no digeribles por las enzimas
digestivas del hombre” y hoy también se incluyen aquellos
elementos animales como el quitosano que se encuentra en el
exoesqueleto de los crustaceos. Desde un punto de vista

tecnoldgico la fibra alimentaria mejora la capacidad de retencion de
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agua, mejora el poder de gelificacion, reduce la pérdida de
rendimiento y mantiene la forma del producto después del cocinado
(Ang y Crosby, 2005).

La aplicacion de hidrocoloides a los productos de la pesca ofrece
nuevas oportunidades para desarrollar nuevos productos basados

en la tecnologia del surimi o de los productos reestructurados.

I.4. APLICACION DE LA COCCION/FRITURA A VACIiO

La aplicacion de tratamientos térmicos es la forma mas
extendida de conservacion de los alimentos. El tratamiento de
esterilizacion ha permitido la aparicion de platos preparados en
conserva, cocinados a partir de recetas tradicionales y con una
amplia vida comercial sin necesidad de refrigeracién. Este
tratamiento resulta muy agresivo con las propiedades nutricionales
y sensoriales de los alimentos, causando rechazo en parte de los
consumidores. Por su parte, la pasteurizacion se emplea en la
produccion de platos precocinados o cocinados con una fecha de
caducidad reducida y con la necesidad de aplicar temperaturas de
refrigeracion o congelacién para su conservacion.

El tratamiento por calor puede ser considerado, sin duda
alguna, como uno de los modos mas antiguos de procesar las
materias primas alimenticias. En el ambito de la tecnologia
culinaria, cualquier tipo de tratamiento térmico que se aplique para
la elaboracién de un plato cocinado recibe el nombre genérico de
coccion. Cocer un alimento significa exponerlo a un foco de calor.
Como consecuencia de ese calentamiento, el alimento experimenta
cambios que pueden ser fisicos, quimicos, e incluso bioldgicos, que
implican modificaciones relacionadas con su calidad, tanto
organoléptica como nutricional. Tales modificaciones pueden

resultar favorables, o desfavorables, segun el tipo de coccion y las
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condiciones bajo las que se realice. Por ello, la coccién puede ser
considerada como aquella operacidon capaz de transformar de modo
fisico y/o quimico el aspecto, la textura, la composicion y el valor
nutritivo de un alimento mediante la accion del calor, con el fin de
satisfacer los sentidos de la vista, del gusto y del olfato. En
esencia, la coccién es la aplicaciéon de calor que se hace a un
alimento con el fin de convertirlo en mas digerible, apetecible y
sanitariamente seguro. Una vez que el calor incrementa la
temperatura del alimento se origina en consecuencia una serie de
procesos que se pueden considerar como la base del cocinado de
un alimento: reblandecimiento de fibras, coagulacién de las
proteinas, disolucion de compuestos quimicos, liberacion de jugos,
cambios en los factores de apariencia, etc. La intensidad del
tratamiento térmico aplicado y las condiciones en las que se
realiza, son factores determinantes de posibles modificaciones, que
pueden ser agrupadas en dos tipos de cambios:

a) Cambios de naturaleza fisica, externos y visibles, que atafen
a la apariencia, textura y flavor del producto, con una clara
repercusion visual, olfativa y gustativa.

b) Cambios de naturaleza quimica, sin manifestaciones
externas, aunque no menos importantes, que afectan a la
composicién molecular del alimento y se relacionan tanto con su
valor nutritivo, como con su seguridad microbiolégica y con las
caracteristicas organolépticas del mismo.

El binomio tiempo-temperatura va a ser crucial en estos
cambios (Bello, 1998).

4.1. Coccion/fritura tradicional
- Coccidn: cocer, desde el punto de vista tradicional, es un

proceso que implica la inmersion del alimento en un fluido acuoso
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caliente como medio de transferencia de calor. En el presente
trabajo se hara referencia a este tratamiento trabajando siempre
en condiciones de presion atmosférica. En las cocciones realizadas
en un medio liquido acuoso, el calor es transmitido al alimento por
el liquido que lo rodea.

- Fritura: la fritura es una operacion que implica la inmersién vy
coccion de los alimentos en aceite caliente. El proceso de fritura
implica transferencia de calor y masa, y su objetivo es combinar los
tiempos de coccidn cortos con caracteristicas Unicas tales como el
color, el sabor, la corteza y la textura. En esencia, la fritura es un
proceso de deshidratacion en el que la temperatura del aceite (por
ejemplo, de 160 a 180 °C) permite la rapida transferencia de calor
y un periodo de coccién. Sin embargo, la temperatura interior del
producto frito no se eleva por encima de 100 °C y, como
consecuencia, la lixiviacion de los componentes solubles en agua de
los alimentos es minima (Saguy et al., 1998; Saguy y Pinthus,
1995). En el proceso de fritura, las caracteristicas del producto y la
calidad del aceite son factores clave que afectan a la absorcion de

aceite.

4.2. La cocciéon/fritura en condiciones de vacio continuo
(Cook-vide)

En la presente tesis, se plantea el estudio de otro tipo de
tratamiento térmico que se ha denominado coccidn/fritura en
condiciones de vacio continuo (cook-vide). Este sistema consiste en
cocinar el producto en condiciones de presion subatmosférica
(vacio) y después envasar y refrigerar el alimento. El plantear este
capitulo surge tras analizar las perspectivas de este sistema de
coccion. En primer lugar, al trabajar a menor presion se consigue

reducir el punto de ebullicién del liquido de coccién y del agua de
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constitucion del producto, lo que permite deshidrataciones y
cocciones a menor temperatura con los beneficios que ello
representa para las caracteristicas texturales y nutricionales del
producto, pero quizas el fendmeno mas interesante que se puede
analizar es el de la impregnaciéon del producto con el medio de
coccién, en el caso que resulte de interés. Durante el proceso de
coccion a vacio, se produce una expansion y liberacion del gas
retenido en la estructura porosa del alimento, posteriormente tras
la ruptura de vacio, se produce una impregnacion del alimento con
el medio de coccion debido al efecto de compresion del gas
residual. Este fendmeno puede presentar algunas ventajas con
respecto al de coccién tradicional desde el punto de vista de calidad
nutricional y sensorial asi como de la vida util del producto.

En lo referente a los factores de calidad nutricional, se trabaja
con bajas temperaturas por lo que el efecto de las mismas sobre la
menor alteracion de las vitaminas se mantiene, pero presenta
como novedad que al estar el producto en contacto con la solucién
de coccion éste puede enriquecerse (al ser impregnado) con los
constituyentes del liquido de coccidon (vitaminas, minerales,
componentes funcionales, bioconservantes, etc.) que pueden
contribuir, mediante la formulacién de los liquidos de coccién, a
incrementar o reconstituir el valor nutricional de los productos.
También desde el punto de vista sensorial el producto puede verse
modificado para potenciar o adquirir nuevos sabores y si se desea
se pueden introducir algunos elementos que contribuyan a reforzar
algunos aspectos como la textura. También contribuye a reducir las
oxidaciones al trabajar en condiciones de baja presion de oxigeno o
al poder introducir agentes antioxidantes en el producto
(tocoferoles, vitamina C). Otra de las aplicaciones que se pretende

estudiar es su uso para la introduccion de cultivos protectores
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(protective cultures, PC), bacteriocinas u otros agentes
conservantes para aumentar la vida util de los productos de Ia
pesca ya que, como se vio anteriormente, este aspecto resulta ser

la mayor debilidad de estas tecnologias (Rodgers, 2004).

I.5. NUEVAS HERRAMIENTAS PARA LA CONSERVACION DE
PESCADO. BIOCONSERVACION

El empleo de bioconservantes en alimentos implica el uso de
agentes naturales con el objetivo de ampliar la vida comercial y
minimizar los riesgos microbiolégicos de los alimentos. Las
bacteriocinas y los cultivos protectores son los bioconservantes

mas estudiados.

5.1. Aplicacién de cultivos bioprotectores

La adicion de cultivos productores de bacteriocinas estd mas
extendida en productos fermentados, aunque también pueden ser
empleados en alimentos no fermentados, actuando como cultivos
protectores. Estos podrian crecer durante el almacenamiento
refrigerado y producir bacteriocinas y/o durante condiciones de
temperaturas abusivas. En el primer caso, el crecimiento de los
cultivos protectores no tendria un impacto negativo sobre las
caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas del producto,
mientras que en el segundo caso, se convertirian en la principal
microflora alterante dando lugar a alimentos no aptos para el
consumo (Holzapfel et al., 1995).

Los cultivos protectores empleados en la conservaciéon de
alimentos son capaces de producir sustancias con caracter
antibacteriano cuando se producen temperaturas elevadas durante
el almacenamiento. Por ejemplo, Lactobacillus bavaricus vy

Enterococcus faecium inhiben Listeria monocytogenes en ternera
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sous-vide (Winkowski et al., 1993) y Clostridium botulinum en
pescado sous-vide (Embarek et al., 1994). El mecanismo de accion
de los diferentes cultivos protectores puede ser muy diferente. Por
ejemplo, Lactococcus lactis inhibe Clostridium botulinum por
produccion de bacteriocinas, mientras que Lactobacillus delbrueckii
de la subespecie bulgaricus mediante la generaciéon de peroxido de
hidrogeno (estudiado en carne de pollo) (Saleh y Ordal, 1955), por
otra parte, el poder antibacteriano de Lactobacillus plantarum ATCC
8014 es debido a la reduccién de pH (estudiado en sopa de
guisantes refrigerada) (Skinner et al., 1999). La composicion y
estructura del alimento puede afectar a la produccion de sustancias
inhibidoras y su actividad bioldgica. La mayoria de cultivos
protectores son bacterias acido lacticas procedentes de productos
fermentados. ElI principal problema del empleo de cultivos
protectores es la variabilidad del poder inhibidor y la sensibilidad de
los microorganismos protectores a los tratamientos térmicos,

ademas de su elevado coste.

5.2. Aplicacion de bacteriocinas

Las bacteriocinas son péptidos sintetizados ribosdomicamente o
proteinas con actividad antimicrobiana producidas por diferentes
grupos de bacterias (Jack et al., 1995). Las bacteriocinas pueden
adicionarse mediante preparados concentrados o inoculando
variedades productoras en condiciones favorables (Schillinger et
al., 1996; Stiles, 1996). La nisina es la Unica bacteriocina de
adicion exogena reconocida por la legislacion espafola como
conservante alimenticio (E-234). La eficacia de las bacteriocinas
depende de factores como pH, temperatura, composicion,
estructura y microflora del alimento (Galvez et al., 2007). Scott y

Taylor (1981), mostraron la sensibilidad a la nisina de diferentes
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variedades de Clostridium botulinum (56A < 69A < 113B + 213B <
Beluga E < Minnesota E), efecto del pH (a pH 6 fue mas efectivo
que a pH 7 y 8) y la carga de esporas (mayor efecto inhibidor a
102 que a 103 o 104 ufc/mL). Otras bacteriocinas, como Periocina
AcH, son capaces de inhibir Clostridium botulinum tipo E pero no
tipo A y B, y también Listeria monocytogenes en carne de pollo
cruda y cocinada (Goff et al., 1996). Farkas et al. (2002),
estudiaron el efecto combinado de nisina con tratamiento térmico
(90 °C, 10 min) e irradiacion gamma (5 KGy) en alimentos sous-
vide inoculados con esporas de Bacillus cereus observando una
reduccién notable en el nimero de supervivientes en 42 dias de
almacenamiento a temperatura elevada (10 °C).

Como conclusidn, la posibilidad de realizar un doble tratamiento
térmico, irradiacién, adicién de lactato, sal y agentes acidificantes
afectan a la calidad sensorial, estructural o nutricional de los
alimentos o son considerados no naturales por los consumidores.
Por otra parte, el envasado en atmdsfera modificada y el empleo de
altas presiones hidrostaticas no resultan efectivos contra
microorganismos formadores de esporas. También, el efecto
antimicrobiano de determinadas sustancias naturales depende
especificamente del tipo de alimento y su empleo resulta muy
limitado. En este sentido, bacteriocinas y cultivos protectores no
tienen los inconvenientes mencionados anteriormente, sin
embargo, la pérdida del efecto inhibidor y la carencia de
aplicaciones practicas implica la necesidad de nuevas
investigaciones que permitan desarrollar estrategias con el fin de

mejorar la seguridad de los alimentos.
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I1. OBJETIVOS

II.1. Objetivo general

El objetivo de la presente tesis doctoral es estudiar la aplicacion
de diferentes tecnologias para incrementar y diversificar productos
procedentes de acuicultura. Concretamente se van a emplear las
tecnologias de coccidn y fritura a vacio, elaboracion de productos
reestructurados y biopreservacion de dorada (Sparus aurata)

procedente de acuicultura.

I1.2. Objetivos especificos
Los objetivos especificos hacen referencia a cada una de las
tecnologias estudiadas y se desarrollan en tres capitulos cuya

finalidad es:

1. Estudiar el proceso de fritura y coccién a vacio de filetes de
dorada para evaluar aspectos relacionados con su calidad como
ganancia de aceite, pérdida de agua, cambios de color, etc., con
vistas a definir las condiciones optimas de procesado del

producto.

2. Obtener un producto reestructurado a base de dorada (Sparus
aurata) mediante la adiciéon de sal (NaCl) y transglutaminasa
microbiana (MTGasa) asi como analizar el efecto de la adiciéon de
diferentes hidrocoloides (konjac  glucomanano (KGM),
carboximetilcelulosa sédica (CMC) y goma xantana) sobre la
matriz proteica del gel con el fin de obtener un producto

reestructurado de pescado como “fuente de fibra”.
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3. Determinar las condiciones de preparacion del agente
bioconservante (Lactococcus lactis), su forma de aplicacion y el

efecto sobre la vida util de filetes de dorada.
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III. ESTUDIO DE LOS PROCESOS DE FRITURA Y COCCION A
VACIO DE FILETES DE DORADA (Sparus aurata)

III.1. INTRODUCCION
1.1. Coccion
1.1.1. Concepto de coccién

El tratamiento por el calor puede ser considerado, sin duda
alguna, como uno de los modos mas antiguos de procesar las
materias primas alimenticias. En el ambito de la tecnologia
culinaria, cualquier tipo de tratamiento térmico que se aplique para
la elaboracién de un plato cocinado recibe el nombre genérico de
coccion.

Cocer un alimento significa exponerlo a la accién de un foco de
calor, o de unas radiaciones, con el proposito de elevar su
temperatura. Como consecuencia de ese calentamiento, el alimento
experimenta cambios que pueden ser fisicos, quimicos, e incluso
bioldgicos, que implican modificaciones relacionadas con su calidad,
tanto organoléptica como nutricional. Tales modificaciones pueden
resultar favorables, o desfavorables, segun el tipo de coccion y las
condiciones bajo las que se realice. Por ello, la coccidon pude ser
considerada como aquella operacidon capaz de transformar de modo
fisico y/o quimico el aspecto, la textura, la composicion y el valor
nutritivo de un alimento mediante la accion del calor, con el fin de
satisfacer los sentidos de la vista, del gusto y del olfato. En
esencia, la coccion es la aplicacion de calor que se hace a un
alimento con el fin de convertirlo en algo mas digerible, apetecible
y sanitariamente seguro (Bello, 1998). La etapa de cocinado tiene
lugar después de la preparacion y el procesado del alimento y el

tiempo transcurrido entre una fase y otra debe ser minimo para
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prevenir, tanto el deterioro microbioldgico, como el crecimiento de
microorganismos patégenos.

La coccién es un proceso por el que se pretende alcanzar,
dentro del alimento una temperatura determinada, que sabemos
necesaria para conseguir unos determinados efectos culinarios.
Para ello, se pueden aplicar diversos sistemas de tratamientos
térmicos, cuyas consecuencias deberan ser bien estudiadas, para
sopesar, en cada caso, las incidencias sobre diversos tipos de
factores, unas veces nutricionales, otras econdmicos: tiempo de
trabajo, calidad del producto final, valor nutritivo del mismo,
rendimientos de trabajo, energia del sistema, costo de las

instalaciones etc.

1.1.2. Tipos de cocciones

Existen diversos tipos de cocciones que pueden ser clasificadas
atendiendo a diversos factores. A continuacién se expone una
clasificacion que toma como criterio el medio utilizado para
conseguir la transferencia de calor durante la coccién. Los
diferentes tipos de coccidn se pueden reunir en cinco grupos:
- La coccion en medio no liquido: bajo esta denominacion se
reinen diversos tipos de coccion que también pueden ser
calificadas como cocciones con calor seco. El alimento se calienta a
través de su parte superficial, puesta en contacto con una
atmodsfera de aire caliente. Sus objetivos son mejorar Ia
palatabilidad del alimento, haciéndolo mas tierno, digerible y con
unas propiedades sensoriales especificas.
- La coccion en medio graso: Estas técnicas de coccion emplean
como medio de transferencia de calor para el tratamiento térmico

del alimento cuerpos grasos que sean liquidos a la temperatura de
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trabajo. Con este método se consigue obtener preparaciones
culinarias doradas y crujientes.

- Cocciones en medio acuoso: en este caso se emplea un fluido
acuoso como medio de transferencia de calor para el tratamiento
térmico del alimento. Para ello, el alimento toma contacto con
agua, caldo corto, jarabe o, incluso vapor de agua normal o
sobrecalentado.

- Cocciones mixtas: existen tecnologias de coccién que podrian
ser catalogadas como cocciones mixtas, porque en ellas el calor se
transmite al alimento a través de un medio, que puede contener
tanto agua como grasa, que pueden procedes de un liquido
afiadido, o bien aportadas por el propio alimento o de la guarnicion
que le acompafie.

- Cocciones especiales: todos los métodos de coccidn
anteriormente mencionados son procesos que se conocen y aplican
desde la mas remota antigliedad en la culinaria popular primero y
en la empresarial después. Todo lo mas que se les puede sefialar
como novedad se reduce a las mejoras de maquinarias e
instalaciones para ser llevados a cabo con garantias y eficacia. En
el transcurso de estos Ultimos afios, las presiones ejercidas por el
consumidor, que espera encontrar en los platos cocinados las
propiedades sensoriales especificas de las materias primas, ha
desembocado en una clara evolucién de las tecnologias de coccién.
De todos ellos, se pueden destacar dos: la coccién con microondas

y la coccién a vacio (Bello, 1998).

1.1.3. Efecto del cocinado sobre los tejidos animales
El cocinado de alimentos implica una serie de cambios vitales,
entre ellos la simplificacion molecular. Este fendmeno consiste en la

ruptura, por el efecto del calor, de los complejos organicos de

37




Capitulo III: Estudio de los procesos de fritura y coccion a vacio

mayor tamafio que componen los alimentos, haciéndolos aptos
para el consumo humano.

Cuando se emplean temperaturas altas de cocinado, proximas a

200 ©°C, se produce la explosion de las membranas de los
adipocitos, liberando al exterior la grasa que contienen. Aunque, la
carne y el pescado sufren una considerable pérdida de peso
durante el cocinado, principalmente en forma de agua tisular, el
tejido adiposo no experimenta practicamente pérdida alguna.
La transformacion mas importante que el calentamiento provoca en
la carne muscular es debido a la coagulacién de las proteinas,
afectando a la textura y al color. Durante el cocinado, las proteinas
son desnaturalizadas por la accidén de la temperatura (Rowe, 1989)
y posteriormente se producen interacciones proteina-proteina que
retienen el agua en su interior. Este fendbmeno da lugar a la
formacion de un gel de proteinas sarcoplasmicas y la contraccién y
solubilizacion del tejido conectivo, causante de la terneza y
jugosidad caracteristica de la carne cocinada.

Como consecuencia de esto, la carne pierde transparencia y
adquiere un aspecto claro donde predominan los tonos grisaceos. El
aumento de temperatura durante el cocinado afecta a la estructura
de las proteinas de diferente forma dependiendo de la temperatura
alcanzada. En primer lugar, entre 54-58 °C se producen cambios
en la estructura de la miosina (Martens y Vold, 1976; Wright et al.,
1977), entre 65-67 °C se ve afectada la estructura del colageno
(Martens y Vold, 1976; Stabursvik y Martens, 1980) y las proteinas
sarcoplasmicas (Wright et al., 1977; Wright y Wilding, 1984) y por
ultimo, temperaturas de 80-83 °C modifican la estructura de la
actina (Wright et al., 1977).

Las proteinas sarcoplasmicas tienen un papel muy importante

durante el cocinado y afectan directamente a la textura de la carne
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cocinada (Davey y Gilbert, 1974; Hamm, 1977; Tornberg, 2005).
La agregacion de este tipo de proteinas se produce en el intervalo
de temperaturas comprendido entre 40 y 60 °C (Hamm, 1997),
aunqgue en ocasiones se puede extender hasta los 90 °C (Davey y
Gilbert, 1974).

Otro aspecto a tener en cuenta, es el efecto que tienen muchas
enzimas sobre la textura de la carne, consiguiendo un
ablandamiento de la misma cuando se emplean temperaturas bajas
y tiempos largos (velocidades de 0,1 °C/min). Por ejemplo, las
colagenasas pueden permanecer activas hasta temperaturas de
cocinado de 60 °C, sin embargo, pueden ser inactivadas cuando el
calentamiento es rapido y se emplean temperaturas de 70-80 °C
(Laakkonen et al., 1972). Como resultado de la desnaturalizacion
de las proteinas miofibrilares se produce la formacion de un gel,
causado principalmente por la desnaturalizacion de la miosina
(Hermansson y Langton, 1988). La molécula de miosina esta
formada por dos cadenas enrolladas entre si (cola) de una masa
molecular aproximada de 500 kDa, formando una fibrilla de 1,5 um
de longitud. Uno de sus extremos esta constituido por una parte
mas voluminosa (cabeza) por donde interacciona con la molécula
de actina. La formacion del gel se produce en dos etapas
dependiendo de la temperatura. La primera ocurre entre 30 y 50
oC e implica la agregacion de las cabezas globulares de la miosina.
La segunda, a temperaturas superiores a 50-60 ©°C, implica
cambios en la estructura helicoidal de la cola de miosina, dando
lugar a la formacion de una red por interacciones entre los grupos
hidrofdbicos. El colageno en estado natural es opaco e insoluble en
agua, sin embargo, durante el cocinado de la carne y el pescado,
parte se solubiliza y da lugar a gelatina, de aspecto mas

transparente. El calentamiento del coldgeno produce una
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desnaturalizacion (53-63 °C) (Martens et al., 1982), cuya primera
consecuencia es un acortamiento de las fibras. En la primera fase
del cocinado, cuando la temperatura no es excesivamente alta (40-
60 °C segun Hostetler y Landman, 1968; Bendall y Restall, 1983;
Offer et al., 1984) se produce un primer acortamiento debido a la
disociacion de las fibrillas y la dislocacion de las hélices,
obteniéndose las cadenas de proteinas individuales, aunque
conservan su estructura helicoidal. Si el calentamiento continda y
la temperatura asciende a 60-70 °C (Mohr y Bendall, 1969) se
produce la pérdida de la estructura helicoidal y se obtiene una
estructura orientada al azar en la que todas las cadenas
interactian dando lugar a lo que se denomina gelatina. La
temperatura de desnaturalizacion del colageno depende del
contenido en prolina e hidroxiprolina. Cuanto mayor es el
contenido, mayor es la temperatura que se requiere para su
gelatinizacion. En este sentido, existe una gran diferencia en el
contenido de prolina y la temperatura de desnaturalizacion del
colageno procedente de animales de sangre caliente y peces,
siendo bastante baja en estos ultimos, llegando incluso a menos de
20 °C en algunos peces de agua fria. Ademas de las citadas
transformaciones se pueden producir otras especificas que
dependen del sistema de calentamiento utilizado y de las
temperaturas aplicadas. Cuando se realiza un calentamiento seco a
temperaturas superiores a 150 °C se producen unas sustancias
denominadas melanoidinas, que presentan un color marrdn oscuro
y contienen componentes caracteristicos del sabor. La formacion de
estas sustancias estd relacionada con la reaccion de Maillard y
consiste en reacciones de los aminoacidos y péptidos con
determinados hidratos de carbono para dar lugar a nuevos

compuestos.
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1.1.4. Efecto del cocinado sobre la microflora

Al mismo tiempo que el cocinado debe conseguir que la carne y
el pescado tengan una textura tierna y jugosa, no hay que olvidar
el principal objetivo que es proporcionar alimentos seguros y con
una extensa vida comercial. Las temperaturas necesarias para
conseguir una textura adecuada pueden no ser capaces de
asegurar la conservacion de los platos cocinados durante largos
periodos de almacenamiento. Por ello, resulta indispensable
establecer una relacién temperatura/tiempo éptima con el fin de
alcanzar un equilibrio entre la seguridad y la calidad sensorial y
nutricional de los platos cocinados. La temperatura empleada debe
superar los 65 °C con el fin de inactivar células vegetativas y
destruir la microflora inicialmente presente en el alimento
(Pseudomonas spp., Enterobacteriaceae, Lactobacillus spp. y otras
bacterias potencialmente patdégenas no formadoras de esporas).

Al mismo tiempo, debe asegurar 6 reducciones decimales en los
recuentos de esporas de la variedad no proteolitica de Clostridium
botulinum y de los patégenos vegetativos Listeria, Salmonella y
Escherichia coli (Schellenkens, 1996). El tratamiento minimo
recomendado para asegurar este hecho es de 90 °C/10 min (Anon,
1992), sin embargo, estos tratamiento a temperaturas superiores a
70 °C pueden destruir vitaminas termolabiles y producir pérdida de
jugosidad, afectando a la calidad nutricional y sensorial de los
platos cocinados. Por esta razon, resulta muy importante
establecer tratamientos equivalentes en relacion a la efectividad
antimicrobiana, que permitan trabajar a temperaturas cercanas a

70 °C durante periodos mas largos.
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1.2. Coccion a vacio

La coccion a vacio es un método de cocciéon que viene siendo
utilizado desde hace décadas. Tradicionalmente la cocina a vacio
era conocida como cocina “sous-vide”.

La coccidn a vacio o “sous-vide"” es una técnica de coccion
desarrollada en Francia hacia finales de los afios setenta y surgida
a raiz de los ensayos de un chef de cocina, George Pralus, que
intentaba resolver el problema de las pérdidas de peso y de jugo,
cuando elaboraba el foie-gras. Tuvo la iniciativa de aplicar el
principio culinario del papillote (método clasico de cocinado de
alimentos envueltos en papel aceitado para retener mejor aromas y
humedad) vy, tras varios intentos, consiguié reducir las pérdidas
desde el 40% hasta solo un 5% (Bello, 1998). La técnica sous-vide
consiste en envasar el producto en una bolsa de material plastico
con una baja permeabilidad al oxigeno y resistente a altas
temperaturas. Uno de los aspectos que caracteriza el uso de esta
técnica es el empleo de temperaturas sensiblemente inferiores a las
empleadas tradicionalmente. Asi, las temperaturas recomendadas
para carnes suelen oscilar entre los 58 y los 65 °C, mientras que
para algunos pescados el éptimo se encuentra entre los 40 y 50 °C.
De hecho, son estas temperaturas tan alejadas de las empleadas
en los métodos tradicionales, y no tanto el vacio, los responsables
de la textura obtenida en estos productos (Ruiz, 2010).

Por otra parte, la coccidon en condiciones de vacio continuo o
“cook-vide" consiste en cocinar el producto en condiciones de
presién subatmosférica (vacio) y después envasar y refrigerar el
alimento. A diferencia de la coccion “sous-vide” el alimento esta en
contacto con el medio de coccidon y por ende tanto el producto
como el medio de coccidn se encuentran a una presion inferior a la

atmosférica lo que hace que la temperatura de ebullicion del agua
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de constitucion del alimento y la del medio de coccidon disminuya.
Las propiedades del producto final dependeran por tanto del
método de coccion empleado. En la presente tesis doctoral se
hablard en todo momento de coccion en condiciones de vacio

continuo “cook-vide”.

1.3. Fritura

1.3.1. Concepto de fritura

La fritura es un proceso que consiste en la coccion del alimento
por inmersion en un aceite o grasa a una temperatura superior a la
de ebullicion del agua, normalmente entre 150 y 200 °C (Farkas et
al., 1996a; Tangduangdee et al., 2003; Kochhar y Gertz, 2004). Es
una de las preparaciones culinarias mas antiguas y al parecer su
uso se remonta al antiguo Egipto, alrededor del 2500 a.C.
(Tannahill, 1995). La fritura es un proceso muy extendido tanto en
el ambito culinario como en el industrial. A lo largo de la historia las
diferentes conquistas, migraciones e intercambios culturales
hicieron que esta técnica culinaria se extendiese por todo el
mundo. Los productos obtenidos, muy valorados por sus
caracteristicas Unicas de sabor, textura y color (Moreira, 2001;
Saguy y Dana, 2003) fueron adaptados por cada cultura a sus usos
y costumbres tomando diferentes formas y aplicaciones en cada
lugar, excepto en el caso de las “patatas fritas” o “French fries” que
es un producto consumido de igual modo en todo el mundo.

En la actualidad, los alimentos fritos gozan de una popularidad
cada vez mayor en el mundo y son aceptados por personas de
todas las edades. La preparacion de estos productos es facil y
rapida y su aspecto y sabor se corresponden con los deseados por
el consumidor. Esta situacion ha conllevado que la fritura se haya

generalizado en los establecimientos de comida rapida (“fast
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food”), en la restauracién, en la propia industria alimentaria, por
ejemplo los llamados “snacks” y también en los hogares, etc.
Precisamente, la fritura es el uso principal de los aceites y las
grasas en la cocina. En esta forma de procesar los alimentos a altas
temperaturas, el medio de transferencia de calor es el aceite el que
imparte sabor, apariencia y textura al producto. Para freir un
alimento pueden utilizarse aceites, grasas o los denominados
shortenings (generalmente aceites vegetales hidrogenados,
semisolidos, plasticos). Tradicionalmente los términos aceite y
grasa estan determinados por el punto de fusién del producto
lipidico, aceite cuando el mismo es liquido a la temperatura
ambiente y grasa cuando tiene determinado grado de solidez a

dicha temperatura.

1.3.2. Tipos de fritura

Cocinar mediante fritura es mas eficiente que por medio del
calor seco de un horno y mas rapido que con el uso de agua
hirviendo. Las altas temperaturas que se alcanzan al freir, logran
una penetracion mas rapida y uniforme del calor hacia el interior
del alimento que se esta cocinando. Existen distintos tipos de
fritura que se pueden clasificar en dos grandes grupos atendiendo a
la proporcion de aceite empleada:
- Fritura por inmersion o simplemente fritura (en inglés “deep-
fat frying” o “immersion frying”): en ella el alimento esta
sumergido completamente (o en su mayor parte siempre que su
flotabilidad lo permita) en el medio de fritura. Es la forma
predominante de fritura a escala industrial (Farkas et al., 1996a).
Las principales ventajas y desventajas de un proceso tipico de

fritura se muestran en la Tabla III.1.
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Tabla III.1. Principales ventajas y desventajas de la fritura frente a

otros tipos de coccion (Adaptado de Mehta y Swinburn, 2001).

Ventajas Desventajas

Alto contenido en grasa de los

Rapida velocidad de cocinado
productos

Eficiencia energética y econdmic L .
a getica 'y economica Generacién de residuos

del proceso

Generacién de componentes peligrosos

para la salud (P.ej. Acriamida o

Hidroximetilfurfural)

Consistencia de los productos
cocinados

El uso prolongado del aceite lo degrada
produciendo:
- Disminucién de las cualidades
organolépticas

Mejora del color
Mejora del flavor

Textura crujiente Colores demasiado oscuros

Reduccién de la pérdida de

- . Cambios en el flavor
micronuntientes del producto

Cambios en la textura

- Incrementos en el tiempo de
cocinado

- Cambios fisicos en la grasa
empleada

Reduccién del punto de humo
Aumento de la espuma

Incremento de la viscosidad

- Cambios quimicos en la grasa
empleada
Incremento de los efectos
termooxidativos debido a los
radicales libres

- Fritura en sartén o plancha (en inglés “pan-frying”): en ella el
medio de fritura constituye Unicamente una capa mas o menos
uniforme que separa al alimento de la sartén o instrumento de
coccion analogo. Su uso se limita practicamente al ambito
doméstico, aunque la peculiaridad de sus mecanismos de
transferencia de calor y materia y los problemas oxidativos

derivados de su uso hace que también sea una interesante materia

45




Capitulo III: Estudio de los procesos de fritura y coccion a vacio

de estudio (Baik y Mittal, 2006; Soupas et al., 2007). Una ligera
modificacion en este tipo de fritura, de uso creciente en
restauracion, es la “fritura agitada” (del inglés “stir frying”), basada
en la cocina asiatica en la que la sartén o “wok” esta en constante
agitacion para favorecer una coccion rapida (Adler-Nissen, 2007).
En cualquier caso, una buena fritura redne unas condiciones de
tiempo, temperatura, pérdida de agua y ganancia de grasa tal que,
el producto final tiene un aroma, sabor y textura caracteristicos a
la vez que se destruyen bacterias, toxinas y ciertos enzimas dado
su caracter térmico (Varela, 1994; Fellows, 1998; Pokorny, 1999).
Ademas, en comparacion con otros métodos de coccion, como el
hervido, conlleva menores pérdidas de vitaminas y micronutrientes
(Bognar, 1998; Saguy y Dana, 2003; Somsub et al., 2008).
Durante el proceso de fritura tienen lugar multitud de cambios
fisicos, quimicos y nutricionales en el alimento. Estos cambios
dependen, entre otros factores, de la humedad y del tipo de
alimento, de la calidad de aceite utilizado y de la temperatura del
proceso, asi como del tiempo de residencia del producto en el

aceite caliente (Dobarganes et al., 2000; Moreira, 2001).

1.3.3. Caracterizacion del proceso de fritura

Durante el proceso de fritura se presentan diversos cambios
fisicos y bioquimicos, por lo que los estudios realizados sobre esta
operacion abarcan aspectos bioldgicos (Gamble y Rice, 1987;
Swackhamer, 1995; Paul y Mittal, 1997), quimicos (Fritsch, 1981;
Sinram y Hartman, 1989; Carr, 1991; Demetriades et al., 1995;
Paul y Mittal, 1997), y fisicos (Blumenthal, 1991; Saguy y Pinthus,
1995; Ufheil y Escher, 1996).
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1.3.3.1. Transferencia de calor y de materia

Desde el punto de vista ingenieril, la transferencia simultanea
de calor y de masa representa un reto por sus caracteristicas
particulares, el calor convectivo es transferido desde el aceite que
rodea al alimento hacia la superficie formandose la costra que
proporciona el color y sabor tipico de los productos fritos. Mientras
gue la transferencia de masa se caracteriza por la penetracion del
aceite hacia el interior del alimento y por la salida del vapor de
agua proveniente del alimento. Paralelamente se desarrollan
notables cambios texturales, el alimento puede reducir o aumentar
su volumen como consecuencia de la pérdida de agua y/o ganancia
de aceite y también existen cambios estructurales de los
componentes alimenticios.

En base a las diferencias que se presentan durante el proceso
de fritura, se reconocen cuatro etapas: calentamiento inicial,
ebullicion superficial, periodo de velocidad decreciente y punto final
de burbuja (Singh, 1995; Farkas et al., 1996a).

El calentamiento inicial que dura pocos segundos, se caracteriza
por el calentamiento del alimento hasta llegar a la temperatura de
ebullicion del agua, siendo la conveccion natural el mecanismo de
calentamiento dominante y el calor sensible el requerido para
elevar la temperatura del alimento. En esta etapa no hay
evaporacién superficial del agua.

La ebullicion superficial es iniciada con la salida de vapor y
formacion intensa de burbujas, el fendmeno de transferencia de
calor por conveccion natural es substituido en esta etapa por el de
conveccion “forzada” debido a la intensa turbulencia desarrollada
en el aceite, el coeficiente convectivo de transferencia de calor se
incrementa notablemente. El alimento empieza a mostrar la

formacion de una costra superficial y en general este periodo es
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analogo al proceso de concentracion de alimentos por evaporacion,
ya que es precisamente el cambio de estado del agua a vapor el
fendmeno que gobierna esta etapa.

El periodo de velocidad decreciente es el mas largo, se
caracteriza por los fendmenos fisicos de evaporacion superficial y
de calentamiento hasta alcanzar el punto de ebullicion del centro
del alimento. Por otro lado, se desarrollan los cambios biogquimicos
de gelatinizacién del almidén, desnaturalizacidén de las proteinas y
coccidn en el interior del alimento, la costra continlia su formacion
y al representar una barrera adicional, contribuye a un detrimento
de la transferencia de calor. Por las semejanzas que presenta, esta
etapa es analoga al proceso de secado en su periodo de eliminacién
de humedad, y analogo a la congelacién por el avance del frente de
la costra.

Finalmente, se presenta la etapa del punto final de burbuja para
periodos prolongados de fritura, se visualiza por la ausencia de
burbujeo y formacién definitiva de la costra. Aunque es
conceptualizada como la ultima etapa de esta operacion, la verdad
es que pocos alimentos llegan hasta ese punto debido a que el
producto obtenido desarrolla una textura muy dura hay una
sobrecoccidon y el sabor es muy graso y por tanto poco atractivo
para el consumidor.

La fritura, tal y como se ha descrito anteriormente, es un
proceso de coccion de alimentos resultante de la inmersion de
éstos en aceite o grasa que se encuentra a una temperatura
superior al punto de ebulliciéon del agua, entre 150-200 °C. Durante
dicho proceso se generan procesos de transferencia de calor y de
masa.

La transferencia de materia durante la fritura estd

caracterizada, principalmente, por el movimiento del agua en forma
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de vapor, del alimento al aceite, y por el movimiento del aceite al
alimento. Esta transferencia de materia es impulsada por la
transferencia de calor del aceite al alimento, por ello es inevitable
describir ambos fenémenos de transferencia de forma conjunta.

Como resultado de los fendmenos de transferencia que tienen
lugar en la fritura, el producto final presenta dos regiones
caracteristicas: la costra o superficie deshidratada, en la cual se
producen los principales cambios, y el interior del alimento donde
la temperatura no sobrepasa la temperatura de ebulliciéon del agua
a esa presion (Dobarganes et al., 2000; Singh, 1995).

Durante la fritura, la transferencia de calor se realiza por dos
mecanismos universalmente conocidos: conducciéon y conveccion.
La transferencia de calor por conduccidén, bajo condiciones no
estacionarias, tiene lugar en el interior del alimento. La magnitud
de esta transferencia estd influenciada por las propiedades
térmicas del alimento y éstas pueden cambiar durante el proceso.
La conveccion ocurre entre el aceite caliente y la superficie del
alimento (Singh, 1995). El fendmeno de conduccion inestable
ocurre en el alimento solido y es influenciado fundamentalmente
por las propiedades fisicas del producto, que a su vez estan
cambiando sus propiedades a lo largo de todo el proceso. El
calentamiento inicial del alimento alcanza temperaturas
ligeramente superiores al punto de ebullicién del agua, ya que
aunque el agua es el componente mayoritario, la presencia de
solutos causa un efecto coligativo ocasionando un pequefno
incremento de dicha temperatura. Posteriormente al inicio del
burbujeo, el alimento incrementa su temperatura alcanzando
paulatinamente temperaturas superiores, cercanas a la

temperatura del medio.
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Por otro lado, el fendmeno convectivo se desarrolla entre el
aceite y la superficie del alimento, la presencia de burbujas de
vapor afecta a este fendmeno en sentidos opuestos: la constante
generacion de vapor contribuye a la turbulencia del medio que
favorece la transferencia de calor y la propia naturaleza de las
burbujas que forman una denominada "“espuma de aceite”
disminuye significativamente Ila velocidad de transferencia.
Ciertamente, la cantidad de vapor eliminado decrece con el avance
del proceso debido a que la cantidad de agua dentro del alimento
esta disminuyendo.

Segun Farkas et al. (1996a y b), la fritura de alimentos se
puede visualizar como una forma compleja del problema de Stefan,
el cual se caracteriza por la presencia de una interfase (costra) que
divide dos regiones cuyas propiedades fisicas son diferentes. Y la
complejidad del proceso de fritura en comparacion con la
congelaciéon es mayor porque existe transferencia simultanea de
calor y de masa en dos regiones distintas y a una temperatura
superior al punto de ebulliciéon del agua.

En lo que se refiere a la transferencia de masa, se puede
apreciar también dos mecanismos: una evaporacion continua del
vapor de agua semejante al proceso de concentracion de alimentos
liquidos, en el que la velocidad de transferencia de calor es el
fendbmeno dominante; y otro de evaporacion decreciente en el que
la difusidon de agua del interior del alimento hacia la superficie es el
fendbmeno fisico dominante. Este segundo mecanismo es
identificado como tercer periodo del proceso de fritura y presenta
similitud con aquel que se desarrolla en la deshidrataciéon de
alimentos, es mucho mas largo en comparacion con el de

evaporacion.
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1.3.3.2. Variables del proceso de fritura

En el proceso de fritura intervienen numerosas variables tales
como pretratamientos aplicados al alimento, el tipo de alimento, la
calidad, el tipo y composicion del aceite empleado, la temperatura
a la cual se lleva a cabo el proceso, la duracién del mismo, la
humead y composicion del alimento, la forma y porosidad del
producto, por mencionar algunas. Debido a la complejidad del
proceso de fritura y a la gran cantidad de variables que estan
involucradas, diversos investigadores han realizado estudios
orientados a cubrir el analisis e influencia de diferentes variables.

La cinética de absorcion de aceite por parte del producto es
mas compleja, porque mientras el vapor esté presente en los poros
del alimento, impedira el paso del aceite al interior del mismo, y
s6lo cuando disminuya la salida del vapor el aceite podra
transferirse al alimento, si bien dependera de las propiedades de
permeabilidad de la costra formada en la superficie del alimento.
Asi, cuando el alimento es retirado del aceite caliente y empieza el
enfriamiento, la presién del vapor disminuye y produce un efecto
de succién, ayudando a que el aceite depositado en la superficie del
alimento pueda atravesar la costra (Vitrac et al., 2000). Moreira et
al. (1995) observaron que mientras transcurre el tiempo de fritura
aumenta la cantidad de aceite que se encuentra en la superficie del
alimento (en su caso en tortillas de maiz) y que el contenido final
de aceite en el alimento se incrementa considerablemente en el
periodo de enfriamiento y esta regido por fuerzas capilares. Los
principales parametros que influyen en la pérdida de agua y la
absorcion de aceite son la temperatura y el tiempo de fritura
(Dobarganes et al., 2000; Moreira, 2001). Otros parametros a
considerar son la forma del alimento y la relacién entre el tamafio

del producto y la superficie expuesta al medio circundante. Asi,
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Baumann y Escher (1995) exponen que al incrementar Ia
temperatura la velocidad de deshidratacion aumenta, reduciéndose
el tiempo de fritura; en cambio, al aumentar el espesor del
producto se incrementa el tiempo. Para Krokida et al. (2000a) el
transporte de agua y aceite es mas intenso cuanto mayor es la
temperatura del aceite y menor el espesor de la muestra. Por
ejemplo, si el alimento se procesa en laminas, aquellas mas
gruesas presentan una menor area especifica, reduciéndose el area
relativa disponible para perder el agua; también el camino interno
gue tiene que recorrer el agua es mas largo y se requiere mas calor
para evaporar dicha agua, ademas la corteza que se forma impide
que el agua salga con facilidad (Costa y Oliveira, 1999).

Gamble et al. (1987) observaron que el contenido de aceite no
estaba directamente relacionado con la temperatura de fritura, sino
con la humedad residual del alimento. Esto lo corroboran Moreira et
al. (1995) que demuestran que la mayor retencidon de aceite en el
producto tiene lugar cuando la mayor cantidad de agua ha salido
del mismo. Ademas, la pérdida de agua no es uniforme en el
producto, primero ocurre en la superficie y, segun transcurre el
calentamiento, gradualmente va afectando al interior del mismo.
Por ello, la absorcidon de aceite tiene lugar en mayor grado a nivel
superficial (Costa y Oliveira, 1999). Yamsaengsung y Moreira
(2002a) indican que cuando la temperatura del aceite es alta, el
secado es mas rapido, ademas la temperatura y presion del
producto aumentan rapidamente. La absorcion de aceite empieza a
tener lugar cuando la temperatura del producto se incrementa y
empieza a formarse la costra. Si el espesor del producto es mas
grueso, disminuye el contenido de aceite en el interior del mismo.
El contenido de aceite se ve afectado también por la temperatura a

la que se enfrie el producto, si es a una temperatura cercana a la

52




Capitulo III: Estudio de los procesos de fritura y coccion a vacio

del producto no absorbera mucha cantidad de aceite. Finalmente, y
en lo referente a la influencia del tipo de aceite sobre la velocidad
de absorcién del mismo, de acuerdo con Dobarganes et al. (2000)
la absorcién de aceite depende en mayor grado de la calidad del

aceite que del tipo de aceite utilizado en el proceso.

1.3.4. Cambios en la estructura y color de los productos
fritos

Todos los cambios fisico-quimicos repercuten en la calidad final
del producto. Es interesante repasar, aunque sea someramente,
cudles son los principales aspectos que se suelen valorar en la
caracterizacion de un alimento frito, aunque muchas veces no tiene
la misma importancia un parametro para el consumidor final que
para el fabricante de los productos. Los parametros de calidad mas
importantes son los siguientes (Moreira et al., 1999): contenido
final en grasa y agua, cambio de tamafio y forma, color, flavor,
textura, rendimiento del producto final, caracteristicas nutricionales

y estabilidad en el almacenamiento.

1.3.4.1. Cambios en el tamaio y forma

Una de las primeras modificaciones que se pueden apreciar tras
freir un producto es que cambia de dimensiones. La eliminacion
brusca de agua en forma de vapor altera la estructura porosa del
alimento que puede sufrir un hinchado (“puffing” en la literatura
inglesa) o una retraccion (“shrinkage” en la literatura inglesa)
(Yamsaengsung y Moreira, 2002b). Estos cambios afectan a las
propiedades fisicas intrinsecas del producto como la densidad o la
porosidad (Wang y Brennan, 1995). En algunos casos se produce
un hinchado del producto como consecuencia de la acumulacion de

vapor interno que no es evacuado lo suficientemente rapido a
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través de la corteza. Esto se puede observar en productos finos con
capacidad de acumular vapor en su interior y con la elasticidad
suficiente, generalmente “chips” de origen vegetal como las rodajas
de patata o en derivados como las tortitas de maiz. Kawas y
Moreira (2001) encontraron que en un minuto de fritura a 190 °C,
las tortitas de maiz podian incrementar su volumen hasta un
100%. Aunque la formacion de vapor es el principal factor que
influye en este hinchado, se han encontrado otros factores que
pueden ser importantes en casos concretos como, por ejemplo, la
incorporacion de aire o la reaccion de aditivos especificos como
levaduras en la fritura de masas fritas tipo “donut” (Vélez-Ruiz y
Sosa-Morales, 2003). Sin embargo, lo mas habitual es que se
produzca una retraccién o disminucién de volumen, sobre todo en
la fritura de productos de origen animal o vegetal cuando son fritos
en forma de bastones o ldminas gruesas. La rapida eliminacion de
agua disminuye el tamafio del producto en los primeros instantes
de la fritura hasta que se genera una corteza lo suficientemente
gruesa y firme para mantener la forma pese a que se siga
perdiendo agua (Krokida et al., 2000b; Taiwo y Baik, 2007). La
formacion de esta estructura esta relacionada con la velocidad de
pérdida de agua, lo que hace que en la fritura a mayor temperatura
el volumen final sea menor al haberse eliminado el agua
rapidamente. No obstante, en algunos casos se ha comprobado que
las diferencias de volumen final son independientes de Ia
temperatura, e incluso se han Illegado a observar Iligeros
incrementos de volumen en los periodos de tiempos finales como
consecuencia de la mayor ganancia de grasa o de la formacion de
bolsas de vapor, de manera analoga a lo explicado para el
hinchamiento (Costa et al., 2001). En el caso de productos en los

gue no se crea una corteza tan gruesa, la pérdida de volumen es
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lineal durante todo el proceso. Esto se puede observar por ejemplo
en la fritura de productos altamente proteicos como el tofu (Baik y
Mittal, 2003).

1.3.4.2. Cambios en la textura

Los principales cambios que afectan a la textura final del
producto frito son la pérdida de agua, las posibles reacciones
térmicas de degradaciéon (desnaturalizacion de proteinas,
gelificacion del almiddn) y sobretodo la formacion de una capa dura
externa. La velocidad y efecto sobre la textura global que producen
estas modificaciones son muy distintos, teniendo en ocasiones
consecuencias opuestas. Asi por ejemplo, Pedreschi et al. (2001)
desarrollaron y aplicaron con éxito un modelo que explicaba la
evolucién en la textura de patatas fritas (Pedreschi y Moyano,
2005; Moyano et al., 2007). El modelo considera que los cambios
en la textura obedecen a dos procesos en serie, por un lado el
ablandamiento global del producto y por otro el endurecimiento,
consecuencia directa de la formacién de una corteza. En los
primeros momentos controla el primer proceso por lo que la
textura global, medida como fuerza de penetracién, tiende a
disminuir. Conforme la costra externa se va haciendo mas gruesa
se invierte la tendencia. La temperatura acelera los dos procesos

aunque no influye en la textura final del producto.

1.3.4.3. Cambios en el color

El color es otro de los atributos fundamentales a la hora de
valorar la calidad global de un producto frito ya que se puede
utilizar como medida del final del proceso y es uno de los
parametros usados habitualmente por el consumidor en sus

valoraciones, especialmente el color superficial (Pedreschi et al.,
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2005a; Hindra y Baik, 2006). Ademas, esta relacionada mas o
menos subjetivamente con otros parametros sensoriales como los
sabores y aromas (Clysdesdale, 1998). Los principales cambios de
color producidos en la fritura de alimentos se deben a la reaccion
de Maillard y a la caramelizacion (Baik y Mittal, 2003). La reaccion
de Maillard puede ocurrir entre azlcares reductores y aminoacidos
pero también entre el acido ascérbico, el acido dehidroascorbico u
otros productos de degradacién. Ademas, estos derivados pueden
dar lugar a otros compuestos responsables del color como los
polimeros del furfural (Belitz y Grosch, 1997). Adicionalmente, las
reacciones entre los productos de oxidacién lipidica con aminas y
proteinas pueden generar sustancias que contribuyan ligeramente
a los cambios de color (Hindra y Baik, 2006). De esta manera, lo
gue se suele producir es una pérdida del color del producto fresco,
gue se vuelve mas oscuro y, en tratamientos prolongados o a una
excesiva temperatura, puede llegar a adquirir tonos marrones o
negruzcos (Pedreschi et al., 2007). Estos suelen ser indicativos de
que se han empleado tiempos demasiado largos o de que el medio
de fritura estd muy degradado, por lo que su control es muy
importante a nivel industrial. Para la medida instrumental del color
se suelen emplear espectrocolorimetros. A partir del espectro de
refractancia se obtienen las coordenadas CIlELab vy Ilas
correspondientes diferencias entre dos colores. Como los
compuestos producidos en la reacciéon de Maillard son de tonos
oscuros y marrones, la mayoria de trabajos que analizan el color en
la fritura registran disminuciones en la coordenada L* y aumentos
en las coordenadas a*, b*, asi como en la medida del cambio de
color absoluto (AE*,,). Estas tendencias se manifiestan en mayor
medida cuando se trabaja a mas temperatura aunque la mayoria

de productos acaba tendiendo a valores similares. No es rara la
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existencia de un periodo inicial de induccién o retraso de duracion
inversamente proporcional a la temperatura de fritura empleada,
en la que los cambios son minimos, hasta que se empiezan a hacer
efectivas las reacciones responsables del cambio de color (Ozdemir
y Devres, 2000; Hindra y Baik, 2006).

Las reacciones de Maillard son una cadena de complejas
reacciones quimicas que generan muchos compuestos. Ademas del
impacto positivo que suponen estas sustancias en el color final, en
los Ultimos afios se ha Illamado la atencidn sobre la toxicidad de
algunas de ellas. Asi, desde el afo 2002, altas concentraciones de
acrilamida (AA) han sido detectadas en numerosos alimentos
sometidos a altas temperaturas como las alcanzadas en la fritura,
en especial aquellos basados en patata o cereales procesados a
temperaturas superiores a 100 °C (Mottram et al., 2002; Tareke et
al., 2002). La formacion de este compuesto carcinogénico esta
intimamente relacionada con la reacciéon de Maillard dependiendo
en gran medida de la temperatura y la cantidad de aminoacidos
presente (en especial la aspargina). Recientemente también se ha
empezado a prestar atenciéon a la formacion del hidroximetilfurfural
(HMF) durante la fritura. A este compuesto formado a partir de la
degradacion de los compuestos de Amadori, productos avanzados
de la reaccién de Maillard, se le han atribuido efectos genotéxicos y
mutagénicos en determinadas condiciones (Delgado-Andrade et al.,
2008; Durling et al., 2009).

El color instrumental también es una medida importante en la
cuantificacion de este tipo de compuestos toxicos. Recientes
estudios han encontrado relaciones lineales directas entre los
parametros que miden el color fisico (coordenadas CIELab) vy la
acrilamida (Pedreschi et al., 2005a; Viklund et al., 2007).
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1.3.5. Caracteristicas y degradacion del aceite

Los transportes de calor y materia que se han comentado
anteriormente tienen su influencia e implicaciones tanto sobre el
producto como sobre el medio de fritura. Estas Ultimas son
limitantes para un buen proceso, al condicionar la posterior vida
util del producto asi como su calidad sensorial y nutricional (Nawar,
2000), por lo que se tratan mas detalladamente en los siguientes
apartados.

Los tres agentes principales que influyen en la degradacion del
aceite para un proceso de fritura convencional son: el agua
eliminada del producto, el oxigeno atmosférico y la temperatura.
Los principales compuestos formados en esta degradacidon son:
debido al agua se forman acidos grasos libres, diacilgliceroles y
monoacilgliceroles; debido al oxigeno se forman mondmeros
oxidados, dimeros y polimeros oxidados, volatiles y o6xidos de
esteroles; debido a la temperatura se forman dimeros y polimeros
no polares, mondmeros ciclicos e isdmeros trans y de posicién
(Gebhardt, 1996; Gertz et al., 2000; Gertz y Klostermann, 2000;
Nawar, 2000; Dobarganes y Velasco, 2002).

1.3.5.1. Efecto del agua

El agua liberada por los productos durante la fritura esta
implicada directamente en la desesterificacion de los triglicéridos,
principales componentes de los aceites, liberando |los
correspondientes mono y diacilgliceroles, glicerina y acidos grasos
libres. Este proceso se acelera conforme aumenta la temperatura
de trabajo (O’Brien, 1998) y aunque los productos no constituyen
un porcentaje importante, presentan una velocidad de oxidaciéon y
reactividad superior a la de los triacilgliceroles de origen, por lo que

su generacion contribuye de forma significativa a la degradacion

58




Capitulo III: Estudio de los procesos de fritura y coccion a vacio

global del aceite. Los &cidos grasos libres son ademas un factor
negativo ya que aumentan la acidez y bajan el punto de humo,
confiriendo un sabor desagradable a los alimentos y creando riesgo
de incendios (Orthoefer y Cooper, 1996; Nawar, 2000).

Los mono y digliceroles formados son agentes polares que
facilitan la formacion de espuma; esto hace que las burbujas de
vapor desprendidas queden retenidas durante mas tiempo lo que
acaba “autocatalizando” la hidrdlisis del resto de triglicéridos (Dana
y Saguy, 2006). Ademas, debido al caracter tensoactivo de estos
mono y diacilgliceroles se favorece la adsorcion por adhesion del
aceite superficial.

No obstante, un exceso de agua también tiene sus aspectos
positivos. Dana et al. (2003) comprobaron que inyecciones
periddicas de agua podrian tener un efecto positivo en otros
aspectos de calidad del aceite. El exceso de agua puede formar una
cortina de vapor en la superficie del aceite al competir con el
oxigeno disuelto de manera que se reducen significativamente
compuestos oxidados volatiles y radicales libres tipicos de una

fuerte oxidacién como el malonaldehido y los dienos conjugados.

1.3.5.2. Efecto del oxigeno

La oxidacién de los lipidos esta relacionada con el grado de
instauracién de los acidos grasos del aceite, en especial con los
poliinsaturados. En presencia del aire atmosférico una parte del
oxigeno interactia con el aceite. Dependiendo de esta
concentracion la correspondiente oxidacidon transcurre en mayor o
menor medida, por lo que la disponibilidad de oxigeno del aire, en
combinacién con las altas temperaturas empleadas en la fritura, es
un factor esencial para este tipo de procesos. También hay otros

factores que pueden influir en la oxidacion del aceite como pueden
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ser las trazas de metales (sobre todo hierro o cobre) o la adicion de
compuestos antioxidantes al propio aceite (Mehta y Swinburn,
2001).

Un primer tipo de productos derivados de esta degradacion son
los hidroperdxidos, los compuestos de oxidacion primaria mas
caracteristicos 'y abundantes (Min, 1998; Farhoosh vy
Pazhouhanmehr, 2009). Estos productos suelen formarse a través
de reacciones autooxidativas en cadena y se descomponen
rapidamente, debido a su baja termoestabilidad, en productos
volatiles y no volatiles. Estas diferentes fracciones y sus derivados
son el origen de numerosos componentes alterantes (Kamal-Eldin
et al., 1997; Warner, 1998; Dobarganes, 2007).

Los compuestos no volatiles provenientes de esta oxidacion
secundaria son productos de gran interés ya que quedan retenidos
en el medio de fritura y por lo tanto acaban pasando a los
productos fritos llegando posteriormente al consumidor. Ademas
influyen de manera importante en el cambio de numerosas
propiedades fisicas del aceite como el color, la viscosidad, la
constante dieléctrica o la capacidad de formar espuma, de manera
gue su control puede dar idea del estado de degradacién global del
medio (Stevenson et al., 1984). Los compuestos volatiles
(principalmente aldehidos de cadena corta), adn cuando se
encuentren en pequefias concentraciones, son los principales
responsables del olor rancio tipico de una fritura con un aceite muy
usado y otros flavores extrafios del aceite (Reindl y Stan, 1982;
Melton et al., 1994; Belitz y Grosch, 1997). Algunos autores hablan
también de una oxidacion terciaria que comprenderia las reacciones

de polimerizacion de las fracciones anteriores (Nawar, 2000).
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1.3.5.3. Efecto de la temperatura

Las principales reacciones que inducen el tratamiento térmico
intenso caracteristico de la fritura son la ciclacion de moléculas de
acidos grasos, las isomerizaciones y las termopolimerizaciones.
Dependiendo de la naturaleza del aceite y de las condiciones del
proceso, éstas pueden dar lugar a diferente tipos de compuestos
muy importantes tanto por su toxicidad como por los cambios
fisico-quimicos que le confieren (Le-Queré y Sebedio, 1996).

Los monomeros ciclicos constituyen un amplio ndmero de
estructuras penta o hexaciclicas, conteniendo frecuentemente un
doble enlace. Aunque estan presentes en bajos niveles (entre 100
mg y 6600 mg/100 g de acidos grasos totales) son considerados
los compuestos mas toxicos generados durante la fritura al ser
rapidamente absorbidos por la mucosa intestinal (Christie y
Dobson, 2000; Romero et al., 2006). Los compuestos formados en
reacciones de polimerizacion también son muy abundantes,
habiéndose descrito mas de cuatrocientos (Paul y Mittal, 1997). A
elevadas temperaturas, cuando hay poco oxigeno disponible debido
a la gran cantidad de vapor desprendido por el producto, las
reacciones de polimerizacion ocurren mas facilmente que las de
oxidacién (Gertz et al., 2000) generando este tipo de compuestos
gue afectan al sabor, flavor y vida util del producto (Takeoka et al.,
1996).

1.3.5.4. Medida de la degradacion del aceite

Existen numerosos métodos de analisis para evaluar la
degradacion del aceite. Estos se pueden basar en la medida de
determinados compuestos en particular o en la determinacién de la
calidad global del aceite en general. Uno de los parametros

contemplado por la legislacion como criterio para desechar los
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aceites de fritura es el porcentaje total de compuestos polares.
Este valor evalla de forma global la alteracién de los triglicéridos
acidos grasos libres, relacionando los compuestos apolares
(basicamente los triglicéridos sin alterar) y los compuestos polares
que se forman en el aceite usado (componentes con ciertos grupos
quimicos polares, que son la mayor parte de componentes de
alteracion: acidos grasos libres y la mayoria de compuestos

formados en la oxidacion).

1.3.6. La fritura a vacio
1.3.6.1. Generalidades

La tendencia de los consumidores en los ultimos afos hacia
alimentos bien con bajo contenido de grasa o bien libres de ésta,
ha forzado a la industria de los snacks a elaborar productos con
estas cualidades pero que a la vez mantengan su sabor y textura
caracteristicos (Garayo y Moreira, 2002). De ahi que las
investigaciones encaminadas a reducir los niveles de contenido en
grasa en los alimentos fritos hayan cobrado fuerza, ya sea
modificando las condiciones de proceso, modificando el medio de
fritura o aplicando ciertos pretratamientos al alimento como son el
escaldado, la inmersidon en soluciones azucaradas o la aplicacién de
coberturas comestibles (Garcia et al., 2002; Mellema, 2003;
Pedreschi et al., 2005b; Pedreschi y Moyano, 2005; Rimac et al.,
2004). La fritura al vacio destaca entre los procesos estudiados
para conseguir dichos objetivos de mejora de la calidad. En esta
operacion el alimento se procesa a presion subatmosférica en un
sistema cerrado, lo que permite disminuir la temperatura de
ebullicion del agua vy, por tanto, la temperatura de fritura (Garayo y
Moreira, 2002). De esta forma, el agua contenida en el alimento se

elimina rapidamente cuando el aceite alcanza la temperatura de
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ebullicion del agua (Shyu et al., 2005). La fritura a vacio muestra
una serie de ventajas como: reduccidn del contenido de grasa en el
producto frito, preserva el color natural y el flavor, mantiene la
calidad del aceite durante mas tiempo (Garayo y Moreira, 2002;
Shyu et al., 2005; Liu-Ping et al., 2005a). Granda et al. (2004)
concluyeron que la fritura a vacio disminuye el contenido en
acrilamidas en chips de patata. La temperatura del aceite en este
tipo de proceso se suele situar alrededor de 110 °C y la presion
alrededor de 3,1 kPa, siendo 24,7 °C la temperatura de ebullicidon
del agua a esta presion (Garayo y Moreira, 2002). La fritura al
vacio es una tecnologia que no estd ampliamente extendida en el
mercado y actualmente se dirige a obtener productos tipo snacks
de alimentos cuya calidad puede verse afectada por las altas
temperaturas, como son frutas y vegetales. Actualmente se
encuentran pocos trabajos relacionados con esta técnica ya que las
investigaciones en esta area llevan desarrollandose desde hace
pocos afios, y los trabajos publicados trabajan con matrices
vegetales pero no se encuentran trabajos realizados en este area

con matrices de origen animal, como puede ser el pescado.

1.3.6.2. El proceso de fritura a vacio

Como se ha dicho anteriormente, el proceso de fritura al vacio
es basicamente el mismo que el de la fritura convencional pero en
este caso se efectlia en un sistema cerrado, lo que permite reducir
la presidon hasta niveles considerablemente inferiores a la presion

atmosférica.

1.3.6.2.1. Transferencia de agua en la fritura a vacio
En la fritura al vacio, al igual que se vio en la fritura

convencional, las curvas de pérdida de humedad son semejantes a
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las curvas del clasico perfil de secado. El proceso de secado de
alimentos se caracteriza generalmente por tres periodos. El primero
es el de calentamiento inicial durante el cual el material absorbe el
calor del medio de calentamiento. El producto se calienta hasta la
temperatura a la cual el agua presente en el alimento empieza a
evaporarse. En la fritura a vacio este periodo inicial es muy rapido,
por lo que resulta dificil su cuantificacion. Esto se evidencia, por
ejemplo, al realizar la fritura a una presion de 3,1 kPa (el punto de
ebullicion del agua a esta presion es alrededor de 25 °C), ya que si
el alimento estd a temperatura ambiente (23-24 ©°C) se precisa
aumentar su temperatura unos pocos grados para que el agua
empiece a evaporarse. En el segundo periodo, o de velocidad
constante, la velocidad de secado viene limitada por el calor
transferido del medio de calentamiento al alimento. Este periodo
tiene lugar mientras exista agua en la superficie del alimento. En el
caso de la fritura a vacio de chips de vegetales, en general no se
observa ningun periodo de velocidad constante por la alta velocidad
de evaporacion del agua superficial (Garayo y Moreira, 2002; Liu-
Ping et al., 2005b). Cuando el contenido de agua en la superficie
del alimento es bajo, empieza el periodo de velocidad decreciente
del secado o tercer periodo. Durante este periodo la velocidad de
secado es controlada por un mecanismo de transferencia de la
humedad dentro del alimento, descrito frecuentemente como
difusidon a partir de la ley de Fick. El agua durante este periodo se
mantiene en el material por la adsorciéon multicapa y condensacion
capilar (Toledo, 1991). En cuanto a la influencia de las condiciones
del proceso sobre la humedad del producto, los resultados de los
estudios revisados coinciden (Garayo y Moreira, 2002; Liu-Ping et
al., 2005b; Shyu et al., 2005; Shyu y Hwang, 2001) en que a una

determinada temperatura cuanto mayor es el grado de vacio, la
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velocidad de evaporaciéon aumenta y, por tanto, mayor es la
velocidad de secado. Respecto al efecto de la temperatura, a una
determinada presion, cuando la temperatura aumenta, aumenta la

velocidad de secado y por tanto disminuye el tiempo de fritura.

1.3.6.2.2. Transferencia de aceite en la fritura a vacio

Para describir los mecanismos de transferencia de aceite en la
fritura al vacio Garayo y Moreira (2002) dividen el proceso en tres
etapas: fritura, presurizacion y enfriamiento. Al inicio del periodo
de la fritura la temperatura de ebullicion del agua estd muy por
debajo de los 100 °C, por ejemplo a una presion de vacio de 8 kPa
el agua tiene una temperatura de ebullicion de 41,5 °C, por eso el
agua se evaporara mas facilmente; la salida del vapor de agua y la
baja diferencia de presion entre el interior de los poros del alimento
y el aceite no permite que éste penetre en el mismo. Una vez
terminada la fritura, el alimento se retira del aceite caliente y
empieza a introducirse aire en el equipo (que permanece aun
cerrado) para recuperar la presion atmosférica. En esta etapa,
conocida como presurizacion, la presion en los poros se incrementa
rapidamente hasta los niveles de presion atmosférica, de forma que
el aire y el aceite de la superficie del alimento van llenando los
espacios vacios de los poros hasta que la presién se recupera. Sin
embargo, a baja presién el aire se introduce mas rapidamente que
el aceite dentro del espacio del poro, debido a que la densidad del
aire disminuye con la presidon mas que la del aceite, y obstruye el
paso de este Ultimo hacia el interior del producto. La tercera etapa
empieza cuando el alimento es retirado del equipo de fritura y se
conoce como enfriamiento. En esta etapa, parte del aceite que se
encuentra en la superficie continla penetrando en los poros del

alimento, del mismo modo que en la fritura a presion atmosférica.
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Puesto que con este proceso se adhiere menos aceite a la
superficie del producto, existe menos aceite disponible para
penetrar durante esta etapa. En cuanto al efecto de la temperatura
en la absorcion de aceite por el producto, Garayo y Moreira (2002)
observaron que durante los 150 s iniciales el contenido de aceite de
los chips de patata aumentaba con el tiempo a todas las
temperaturas ensayadas, siendo mayor cuanto mayor era la
temperatura. No obstante, el contenido final de aceite no se ve
afectado significativamente por la temperatura del aceite. Por ello
sugieren que el contenido final de aceite, mas que de Ia
temperatura depende del tiempo de fritura, ya que cuando
disminuye la temperatura del aceite y se pretende conseguir un
mismo nivel de humedad final se debe aumentar el tiempo de
fritura. Por el contrario, Shyu y Hwang (2001) y Shyu et al. (2005)
observaron en chips de manzana y zanahoria respectivamente, que
el contenido de aceite aumentaba con la temperatura y tiempo de
fritura. Si bien, también sefialan que el contenido en aceite parece
estar relacionado con el contenido de humedad final.

En cuanto al efecto de la presidon, Garayo y Moreira (2002)
observaron que cuando aumenta el nivel de vacio aumenta la
velocidad de pérdida de agua y también la absorcion de aceite,
pero al final del proceso, para una misma humedad final, no
encontraron diferencias significativas en el contenido de aceite.
Esto parece indicar que el contenido de aceite es funcion del
contenido final de humedad en el producto y de la cantidad de

aceite que esta adherida a la superficie.

1.3.6.2.3. Transferencia de calor
En el proceso de fritura al vacio, por el hecho de estar a

presiones menores a la atmosférica, el punto de ebullicién del agua
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es menor que a presion atmosférica (Garayo y Moreira, 2002), en
consecuencia la temperatura del medio para conseguir evaporar el
agua es menor, por lo tanto las temperaturas del aceite serdan mas
bajas (Yamsaengsung y Rungsee, 2006). Por consistir basicamente
en el mismo proceso que la fritura a presidon atmosférica, el
mecanismo de transferencia de calor, es similar al descrito en al

apartado 1.3.3.1. del presente capitulo.

II1.2. OBJETIVO
2.1. Objetivo general

El objetivo general de este capitulo es el estudio de la fritura y
la cocciéon en condiciones de vacio continuo de filetes de dorada
(Sparus aurata) como alternativa a la fritura y la coccion
tradicional.

Para llevar a cabo dicho objetivo general se plantearon los
siguientes objetivos especificos para cada uno de los tratamientos

estudiados.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Estudio de la fritura en condiciones de vacio continuo
1. Analizar los cambios en los parametros fisico-quimicos: pérdida
de peso, pérdida de agua, ganancia de grasa, variaciones de color
y variaciones de tamafio, para la fritura en condiciones de vacio
continuo y a presion atmosférica.

2. Determinacion de las cinéticas de ganancia de grasa, variacion
de peso, pérdida de humedad y variacidon de tamafio. Estudio de la
influencia de la temperatura y el tiempo en dichas cinéticas.

3. Analizar las interacciones entre las variables de proceso tiempo-
temperatura sobre las caracteristicas fisico-quimicas del producto

en la fritura a vacio.
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4. Establecer posibles recomendaciones sobre la aplicabilidad de
dicha tecnologia en el desarrollo de platos preparados a partir de

pescado.

2.2.2. Estudio de la coccion en condiciones de vacio continuo
1. Analizar los cambios en los parametros fisico-quimicos: pérdida
de peso, pérdida de agua, cambios en el contenido proteico y
graso, perfil lipidico, variaciones de tamafio y variaciones de color,
para la coccion en condiciones de vacio continuo y a presion
atmosférica.

2. Determinacién de las cinéticas de variacion de peso y pérdida de
humedad. Estudio de la influencia de la temperatura y el tiempo en
dichas cinéticas.

3. Establecer posibles recomendaciones sobre la aplicabilidad de
dicha tecnologia en el desarrollo de platos preparados a partir de

pescado.

II1.3. PLAN DE TRABAJO
Para llevar a cabo dichos objetivos se disend el siguiente plan

de trabajo con las actividades descritas a continuacion:

1. Revision bibliografica de los siguientes temas: fritura a vacio,
cocciéon a vacio, efecto de la fritura a vacio sobre las
propiedades de los alimentos, modelos para evaluar la pérdida
de agua y ganancia de aceite durante la fritura a vacio.

2. Estudio del proceso de fritura a vacio en filetes de dorada
(Sparus aurata).

2.1. Obtencién de filetes de dorada mediante fritura a vacio a
90, 100, 110 °C y a presidon atmosférica a 165 °C durante

tiempos comprendidos entre uno y diez minutos.
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2.2. Estudio del efecto de la fritura a vacio sobre la variacién
de peso, pérdida de agua, ganancia de aceite,
encogimiento y cambios de color en filetes de dorada

2.3. Evaluacion del proceso de fritura a vacio mediante
modelos cinéticos para la pérdida de agua, ganancia de
aceite y encogimiento.

2.4. Identificacion de posibles condiciones O6ptimas para la
obtencion de filetes de dorada mediante fritura a vacio
mediante analisis factorial de los resultados obtenidos.

3. Estudio del proceso de coccién a vacio de filetes de dorada

(Sparus aurata).

3.1. Obtencién de filetes de dorada cocidos a vacio a 70, 80 vy
90 °C y a presion atmosférica a 100 °C durante tiempos
comprendidos entre tres y 20 minutos.

3.2. Estudio del efecto de la coccién a vacio sobre la variacion
de peso, pérdida de agua, encogimiento, cambios de color,
variacidon del contenido proteico y graso y perfil lipidico.

3.3. Evaluacidén del proceso de fritura a vacio mediante modelos
cinéticos para la pérdida de agua.

3.4. Identificacion de posibles condiciones Optimas para la

obtencidn de filetes de dorada mediante coccidn a vacio.

III.4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Materia prima y preparacion de la muestra

En este estudio se emplearon doradas (Sparus aurata)
procedentes de piscifactoria, de un peso medio de 450 g. La
seleccién de la materia prima se realizé a partir de las jaulas
propias del Grupo de Investigacion en Recursos Acuicolas (GIRA)
de la Universidad Politécnica de Valencia instaladas en las

piscifactorias procedentes de la empresa colaboradora Gramasa
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S.A., situada en Gandia, segun los criterios de seleccién: mismo
lote y mismo peso (racion de consumo). Una vez en el laboratorio,
las doradas fueron evisceradas, limpiadas y fileteadas. Los filetes
se mantuvieron en refrigeracion (envasados a vacio) para su

posterior utilizacion (maximo 24 h).

4.2. Aceite

Como medio de fritura se utilizd aceite de girasol (Koipe,
Espafia). Se conservd envasado en su botella original, en lugar
seco y oscuro previamente a su utilizacién. Tras su uso, todo el

aceite se llevd a un gestor municipal de residuos.

4.3. Determinaciones analiticas
4.3.1. Variacion de peso

Los diferentes ensayos de variacion de peso se realizaron con
una balanza Mettler Toledo modelo PB 303-S (Mettler Toledo
GmbH, Greinfensee, Switzerland) con una sensibilidad de £ 0,02 g.
Las muestras fueron pesadas antes (Py) y después (P;) de ser
sometidas a cada tratamiento térmico para evaluar la variacion de
peso experimentada por las mismas (ecuacion III.1). Se analizaron

3 muestras por ensayo.

%AM = @ 1100 ecuacion III.1
0

donde:
Py, = peso del filete antes del tratamiento térmico (g)

P; = peso del filete después del tratamiento térmico (g)
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4.3.2. Determinacion de la evolucién de la temperatura

Para determinar la evolucion de la temperatura en el centro de
los filetes se empled una sonda de puncion Testo 925 (Testo GmbH
y Co., Lenzkirch, Germany). La temperatura se midié antes y
después de cada tratamiento térmico para evaluar la variacion de

temperatura experimentada en el centro de cada filete.

4.3.3. Humedad

La determinacion de la humedad se realizd6 mediante el método
de la AOAC 950.46 (1997). Este analisis se efectlUa por método
gravimétrico a través de la pérdida de masa por desecacion en la
estufa Vaciotem modelo P-selecta (Selecta S.A., Barcelona,
Espafia) a 105 °C hasta masa constante. De cada tratamiento
térmico se tomaron seis muestras de humedad. La muestra
previamente homogeneizada de 5,0(0,5) g se colocd en los
pesasustancias previamente desecados, atemperados y pesados.
Tras el pesado se introdujeron los pesasustancias con las muestra
en el interior de la estufa a 105 °C hasta peso constante. El
porcentaje de humedad expresado en g de agua por 100 g de

muestra, se calculé mediante la ecuacion III. 2.

%Humedad = (my — '(1:2) - (mmz) —Mg) 100 ecuacion II1.2
1~ o

donde:

mo = masa del pesasustancias (g)

m; = masa del pesasustancias mas la muestra antes de la
desecacion (g)

m, = masa del pesasustancias mas la muestra después de la

desecacion (g)

71




Capitulo III: Estudio de los procesos de fritura y coccion a vacio

4.3.4. Contenido en grasa

La determinacién de la grasa se realizd por extraccién en
Soxhlet con éter de petrdleo segin el método 991.36 de la AOAC
(1997). El equipo utilizado para la extraccion de grasa fue Soxtec
System 2055 Tecator (FOSS, Hillergd, Denmark). El extractor de
grasa Soxtec posee seis puestos de extraccidn, sistema
automatico programable, calefactor eléctrico, alta recuperacion de
solventes (hasta el 90%), pasos automatizados, circuito cerrado y
variedad de solventes de uso. Para la determinacion de la cantidad
de grasa (Xg) en las muestras, se pesaron 5 g de las mismas,
previamente deshidratadas en estufa a vacio hasta peso constante.
Las muestras se introdujeron en cartuchos de celulosa y se
dispusieron en el equipo de extraccion. Se adicionaron 90 mL de
éter de petrdleo como solvente organico. La extraccion se realiza
en dos etapas y concluye con una tercera de recuperacion del
solvente. El Uultimo paso en la determinacién de la cantidad de
grasa requiere de la evaporacién de los restos de éter en estufa a
60 ©OC. La ecuacion III.3 muestra la expresion matematica

empleada en el calculo de la cantidad de grasa (Xg).

_ (Pbg —Pbs)
Pm

Xg ecuacion III.3

siendo:

Xg = cantidad de grasa de la muestra (g grasa/ g muestra seca)
P,g = peso del bote + grasa (g)

Pbs

Pm= peso de la muestra (g)

peso del bote antes de extracciéon (g)
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4.3.5. Contenido proteico

La determinacién de proteinas se realizé segin el método
Kjeldahl, tal y como se describe en el método 928.08 de la AOAC
(1997). El analisis del contenido en nitrégeno total basado en el
maetodo Kjeldahl, consta de tres etapas: digestién, destilacion y
valoracién.

- Digestién: En un tubo Kjeldahl se introdujeron 0,5 g de
muestra exactamente pesada y 3 g de catalizador compuesto por
K,SO,;, CuSO,; y Se (10:1:0,1). A continuacidon, se adicionaron
10mL de H,S0,4 (98% v/v) y 5 mL de H,0, (30% v/v). Los tubos se
introdujeron en una unidad de digestidon Buchi B-426 (Blchi
Labortechnik AG, Flawil, Suiza), donde se calentaron a 450 ©°C
hasta digestion completa. Se considerd la digestion finalizada
cuando la disolucion contenida en el tubo adquirié una coloracion
verde esmeralda.

- Destilacidon: La disolucion obtenida tras la digestion se diluyd
en frio con 50 mL de agua destilada y se llevo a una unidad de
destilacion semiautomatica Bichi B-316, donde afiadié un exceso
de hidréoxido sodico 10 N y se destild6 durante 4 minutos. El
amoniaco liberado durante la destilacién se recogié sobre 50 mL de
una disolucion de acido bérico (4% p/v).

- Valoracion: el amoniaco recogido sobre el acido bérico se
valoré con H,SO4 0,3 N en presencia del indicador Shiro T-Shiro
(disolucion de rojo de metilo al 0,2 % y azul de metileno al 0,1 %
en alcohol etilico), hasta el viraje de la disolucion desde verde
verde (medio basico) a violeta (medio acido).

Paralelamente se realizé un ensayo en blanco.

La cantidad de proteina se calculé mediante la ecuacién II1.4:
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(Vm = Vb) -Nh,s0, - f-Pedy, - 6,25
m

%proteina = 100 ecuacion II1.4

donde:

Vm = volumen de acido empleado en la valoracion (L)

Vp = volumen de acido empleado en el ensayo en blanco (L)
Nu>s0sa = Normalidad del acido sulfurico

f= factor de la normalidad de &cido sulftrico

Peqgqno = 14

m = masa de muestra (g)

4.3.6. Determinacion de la calidad del aceite

La determinacion de la calidad del aceite se llevd a cabo
mediante una sonda FOM-310 (Ebro Electronic GmbH y Co. KG,
Ingolstadt, Germany), se controld la temperatura y la presencia de
compuestos polares. Se realizé una medida por tiempo de fritura,
calculandose el valor final de cada temperatura como la media de

todos los tiempos.

4.3.7. Propiedades opticas

El color depende de las condiciones de medicion en los
alimentos, asi como la capacidad de su superficie para reflejar,
dispersar, absorber o transmitir la luz visible. La medida de color
de las muestras se realizd por reflexion en superficie, con un
colorimetro Minolta modelo CM3600d (Minolta Co. Ltd, Tokio,
Japan). Gracias al cual, se obtuvieron los espectros de reflectancia
y las coordenadas de color CIEL*a*b* a partir del espectro de
reflexion de las muestras, utilizando el observador estandar de 10°

y el iluminante D65.
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A partir de la coordenadas coloriméticas CIEL*a*b* (1976), L*
(luminosidad), a* (desviacion hacia el rojo y el verde), b*
(desviacién hacia el amarillo y el azul), se calcularon las
coordenadas psicofisicas de tono (hap*) y croma (Cyp*), mediante

las ecuaciones III.5 y III.6:

b *

hip = arctg e ecuacion II1.5

Cip = (@)% + (b*)2 ecuacién II1.6

4.3.8. Determinacion del perfil lipidico

El perfil lipidico del musculo de dorada (Sparus aurata) fue
determinado siguiendo el método de Folch et al. (1957) utilizando
cloroformo-metanol (2:1 v/v), conteniendo  0,01% de
butilhidroxitolueno (BHT) como antioxidante. El solvente organico
se evapord bajo una corriente de nitrogeno y el contenido lipidico
se determind gravimétricamente.

Los lipidos totales se sometieron a una transmetilacion
catalizada por acido (Christie, 1982) para obtener metil ésteres de
acidos grasos, los cuales se separaron e identificaron por
cromatografia gas-liquido. Para ello se utiliz6 un cromatdgrafo de
gases Hewlett-Packard 5890 equipado con una columna capilar
(SPTH-2560. SUPELCO, 100 mx0,25 mm I.D., 0,2 um). La
temperatura del horno se mantuvo inicialmente a 140 °C durante 5
minutos y posteriormente se elevd hasta 230 °C a una velocidad de
4 OC por minuto y finalmente hasta 240 °C a una velocidad de 1 °C
por minuto donde se mantuvo durante 6 minutos. El inyector y el
detector de ionizacion se mantuvieron a 250 °C. Como gas

portante se utilizd helio a una presién de 290 kPa. Los picos se
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identificaron por comparacién de los tiempos de retencion de
estandares de referencia (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO,
USA). Las concentraciones de cada uno de los acidos grasos se

obtuvo como un porcentaje del contenido total.

4.3.9. Grado de encogimiento

Para determinar el grado de encogimiento experimentado por
las muestras debido al tratamiento térmico, se utilizé el programa
informatico Image Tool versiéon 3.00 (The University of Texas
Health Science Center in San Antonio, Texas, USA). El porcentaje
de encogimiento se determiné por diferencia del area en cm?
medida en las muestras frescas y después del tratamiento térmico.
Las areas se calcularon por triplicado para cada muestra,
obteniéndose el valor final de la media de éstas. Las imagenes de
las muestras se captaron con una camara digital Sony modelo
DSC-P7 (Sony Co., Tokio, Japan).

4.4. Equipos
4.4.1. Equipo de fritura/coccién a vacio

El equipo de fritura/coccién a vacio utilizado para realizar los
diferentes tratamientos (Figura 1III.1.) incorpora una base
calefactora y todos los elementos necesarios para permitir la fritura
de alimentos al vacio en un medio graso. Dada su gran versatilidad
es apto igualmente para freir alimentos a presion atmosférica o al

vacio (Martinez-Monzé et al., 2004).
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Figura III.1. Equipo de fritura a vacio (Gastrovac®).

La descripcidon del equipo se presenta a continuacion:
1. Olla de acero inoxidable. Su vaso esta conectado a la fuente de
calor mediante una sonda de temperatura.
2. Tapa. Realizada en metacrilato resistente a las condiciones de
trabajo que permite la visualizacion del proceso.
3. Selector de temperatura. Permite establecer la temperatura del
liquido de fritura.
4. Manometro para el registro de la presion de vacio en el interior y
una valvula de salida que permite el mantenimiento del vacio, para
lo que estd conectada a través de un tubo de conexidon de vacio a
la bomba de vacio.
5. Bomba de vacio. Provoca la disminucidon de la presion
atmosférica hasta alcanzar el equilibrio correspondiente a la
presién de evaporacion del liquido introducido en el vaso de la olla
a la temperatura seleccionada.
6. Sistema de calefaccién o fuente de calor, conectado al selector
de temperatura.
7. Tubo de conexién de vacio de material adecuado, goma, para
soportar las condiciones de trabajo especiales en las que se

encuentra el mismo.
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Para el proceso de fritura/coccidn, se llend el vaso de la olla con
dos litros de aceite de girasol/agua y se introdujeron las muestras
colocadas en un cestillo metalico que se mantiene suspendido de la
tapa mediante wuna ballesta. A continuacion se cerrd
herméticamente con dicha tapa, que conecta la bomba de vacio
mediante un tubo de material resistente a las condiciones de
trabajo a una valvula que permite el mantenimiento del vacio
constante en el interior del equipo. Mediante el selector de
temperatura se establecid la temperatura del aceite/agua v,
utilizando la bomba de vacio, se disminuyd la presion atmosférica
hasta alcanzar el equilibrio correspondiente a la presiéon de
evaporacion del liquido a la temperatura seleccionada. Transcurrido
el tiempo estimado para cada ensayo, se apagd la bomba de vacio
y antes del restablecimiento de la presion atmosférica, se elevd el
producto sobre el aceite/agua y se centrifugd manualmente con tal
de disminuir el fendmeno de impregnacién. El aceite de girasol
empleado fue filtrado tras cada una de las experiencias y renovado

en cada temperatura de trabajo.

4.4.2. Equipo de fritura a presion atmosférica

La fritura a presion atmosférica se llevo a cabo en una freidora
redonda de agua Movilfrit F5 (Movilfrit S.A., Barcelona, Espafia) con
cestillo, filtro especial para residuos y sin cubeta desmontable. Este
equipo esta fabricado con exterior de metal, disponiendo de un
deposito especial que permite usar agua y aceite, evitando que se
mezclen sus sabores con los de los otros alimentos debido a que
los residuos caen al fondo, y tiene una capacidad de 5 L de aceite y

1 L de agua.
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4.5. Modelos empiricos

Los modelos empiricos no pretenden describir como tiene lugar
el proceso y solo interpretan de forma empirica los datos. Estos
modelos son Utiles con fines de disefio, especialmente cuando los
problemas a resolver son excesivamente complicados (Mulet,
1994). En el caso de la fritura se han propuesto diversos modelos
empiricos para describir tanto la absorcion de aceite como la
pérdida de agua.

Existen muchos modelos matematicos que abordan diferentes
aspectos de la fritura con grados de complejidad que varian
dependiendo de los objetivos concretos y el nivel de detalle
buscado. Las versiones mas sencillas consisten en correlaciones
empiricas o pseudoempiricas que no profundizan en la naturaleza
del proceso, centrandose en ajustar y predecir aspectos puntuales
de la fritura, por lo que su utilidad queda limitada a su aplicaciéon
directa en el disefio de procesos concretos. Su uso era mas
abundante en el pasado coincidiendo con las primeras
aproximaciones teodricas al proceso, generalmente de forma
paralela o complementaria a las expresiones usadas en la
operacion de secado, y a lo poco evolucionadas que aun eran las
herramientas de calculo y analisis numérico. No obstante en la
actualidad aun surgen de vez en cuando modelos simples de este
tipo para aportar soluciones concretas para casos muy complejos.
Dado su caracter practico y especifico, todos estos modelos se
emplean casi exclusivamente para cuantificar los distintos
transportes de materia, en especial la absorcion de aceite por ser
un fenomeno complejo y dificil de abordar.

Una de las primeras expresiones de este tipo para alimentos, fue la
encontrada para patatas fritas “French fries” por Ashkenazi et al.

(1984) y para “chips” de patata obtenidos a diferentes
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temperaturas (145, 165 y 185 °C) por Gamble et al. (1987). En
ambos casos se encontraron relaciones lineales entre en contenido
en agua y la ganancia de aceite con la raiz cuadrada del tiempo de

fritura, t, con formulas del tipo:

X= a-b-t'/? ecuacion III1.7

donde:
X: es la humedad expresada en g agua/g agua inicial
a y b: son parametros de ajuste que dependen de las condiciones

experimentales.

Baumann y Escher (1995) desarrollaron un modelo para rodajas
de patata de diferentes grosores (entre 0,8 y 1,6 mm) fritas a
diferentes temperaturas (entre 150 y 180 ©C). Encontraron un
comportamiento exponencial, analogo al de la operacién de secado

convencional para la evolucion temporal de la pérdida de agua:

X= Xq-e kv ecuacién II1.8

donde:
X: es la humedad expresada en g agua/g agua inicial
Xo Y k: son parametros de ajuste que dependen de las condiciones

experimentales

4.6. Analisis estadistico

El tratamiento estadistico de los datos se realizd mediante el
programa Statgraphics Plus 5.1 (Manugistics Inc., Rockville, MD,
USA). Con el objetivo de comprobar la existencia de diferencias

significativas entre los diferentes tratamientos para cada uno de los
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parametros evaluados se llevd a cabo un analisis de la varianza
(ANOVA). Se utilizd el procedimiento LSD (Least Significant
Diference) para comprobar las diferencias a un nivel de
significacion a=0,05. Asi, se realizaron diferentes ANOVAS simples
para cada uno de los parametros fisicoquimicos y ANOVAS
factoriales para el tratamiento de vacio utilizando como factores: la
temperatura y el tiempo. Finalmente se realizé un Analisis Factorial
con el programa SPSS v.16.0. (IBM Corp., New York, USA) con

licencia de uso en la UPV para los datos de fritura a vacio.

II1.5. RESULTADOS

En este apartado se presentan los resultados obtenidos para
cada parametro analizado, teniendo como objetivo principal
estudiar cdmo afecta el tratamiento empleado y las variables de
proceso (tiempo y temperatura) a los filetes de dorada (Sparus
aurata), tanto para el proceso de fritura como el de coccién en

condiciones de vacio continuo.

5.1. Fritura

La fritura es un proceso fisico-quimico complejo en el cual el
producto a freir (patatas, carne, pescado, productos empanados,
etc.) se somete a una temperatura alta con el propdsito de
modificar la superficie del producto, impermeabilizandolo de alguna
manera, para controlar la pérdida de agua desde su interior (White,
1995). De esta forma, es posible conservar muchas de las
caracteristicas propias del alimento mejorando, en la mayoria de
los casos, su sabor, textura, aspecto y color. Asi, se puede obtener
un producto mas "apetecible", lo cual sin lugar a dudas contribuye
al éxito del consumo de los productos fritos. La fritura en

condiciones de presién atmosférica es un método tradicional de
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preparar los alimentos para ser consumidos. Actualmente, la fritura
a vacio esta siendo estudiada por muchos autores (Shyu y Hwang,
2001; Garayo y Moreira, 2002; Tan y Mittal 2006) y se presenta
como una alternativa a la fritura tradicional de alimentos con
caracteristicas organolépticas deseables. El proceso de fritura, tal y
como se ha descrito en la introduccion del presente capitulo,
conlleva una serie de alteraciones en el producto sometido a
tratamiento. Diversos trabajos (Dobarganes et al., 1988; Pokorny,
1998) ponen de manifiestos fendmenos fisicos y quimicos que
ocurren en la matriz del producto sometido a fritura durante este
proceso.
Entre ellos:

[1] Fendmenos de transferencia o transporte:

- Transferencia de agua del alimento al medio de fritura y

posterior evaporacion.
- Absorcion y adsorcidon por parte del alimento de compuestos
de alteracién del aceite.

[2] Migracion de los componentes lipidicos entre ambos productos
en contacto, lo que origina cambios en la composicion del alimento.
Ambos fendmenos (1 y 2) dependen de la capacidad de
penetracion del aceite de fritura, la cual se ve afectada por factores
como la temperatura y el tiempo de fritura y por las caracteristicas
del alimento (superficie, estructura, humedad, porosidad, forma).
[3] Transferencia de calor, lo que origina deshidratacion e
interacciones quimicas entre los aceites de fritura y los
componentes naturales del producto frito originando sustancias
nuevas producidas en el seno del alimento.
[4] Deformaciones mecanicas incluyendo expansiones, disgregacion
de la matriz sdlida, desarrollo de porosidad y de una superficie

rugosa.
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[5] Reaccion de Maillard, degradacion de proteinas y reacciones de
pirélisis, condensacion y polimerizacién.
[6] Transformaciones fisicoquimicas, como la gelatinizacién, la

retrogradacién del almiddn, la gelificacion de ciertas proteinas, etc.

En este apartado se evallan las alteraciones sufridas por el
producto debido al tratamiento de fritura tratando de explicar los
cambios experimentados por las muestras en base a lo expuesto.
Para llevar a cabo los diferentes analisis se caracterizaron en
primer lugar los filetes de dorada sin ningun tipo de tratamiento
siguiendo las metodologias descritas en el apartado de materiales y
métodos del presente capitulo. En la Tabla III.2. se muestran
algunos parametros composicionales y fisico-quimicos para los
filetes de dorada, utilizados como referencia para analizar el efecto
del tiempo y la temperatura de las muestras sometidas al

tratamiento de fritura.

Tabla II1.2. Caracterizacion de las muestras frescas.

% Humedad % Grasa % Proteina L* ax* b* hap* Cap*

69,32 4,7 20,3 47,07 -3,84 -0,83 190,6 4,02

5.1.1. Caracterizacion y estudio cinético de los parametros
fisico-quimicos en el proceso de fritura

En este apartado se va a analizar como afecta el proceso de
fritura a vacio a la pérdida de peso, de humedad, ganancia de
aceite y encogimiento, de filetes de dorada tratados por fritura a
vacio (90, 100 y 110 ©°C) y a presion atmosférica (165 °C). Por otra
parte se van a estudiar las cinéticas de estos fendmenos para su

mejor comprension.
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5.1.1.1. Perfil de temperaturas durante el proceso de fritura
En el proceso de fritura se producen fendémenos de
transferencia de calor por conduccion y conveccion a través de toda
la superficie del filete debido al gradiente de temperaturas entre el
producto y el medio de coccidn. La Figura III.2. muestra el perfil de
temperaturas alcanzado en el centro de producto de los filetes de

dorada tras el tratamiento de fritura en funcion del tiempo.
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Figura III.2. Perfil de temperaturas en filetes de dorada tratados a
vacio (90 °C, 100 °Cy 110 °C) y a presidén atmosférica (165 °C).

A tiempos cortos de procesado se puede observar un rapido
aumento de la temperatura, posteriormente ésta se sigue
incrementando muy ligeramente hasta equilibrarse con |Ia
temperatura de evaporaciéon del agua en las condiciones de
proceso. Este comportamiento esta relacionado con los
mecanismos de transferencia de calor en cada una de las etapas
del procesado. En la primera etapa, el calor que absorbe el
producto se emplea en aumentar la temperatura del producto
(calor sensible) hasta el punto en el que se alcanza la temperatura

de ebullicion del agua (calor latente) que es funcion de la presion
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de vacio a la que se trabaja. En las experiencias realizadas, las
condiciones de procesado estudiadas fueron: para 90 ©°C se
establecid una presion de vacio de 15 kPa, para 100 °C 20 kPa,
para 110 °C 25 kPa y 101,3 kPa para 165 ©°C lo que equivale a
unos puntos de ebullicidon del agua libre de 55,5 °C; 62,3 °C; 67,6
OC y 100 ©C respectivamente. Estas temperaturas se alcanzaron
entre los 2 y 2,5 minutos para los tratamientos a vacio a 90 °C,
100 °C y 110 °C y a los 3 minutos para el tratamiento a presion
atmosférica a 165 °C. Como se observa en la Figura III.2. las
temperaturas alcanzadas en el interior del producto son mayores
que las de evaporacidon del agua a la presion de trabajo para las
diferentes temperaturas estudiadas. Estas diferencias ponen de
manifiesto que en el interior del producto se crean sobrepresiones
gue implican incrementos en la temperatura de ebullicion de entre
10 y 20 °C por encima de las que corresponderian a la presion de
la cdmara.

El proceso de fritura a vacio ha sido estudiado por muchos
autores para tratar de determinar como influye sobre las
caracteristicas del producto final (color, textura, contenido en
grasa, etc), pero son muy pocos los trabajos que han analizado el
comportamiento y los equilibrios que se establecen en el interior
del producto (Andrés-Bello et al., 2011). Algunos autores como
Halder et al. (2007) y Datta (2007) han empezado a abordar el
estudio de la fritura a vacio bajo el punto de vista del medio
poroso. Durante el proceso de fritura a vacio en el interior de la
estructura porosa del alimento se producen sobrepresiones por
efecto del vapor que se va formando que afectan a la temperatura
de evaporacion del agua y eso influye en la temperatura a la cual
se produce dicha evaporacién y que difiere de la temperatura que

cabria esperar si el agua estuviera libre en el interior de la cdmara,
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en cuyo caso se puede establecer una correlacidén entre la presion
de la cdmara y la temperatura de evaporacion del agua. Asi pues,
la evolucion de la temperatura interna en fritura a vacio puede ser
explicada atendiendo a la sobrepresion interna que aumenta la
temperatura de saturacion y tensiona la corteza hasta que se crean
caminos preferenciales o se produce su colapso. Esto libera la
sobrepresion y hace que el sistema alcance una presion de
equilibrio que es la que marca la nueva temperatura interna a la
cual el proceso se estabiliza. Las diferentes tasas de evaporacion
correspondientes a las diferentes temperaturas empleadas en
fritura a vacio provocan que los maximos de temperatura
correspondan a unos u otros valores y se produzcan antes o
después. Por tanto, se observa que en el proceso de fritura a vacio
se producen diversos fenomenos al mismo tiempo. Por una parte,
el fendmeno de evaporacion del agua del producto depende de las
condiciones de presién de cada tratamiento y de las propiedades
del alimento. Por otra parte, el fendmeno de transferencia de calor
por conduccion en la matriz del producto y conveccion en el
elemento de coccién. Hay que tener en cuenta el efecto de la
evaporaciéon del agua sobre el calentamiento del producto, ya que
la evaporacién del agua supone un enfriamiento de la matriz, y por
otra parte, como se ha comentado, el vapor generado influye en los
coeficientes de transferencia de calor. Todos estos aspectos
influyen en la velocidad de evaporacion del agua del producto, la
ganancia de aceite y la pérdida de peso como se discute a

continuacion.

5.1.1.2. Variacion de peso
En este punto se estudia como las variables de proceso

estudiadas, tiempo-temperatura, van a afectar de manera directa a
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la matriz proteica del filete de pescado produciendo cambios
irreversibles relacionados con la solubilizacién del colageno y la
coagulacion proteica, que traen consigo la pérdida del agua de
constitucion del producto.

El muasculo de pescado estd formado por segmentos angulares
superpuestos que se llaman miotomos, los cuales estan unidos por
capas intermedias de tejido conjuntivo que se llaman miocomos.
Las proteinas fibrilares del pescado (actina, miosina, etc.) son mas
sensibles a la desnaturalizacion y a la proteolisis que las de la
carne. El tejido conjuntivo de los peces es mas débil que el de los
mamiferos y aves (tiene menos colageno, éste estd menos
polimerizado y se gelatiniza a 40 °C) por esta razén, con el
tratamiento térmico, los miotomos se desprenden unos de otros
(Primo-Yufera, 1998). El tratamiento térmico de un alimento
ocasiona un descenso de su peso como consecuencia de la
liberacion de parte del agua y compuestos solubles de su
composicion al medio de coccion. A partir de los 50 °C las proteinas
plasmaticas y sarcoplasmaticas se desnaturalizan (desplegamiento
de las a-hélices), se produce agregacion y coagulacidon. A los 63 °C
la elastina hincha pero debido a su configuracion se modifica poco y
la actomiosina se hace mas firme y menos soluble disminuyendo su
capacidad de retencion de agua (Cheftel y Cheftel, 1992). En el
presente estudio, al ser las temperaturas de trabajo superiores en
todos los casos a 63 ©°C, todos estos cambios asociados a la
temperatura se van a producir en los filetes de dorada. Por otra
parte hay que tener en cuenta que en la operacion de fritura la
pérdida de peso del producto es el resultado de los flujos de salida
de agua y entrada de aceite en el filete.

La Figura III.3. muestra la pérdida de peso experimentada por

los filetes de dorada (Sparus aurata) después de ser sometidos a
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tratamiento de fritura tradicional (condiciones de presién
atmosférica) y bajo condiciones de vacio continuo a 90, 100 y 110
O0C. Como se puede observar en la figura, para ambos tratamientos
empleados (vacio y presion atmosférica), a mayor temperatura de

trabajo y tiempo de fritura se produjo una mayor pérdida de peso.
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Figura III.3. Variacién de peso de los filetes de dorada en funcidn

del tiempo para las diferentes temperaturas de trabajo empleadas.

El tratamiento en condiciones de presién atmosférica (165 °C)
produjo un descenso del peso de los filetes mayor que el
tratamiento en condiciones de vacio continuo (90, 100, 110 °C),
registrandose a los 8 y 10 minutos las diferencias mas elevadas.
Una de las ventajas de trabajar en condiciones de vacio es la
posibilidad de trabajar a temperaturas inferiores a las utilizadas en
condiciones atmosféricas lo que permite obtener un producto mas
jugoso y menos deteriorado por la accidén del calor. En la Figura
II1.3. se puede observar que para un mismo tiempo de tratamiento
(10 min) las muestras sometidas a fritura tradicional pierden hasta
un 44(2)% de peso respecto de su peso inicial mientras que las

muestras tratadas a vacio experimentan pérdidas que oscilan
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entre 19(1)% para 90 °C, 22,1(0,1)% para 100 °C y hasta 36(2)%
a los 110 °C. Como se puede observar, tanto para los tratamientos
a vacio como los de presion atmosférica las mayores pérdidas de
peso se producen cuanto mayor es la temperatura y el tiempo de
tratamiento.

Para llevar a cabo los analisis estadisticos se evaluaron por una
parte los datos correspondientes a los tratamientos de vacio (90,
100 y 110 ©°C) y por otra parte la fritura tradicional a presion
atmosférica (165 °C). Los analisis estadisticos mostraron como la
interaccion entre el tiempo y la temperatura para las temperaturas
analizadas en condiciones de vacio continuo resultdé significativa
(p<0,05) y se observo como a mayor tiempo de fritura se produjo
una mayor pérdida de peso para cualquiera de las temperaturas
analizadas y las diferencias comenzaron a ser significativas
(p<0,05) a partir de los 3 minutos de tratamiento. Por otra parte,
una mayor temperatura de trabajo también implic6 una mayor
pérdida de peso para el conjunto del proceso siendo las diferencias
entre las temperaturas de vacio ensayadas significativas. En el caso
de la fritura a presion atmosférica a mayor tiempo de tratamiento
se produjo una mayor pérdida de peso y en este caso el tiempo de

tratamiento también resulto significativo (p<0,05).

5.1.1.3. Evolucion de la pérdida de agua y ganancia de grasa
de los filetes de dorada (Sparus aurata) debido al

tratamiento de fritura

5.1.1.3.1. Evolucién de la pérdida de agua
Al someter un alimento al tratamiento de fritura se produce una
pérdida de humedad, consecuencia de la aplicacion de calor. La

pérdida de humedad durante la fritura puede presentar un perfil
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tipico de un proceso de secado. El proceso de secado en los
alimentos esta generalmente caracterizado por tres periodos que
pueden llegar a distinguirse. El primer periodo, es un periodo de
calentamiento inicial en el cual el producto himedo absorbe calor
del medio que le rodea y se calienta por encima de su temperatura
inicial hasta una temperatura a la cual la humedad comienza a
evaporarse del alimento. En fritura a vacio este periodo de
calentamiento inicial es muy corto y dificil de cuantificar. El
segundo periodo, es conocido como un periodo de secado
constante, en él el secado estd limitado por la transferencia de
calor del medio de secado al producto y continla mientras el
producto permanezca hiumedo en superficie. Cuando el nivel de
humedad en el producto es tan bajo que su superficie ya no se
encuentra himeda, el proceso de secado entra en el tercer periodo
conocido como periodo de caida, durante el cual el secado es
controlado por mecanismos difusionales. El agua durante este
periodo estad en el alimento retenida por adsorcion multi-molecular
y condensacion capilar (Garayo y Moreira, 2002). En los
tratamientos realizados debido a los tiempos empleados (tiempos
relativamente cortos) y a las caracteristicas de los tratamientos
(temperatura/presion) y al tipo de producto utilizado (filetes), el
primer periodo transcurre con rapidez y lo que predomina es la
etapa correspondiente al secado constante.

La Figura III.4. muestra los valores de pérdida de humedad
durante el proceso de fritura para los diferentes tratamientos. La
evolucién que presentan los datos experimentales que muestra la
figura es semejante a los reportados en la literatura tanto para
procesos convencionales de deshidratacion de alimentos (Prothon,
2003; Sacilik y Elicin, 2006), como para fritura (Farkas et al.,
1996b; Krokida et al., 2000a; Moreira et al., 1995; Pedreschi y
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Moyano, 2005b; Sahin et al., 1999; Vitrac et al., 2002). Se puede
apreciar que los datos presentan la forma de las curvas tipicas de
secado en su etapa de velocidad constante, aunque en el caso de la
fritura a 165 ©C parece apreciarse el inicio del periodo de velocidad
decreciente (a partir de los 8 minutos de tratamiento).

Como se observa en la Figura III.4., tras 10 minutos de fritura,
a 165 °C (presion atmosférica), el contenido de humedad fue de
0,59(0,03) Gagua/9ms, 1,73(0,03) Gagua/9ms @ 90 °OC (fritura a vacio),
y 1,2(0,2) Qagua/9ms @ 110 °C. EIl contenido de humedad desciende
durante el tratamiento de fritura para las diferentes temperaturas
estudiadas. Conforme aumenta la temperatura de fritura el
contenido de humedad para el mismo tiempo de tratamiento
disminuye. Durante los primeros minutos de tratamiento el
descenso del contenido de humedad es similar tanto en la fritura a
presidon atmosférica como a vacio, sin embargo tal y como
observaban Mariscal y Bouchon (2008a) en su trabajo llevado a
cabo con manzanas, las diferencias empiezan a hacerse muy

evidentes a tiempos de fritura largos.
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Figura III.4. Variacion de la humedad experimentada por los filetes

de dorada (Sparus aurata) en funcién del tratamiento empleado.
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El efecto de las variables de proceso estudiadas (tiempo y
temperatura) sobre la pérdida de agua, en el caso de las
temperaturas de vacio, mostré un efecto significativo (p<0,05)
siendo el tiempo la variable con mayor peso en la interaccidén. Asi
pues los analisis estadisticos pusieron de manifiesto diferencias
significativas entre las tres temperaturas de vacio ensayadas
siendo las muestras tratadas a 100 °C las que mostraron una
menor pérdida de agua aunque muy similares a las de 90 °C. El
tiempo de tratamiento produjo un descenso del contenido de agua
gue empezo a ser significativo (p<0,05) a partir de los tres minutos
de proceso para las tres temperaturas de vacio estudiadas. En el
caso de la fritura a presion atmosférica se observé un descenso
significativo (p<0,05) del contenido de agua con el tiempo de
tratamiento y dichas diferencias fueron significativas a partir del
primer minuto de proceso. La pérdida de humedad en las muestras
tratadas a vacio fue de entre un 25 y 40% y entorno al 70% en las
muestras tratadas a presion atmosférica tras 10 minutos de fritura.
La combinacién de altas temperaturas (165 °C) con largos tiempos
de fritura (10 min) produce un producto mas seco, afectando a la
jugosidad del producto final y a su posible aceptacion.

Una aproximacion para modelizar la pérdida de agua consiste
en aplicar expresiones empiricas sencillas analogas a las que se
utilizan en la fritura convencional a presiéon atmosférica. De entre
estos modelos, tal como se ha expuesto en el apartado 4.5 de
materiales y métodos para el ajuste de los datos experimentales,
se han utilizado el modelo de la raiz cuadrada del tiempo (ecuacion
II1.7) y el de la caida exponencial (ecuacién III.8). En la Figura
II1.5. se recogen los ajustes graficos obtenidos tras la aplicacidon de
ambos modelos para las diferentes temperaturas y condiciones de

trabajo.
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Figura III.5. Ajustes obtenidos para predecir la pérdida de agua con
el modelo empirico de la raiz cuadrada del tiempo (izquierda) vy el
modelo exponencial (derecha) para la fritura a presidn atmosférica
(165 °C) y en condiciones de vacio continuo (90, 100 y 110 °C).

En la Tabla III.3. se pueden observar los parametros de ajuste
(a, b, Xo y k) y el coeficiente de correlacion obtenidos en cada caso
para ambos modelos aplicados.

Tabla III.3. Coeficientes de regresion (R?) y pardmetros de ajuste

para los dos modelos empiricos empleados para la pérdida de agua.

Temperatura °C 90 100 110 165
Presion de trabajo Vacio Vacio Vacio Atmosférica
Modelo de la a 0,998 0,984 1,0180 1,0170
raiz b (S’l) 0,0137 0,014 0,0184 0,0295
cuadrada R? 0,948 0,985 0,896 0,989
Xo 0,930 0,913 0,952 0,932
Modelo k(s 0,000613  0,000628  0,000980  0,00201
exponencial > ! ! ! !
R 0,857 0,892 0,873 0,983

Como se puede observar en los valores de la Tabla IIL.3. el
modelo de la raiz cuadrada del tiempo presenta coeficientes de

correlacion superiores a los del modelo de la caida exponencial,
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siendo los mas altos para ambos modelos los correspondientes a la
fritura a presidén atmosférica.

Tal como se puede observar en la Figura III.5. y la Tabla III.3,
los parametros relacionados con la velocidad de la pérdida de agua
en el filete (tanto el parametro “b” del primer modelo como el “k”
del segundo modelo) muestran que éstas son muy similares en los
tratamientos a 90 y 100 °C, mientras que a 110 °C ya se produce
un ligero aumento de la velocidad de pérdida de agua. El
tratamiento a 165 °C es el que experimenta una mayor velocidad
en la pérdida de agua con un mayor valor tanto de b como de k.

En la Tabla III.4. se muestran otros modelos cinéticos que
aparecen en bibliografia (Gamble et al., 1987; Bauman y Escher,
1995; Krokida et al., 2000a) para ajustes de la pérdida de agua
durante el proceso de fritura. En estos modelos se correlaciona la
humedad del producto en base seca (W) frente al tiempo. Al igual
gue ocurre en los modelos anteriores los parametros cinéticos
indican que las mayores velocidades de pérdida de agua se
corresponden con la fritura realizada a presion atmosférica a 165
OC. Podemos considerar, tras analizar los resultados obtenidos, que
el efecto del gradiente de temperatura, en las condiciones de
trabajo estudiadas, tiene un mayor efecto sobre la pérdida de agua
que el gradiente de presiones, ya que en ningun caso la velocidad

de pérdida de agua es mayor en los tratamientos a vacio.
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Tabla 1III.4. Parametros de ajuste para modelos cinéticos

empleados para la pérdida de agua en el proceso de fritura.

Temperatura °C 90 100 110 165
Presion de trabajo Vacio Vacio Vacio Atmosférica
Gamble et al. (1987) a 2,43 2,22 2,36 2,58
s b (s?) 0,0391 0,0245 0,037 0,0826
W =a—bt R? 0,76 0,89 0,729 0,985
SEE 0,1434 0,0549 0,1434 0,065
Bauman and Escher (1995) a 2,22 2,1 2,21 2,343
b (s-1) 0,000724 0,0004922 0,0008 0,0024
W =ae ? 2
R 0,617 0,9528 0,832 0,961
SEE 0,1798 0,0364 0,1162 0,1054
Krokida et al. (2000) (WO0-We) 0,952 2,1 2,214 2,149
WoW kx 0,00742 0,00049 0,0008 0,00296
N T We _ okt 2
W w R 0,821 0,952 0,832 0,9636
0 ¢ SEE 0,1241 0,0368 0,1174 0,1038

5.1.1.3.2. Evolucién de la ganancia de grasa

El mecanismo de adsorcidon de aceite es un aspecto muy
importante a tener en cuenta en el proceso de fritura de alimentos
y esta siendo estudiado por muchos autores (Ufheil y Escher, 1996;
Moreia et al., 1997; Moreira y Barrufet, 1998). Algunos estudios
han demostrado que el aceite no penetra en el producto durante el
proceso de fritura pero si durante el periodo de enfriamiento una
vez extraido el producto del aceite (Ufheil y Escher, 1996; Moreia
et al., 1997; Moreira y Barrufet, 1998).

En este trabajo la ganancia de aceite de las muestras se
analizd, segun lo descrito en el apartado 4.3.6 de materiales y
métodos, una vez extraidas las muestras del aceite de fritura,
centrifugadas y tras un breve periodo de enfriamiento de las
mismas sobre papel absorbente, para intentar reducir al maximo la
absorcion de aceite tras la fritura. Por ello, los datos
experimentales obtenidos permiten un enfoque fenomenoldgico, sin
tener en cuenta el mecanismo de transferencia durante las etapas

posteriores a la fritura (Krokida et al., 2000a). En la Figura III.6. se
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muestra la evolucién del porcentaje de grasa en base seca en los
filetes de dorada para los diferentes tratamientos aplicados. En
ella, se puede observar que el fendmeno de ganancia de grasa en
los filetes aparece con cierta variabilidad mostrando una tendencia
al aumento del contenido graso al aumentar el tiempo de fritura.
Esta tendencia es muy ligera para los tratamientos a vacio y mas
acusada en el caso de la fritura en condiciones de presion
atmosférica. En este estudio se parten de filetes de dorada con un
contenido inicial de grasa de 0,15(0,02) ggrasa/9ms, Qque en
porcentaje corresponden al 4,7(0,7)% de grasa en el filete fresco.
Los maximos valores obtenidos para el contenido graso oscilaron
entre 0,24(0,02) ggrasa/9ms @ l0s ocho minutos de tratamiento a 90
°C a vacio y los 0,30(0,01) ggrasa/9ms @ los ocho minutos de

tratamiento a 165 °C.
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Figura III.6. Variacion del contenido graso experimentad por los
filetes de dorada (Sparus aurata) en funcidon del tratamiento

empleado.

Como se ha comentado, en la Figura III.6. se puede observar
gue en los tratamientos a vacio la ganancia de grasa en los filetes

es menor que en el tratamiento a presién atmosférica. Cuando se
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analiza el efecto de la temperatura en los tratamientos de fritura a
vacio en los filetes de dorada se observan diferencias significativas
(p<0,05) entre ellos. A vacio, la absorcion de grasa disminuye con
el aumento de la temperatura, siendo el tratamiento a 110 °C el
que menores porcentajes de grasa muestra en los filetes. Para
explicar estos valores en las ganancias de aceite podemos hablar
en términos de mecanismos de transferencia de materia. En la
fritura en condiciones de presidn atmosférica los mecanismos de
transferencia de materia se dividen en dos periodos: el de fritura y
el de enfriamiento. Durante el periodo de fritura (calentamiento) se
estd produciendo una salida de vapor y aire de los poros lo que
hace que no exista una fuerza impulsora para la penetracion del
aceite hacia el interior del producto. Durante el periodo de
enfriamiento el aceite adherido en la superficie penetra hacia el
interior de los poros y al producirse un enfriamiento aumenta la
presidn capilar que ocasiona una diferencia de presion entre la
superficie y el poro que crea una fuerza impulsora que lleva a la
penetracion de aire y aceite hacia el interior del poro (Garayo y
Moreira, 2002). En la fritura en condiciones de vacio los
mecanismos de transferencia de materia pueden dividirse en tres
periodos: el de fritura, el de presurizacion y el de enfriamiento. En
la etapa de fritura al igual que en el caso anterior la salida de agua
impide la entrada de aceite, aunque en este caso la evaporacion de
agua se realiza de una manera mas rapida (debido a la menor
presién). El segundo periodo comienza cuando los filetes de dorada
se sacan del aceite y se mantienen en condiciones de temperatura
y vacio a los que se estaba realizando el proceso. Al romper vacio
el aire y el aceite de la superficie fluyen hacia los espacios porosos
hasta que se restablece la presion atmosférica. Sin embargo,

debido a la baja presion, el gas (aire) difunde mucho mas rapido
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hacia el interior de los poros, dificultando la entrada de aceite. En
el periodo de enfriamiento al haber una menor adherencia de aceite
en la superficie del filete la absorcion de aceite es menor (Garayo y
Moreira, 2002).

Resultados similares fueron observados por Tan y Mittal (2006)
en su estudio llevado a cabo en fritura a vacio de donuts. Estos
autores concluyen que cuanto mayor es el nivel de vacio y menor
la temperatura de vacio empleada mayor es el contenido de aceite
final en el donut.

La temperatura es un factor que afecta de forma directa y
significativa a los tres mecanismos principales de absorcién de
aceite. Una temperatura mas alta implica una degradacion mayor
de la superficie del producto favoreciendo la absorcidon del aceite
estructural; al favorecer también una eliminacion mas rapida del
agua aumenta la absorcidon del aceite durante el enfriamiento v,
como implica una degradacion mas rapida del medio de fritura,
incrementa la formaciéon de sustancias tensoactivas y mayores
contenidos de aceite superficial (Mir-Bel, 2010). Fan et al. (2005a)
friendo ldminas de zanahoria a temperaturas moderadas (80, 100 y
120 °C) encontraron una influencia significativa de la temperatura
de trabajo en el contenido final de grasa. Estos ultimos también
observaron que las diferencias se acrecentaban conforme se
trabaja a niveles menores de vacio. Esta influencia del nivel de
vacio podria estar relacionada con la diferente velocidad de
formacion de la corteza y con los diferentes grados de turbulencia
que generan las burbujas de vapor.

En algunos casos aparecen maximos de absorciéon en tiempos
intermedios. Este hecho también ha sido descrito por algunos
autores para la fritura a vacio (Garayo y Moreira, 2002; Tan y

Mittal, 2006) y se explica asumiendo que el aceite se absorbe
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mayoritariamente por fendmenos capilares en la etapa de
presurizacion. Estos maximos se corresponderian entonces a casos
donde quedaria bastante humedad residual en los poros de la
superficie. Conforme se va eliminando el agua residual, el aire que
entra en el sistema durante la presurizacion penetra mas
facilmente en los poros, de forma que el contenido final de aceite
disminuye.

La ganancia de aceite durante el enfriamiento en los procesos a
vacio depende en gran medida de los cambios de presion asociados
a la presurizacion, ademas de los asociados a la condensacion de
vapor, que son los Unicos que influyen en la fritura a presion
atmosférica. El aumento en los tiempos de escurrido (Mir-Bel et al.,
2009) y todas las operaciones que afectan previamente al drenaje
del aceite, como la centrifugacion (Moreira et al., 2009), reduciran
la cantidad de aceite disponible para su absorcidn posterior.

Con el fin de analizar el proceso de fritura, Pinthus et al. (1993)
introdujeron el término Uy el cual expresa el ratio entre la cantidad

de aceite ganado y el agua eliminada, y lo definen como:
Ur= ganancia de aceite (g)/pérdida de agua (g) ecuacién III.9.

Pinthus et al. (1993) asumen que para un mismo cambio de
volumen, el valor tedrico de Ur deberia ser 0,9 para un sistema
ideal en el cual el mecanismo de ganancia de aceite esta gobernado
por el mecanismo de pérdida de agua. Estos autores concluyen
que, cuando un sistema muestra valores muy diferentes de Uy ya
sean por encima del valor tedrico o por debajo, muchos otros
factores que el “simple” mecanismo de pérdida de agua estan
involucrados en el proceso. Los valores obtenidos en este estudio
para el parametro Uz son menores que 0,9 para todas las
temperaturas estudiadas: 0,08 para 90 °C, 0,03 para 110 °Cy 0,4
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para 165 ©°C, después de 10 minutos de fritura. Estos valores
podrian sugerir, que en el caso de la fritura a vacio, existe otro
mecanismo importante, como el de presurizacion que gobierna el
proceso de sustitucion de agua por aceite. Valores reducidos del
parametro Ur para todas las temperaturas estan relacionados con
una baja pérdida de agua y una baja ganancia de aceite durante el
proceso.

Al igual que para la pérdida de agua, las ganancias de aceite se
modelizaron utilizando el modelo de la raiz cuadrada del tiempo
(ecuacion II1.7) y el de la caida exponencial (ecuacidén III.8). En
este caso la variable “X” representa los gramos de grasa a tiempo t
dividido por los gramos de grasa iniciales (Mir-Bel, 2010).

La Figura IIL.7 muestra los ajustes obtenidos para ambos
modelos de forma grafica y en la Tabla III.5. se agrupan los
parametros obtenidos para cada una de las condiciones de presidn

y temperatura estudiadas.

¢ 90°C = 100°C 4 110°C 165°C ¢ 90°C = 100°C a4 110°C 165°C

Xg (ggrasa/Jgrasa iniciales)
Xg (9grasa/grasa iniciales)
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Figura III.7. Ajustes obtenidos para predecir la ganancia de grasa
con el modelo empirico de la raiz cuadrada del tiempo (izquierda) y
el modelo exponencial (derecha) para la fritura a presion
atmosférica (165 °C) y en condiciones de vacio continuo (90, 100 y
110 °C).
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Tabla III.5. Coeficientes de regresion (R?) y parametros de ajuste

para los dos modelos empiricos empleados para la ganancia de

grasa.
Temperatura °C 90 100 110 165
Presién de trabajo Vacio Vacio Vacio Atmosférica
Modelo de la a 0,8749 1,0285 1,0282 0,7497
raiz b (5»1) 0,0306 0,0123 0,0098 0,0941
cuadrada R2 0,782 0,699 0,430 0,909
Modelo Xo 0,991 1,088 1,0519 0,9463
-1
exponencial k (s2 ) 0,0011 0,0004 0,0004 0,0018
R 0,947 0,511 0,425 0,897

Como se puede observar en la Figura III.7. ambos modelos
ajustan bien para las temperaturas de 90 ©°C (vacio) y 165 °C
(atmosférica) pero presentan bajos valores de R? para las
temperaturas de 100 y 110 ©C (Tabla III.5.). Hay que recordar que
el R? representa la proporcién de varianza de la variable
dependiente que estd explicada por la variable independiente, lo
gue nos viene a decir que para el caso de la fritura a vacio a 100 y
110 °C no existe una correlacidon elevada entre la ganancia de
aceite y el tiempo de fritura. Como se comentd anteriormente el
tratamiento a 165 °C a presidon atmosférica es el que muestra una
mayor ganancia de aceite y ésta aumenta con el tiempo de fritura.
Un fendmeno similar pero a menor escala ocurre con la fritura a
vacio a 90 °C, mientras que a 100 y 110 °C la ganancia es muy
pequefia.

Tras una revision bibliografica y ajustes de los datos
experimentales a otros modelos aplicados a la ganancia de aceite
en el proceso de fritura se obtuvieron los parametros que se
recogen en la Tabla III.6. para cada uno de los modelos
seleccionados. La mayor parte de estos modelos representan el

contenido de aceite de la muestra en base seca (Y, Gaceite/ Imuestra
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seca) €n funcion del tiempo de fritura y diversas constantes que
pueden ser relacionadas con el comportamiento de las muestras en
relacion a la ganancia de aceite. Los modelos analizados
presentaron bajos coeficientes de correlacion por lo que no se
muestran en la tabla, como parametro estadistico del ajuste se
muestra el SEE (Standard Error of Estimate). Hay que decir que la
mayoria de estos modelos han sido utilizados para fritura de
productos vegetales como chips de patata, zanahoria 0 manzana
(Shyu y Hwang, 2001; Fan et al., 2005b; Shyu et al., 2005;
Mariscal y Bouchon, 2008b; Da Silva y Moreira, 2008; Nunes y
Moreira, 2009; Troncoso et al., 2009) y que no se han encontrado
en la bibliografia modelos adaptados a la fritura a vacio de
productos como carne o pescado, lo que pone de manifiesto la
necesidad de desarrollar modelos no empiricos que tengan en
cuenta factores como la estructura, porosidad, composicion,
equilibrio de presiones y condiciones de trabajo durante el proceso
de fritura a vacio. Como se comentd anteriormente la modelizacion
del proceso de fritura bajo el prisma del estudio de las operaciones
de transferencia de materia y calor del medio poroso (Halder et
al., 2007; Datta, 2007) puede ser una solucién que permita definir
adecuadamente lo que ocurre en este proceso en el que coexisten
cambios de fase, presiones, temperaturas, tamafo, etc., que se

traducen en estados de no equilibrio durante el procesado.
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Tabla 1III.6. Parametros de ajuste para modelos cinéticos

empleados para la ganancia de aceite en el proceso de fritura.

Temperatura °C 90 100 110 165
Presion de trabajo Vacio Vacio Vacio Atmosférica
Gamble et al. (1987) Yo=a 0,1565 0,1785  0,1548 0,1613
s a=-b 0,0019 0,0002 0,0001 0,0052
Y =a—bt SEE 0,0355 0,0274 0,0342 0,0214
Moreira et al. (1995) a=Ye  0,1965 0,184  0,1572  0,2636
Krokida et al. (2000) b=k,  0,0206  0,8204  1,0729 0,017
Budzaki and Segura (2005) SEE 0,0522 0,0405 0,0503 0,052
Y = Y [1-e ¥
Nielsen (2004) a 0,2095 0,184 0,1572 0,2944
at b 23,5802 3,12E-09 2,10E-08 39,9165
Y= — SEE 0,0522  0,0405  0,0503 0,0497

Chen and Ramaswamy (2002) Yo =Ag 0,1542 0,1059 0,1418 0,1694

Moreira et al. (2009) xo=ty 171,4411 0,0035 208,187 197,2497
A a=A 0,0469 0,0781 0,0255 0,1197
Y = Ao+ — iy b= -1/kt 34,7508  0,0051 0,7945 101,7637
T4 meme SEE 0,0327 0,0245 0,032 0,0198
Chen and Ramaswamy (2002) Yo=Ye 0,1426 0,1931 0,1572 0,316
Y-Y, o a=(Yo-Ye)*/ 0,04273 -0,0121 -0,0067 -0,1433
Yoy A b=k  9,96E-12 6,92E-12 1 0,0028
0 Te SEE 0,0376 0,0274 0,0342 0,0202

Para terminar este analisis, en las Figuras III.8. y III.9. se
presenta el comportamiento simultdneo de la pérdida de agua y de
la absorcion de aceite durante el proceso de fritura a vacio y a
presion atmosférica. En estas figuras se puede observar como
evolucionan ambos parametros en funcién del tratamiento y la
relacion entre la cantidad de agua perdida y la absorciéon de aceite

durante la fritura.
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Figura III.8. Evolucion de la humedad y del contenido de aceite de
los filetes de dorada (Sparus aurata): a) 90 °C y 15 kPa; b) 100 °C
y 20 kPa; c¢) 110 °C y 25 kPa.
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Figura III.9. Evolucion de la humedad y del contenido de aceite de
los filetes de dorada (Sparus aurata) a 165 ©°C y presion

atmosférica.

La reduccion del contenido de aceite en las muestras fritas en
condiciones de vacio podria deberse a una menor pérdida de
humedad en dichas muestras (para un mismo tiempo de fritura).
Altas temperaturas (como la utilizada en fritura a presion
atmosférica) induce cambios estructurales, como consecuencia de
la degradacion de los tejidos y los constituyentes del producto, que
aumentan la absorcion de aceite por parte de éste. La pérdida de
humedad es un factor importante y limitante en la absorcidon de
aceite (Gamble at al., 1987; Pinthus et al., 1993). De hecho la
cantidad de agua eliminada durante el proceso determina la
formacion de la costra en el producto que posteriormente definira
la cantidad de aceite final.

La relacion entre la pérdida de agua y la ganancia de aceite
podria ser entendida de dos modos: por una parte se puede pensar
que la cantidad de agua eliminada definird el volumen vacio que

podra ser ocupado posteriormente por aceite o que ambas
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cantidades, pérdida de agua y ganancia de aceite, estan
determinadas por la formacion de una corteza con unas
caracteristicas de permeabilidad determinadas que condicionara la

fraccion de agua y de aceite presente en el producto frito (Mariscal
y Bouchon, 2008a).

5.1.1.4. Cambios en la forma de los filetes de dorada
(Sparus aurata) debido al tratamiento de fritura

El encogimiento experimentado por las muestras debido al
tratamiento de fritura se evalu6 segun lo expuesto en el apartado
4.3.9. de materiales y métodos. En la Figura III.10. se muestra el
porcentaje de encogimiento de los filetes de dorada fritos a presion

atmosférica y a vacio para los diferentes tiempos de tratamiento.

¢ 90°C = 100°C 4 110°C © 165°C
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Figura III.10. Grado de encogimiento de los filetes de dorada para

cada tiempo y temperatura de tratamiento de fritura aplicado.

El tratamiento a presion atmosférica es el que ocasiona un
mayor descenso del volumen de los filetes alcanzando valores de
44,11% de encogimiento respecto a la muestra fresca para diez

minutos de tratamiento. Para el tratamiento de fritura a vacio los
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valores de encogimiento a los diez minutos fueron del 27,1% a 90
0C, 23,7% a 100 °C y 33% a 110 ©C. El analisis estadistico mostro
gue, para los datos correspondientes a las temperaturas de vacio,
la interaccion entre el tiempo y la temperatura fue significativa
(p<0,05), siendo en este caso el tiempo la variable que mas peso
presentd en la interaccidon. A partir de los tres minutos de proceso
las diferencias en el encogimiento experimentado por las muestras
fueron significativas para las tres temperaturas estudiadas (Figura
II1.10.), siendo también significativas (p<0,05) las diferencias
entre dichas temperaturas de vacio. En el caso de la fritura a
presiéon atmosférica (165 ©°C) los analisis estadisticos también
mostraron un efecto significativo (p<0,05) del tiempo de
tratamiento, apareciendo dichas diferencias a los dos minutos de
proceso. A mayor tiempo de tratamiento se produjo un mayor
grado de encogimiento para las temperaturas y condiciones
estudiadas, tal y como era de esperar.

En la Figura III.11. se puede apreciar de manera visual el
encogimiento de los filetes antes y después del tratamiento. El
encogimiento experimentado por las muestras tratadas a presion
atmosférica es mayor debido a la mayor pérdida de peso (agua)

que se produjo en dichos filetes.
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d)
Figura III.11. Aspecto de los filetes de dorada antes (izquierda) y

después (derecha) del tratamiento de fritura durante 10 minutos.
(a) 90 ©°C vacio, (b) 100 °C vacio, (c) 110 °C vacio y (d) 165 °C

presion atmosférica.

Como se ha comentado en el apartado 5.1.1.2. del presente
capitulo, el tratamiento térmico afecta a la estructura de las
proteinas modificando su configuracién y disminuyendo su

capacidad de retencion de agua. Las proteinas se contraen y
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agregan por efecto de la temperatura, el complejo actomiosina va a
contraerse en mayor o menor medida dependiendo de la intensidad
del tratamiento (temperatura) y del tiempo. Asi pues, los
resultados obtenidos muestran que tratamientos a temperaturas
mas suaves (90-100 ©°C) mantienen mejor la estructura del
producto y su tamafo.

Para intentar modelizar la reducciéon de tamafio de los filetes de
dorada, los datos de encogimiento se ajustaron a un modelo
semiempirico en funcion de la raiz cuadrada del tiempo (ecuacion
II1.7.) tal como muestra la Figura III.12. Los parametros de este
ajuste se muestran en la Tabla III.7. Excepto para la temperatura
de 110 °C, en el tratamiento a vacio se obtuvieron coeficientes de
correlacion elevados. Como se puede observar los valores
obtenidos para el parametro “b” muestran un incremento de la
velocidad del encogimiento con la temperatura de tratamiento,
siendo mucho mayor para la fritura realizada a presion atmosférica
a 165 °C.

* 90°C = 100°C 4 110°C *© 165°C

Encogimiento (%)

t1/2 (Sl/Z)

Figura III.12. Ajustes obtenidos para predecir el grado de
encogimiento experimentado por los filetes de dorada con el

modelo empirico de la raiz cuadrada del tiempo para la fritura a
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presién atmosférica (165 °C) y en condiciones de vacio continuo
(90, 100 y 110 ©C).

Tabla III.7. Coeficientes de regresion (R?) y pardmetros de ajuste
para los dos modelos empiricos empleados para el encogimiento de

los filetes de dorada.

Temperatura °C 90 100 110 165
Presidon de trabajo Vacio Vacio Vacio Atmosférica
Modelo de b (s?) 0,981 1,078 1,2220 1,7550
la raiz R? 0,931 0,913 0,656 0,994
cuadrada

5.1.2. Analisis factorial de las muestras tratadas a vacio

El andlisis factorial llevado a cabo es capaz de explicar el
94,445% de la variabilidad mostrada por los datos (Tabla III.8.)
mediante dos factores. El primer factor explica el 64,609% de la
variabilidad y recoge las variables: pérdida de peso, humedad y
encogimiento mientras que, el factor 2 explica el 29,836% de la
variabilidad y recoge la variable: contenido en grasa, tal y como se

observa en la Tabla III.9.

Tabla III.8. Porcentaje de variabilidad explicado por los factores del

analisis factorial.

Factor %Explicado %Acumulado
1 64,609 64,609
2 29,836 94,445
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Tabla III.9. Distribucion de las diferentes variables y sus pesos

sobre cada uno de los factores.

Factor 1 Factor 2
Jugosidad Grasa
AM 0,975
Encogimiento 0,955
Humedad -0,834
Grasa 0,980

La Figura III.13. muestra la distribucidn en el plano factorial de
las diferentes muestras y variables estudiadas. Tras analizar los
resultados de los apartados anteriores y observando el resultado
obtenido en el andlisis factorial podriamos recomendar como
temperatura de fritura a vacio 110 °C ya que parece ser la que, de
manera general, supone un menor contenido graso con unas

pérdidas de humedad, peso y encogimiento razonables.
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Figura III.13. Analisis Factorial. Representacion en el plano
factorial, de las variables estudiadas y las muestras evaluadas. El

codigo de las muestras es V (vacio), los siguientes dos o tres
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digitos la temperatura de fritura (90, 100 6 110 °C) y los ultimos

digitos el tiempo de fritura (de 0 a 10 minutos).

5.1.3. Calidad del aceite de fritura

El aceite utilizado es determinante en la calidad y rendimiento
resultante del proceso de fritura. Durante el proceso de fritura se
producen diversos cambios fisicos y quimicos tanto en el aceite
como en el alimento, aunque no deben tomarse automaticamente
como signos de deterioro indeseable o perjudicial.

El alimento a lo largo de la fritura experimenta los siguientes
procesos:

El agua se va liberando continuamente del alimento al aceite
caliente, dando lugar a un efecto de destilacion en corriente de
vapor gque arrastra los productos de oxidacion volatiles del aceite.

El agua liberada agita el aceite y acelera la hidrdlisis, dando
lugar a un incremento de los acidos grasos libres (Fennema, 1993).
Durante la fritura, los compuestos volatiles pueden desarrollarse en
el alimento por si mismo o por la interaccién entre el alimento y el
aceite.

La presencia de oxigeno en la fritura tradicional, induce una
serie de reacciones de oxidacion que conducen a la formacién de
hidroperéxidos, aldehidos, cetonas, alcoholes, acidos y ésteres. Las
temperaturas altas, los tiempos de fritura largos y la presencia de
contaminantes metalicos favorecen una mayor descomposicion del
aceite. En condiciones de vacio continuo se reduce el contenido de
oxigeno y la temperatura de trabajo y por tanto el deterioro
experimentado por el aceite debe ser menor.

Para estudiar la calidad del aceite a lo largo del proceso de
fritura, se midié el porcentaje de compuestos polares (CP)

presentes en el aceite antes del tratamiento de fritura y después
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segun la metodologia descrita en el apartado 4.3.6. de materiales y
métodos.

En la Tabla III.10. se muestran los valores obtenidos para el
porcentaje de compuestos polares del aceite utilizado en los

diferentes tratamientos aplicados.

Tabla III.10. Porcentaje de compuestos polares presentes en el
aceite después de la fritura en funcion de la temperatura. Valores
promedio (SD).

Temperatura (°C) % CPpromedio %CP max
90 15,01 (0,01) 16,7
100 14,13 (0,88) 15,5
110 14,19 (0,84) 15
165 14,63 (1,62) 17

De las técnicas existentes para la determinacién del deterioro
de la calidad del aceite, el analisis de sustancias polares (criterio
internacionalmente aceptado) es el que mejor permite determinar
el punto de descarte de los aceites para asegurar su calidad
degustativa y nutricional. La determinacién de la formacién de
compuestos polares (CP) es utilizada en la legislacion de muchos
paises como criterio para la estimacion de la calidad de un aceite
en el proceso de fritura (Dobarganes et al., 1988). Esencialmente
el procedimiento mide el deterioro estructural de los acidos grasos
y su transformacion en estructuras poliméricas con carga eléctrica
(polares). Siguiendo la normativa espanola, segun la orden del 26
de enero de 1989 para aceites y grasas comestibles calentados
(An6nimo, 1989) el porcentaje maximo permitido de compuestos
polares es del 25%, determinados siguiendo una metodologia
especifica que, aunque no es la utilizada en la presente tesis,
permite tener un criterio objetivo para la discusién de los

resultados. El mayor porcentaje de compuestos polares se mostro
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en el tratamiento de fritura tradicional a 165 °C, aunque hay que
decir que las variaciones entre los tratamientos no fueron
significativas (p>0,05) debido a la corta duracién de los ciclos y la
renovacion del aceite para cada uno de los tratamientos realizados.
No obstante, en un proceso industrial donde la reutilizacion y las
cantidades de aceite que se utilizan son mucho mayores, las
diferencias entre los tratamientos realizados a presion atmosférica
a 165 °C y los realizados a menores temperaturas en condiciones
de vacio podrian ser mas acusadas, siendo la utilizacion de vacio

un factor a considerar en la eleccion del tratamiento.

5.1.4. Evolucion del color en los filetes

El color es un parametro que, en los procesos de fritura, puede
ser determinante en la aceptacién del producto.

En la Figura III.14. se puede observar la evolucién de la
luminosidad (L*) en funcién del tratamiento y del tiempo de
proceso. El tratamiento en condiciones de vacio (90, 100 y 110 °C)
mostré valores mas elevados de L* que los obtenidos para el
tratamiento en condiciones de presién atmosférica (165 °C). L* es
un parametro critico para la industria de los productos fritos y
normalmente se emplea como parametro de calidad de gran
importancia. Altos valores de L* son asociados principalmente con
reacciones de pardeamiento no enzimatico (Mariscal y Bouchon,
2008a). Debido al tratamiento térmico se produce la coagulacion
proteica produciendo cambios tanto en la textura como en el color
del producto. En el caso del color, la coagulacion proteica va a
producir una mayor opacidad en el producto que junto con la
pérdida de agua de constitucion va a dar como resultado una
pérdida de luminosidad. El andlisis estadistico de los datos

correspondientes a las temperaturas de vacio mostré que Ia
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interaccion entre el tiempo y la temperatura fue significativa
(p<0,05) y en este caso fue la temperatura la variable que mayor
influencia presentd en los cambios encontrados en la coordenada
L*. La temperatura de 100 ©°C fue la que mostré diferencias
significativas (p<0,05) con respecto a 90 y 110 ©°C. El tiempo
produjo un incremento significativo de los valores de luminosidad a
partir del primer minuto de proceso independientemente de la
temperatura estudiada y a partir de los dos minutos de tratamiento
se mantuvieron los valores estables (p>0,05). En las muestras
tratadas a presion atmosférica (165 °C) el tiempo de tratamiento
mostré un efecto significativo (p<0,05) produciendo un incremento
de la coordenada L* al inicio del proceso que posteriormente fue
descendiendo hasta el final del tratamiento.

La coordenada a* (Figura III.14.), sin embargo, se incrementod
considerablemente en el caso de la fritura a presion atmosférica
pasando de valores negativos (verdosos) a valores positivos
(rojizos) a partir de los 5 minutos de tratamiento. Este
comportamiento puede ser explicado en base a la modificacion
sufrida por los azlcares. La principal reaccion de los azlcares es la
de Maillard (pardeamiento no enzimatico), reaccion que se produce
entre los grupos amino libres de aminoacidos, péptidos o proteinas
y los grupos carbonilo de los azlcares u otros aldehidos o cetonas.
Diversos productos intermedios, que reciben el nombre de
productos de Amadori, o premelanoidinas, son rapidamente
polimerizados a la temperatura de fritura formando
macromoléculas de color oscuro (melanoidinas). Este
oscurecimiento se acelera a temperaturas superiores a 150 ©°C.
Otros compuestos volatiles se originan como productos secundarios
de la reaccion y participan en el flavor y aroma del producto frito

(pirazinas). En el tratamiento a presién atmosférica la temperatura
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de trabajo es de 165 ©°C y la coordenada a* evoluciona hacia
colores marrones debido a las reacciones de Maillard. El tiempo de
tratamiento mostro diferencias significativas (p<0,05) en el caso de
la fritura a presion atmosférica mostrando dichas diferencias a
partir de los cuatro minutos de tratamiento. La fritura a vacio,
presentd un comportamiento similar al comentado para la
luminosidad siendo también la temperatura la variable que mostrd
un mayor efecto en las variaciones encontradas en la coordenada
a*. Sin embargo, en este caso, los valores permanecen negativos a
lo largo de todo el proceso debido a que, tal y como se observa en
la Figura III.11., las muestras no presentan reacciéon de Maillard.
Asi mismo, en la Figura III.14. se puede observar como la
coordenada colorimétrica b* evoluciona en el mismo sentido que
a*, mostrando mayores valores para el tratamiento a presion
atmosférica que para los tratamientos a vacio.

Respecto a los valores del tono (hap*) y del croma (Cg*), el
mayor descenso se produjo al minuto de tratamiento y continud
descendiendo ligeramente hasta los 10 minutos. Esta disminucién
fue mayor en los tratamientos realizados a presion atmosférica en
los que la variacién de color fue mayor debido a los efectos de la
fritura a altas temperaturas. La temperatura fue la variable que
mayor efecto tuvo en las coordenadas estudiadas para las
temperaturas de vacio analizadas y el tiempo tuvo una influencia
significativa en dichas coordenadas para el tratamiento a presion
atmosférica (165 °C).

La observacion (Figura 1III.11.) de las muestras tras el
tratamiento resulta coherente con los resultados de las medidas
espectrocolorimétricas ya que, las muestras fritas en condiciones
de presiéon atmosférica presentan un aspecto mas oscuro y mas

rojizo que las fritas en condiciones de vacio debido principalmente,
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como ya se ha comentado antes, a la reaccion de Maillard que no

se da en las muestras tratadas a vacio en las condiciones

estudiadas.
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Figura III.14. Evolucién de L*, a*, b*, hy,* y Cap* con el tiempo de

tratamiento para cada temperatura empleada.
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En general podemos decir que, comparada con la fritura
tradicional, la fritura a vacio de filetes de dorada puede suponer
una reduccion del contenido de aceite de las muestras. La fritura a
presidn atmosférica supone ademas una mayor pérdida de peso y
encogimiento. No obstante, en el proceso de fritura a vacio el
producto no adquiere los colores caracteristicos de los productos
fritos al trabajar a bajas temperaturas. Asi pues, el proceso de
fritura a vacio para filetes de dorada puede ser una alternativa para
obtener productos de dorada en la elaboracion de preparaciones
culinarias con unos adecuados atributos composicionales. De entre
los tratamientos ensayados la fritura a vacio a 110 °C es la que
aporta un menor contenido graso con unas pérdidas de humedad,
peso y encogimiento razonables por lo que estas podrian ser unas

condiciones adecuadas para la aplicacion de este tratamiento.

5.2. Coccién

Tal y como se ha comentado en la introduccién, la coccidon de
los alimentos envasados al vacio no es una técnica nueva. La
técnica del “papillote” fue la precursora del sistema sous-vide
(Schellekens y Martens, 1992).

Existen numerosos trabajos publicados sobre cocina sous-vide,
sin embargo la bibliografia disponible sobre el estudio de la coccion
a vacio continuo (cook-vide) es alin muy escasa. En este apartado
se muestran los resultados obtenidos para la aplicaciéon de esta

técnica en filetes de dorada (Sparus aurata).

5.2.1. Caracterizacion y estudio cinético de los parametros
fisico-quimicos en el proceso de coccion
En este apartado se va a analizar cdmo afecta el proceso de

coccion en condiciones de vacio continuo (70, 80 y 90 °C) y a
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presion atmosférica (100 °C) a la pérdida de peso, de humedad,
cambios en el contenido proteico y graso, perfil lipidico, variaciones
de tamafo y variaciones de color en filetes de dorada. Por otra
parte, se van a estudiar las cinéticas de pérdida de agua para su

mejor comprension.

5.2.1.1. Perfil de temperaturas durante el proceso de
coccion

El perfil de temperaturas de los filetes de dorada (Sparus
aurata) se obtuvo midiendo la temperatura en el centro del filete

inmediatamente después del proceso de coccion (Figura III.15.).

s 700C = 80°C a4 90°C
x 100°C ——550C 65°C
120 -
8 |
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Figura III.15. Perfil de temperaturas en filetes de dorada tratados a
vacio (70 °C, 80 °C y 90 °C) y a presion atmosférica (100 °C).

Como se observa en la Figura III.15. la temperatura en el
centro de producto fue incrementandose hasta alcanzar |la
temperatura de consigna del medio de coccién para cada caso. Las
presiones asociadas a las temperaturas de trabajo fueron para 70
OoC, 31 kPa, para 80 ©°C, 47 kPa y para 90 °C 69 kPa, que se
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corresponden con las presiones de ebullicion del agua a las
temperaturas de trabajo. Por otra parte y desde el punto de vista
de la seguridad alimentaria, tal y como se puede observar en la
Figura III.15. la temperatura en el centro del filete fue superior a
60 °C a los 6 minutos de coccion para todos los tratamientos
estudiados (60 °C es la minima temperatura que debe de alcanzar
el centro de producto de acuerdo con la legislacién espafiola, R.D.
1420/2006). Se puede decir que 6 minutos de tratamiento seria el
tiempo que asegura la calidad microbioldgica para todas las

temperaturas estudiadas.

5.2.1.2. Variacion de peso
En la Figura 1III.16. se muestra la pérdida de peso
experimentada por los filetes de dorada para los tratamientos

estudiados.
tiempo (min)
0 3 6 9 12 15 18 21

¢ 70°C = 80°C 490°C x100°C

Figura III.16. Variacién de peso de los filetes de dorada en funcién

del tiempo para las diferentes temperaturas de trabajo empleadas.

Las pérdidas de peso oscilaron entre 15(1)% para largos
tiempos de coccién a vacio (20 min) a 70 °C y 19(1)% para la

coccion a presion atmosférica a 100 ©°C. Tanto el tiempo de
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tratamiento como la temperatura mostraron un efecto significativo
(p<0,05) en la variacion de peso para el tratamiento a vacio (70,
80 y 90 ©°C), siendo el tiempo la variable que mostré un mayor
peso en la interaccion. En la Figura III.16. se observa una mayor
pérdida de peso conforme aumenta el tiempo de tratamiento
(p<0,05) para las tres temperaturas en los tratamientos a vacio
estudiados y el mismo efecto sucede para el tratamiento a presion
atmosférica (100 °C) siendo en este caso las pérdidas de peso mas
acusadas.

En la coccidon de carnes la temperatura critica de tratamiento
esta alrededor de 60 °C cuando el colageno comienza a contraerse
y se produce la contraccion de las proteinas miofibrilares y la
consecuente expulsion de jugo del interior del musculo. Sin
embargo, en el pescado el colageno no juega exactamente el
mismo papel puesto que la capacidad que tiene de contraerse es
muy débil y generalmente colapsa antes de que se produzca la
coagulacion (Cheftel y Cheftel, 1992). En el pescado son
principalmente las fibras musculares (actina y miosina) y la
coagulacion de éstas las que determinan su textura. Las proteinas
musculares del pescado son mas sensibles al tratamiento térmico

que las del tejido animal.

5.2.1.3. Evolucion de la pérdida de agua de los filetes de
dorada (Sparus aurata) debido al tratamiento de coccién

El contenido de humedad de los filetes de dorada en fresco fue
de 69,3(0,3) g agua/100 g producto. Este valor de humedad es
similar al reportado por otros autores (Yeannes y Almandos, 2003).
La Figura III.17. muestra la evolucién del contenido de humedad
de las muestras en funcion del tiempo de coccidn. Las variaciones

experimentadas por las muestras fueron menores al 5,5% para
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tiempos de coccién largos (20 min). El tratamiento a vacio a 80 °C
es el que mostré una menor pérdida de humedad (68,30(0,07)%)

dando lugar por tanto a muestras mas jugosas.

¢ 700C = 80°C a 90°C x 100°C
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Figura III.17. Variacion de la humedad experimentada por los
filetes de dorada (Sparus aurata) en funcién del tratamiento

empleado.

La interaccion entre el tiempo y la temperatura para las
temperaturas de vacio estudiadas resultd significativa (p<0,05)
siendo en este caso la temperatura el factor que mostré un mayor
peso en la interaccion. El tratamiento llevado a cabo a vacio a 80
oC es el que presentdé mayores valores de humedad, siendo las
diferencias significativas entre dicha temperatura y 70 y 90 °C. A
partir de los 9 minutos de tratamiento los valores de humedad
disminuyen significativamente (p<0,05) para las tres temperaturas
de vacio estudiadas. Los tiempos cortos de tratamiento (entre 0-9
min) y los tiempos largos (entre 12-20 min) no mostraron
diferencias significativas (p>0,05). Los cambios estructurales
producidos durante el tratamiento térmico son los responsables de
la pérdida irreversible de agua en el filete. El tratamiento a presion

atmosférica (100 °C) también mostré un descenso significativo
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(p<0,05) del contenido de humedad de los filetes debido al tiempo
de tratamiento.

Al igual que en el estudio del proceso de fritura, para modelizar
la pérdida de agua se aplicaron expresiones empiricas sencillas
analogas a las que se utilizan en el secado a presién atmosférica.
De entre estos modelos tal como se ha expuesto en el apartado
4.5 de materiales y métodos para el ajuste de los datos
experimentales, se han utilizado el modelo de raiz cuadrada del
tiempo (ecuacion II1.7) y el de caida exponencial (ecuacion III.8).
En la Figura III.18. se recogen los ajustes graficos obtenidos tras la

aplicacion de ambos modelos.
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Figura III.18. Ajustes obtenidos para predecir la pérdida de agua
con el modelo empirico de la raiz cuadrada del tiempo (izquierda) y
el modelo exponencial (derecha) para la cocion a presion
atmosférica (100 °C) y en condiciones de vacio continuo (70, 80 y
90 ©°C).

En la Tabla III.11. se pueden observar los parametros de ajuste
(a, b, Xo y k) y el coeficiente de correlacién obtenidos en cada caso

para ambos modelos aplicados.
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Tabla III.11. Coeficientes de regresiéon (R?) y parametros de ajuste

para los dos modelos empiricos empleados para la pérdida de agua.

Temperatura °C 70 80 90 100
Presién de trabajo Vacio Vacio Vacio Atmosferica
Modelo de la a 1,0763 0,9936 0,9007 0,9263
raiz b (s™) 0,0073 0,0056 0,0031 0,0053
cuadrada R* 0,948 0,960 0,688 0,863
Xo 0,996 0,960 0,923 0,921
Modelo -1
) k(s™) 0,000163  0,000168  0,000161  0,000205
exponencial )
R 0,926 0,879 0,695 0,747

Como se puede observar en la tabla, para ambos modelos las
pendientes no parecen seguir una tendencia definida. Lo que si que
se observa en los valores asignados a las ordenadas en origen para
ambos modelos (a y Xo) es que a 70 y 80 °C se presentan valores
mas proximos a la unidad, que es el valor correspondiente a tiempo
cero, mientras que para 90 y 100 °C presentan valores algo
menores. Esto nos puede hacer pensar que es a tiempos muy
cortos donde se producen las mayores pérdidas de humedad a

temperaturas mas elevadas.

5.2.1.4. Evolucion del contenido proteico y graso de los
filetes de dorada (Sparus aurata) debido al tratamiento de
coccion

El contenido proteico y graso de los filetes de dorada se evalud
siguiendo la metodologia descrita en el apartado 4.3.4. y 4.3.5. de
materiales y métodos del presente capitulo para el filete fresco y a
los 9 y 20 minutos de coccién para los distintos tratamientos. El
contenido proteico inicial de los filetes de dorada en fresco fue de
20,3(0,3) g proteina/ 100 g muestra (Tabla III.12.). El contenido
proteico de los filetes tratados a vacio se incrementé de 98% a

118% debido a la pérdida de humedad experimentada por el filete.
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Estos valores fueron similares a los reportados por Kumar vy
Aalbersberg (2006) para filetes de pescado tratados por
microondas. Los valores obtenidos para el contenido proteico no
mostraron diferencias significativas (p>0,05) en funcién de la
temperatura aplicada para el tratamiento a vacio (70, 80 y 90 °C).
El descenso en el contenido de humedad ha sido descrito como el
cambio mas destacado que hace que el contenido proteico y graso
aumente en los filetes tratados térmicamente (Garcia-Arias et al.,
2003) siendo el factor significativo (p<0,05) en estos cambios el

tiempo de tratamiento.

Tabla III.12. Efecto de las condiciones de coccién (temperatura,
tiempo y método de coccidn) sobre el contenido proteico de los

filetes de dorada (Sparus aurata).

CV* PA*
70 °C 80 °C 90 °C 100 °C
Tiempo (min) % contenido proteico
0 20,3 (0,6)® 20,3 (0,6)® 20,3 (0,6)® 20,3 (0,6)®
9 23,1 (0,5)® 24,6 (0,3)® 23,9 (0,9)®@ 25,4 (0,6)®
20 23,3 (0,4)® 24,5(0,5)® 24,3 (0,4)®@ 27,8(0,6)@

*CV: coccion a vacio (Cook-vide); *PA: presion atmosférica
Las letras significan diferencias estadisticas (p<0,05) entre tiempos para una misma

temperatura.

El tiempo de tratamiento implico un aumento en el contenido
graso apareciendo diferencias significativas (p<0,05) después de
20 minutos de tratamiento (Tabla III.13.). Como se comentd para
el caso de la proteina, estos cambios (aumento del contenido
graso) estan asociados a la pérdida de agua de las muestras que

implica un incremento porcentual del contenido graso.
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Tabla III.13. Efecto de las condiciones de coccién (temperatura,
tiempo y método de coccidn) sobre el contenido graso de los filetes

de dorada (Sparus aurata).

CVv* PA*
70 °C 80 °C 90 °C 100 °C
Tiempo (min) % grasa total
0 5,3 (1,3)® 53 (1,3)®  5,3(1,3)® 5,3 (1,3)@
9 7,3 (0,5)® 6,5(0,4)® 6,4 (0,5)@ 6,6 (0,3)®
20 7,4 (0,3)® 6,2 (0,3  7,5(0,6)® 6,9 (0,6)®

*CV: coccion a vacio (Cook-vide); *PA: presion atmosférica
Las letras significan diferencias estadisticas (p<0,05) entre tiempos para una misma

temperatura.

Para detectar posibles cambios en la composicién en los acidos
grasos de las muestras por efecto de la temperatura o la mayor
presencia de oxigeno durante la coccién (tratamientos a vacio o
presién atmosférica) se realizé un analisis del perfil lipidico de las
muestras al tiempo mas largo de tratamiento (20 minutos). La
Tabla III.14. muestra las concentraciones de cada uno de los
acidos grasos expresadas como un porcentaje del contenido total
para los filetes de dorada tras veinte minutos de coccion.

La Tabla III.15. muestra, agrupados en funcién del grado de
insaturacion, los acidos grasos de los filetes de dorada, asi como

los porcentajes correspondientes a las series n-3 y n-6.
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Tabla III.14. Perfil lipidico para filetes de dorada tras veinte

minutos de coccidn tratados a vacio (70, 80 y 90 °C) y a presion
atmosférica (100 °C).

TEMPERATURA TRATAMIENTO Fresca 70 °C 80°C 90°C 100 °C
ACIDOS GRASOS (%) (%) (%) (%) (%)
C14:0 Miristico 1,91 2,02 1,62 1,58 1,78
C14:1 Miristoleico 1,94 0,00 0,06 0,05 0,06
C15:0 Pentadecanoico 0,27 0,27 0,25 0,24 0,26
C16:0 Palmitico 16,03 16,51 17,12 17,02 18,10
C16:1 Palmitoleico 4,06 3,99 3,46 3,49 3,54
C17:0 Heptadecanoico 0,29 0,29 0,31 0,31 0,31
C17:1 cis-10-Heptadecenoico 0,27 0,26 0,41 0,39 0,46
C18:0 Estearico 4,26 4,51 491 5,01 5,08
C18:1(n9)t. Elaidico 0,00 0,00 0,14 0,15 0,10
C18:1(n9)c. Oleico 20,29 19,41 18,63 18,84 18,96
C18:1 (n7) 2,54 2,51 2,37 2,52 2,39
C18:2(n6)c. Linoleico 20,41 19,70 18,90 19,12 19,27
C20:0 Araquidico 0,12 0,15 0,14 0,14 0,15
C18:3(n6) Gamma-Linolénico 0,14 0,13 0,12 0,13 0,07
€20:1(n9) Eicosenoico 1,24 1,24 1,14 1,14 1,23
C18:3(n3) Linolénico 1,96 1,83 1,72 1,76 1,86
C20:2(n6) Eicosadienoico 0,59 0,53 0,37 0,40 0,57
C22:0 Behénico 0,00 0,10 0,10 0,10 0,13
C20:3(n6) Cis-8,11,14-Eicosatrienoico 0,26 0,29 0,29 0,29 0,24
C22:1(n9) Erucico 0,21 0,20 0,47 0,45 0,50
C20:3(n3) Cis-11,14,17-Eicosatrienoico 0,12 0,23 0,00 0,00 0,07
C20:4(n6) Arquiddnico 1,24 1,39 1,62 1,67 1,85
C23:0 Tricosanoico 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00
C22:2 Docosadienoico 0,76 0,62 0,62 0,59 0,55
C24:0 Lignocérico 0,16 0,00 0,09 0,09 0,10
C20:5(n3) Eicosopentanoico EPA 4,21 4,34 4,39 4,76 5,17
C24:1(n9) Nervdnico 0,50 0,54 060 060 0,72
C22:6(n3) Docohexanoico DHA 16,22 18,94 20,16 19,16 16,49
TOTAL 100 100 100 100 100
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Tabla III.15. Porcentaje de acidos grasos saturados,
monoinsaturados y poliinsaturados con series n-3 y n-6 para filetes
de dorada tras veinte minutos de coccion tratados a vacio (70, 80 y

90 °C) y a presidon atmosférica (100 °C).

TEMPERATURA TRATAMIENTO Fresca 70°C 80°C 90°C 100¢°C

ACIDOS GRASOS (%) (%) (%) (%) (%)
Saturados 23,05 23,85 24,54 24,50 25,90
Monoinsaturados 31,04 28,16 27,27 27,63 27,96
Poliinsaturados 45,91 47,99 48,19 47,87 46,13

Serien-3 22,51 25,33 26,27 25,67 23,58
Serien-6 22,64 22,03 21,30 21,61 22,01

Como se puede observar tanto en la Tabla III.14. como en la
Tabla III.15. y al igual que ocurria para el contenido total de grasa,
la coccidn de los filetes de pescado en diferentes condiciones de
tiempo y temperatura no suponen grandes cambios en el perfil
lipidico. El tratamiento a presion atmosférica aumenta ligeramente
la cantidad de acidos grasos saturados, mostrando valores de
23,85% para los tratamientos a vacio a 70 °C y de 25,9% para los
tratamientos a 100 °C a presion atmosférica. En general cuando se
comparan los datos con los de la muestra fresca los tratamientos
provocan un aumento de los acidos grasos saturados y una
disminucién de los monoinsaturados. Esta tendencia es mayor al
aumentar la temperatura. Tal y como se muestra en la Figura
I11.19. donde se puede ver la evolucion de las series C16, C18, vy
de los acidos grasos EPA y DHA, el tratamiento a vacio a 70 °C es
el que mayor cantidad de acido palmitoleico (C16:1), oleico
(C18:1) y linoleico (C18:2) retiene con respecto al filete fresco,
mientras que los tratamientos a 100 °C (a presion atmosférica) y a
80 y 90 ©°C sufren mayores pérdidas. En cuanto al contenido del
acido eicosapentanoico (EPA) y acido docohexanoico (DHA), tal y

como otros autores (Gladyshev et al., 2006 y 2007) han reportado,
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parece que el tratamiento térmico en general no disminuye el
contenido de estos acidos en el pescado. La coccidon en vacio
continuo podria contribuir a preservar algunos acidos grasos

monoinsaturados y poliinsaturados (oleico y linoleico).
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Figura III.19. Contenido de las series C16, C18, y de los acidos
grasos EPA y DHA para filetes de dorada tras veinte minutos de

coccion tratados a vacio (70, 80 y 90 °C) y a presion atmosférica.

Tras analizar estos datos podemos pensar que si bien los

diferentes tratamientos estudiados parecen no afectar al contenido

129




Capitulo III: Estudio de los procesos de fritura y coccion a vacio

total en grasas del pescado, si que puede resultar interesante para
la conservaciéon de algunos acidos grasos monoinsaturados vy
poliinsaturados (Figura III.19.) realizar tratamientos a vacio y a

bajas temperaturas (70 °C).

5.2.1.5. Cambios en la forma de los filetes de dorada
(Sparus aurata) debido al tratamiento de coccion

Al igual que para los tratamientos de fritura a vacio, el
encogimiento experimentado por las muestras debido al
tratamiento de coccion se evalud segun lo expuesto en el apartado
4.3.9. de materiales y métodos. En la Figura III.20. se muestra el
porcentaje de encogimiento de los filetes de dorada cocidos a
presion atmosférica y a vacio para los tiempos de tratamiento de
nueve y veinte minutos. La Figura III.21. muestra el aspecto de

dichos filetes antes y después de su coccion.

700C Vac 80°C Vac 90°C Vac 100°C Atm
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Figura II1.20. Grado de encogimiento de los filetes de dorada para

cada tiempo y temperatura de tratamiento de coccion aplicado.

El encogimiento mas elevado (21(1)%) se obtuvo para las
muestras tratadas a presion atmosférica durante 20 minutos y el

menor para las muestras tratadas a vacio a 70 °C durante 20
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minutos (11(3)%). El andlisis estadistico de los datos no mostrd
interacciéon entre el tiempo y la temperatura para los datos
correspondientes a la coccidon a vacio y tampoco aparecieron
diferencias significativas (p>0,05) ni para el tiempo de coccidn, ni
entre las tres temperaturas estudiadas. En el caso del tratamiento
a presion atmosférica (100 °C) el tiempo de tratamiento tampoco
afecté (p>0,05) al encogimiento de las muestras. Al comparar el
encogimiento para los distintos tratamientos se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre los
tratamientos a vacio y el de presidn atmosférica tras los veinte
minutos de coccion. Al igual que se comentd en el apartado de
fritura, el tratamiento térmico afecta a la estructura de las
proteinas, éstas se contraen y agregan por efecto de la
temperatura cambiando ligeramente el aspecto de las muestras,
pero como se puede ver en la Figura III.21. en ninguno de los
tratamientos estudiados supone alteraciones importantes en la
forma de los filetes. Asi pues, los tratamientos a vacio y a menores
temperaturas presentan menores valores de encogimiento que los

de presidon atmosférica sobre todo a tiempos mas largos de coccidn.
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d)
Figura III.21. Aspecto de los filetes de dorada antes (izquierda) y

después (derecha) del tratamiento de coccion durante 20 minutos.
(a) 70 °oC vacio, (b) 80 °C vacio, (c) 90 °C vacio y (d) 100 °C

presion atmosférica.

5.2.1.6. Evolucion del color en los filetes
Por ultimo, se analizaron los cambios de color que sufren los
filetes como consecuencia del tratamiento de coccion a vacio y a

presion atmosférica tal como se describe en el punto 4.3.7. de
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materiales y métodos. En la Figura III.22. se pueden observar los
cambios de color experimentados en los filetes de dorada tras el

proceso de coccion.
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Figura III.22. Evolucidon de L*, a*, b*, h,p* y Cap* con el tiempo

para cada temperatura empleada.
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Los valores de L* se incrementaron debido al tratamiento
térmico y permanecieron estables a partir de los 3 minutos de
coccion para todas las condiciones estudiadas. El incremento inicial
en los valores de L* se puede atribuir a la desnaturalizacion y
coagulacion de las proteinas solubles lo que produce una reduccion
en la penetracion de la luz, incrementando la blancura al inicio del
tratamiento térmico (Figura III.22.). Los valores de a* se
incrementaron conforme se incrementaba el tiempo de tratamiento.
La temperatura induce la coagulacion de las proteinas
sarcoplasmaticas y miofibrilares que son posiblemente las
responsables de los cambios observados en la coordenada a*. Los
valores de b* se incrementaron con la temperatura de tratamiento,
pero no se detectaron diferencias debido al método de tratamiento
y al tiempo de coccidon. En general, se puede decir que no se
aprecian diferencias significativas (p>0,05) en los atributos de
color entre los tratamientos empleados. El tratamiento a 70 °C fue

el que dio como resultado un mejor aspecto visual de las muestras.

Para concluir este apartado podemos decir que si bien los
diferentes tratamientos estudiados de coccién a vacio parecen no
afectar de manera significativa a propiedades de las muestras
como son su color, contenido total en proteinas o grasas del
pescado, si que pueden resultar interesantes para la conservacion
de algunos acidos grasos mono y poliinsaturados. Por otra parte
estos tratamientos permiten mantener valores mas elevados de
humedad del producto (mayor jugosidad) y presentan un menor
grado de encogimiento de los filetes. Por todo esto los tratamientos
de coccidon a vacio de filetes de dorada podrian ser considerados
como una alternativa a la cocciéon a presion atmosférica en los

procesos de transformacion de los filetes de dorada.
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II1.6. CONCLUSIONES

En este apartado se ha estudiado el proceso de fritura y coccion
en condiciones de vacio continuo en filetes de dorada (Sparus
aurata). Las conclusiones para ambos bloques se presentan por

separado para una mejor comprension del estudio.

1. Estudio del proceso de fritura en condiciones de vacio

continuo de filetes de dorada (Sparus aurata)

1.1. En cuanto a la evolucion de la temperatura en el centro del
filete se puede decir que las temperaturas alcanzadas en el interior
del producto fueron mayores que las temperaturas de evaporacion
del agua a la presion de trabajo para las diferentes temperaturas
estudiadas. Estas diferencias ponen de manifiesto que en el interior
del producto se crean sobrepresiones que implican incrementos en
la temperatura de ebullicion de entre 10 y 20 °C por encima de las

gue corresponderian a la presion de la camara.

1.2. El tratamiento en condiciones de presion atmosférica (165 °C)
produjo un descenso del peso de los filetes mayor que el
tratamiento en condiciones de vacio continuo (90, 100, 110 °QC),

registrandose a los 8 y 10 minutos las diferencias mas elevadas.

1.3. La pérdida de humedad en las muestras tratadas a vacio fue
de entre un 25 y 40% y entorno al 70% en las muestras tratadas a
presion atmosférica tras 10 minutos de fritura. La combinaciéon de
altas temperaturas (165 °C) con largos tiempos de fritura (10 min)
produce un producto mas seco, afectando a la jugosidad del

producto final y a su posible aceptacion.
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1.4. El modelo cinético de la raiz cuadrada del tiempo presentd
coeficientes de correlacidn superiores a los del modelo de la caida
exponencial, siendo los mas altos para ambos modelos los
correspondientes a la fritura a presion atmosférica. Los parametros
relacionados con la velocidad de la pérdida de agua en el filete
(tanto el parametro “b” del primer modelo como el “k” del segundo
modelo) mostraron que éstas son muy similares en los
tratamientos a 90 y 100 °C, mientras que a 110 °C ya se produce
un ligero aumento de la velocidad de pérdida de agua. El
tratamiento a 165 °C es el que experimenta una mayor velocidad

en la pérdida de agua con un mayor valor tanto de b como de k.

1.5. La ganancia de grasa en los filetes fue superior en el
tratamiento a presion atmosférica y se incrementd con el tiempo de
fritura. A vacio, la absorcién de grasa disminuye con el aumento de
la temperatura, siendo el tratamiento a 110 °C y 25 kPa el que

menores porcentajes de grasa mostro.

1.6. Los modelos cinéticos para evaluar la ganancia de grasa
ajustaron bien para las temperaturas de 90 °C (vacio) y 165 °C
(atmosférica). Para el caso de la fritura a vacio a 100 y 110 °C no
existe una correlacion elevada entre la ganancia de aceite y el

tiempo de fritura.

1.7. El analisis de los modelos cinéticos pone de manifiesto la
conveniencia de abordar modelos que impliquen una aproximacion
fenomenologica y estructural del proceso. La modelizacion del
proceso de fritura bajo el prisma del medio poroso puede ser una
solucion que permita definir adecuadamente lo que ocurre en este

proceso en el que coexisten cambios de fase, presiones,
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temperaturas, tamafio, etc., que se traducen en estados de no

equilibrio durante el procesado.

1.8. En lo referente al encogimiento de las muestras, el tratamiento
a presion atmosférica es el que ocasioné un mayor descenso del
volumen. Tanto el tiempo como la temperatura presentaron un
efecto significativo (p<0,05) pero el tiempo fue el factor que mas

peso tuvo en el encogimiento de las muestras.

1.9. El andlisis factorial de los datos de humedad, pérdida de peso,
contenido graso y encogimiento mostré que el tratamiento a 110
oC es el que supuso un menor contenido graso con unas pérdidas

de humedad, peso y encogimiento razonables.

1.10. En cuanto a los cambios de color asociados al proceso de
fritura el tratamiento en condiciones de vacio (90, 100 y 110 °C)
mostré valores mas elevados de L* que los obtenidos para el
tratamiento en condiciones de presion atmosférica (165 ©°C). El
tratamiento a presion atmosférica mostré un oscurecimiento de las
muestras superior al de las muestras tratadas en condiciones de
vacio (la coordenada a* evoluciond hacia colores marrones debido

a las reacciones de Maillard).

1.11. En general se puede decir que, comparado con la fritura
tradicional, la fritura a vacio de filetes de dorada puede suponer
una reduccién del contenido de aceite de las muestras y de la
pérdida de humedad. La fritura a presién atmosférica supone una
mavyor pérdida de peso y encogimiento. No obstante, en el proceso
de fritura a vacio el producto no adquiere los colores caracteristicos

de los productos fritos al trabajar a bajas temperaturas, con el
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inconveniente que ello puede suponer en la aceptacion del
producto. Asi pues, el proceso de fritura a vacio para filetes de
dorada puede ser una alternativa para la elaboracién de
preparaciones culinarias con dorada (Sparus aurata) con unos

adecuados atributos composicionales.

1.12. De entre los tratamientos estudiados, la fritura a vacio a 110
OC y 25 kPa es la que aporta un menor contenido graso con unas
pérdidas de humedad, peso y encogimiento razonables por lo que
éstas podrian ser unas condiciones adecuadas para la aplicaciéon de

este tratamiento.

2. Estudio del proceso de coccion en condiciones de vacio

continuo de filetes de dorada (Sparus aurata)

2.1. La temperatura en el centro del filete fue superior a 60 °C a
los 6 minutos de coccién para todos los tratamientos estudiados
por lo que todos los tratamientos estudiados de tiempos superiores

cumplen con la normativa higiénico-sanitaria.

2.2. Tanto el tiempo de tratamiento como la temperatura
mostraron un efecto significativo en la variaciéon de peso para el
tratamiento a vacio (70, 80 y 90 ©C), siendo el tiempo la variable

gue mostré un mayor peso en la interaccion.

2.3. Las variaciones en el contenido de humedad experimentadas
por las muestras fueron menores al 5,5% para tiempos de coccion
largos (20 min). El tratamiento a vacio a 80 ©°C fue el que mostro
una menor pérdida de humedad dando lugar por tanto a muestras

mas jugosas.
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2.4. El contenido proteico de los filetes tratados a vacio se
incrementd de 98% a 118% debido a la pérdida de humedad
experimentada por el filete. Los valores obtenidos para el contenido
proteico no mostraron diferencias significativas en funcion de la

temperatura aplicada para el tratamiento a vacio (70, 80 y 90 °C).

2.5. El tiempo de tratamiento implicé un aumento porcentual en el
contenido graso debido a la pérdida de agua, apareciendo

diferencias significativas después de 20 minutos de tratamiento.

2.6. La coccion de los filetes de pescado en las diferentes
condiciones de tiempo y temperatura no supuso grandes cambios
en el perfil lipidico. El tratamiento a presion atmosférica aumenté

ligeramente la cantidad de acidos grasos saturados.

2.7. El analisis de los datos mostré que puede resultar interesante
para la conservacién de algunos acidos grasos monoinsaturados y
poliinsaturados del pescado realizar tratamientos a vacio y a bajas

temperaturas (70 °C).

2.8. Los tratamientos a vacio y a bajas temperaturas presentaron
menores valores de encogimiento que los de presion atmosférica

sobre todo a tiempos mas largos de coccién.

2.9. No se apreciaron diferencias significativas en los atributos de
color entre los tratamientos empleados. El tratamiento a 70 °C fue

el que dio como resultado un mejor aspecto visual de las muestras.

2.10. Como conclusién final podemos decir que, si bien los

diferentes tratamientos estudiados de coccién a vacio parecen no
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afectar al contenido total en proteinas y grasas del pescado, si que
pueden resultar interesantes para la conservacién de algunos
acidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados ya que, ademas
mantienen valores mas elevados de humedad y presentan un

menor encogimiento.

No obstante, seria recomendable continuar en esta linea de
trabajo con el analisis sensorial de las muestras analizadas,
estudiar el comportamiento del producto durante su
almacenamiento como ingrediente de un plato preparado y, como

se ha comentado, incidir en la modelizacion de la operacién.
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IV. OBTENCION DE PRODUCTOS REESTRUCTURADOS A BASE
DE DORADA (Sparus aurata)

IV.1. INTRODUCCION

En la sociedad actual, los paises occidentales se caracterizan
fundamentalmente por un envejecimiento importante de Ia
poblacidn y por un cambio notable en los estilos de vida que atanen
de forma directa a los habitos de consumo. Diferentes estudios
sobre el patron alimentario de los espafioles (Serra et al., 2003;
Aranceta et al., 2006; Diez-Gafian et al., 2007), ponen de
manifiesto un alejamiento de la dieta mediterrdnea. Los habitos
observados se caracterizan por la ingesta insuficiente de verduras,
hortalizas, frutas y legumbres y por lo que se refiere al pescado el
consumo se acerca a las recomendaciones sin superarlas, sin
embargo, estudios posteriores realizados remarcan una creciente
tendencia negativa al consumo de dicho alimento tanto en los
comedores escolares como en el hogar (Aranceta et al., 2006;
Diez-Ganan et al., 2007; FROM, 2006; Aranceta et al., 2008;
Martinez y Polanco, 2007). Los factores mas frecuentes que inciden
sobre el bajo consumo de pescado son: la preferencia, por parte de
la gente joven, por la comida rapida (Fast-food) frente a la cocina
tradicional, la palatabilidad (el pescado resulta menos apetecible
que la carne y ademas los formatos de consumo son menos
variados), y su funcionalidad (resulta mas dificil de manipular y de
cocinar y las espinas son un inconveniente para la mayoria de los
consumidores). En general, los pescados aportan un buen balance
de proteinas de alto valor bioldgico, vitaminas tanto hidrosolubles
como liposolubles, algunos elementos minerales y un contenido
caldrico relativamente bajo. Ademas, muchas especies constituyen

una excelente fuente de acidos grasos poliinsaturados de la serie
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omega 3, cuyo consumo se ha asociado con efectos beneficiosos
frente a diversos estados patoldgicos (Aquerreta, 2000; Oomen et
al., 2000; Serra et al., 2006). Por este motivo el desarrollo de
productos pesqueros que resulten mas llamativos y de facil
consumo es una ayuda en la nutricién diaria de toda la poblacién y
especialmente de los mas jovenes. En este sentido, el desarrollo de
productos reestructurados a base de pescado y la aplicacion de
nuevos ingredientes surgen como una nueva via para crear dichos
productos atractivos para los jévenes y que ademas permitan dar
salida a las especies de pescado de escaso valor comercial,
presentando nuevas alternativas a la industria del procesado de
pescado (Sanchez et al., 2004).

Un producto se denomina reestructurado cuando se le trocea o
pica y después conjuntamente con otros ingredientes o sin ellos, se
crea una estructura diferente que va a dar una nueva apariencia y
una nueva textura. Se han desarrollado varios métodos para la
elaboracién de productos reestructurados pero la técnica mas
cominmente utilizada es la solubilizaciéon y extraccion de las
proteinas miofibrilares mediante la adicion de 20-30 g/kg de
cloruro soédico (NaCl) con el fin de obtener un exudado mas o
menos “pegajoso” que es utilizado para unir pequefios trozos de
pescado (Kuraishi et al., 1997). El nivel de NaCl empleado es muy
importante porque influye en la cantidad de exudado proteico
obtenido que a su vez afectara al posterior mecanismo de
agregacion proteica (Sun, 2009; Téllez-Luis et al., 2002). Existen
varios agentes proteicos que se utilizan como agentes “ligantes”,
tales como: huevo (Yetim y Ockerman, 1995), caseina vy
plasmotrombina de carne de ternera (Baker et al., 2000) o proteina
de suero concentrada (Uresti et al., 2004). Dichos agentes

proteicos mejoran las propiedades mecanicas y funcionales del
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producto pero el mas utilizado en la industria de alimentos para
inducir las uniones covalentes entre proteinas para la elaboracion
de productos reestructurados es la transglutaminasa microbiana
(MTGasa).

En el presente capitulo se emplea transglutaminasa microbiana
como agente “ligante” que permite obtener diferentes texturas. La
transglutaminasa microbiana es una enzima extracelular
independiente del calcio, producida por los microorganismos
Streptoverticillium  genus, Bacillus subtilis, 'y Physarum
polycephalum (Ando et al., 1989; Kanaji et al., 1993; Téllez et al.,
2004). En la actualidad esta enzima puede ser obtenida de
Streptoverticillium ladakanum vy Streptoverticillium mobaraense
(Jiang et al., 1998). Las transglutaminasas son una familia de
enzimas (EC 2.3.2.13) que catalizan la reaccién de formacién de un
enlace covalente entre un grupo amino (p.e. la cadena lateral de
una lisina -Lys-) y un grupo carboxiamida (p.e. la cadena lateral de
un residuo de glutamina -GIn-). Se trata de enzimas que, a
diferencia de la mayoria de enzimas industriales —amilasas, lipasas
y proteasas— que catalizan reacciones de hidrdlisis, inducen a la
polimerizacién de las proteinas. En consecuencia, son capaces de
modificar las propiedades funcionales y de textura de las proteinas
creando productos con mayor consistencia y de mejor calidad.

Teniendo en cuenta que una de las mayores ventajas de los
productos reestructurados es la posibilidad de modificacion de la
composicion del producto final mediante la reformulacion del
producto original que ha sido previamente troceado o picado
(Sanchez-Alonso et al., 2007) y que dicha reformulacién puede
llevarse a cabo mediante la adicion de determinados aditivos, como
es el caso de la fibra dietética, en el presente capitulo se estudiara

el efecto de la adicion de Konjac glucomanano, carboximetilcelulosa
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y goma xantana sobre la matriz proteica formada mediante la
adicion de transglutaminasa microbiana. Se designan bajo el
nombre de “fibra alimentaria”, elementos animales o vegetales
gue, aun figurando en la alimentacién humana, no son degradados
por los enzimas digestivos. Las fibras aportan diversas propiedades
en funcion de su composicién y de su granulacién. Su interés es
basicamente nutracéutico, aunque también actlan como elementos
funcionales. Desde un punto de vista tecnologico la fibra
alimentaria mejora la capacidad de retencion de agua, mejora el
poder de gelificacion, reduce la pérdida de rendimiento y mantiene
la forma del producto después del cocinado (Ang y Crosby, 2005).
Apenas existen productos pesqueros con fibra alimentaria afiadida,
especialmente como fuente de fibra, sin embargo han sido
ampliamente  utilizadas en productos carnicos  picados
concretamente como reemplazante textural de la grasa.

El Konjac glucomanano (KGM) es una fibra dietética soluble en
agua, se obteniene de los tubérculos de la planta originaria del este
asiatico Amorphophallus konjac, la cual pertenece a la familia
Araceae. La estructura quimica del glucomanano incluye D-manosa
y D-glucosa (en una proporcion 8:5, respectivamente), unidas por
enlace B (1—4) (Figura IV.1). Esta fibra se caracteriza por una
excepcional capacidad de captar agua, segun indican Maekaji
(1974) y Kishida et al. (1978), proporcionando una elevada

viscosidad a las soluciones que forma (Gonzalez et al., 2004).
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Figura IV.1. Molécula de la fibra de konjac glucomanano (Cubero,
2002).

El konjac glucomanano ha sido introducido en Europa y USA
como aditivo alimentario (E425) debido a sus propiedades
emulsionantes y gelificantes. En Japdn ha sido tradicionalmente
utilizado en la cocina asiatica desde hace cientos de afios (Khanna
y Tester, 2006). Recientemente se ha descubierto que esta fibra
presenta sinergias con otras gomas como la goma xantana, el k-
carragenato, el almidén o la goma gellan, mejorando su capacidad
gelificante (Shinsaku et al., 2002). Tiene la propiedad de disminuir
el colesterol en sangre asi como el nivel de azlcar, ayuda a la
pérdida de peso, promueve la actividad intestinal, etc. (Zhang et
al., 2005). Existen estudios realizados sobre la aplicacién de konjac
para mejorar la calidad de salchichas tipo frankfurt bajas en
calorias (Lin y Huang, 2003), mejorar las propiedades texturales y
la capacidad de retencion de agua de geles hechos con carne de
cerdo (Chin et al., 2009) y otras aplicaciones.

La carboximetilcelulosa sodica (CMC) es un derivado de la fibra
insoluble celulosa, polimero mas abundante en la naturaleza, y esta

reconocido como aditivo alimentario (GRAS, generally recognized

147




Capitulo IV: Obtencidn de productos reestructurados

as safe) con el numero E-466. Su formacidon se muestra en la
Figura IV.2. El CMC, es un polimero que no se encuentra de forma
natural en los alimentos, es anidnico y soluble en agua. Esto
determina sus propiedades fisicas basicas: la solubilidad
(comportamiento en disolucidén), reologia (viscosidad) vy la
adsorcion en las superficies (Cubero et al., 2002). El uso en los

diferentes alimentos se deriva de estas propiedades basicas.

CHOH CH2OH CHOH CHyOH
! A\
JJ—D@@4]+maDH+CﬂchmHﬂJFDAC}'-<:[1+Ng‘;[.p;[.[zg
OH HO H HO : H 0K

HO
CHCOOHa

Figura IV.2. Formacién de carboximetilcelulosa sédica (CMC) a
partir de la reaccion de celulosa, sosa caustica y acido

monocloroacético en condiciones optimas (Cubero et al., 2002).

A pesar de la existencia de gomas con propiedades comparables
en el mercado, el CMC es frecuentemente el producto de eleccidn
debido a su eficiencia con poca cantidad, lo que le otorga una
elevada relacion coste-efectividad (Akzo, 2008). La
carboximetilcelulosa se utiliza como espesante en salsas y alifios
para ensaladas, como agente reductor de aceite al reducir el
contenido lipidico en fritura en productos a base de masa (Priya et
al., 1996), como espesante y estabilizador en helados, donde se
ayuda a evitar que los cristales de hielo se formen durante la
congelacion o la recongelacién después de una descongelacion,
entre otras funciones. Ademas, se ha utilizado como modificador de
textura en formulaciones de surimi (Zdzislaw, 1994).

Finalmente, la xantana es producida por el microorganismo

Xhantomonas campestris. La molécula de xantana (Figura IV.3)
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consta de una cadena principal de D-glucopirandsilo con enlace a
1-4, como en la celulosa. A la cadena se anexan cadenas laterales
de trisacarido compuestas por residuos de D-manopirandsilo y de

acido D-glucopiranosilurdnico.
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Figura IV.3. Estructura de la xantana (Flores, 1998).

Las soluciones de xantana son estables frente a la accién del
calor en un amplio intervalo de temperaturas y su estabilidad
aumenta con sales catidnicas mono y divalentes. La viscosidad es
independiente del pH en presencia de sales a pH entre 1 y 13
(Slodki, 1998).
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IV.2. OBJETIVO
2.1. Objetivo general

El objetivo de este capitulo es obtener un producto
reestructurado a base de dorada (Sparus aurata) mediante la
adicién de sal (NaCl) y transglutaminasa microbiana (MTGasa) asi
como analizar el efecto de la adicién de diferentes hidrocoloides
(konjac glucomanano (KGM), carboximetilcelulosa sodica (CMC) y
goma xantana) sobre la matriz proteica del gel con el fin de
obtener un producto reestructurado de pescado como “fuente de
fibra”. Para ello se van a estudiar los aspectos fisico-quimicos,
texturales, sensoriales y microbiolégicos de dichos productos que
permitan entender el papel que los diferentes ingredientes

desempefian en el producto.

2.2, Objetivos especificos

1. Desarrollar un producto reestructurado mediante la adicion de
MTGasa y NaCl.

2. Estudiar el efecto del tratamiento térmico sobre las propiedades
del producto reestructurado.

3. Analizar los parametros fisico-quimicos (humedad, actividad de
agua, pH, capacidad de retencion de agua y propiedades O6pticas)
de los productos obtenidos con y sin tratamiento térmico.

4. Analizar los cambios texturales de las diferentes formulaciones
con y sin tratamiento térmico.

5. Evaluar sensorialmente las formulaciones obtenidas para
determinar la aceptacion del producto y fijar el nivel de
transglutaminasa microbiana (MTGasa) y cloruro sédico optimo en

la formulacién del producto reestructurado.
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6. Estudiar la microestructura de las formulaciones para una mejor
comprension de las interacciones entre los componentes de la
formulacion.

7. Evaluar el comportamiento de las formulaciones durante el
almacenamiento desde un punto de vista fisico-quimico Yy
microbioldgico.

8. Analizar el efecto de la adicion de diferentes hidrocoloides
(konjac glucomanano (KGM), carboximetilcelulosa sodica (CMC) y
goma xantana) sobre la matriz proteica del gel con y sin
tratamiento térmico.

9. Estudiar el efecto de la adicion de hidrocoloides sobre las
propiedades fisico-quimicas, mecanicas, sensoriales y
estructurales.

10. Obtener una formulacion que pueda ser considerada como
fuente de fibra a partir de los hidrocoloides estudiados.

11. Evaluar la vida dutil (fisico-quimica y microbioldgica) del

producto obtenido como fuente de fibra.

VI.3. PLAN DE TRABAJO
Para llevar a cabo dichos objetivos se disend el siguiente plan

de trabajo con las actividades descritas a continuacion:

1. Revision bibliografica de los siguientes temas: productos
reestructurados, efecto de Ila transglutaminasa microbiana
(MTGasa) vy el cloruro sédico (NaCl) sobre la matriz proteica del
producto reestructurado, elaboracion de geles de pescado,
influencia de los hidrocoloides en la matriz proteica del gel y

analisis sensorial.
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2. Elaboracion de un producto reestructurado de dorada (Sparus

152

aurata) mediante la utilizacion de transglutaminasa microbiana

(MTGasa) y cloruro sodico (NaCl).

2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

2.5.

2.6.

Estudio del efecto del cloruro sédico (NaCl) y la
tansglutaminasa (MTGasa) a diferentes niveles, sobre las
propiedades fisico-quimicas (humedad, actividad de agua,
capacidad de retenciéon de agua, color y pH) y mecanicas
del producto reestructurado sin tratamiento térmico.
Estudio del efecto del cloruro sédico (NaCl) y la
tansglutaminasa (MTGasa) a diferentes niveles, sobre las
propiedades fisico-quimicas (humedad, actividad de agua,
capacidad de retenciéon de agua, color y pH) y mecanicas
del producto reestructurado con tratamiento térmico.
Caracterizacion del perfil sensorial y de aceptacion del
producto para fijar el nivel de cloruro sdédico (NaCl) 6ptimo
en la formulaciéon del producto reestructurado.
Caracterizacion del perfil sensorial y de aceptacion del
producto para fijar el nivel de transglutaminasa
microbiana (MTGasa) o6ptimo en la formulacion del
producto reestructurado.

En base a los resultados obtenidos en los puntos
anteriores, selecciéon de la formulacidon base del producto
reestructurado éptimo.

Control del crecimiento de microorganismos de Ila
formulacion base seleccionada y control de la variacién
experimentada por los parametros fisico-quimicos
(humedad, actividad de agua, capacidad de retencion de
agua, color y pH) y mecanicos, durante 20 dias de
almacenamiento para el producto sin tratamiento térmico

y 56 dias para el producto tratado térmicamente.
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3.

4.

Elaboracién de un producto reestructurado de dorada (Sparus
aurata) con el nivel de cloruro sédico y de transglutaminasa
microbiana seleccionada en el estudio anterior, y con la
incorporacion de goma konjac (KGM) a diferentes niveles y de
carboximetilcelulosa sédica (CMC).

3.1. Estudio del efecto de la adicion de goma konjac a dos
niveles sobre la matriz proteica del gel. Analisis de los
parametros fisico-quimicos (humedad, actividad de agua,
capacidad de retencién de agua, color y pH) y mecanicos
del producto reestructurado sin tratamiento térmico.

3.2. Estudio del efecto de la adicion de goma konjac a dos
niveles sobre la matriz proteica del gel. Analisis de los
parametros fisico-quimicos (humedad, actividad de agua,
capacidad de retencién de agua, color y pH) y mecanicos
del producto reestructurado con tratamiento térmico.

3.3. Estudio del efecto de la adicién de carboximetilcelulosa
sodica (CMC) a un nivel sobre la matriz proteica del gel.
Anadlisis de los parametros fisico-quimicos (humedad,
actividad de agua, capacidad de retencién de agua, color y
pH) y mecanicos del producto reestructurado sin
tratamiento térmico.

3.4. Estudio del efecto de la adicién de carboximetilcelulosa
sodica (CMC) a un nivel sobre la matriz proteica del gel.
Andlisis de los parametros fisico-quimicos (humedad,
actividad de agua, capacidad de retencién de agua, color y
pH) y mecanicos del producto reestructurado con
tratamiento térmico.

Elaboracién de un producto reestructurado de dorada (Sparus

aurata) fuente de fibra mediante la adicion de konjac

glucomanano y goma xantana.
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4.1.

4.2.

4.3.

4.4,

4.5.

Estudio del efecto de la adicion de konjac glucomanano y
goma xantana sobre la matriz proteica del gel. Analisis de
los parametros fisico-quimicos (humedad, actividad de
agua, capacidad de retencion de agua, color y pH) y
propiedades mecanicas del producto sin tratamiento
térmico.

Estudio del efecto de la adicion de konjac glucomanano y
goma xantana sobre la matriz proteica del gel. Analisis de
los parametros fisico-quimicos (humedad, actividad de
agua, capacidad de retencion de agua, color y pH) y
propiedades mecanicas del producto con tratamiento
térmico.

Caracterizacién del perfil sensorial y de aceptacién del
producto con el fin de evaluar el efecto de la presencia de
fibra sobre la percepcién sensorial del mismo por parte de
los consumidores.

En base a los resultados obtenidos en los puntos
anteriores, seleccion de la formulacién fuente de fibra.
Control del crecimiento de microorganismos de la
formulacion fuente de fibra seleccionada y control de la
variacion experimentada por los parametros fisico-
quimicos (humedad, actividad de agua, capacidad de
retencion de agua, color y pH) y mecanicos, durante 21
dias de almacenamiento para el producto sin tratamiento

térmico y 77 dias para el producto tratado térmicamente.
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IV.4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Materia prima y preparacion de la muestra

En el presente capitulo se emplearon doradas (Sparus aurata)
procedentes de piscifactoria concretamente de la empresa ELS
ALFACS (Alcanar Playa, Tarragona). Una vez en el laboratorio, las
doradas se evisceraron, se lavaron para eliminar restos de sangre,
y se congelaron a una temperatura de -20(1) °C. Para la
preparacion de las muestras los pescados fueron descongelados en
refrigeracion a 4 °C durante 24 horas. Una vez descongeladas, las
doradas se filetearon y posteriormente los filetes se picaron con
una trituradora Kenwood A920 PK0OO1 (Kenwood Ltd, Hampshise,
U.K.), formandose una pasta de pescado, a la cual se adicionaron
los componentes de las diferentes formulaciones
(transglutaminasa, sal, KGM, CMC y xantana segun formulacion).
Posteriormente la pasta fue embutida en forma de salchicha en
tripa de celulosa suministrada por la empresa Pilarica S.A.
(Paterna, Espana) y fueron envasadas a vacio en bolsas de
polietileno mediante una envasadora Tecnotrip (Terrasa S.A.,
Barcelona, Espafia) y posteriormente se almacenaron refrigeradas
a 4 °C. Las muestras tratadas térmicamente permanecieron 24
horas en refrigeracién a 4 °C antes del tratamiento térmico para
favorecer el fendmerno “suwari” o “setting” (proceso de gelificacion
de las proteinas del musculo). El tratamiento térmico se llevd a
cabo sumergiendo las muestras en un bafio Precistern S .386
(Selecta, Barcelona, Espafia) con agua a 80 °C durante 7 minutos.
La temperatura fue controlada con una sonda Testo 925 (Testo
GMBH y Co., Lenzkirch, Germany). Tras el tratamiento térmico las
muestras fueron atemperadas, embolsadas a vacio nuevamente vy
almacenadas en refrigeracion a 4 °C hasta el momento de los

analisis.

155




Capitulo IV: Obtencidn de productos reestructurados

4.1.2. Otros ingredientes

La tranglutaminasa (MTGasa) empleada fue suministrada por la
empresa Apliena S.A. El preparado enzimatico tiene origen flingico
(100 pL/g) que procede de Ajinomoto Inc. (USA), el cual fue
reconocido como seguro por la FDA (GRAS NOTICE N° GRN
000004), estabilizado en forma de polvo con caseinato de sodio y
maltodextrina.

La sal (NaCl) empleada fue sal marina de mesa yodada
adquirida en un establecimiento local procedente de la Salinera
espafiola S.A. (Murcia, Espafia).

Ademas de estos ingredientes bases se utilizaron tres fibras:
goma konjac o glucomanano (KGM), carboximetilcelulosa sddica
(CMC) y goma xantana.

La goma konjac o glucomanano (Surimi Konjac 3) (E-425) fue
proporcionada en forma de polvo por la empresa Safic-Alcan S.A.
(Barcelona, Espafia). El preparado es una harina seca molida, color
canela blanquecina, extraida del tubérculo Amorphophallus konjac
procede de Kalys S.A (Bernin, Francia). Se compone del
polisacarido glucomanano en un contenido mayor de 75%, con un
contenido menor del 12% en humedad, 3% en lipidos, 3% en
proteinas, 3% de almidodn.

La carboximetilcelulosa sdédica (Akucell® AF3265) fue
suministrado por la empresa Akzo Nobel Functional Chemical bv
(Herkenbosch, The Netherlands). El contenido minimo de CMC
sodico es de 99,5%, con un maximo de 8% de humedad y de 0,5%
de cloruro sédico. EI nombre alimenticio de esta fibra es
carboximetilcelulosa sodica (CMC), y es un polvo blanco
higroscopico. Cumple con los estandares de calidad autorizados por
autoridades como Ila FAO/WHO Expert Committee on Food

Additives (UN) y la Comunidad Europea. En Europa esta
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designada con el niumero E-466 y su uso esta permitido en todos
los grupos de alimentos. Esta goma actia como espesante,
estabilizador y emulgente de las grasas. Ademas, sus usos también
implican controlar la cristalizacidén y retener la humedad.
Finalmente, la goma xantana fue suministrada por la empresa
Cargill S.L.U. (Barcelona, Espana). En Europa esta designada con el
nimero E-415 y su uso también esta permitido en todos los grupos
de alimentos. La goma xantana es soluble en frio y en caliente y es
capaz de espesar medios alcohdlicos. Resiste muy bien los procesos
de congelacion-descongelacion. Aunque se le aplique temperatura
no pierde propiedades espesantes. Se compone en un 73% de fibra

dietética, con un contenido del 8% en humedad y 7% en proteinas.

4.2. Determinaciones analiticas

4.2.1. Humedad
La determinacion de la humedad se realizé mediante el método
de la AOAC 950.46 (1997) segun lo descrito en el apartado 4.3.3.

de materiales y métodos del capitulo III.

4.2.2. Actividad de agua (ay)

La actividad de agua (a,) se determind a partir de las muestras
de los reestructurados de dorada previamente triturados. Para esta
determinacion se empled un higrometro de punto de rocio Aqualab

GB-X modelo Fast-Lab (GBX, Romans-sur-Isére, France).

4.2.3. pH
Para la determinacion del pH se empled el equipo Seveneasy pH
Meter S20 (Mettler Toledo, Schwerzenbach, Switzerland) midiendo

el potencial desarrollado entre los electrodos. Las muestras
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analizadas se obtuvieron por dilucién 1:1, siendo 10 g de muestra
y 10 g de agua destilada (AOAC, 1995).

4.2.4. Capacidad de Retencion de Agua (CRA)

Cuando se aplica una cierta presion (centrifugacion) sobre el
musculo de pescado, los fluidos del tejido son expulsados. El
porcentaje de capacidad de retencion de agua se utiliza como
medida del liqguido que permanece dentro de la estructura del
alimento, se relaciona con la interaccion entre las proteinas
miofibrilares y el agua del alimento (Boatella et al., 2004). Existe
una correlacidon entre la capacidad de retencién de agua y otras
propiedades fisicas y quimicas, por ejemplo, pH y contenido de sal.
El porcentaje de agua retenida por la muestra es funcidon de las
caracteristicas de la estructura proteica. Para medir la CRA, las
muestras fueron sometidas a una fuerza mediante la centrifuga
MEDIFRIGER-BL modelo 7001085 (J. P. Selecta S.A., Barcelona,
Espafia).

Muestras de 4,0(0,5) g se pesaron y colocaron entre dos
papeles Whatman n©1. La capacidad de retencion de agua se
calculd como el porcentaje de agua total menos el agua no
retenida. Para ello las muestras se centrifugaron a una velocidad de
400 rpm a una temperatura de 15°C durante cinco minutos. Tras la
centrifugacidon las muestras se pesaron nuevamente. Las medidas
se realizaron por triplicado. La capacidad de retencién de agua de

las muestras se determind mediante la ecuaciéon IV.1:

%CRA = 100-(%}100 ecuacién IV.1
0
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donde:

mg = Peso inicial de la muestra (g)

m. = Peso final tras centrifugado (g)
4.2.5. Propiedades opticas

El color depende de las condiciones de medicion en los
alimentos, asi como la capacidad de su superficie para reflejar,
dispersar, absorber o transmitir la luz visible. La medida de color
de las muestras se realizd segun lo descrito en el apartado 4.3.7.

de materiales y métodos del capitulo III.

4.2.6. Ensayos mecanicos

La textura es uno de los factores que condicionan la aceptacion
o el rechazo del consumidor. Para el estudio de las propiedades
mecanicas de las distintas formulaciones se realizé un ensayo de
TPA (Texture Profile Analysis). Para ello se emplearon rodajas de
1,25(0,2) cm de espesor. Para llevar a cabo el ensayo se empled
una prensa universal TA-XT2 (ANAME, Madrid, Espafia) equipada
con una célula de carga de 50 kg. Los datos instrumentales se
procesaron empleando el programa Texture Exponent 32 v 1.0
(Stable Micro Systems, Surrey, UK). En el ensayo de TPA, la prensa
se equipd con la célula de ensayo P/75 (Stable Micro Systems,
Surrey, UK) cilindrica de 7,5 cm de diametro y fondo plano. El
equipo se programd para que presionara a una velocidad de 1
mm/s hasta que las piezas alcanzaran una deformacion del 75% de
su altura.

Los parametros descritos mediante este ensayo son: dureza,
adhesividad, elasticidad, cohesividad, masticabilidad y gomosidad.

e Dureza: viene definida como la fuerza maxima

correspondiente a la curva de la primera compresion (g).
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e Adhesividad: es el valor del area de la curva negativa que
aparece tras la primera compresion (g-s).

e Elasticidad: altura que el alimento recupera durante el
tiempo que transcurre entre el final de la primera compresion y el
inicio de la segunda compresion.

e Cohesividad: es la relacion existente entre el area
correspondiente a la segunda y a la primera compresion, y evalla
la energia mecanica necesaria para destruir la estructura interna
del material.

e Gomosidad: es el producto de la dureza y la cohesividad.

e Masticabilidad: es el producto de la dureza, la cohesividad y

la elasticidad.

4.3. Analisis sensorial

Se realizaron tres analisis sensoriales de los reestructurados de
dorada (Sparus aurata). El objeto del primer analisis fue
seleccionar el nivel de transglutaminasa Optimo para conseguir la
dureza deseada en la formulacién base. Para ello se fijé un nivel de
sal y se probaron tres niveles de transglutaminasa. El segundo
analisis se llevo a cabo con el fin de obtener el nivel de sal éptimo
en la formulacion base. En este segundo caso se partidé del nivel de
transglutaminasa elegido por los catadores en el primer analisis y
se ensayaron tres niveles de sal. Con el resultado de estos dos
analisis se obtuvo la formula base a la que posteriormente se le
adicionaron distintos hidrocoloides con el fin de obtener ventajas
tecnoldgicas asi como un producto fuente de fibra. Finalmente se
llevd a cabo el tercer analisis sensorial con el objetivo de evaluar la
preferencia de los catadores frente a tres formulaciones diferentes.
Las muestras en los diferentes analisis sensoriales se presentaron a

los catadores tras un tratamiento térmico de coccidon a 80 ©°C
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durante 7 minutos, tal y como se llevaron a cabo los analisis para
el estudio de los diferentes parametros en las muestras tratadas
térmicamente del presente estudio. A continuacion se describen
cada uno de los tres analisis sensoriales realizados.
El primer analisis sensorial de reestructurados de dorada se
llevd a cabo con un panel de 27 catadores, no expertos y no
entrenados. Se realizaron pruebas de comparacion pareada entre
las muestras con diferentes niveles de transglutaminasa (Normas
AENOR, 1992). Los atributos aspecto, dureza, gomosidad asi como
la muestra preferida, fueron evaluadas por los catadores. A cada
catador se le presentaron tres parejas de muestras en la misma
sesion, que resultaban de obtener todas las combinaciones posibles
entre los distintos tratamientos:
A: Formulacion control con 1% de NaCl y 0% de
Transglutaminasa

B: Formulaciéon obtenida con 1% de NaCl y 0,3% de
Transglutaminasa

C: Formulacion obtenida con 1% de NaCl y 0,6% de
Transglutaminasa

Las parejas obtenidas fueron: AB, AC y BC.

Segun las preferencias de los panelistas, obtenidas de este
primer analisis sensorial, se escogié un nivel de transglutaminasa.
Con dicho nivel de transglutaminasa seleccionado, se realizé una
nueva prueba sensorial en la cual se analizé el nivel de sal para
obtener la férmula base, realizando de nuevo una prueba similar a
la expuesta anteriormente, en este caso con 30 jueces. Los
atributos evaluados en esta prueba fueron: aspecto, dureza, sabor
salado asi como la muestra preferida por los catadores. Las

formulaciones a evaluar fueron las siguientes:
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A: Formulacién control con 0,3% de Transglutaminasa y 0% de
NaCl

B: Formulacién obtenida con 0,3% de Transglutaminasa y 1%

de NaCl

C: Formulacion obtenida con 0,3% de Transglutaminasa y 2%

de NaCl

En este caso las parejas obtenidas fueron tres: AB, AC, BC.

Las muestras, en ambos anadlisis sensoriales, fueron
presentadas a los catadores atemperadas y codificadas con
nimeros aleatorios de tres digitos. Cada catador respondié a las
preguntas de los cuestionarios que se muestran en los anexos A y
B.

Una vez establecida la formula base, se procedido a un tercer
analisis sensorial con el objetivo de obtener una formulacion fuente
de fibra aceptable por los consumidores. Para este ultimo analisis
se utilizé la norma que se encontraba en vigor en ese momento:
Normas AENOR, 2009 (UNE-EN ISO 5495), dicha norma anula y
sustituye a la anteriormente citada Norma UNE 87005:1992. Esta
nueva norma no permite preguntar por la muestra preferida a la
vez que se evalluan los atributos y por tanto en este caso se
tuvieron que hacer cuestionarios separados (Anexo C y D). En
primer lugar se les presentd el cuestionario a los catadores para
evaluar la muestra preferida y posteriormente un segundo
cuestionario evaluaba los diferentes atributos, en este caso los
atributos evaluados fueron: aspecto, dureza, gomosidad, sabor a
dorada y jugosidad. Este analisis sensorial se llevo a cabo con un
panel compuesto por 53 catadores, no expertos y no entrenados.

Las formulaciones a evaluar fueron las siguientes:

A: Formulacién control con 0,3% de Transglutaminasa y 1% de

NaCl
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B: Formulacién obtenida con 0,3% de Transglutaminasa, 1% de
NaCl y 1% de konjac glucomanano

C: Formulacion obtenida con 0,3% de Transglutaminasa, 1% de
NaCl, 1% de konjac glucomanano y 1,5% de goma xantana
(con posterioridad se nombrard como “formulacion fuente
de fibra”).

Las parejas obtenidas fueron: AB, AC y BC.

4.4. Analisis microbioldgico

Las determinaciones microbioldgicas se realizaron por triplicado
para la formulacién base (1% de NaCl y 0,3% de MTGasa,
resultado de los dos primeros analisis sensoriales) y para la
formulacion fuente de fibra seleccionada por el panel de catadores
(1% de konjac glucomanano y 1,5% de goma xantana) y se realizd
almacenamiento en refrigeracion de las muestras tanto en fresco
como con tratamiento térmico (80 °C durante 7 min.). Los dias
analizados para la formulacién base almacenada en fresco fueron:
0, 4, 6, 13 y 20 vy para la formulacion base almacenada con
tratamiento térmico: 0, 4, 7, 14, 28 y 56. Finalmente, la férmula
fuente de fibra también fue almacenada en refrigeracion y se
realizaron los analisis microbiolégicos tanto en fresco como
tratadas térmicamente. Los dias analizados en este caso fueron,
para la muestra almacenada en fresco: 0, 7, 14 y 21 y para las
muestras tratadas térmicamente: 0, 7, 14, 21, 28, 35, 77, 99.

Para llevar a cabo los analisis microbioldégicos se tomaron
muestras de las diferentes formulaciones, a partir de las cuales se
realizaron diluciones decimales, tal y como se describe en la Norma
UNE EN-ISO 6887-3 (AENOR, 2004).

Para definir la vida util de un producto es necesario realizar una

evaluacion microbiologica. La legislacion vigente obliga a la
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determinacion en fresco de aerobios mesodfilos, enterobacterias
totales y de Salmonella-Shigella. En el caso de los productos
cocidos a las determinaciones anteriores se agrega la de
Staphylococcus aureus enterotoxigénico. La “Orden del 2 de agosto
de 1991” por la que se aprueban las normas microbioldgicas (BOE
15/8/91) para los productos de la pesca y de la acuicultura indica
el nimero de unidades formadoras de colonias que no se deben

exceder, estos valores se recogen en la Tabla IV.1.

Tabla 1IV.1. Limites legislativos vigentes de los diferentes

microorganismos en los texturizados frescos y cocidos.

Aerobios Enterobacteriaceae  Staphylococcus Salmonella-

Alimento mesofilos totales aureus shigella
Productos 6 3 e

frescos 1x10° ufc/g 1x10° ufc/g No especificado AUS/25 g
Productos 5 3 2

cocidos 1x10° ufc/g 1x10° ufc/g 1x10¢ ufc/g AUS/25 g

Fuente: Orden de 2 de agosto de 1991

La cuantificacion de las colonias se realizd en placas cuyas
diluciones presentaban un numero entre 30 y 300 unidades

formadoras de colonias (ufc).

4.4.1. Preparacion de la muestra

Se formularon texturizados de 30 g. Para la preparacion de la
muestra se pesaron 25 g y se colocaron en bolsas de stomacher
(polietileno) afiadiéndoles 225 mL de agua peptonada y se
homogeneiz6 en el stomacher durante 1 min obteniendo la dilucién
(10!). De esta dilucién se pipete6 1 mL y se llevé a un tubo de
ensayo con 9 mL de agua de peptona estéril y se agitdé con el

vortex durante 10 s, obteniendo de esta forma la diluciéon 1072, Asi
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sucesivamente se prepararon las diluciones seriadas hasta obtener

la dilucion 10°°.

4.4.2. Aerobios mesofilos

El recuento de microorganismos aerobios mesofilos se basd en
la Norma UNE-EN ISO 4833 (AENOR, 2003). La cuantificacion
permite estimar la flora total del producto, sin especificar el tipo de
gérmenes. La siembra se realizd en masa, 1 mL, sobre agar
nutritivo PCA (Plate Count Agar), incubando a 30(1) °C durante 72
horas. El recuento se realizé en aquellas placas que contenian entre
30 y 300 ufc. y el resultado se obtuvo multiplicando el nimero de

colonias contado en la placa por el factor de dilucién y por 10.

4.4.3. Enterobacterias

Los analisis microbioldgicos para la determinacién de
enterobacterias fueron realizados siguiendo los protocolos descritos
por Pascual y Calderéon (2000). En este caso el recuento hace
referencia a Enterobacteriaceae lacto-positivas, también conocidas
como coliformes. A partir de cada una de las series de diluciones
decimales se realizaron siembras en doble capa por duplicado. La
siembra se realizé pipeteando 1 mL sobre las placas petri estériles
pero en anaerobiosis, es decir, primero se \vertieron
aproximadamente unos 15 mL del medio agar cristal violeta-rojo
neutro-bilis-glucosa (VRBD) y una vez solidificado el agar se
recubrio con 5 mL mas del mismo medio. Las placas se incubaron a
37(1) °C durante 48 horas.

4.4.4. Staphylococcus aureus
Su recuento se fundamento en la Norma ISO 6888-1 (AENOR,

1999). Asi pues, se realizd una siembra en superficie de 0,1 mL
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sobre agar BP (Baird Parker). En este caso el tiempo de incubacion
fue de 48 horas a 37(1) °C.

4.4.5. Salmonella shigella

La determinacidon de Salmonella spp. Se realizd segun el
procedimiento descrito por Pascual y Calderén (2000). Se pesaron
25 g de muestra en una bolsa de stomacher a los que se afiadieron
225 mL de agua de peptona tamponada estéril y se agitd durante 1
minuto en el stomacher. A partir de esta disolucién, se realizé un
preenriquecimiento a 37(1) °C durante 24 h. Tras este periodo, se
realiz6 un enriquecimiento en dos caldos diferentes, Selenito-
Cistina y Rappaport-Vassiliadis. Del primer caldo, se emplearon 100
mL a los que se afadieron 10 mL del preenriquecimiento, mientras
que en el caso del Rappaport-Vassiliadis se emplearon 10 mL del
caldo y 0,1 mL del preenriquecimiento. A continuacién, el caldo
elaborado con Selenito-Cistina se incubd a 37(1) °C, mientras que
el elaborado a partir de Rappaport-Vassiliadis se incubd a 42(1) °C,
ambos durante 24 h.

Cada uno de los dos caldos se sembraron por duplicado y en
triple estria en dos medios de cultivo diferentes: agar Verde
Brillante Agar (BGA, Scharlau) y agar Xilosa-Lisina-Desoxicolato
(XLD, Scharlau). Todas las placas se incubaron a 37(1) °C durante
48 h. Tras la incubacion, las colonias sospechosas de ser
Salmonella aparecian de color blanco rosado en BGA, y rojas con el
centro negro en XLD. Finalmente, la confirmacion se realizé en tubo
de agar Hierro Triple AzGcar (TSI, Scharlau), mediante siembra en
estria en la superficie inclinada y en la parte profunda por picadura.
Los tubos se incubaron a 37(1) °C durante 24 h. Los cultivos tipicos

de Salmonella en TSI se caracterizan por presentar color rojo en la
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parte inclinada del tubo y color amarillo en la parte profunda, con o

sin produccion de H,S (ennegrecimiento o no del medio).

4.5. Almacenamiento en refrigeracion

El almacenamiento en refrigeracién (4 °C) se llevd a cabo para
la formulacion base (1% de NaCl y 0,3% de MTGasa) y la formula
fuente de fibra (1% de konjac glucomanano y 1,5% de goma
xantana), tanto en las muestras frescas como las muestras
tratadas térmicamente. Todas las muestras fueron envasadas a
vacio en bolsas de polietileno. Los tiempos de almacenamiento

variaron en funcién de la formulacién y del tratamiento térmico.

4.6. Analisis de microestructura. Cryo-SEM

El andlisis estructural de las muestras se realiz6 mediante la
técnica Cryo-SEM. Se utilizé un equipo JEOL JSM-5410 (JEOL Ltd.,
Tokyo, Japoén) y una camara externa de criocongelacion Oxford CT-
1500 (Oxford Instruments, Eynsham, UK) del servicio de
microscopia de la UPV. Se cortaron piezas de 4 mm de largo, 1,5
de ancho y 5 mm de alto de los texturizados. Las muestras se
situaron en un portamuestras y se congelaron por inmersiéon en
nitrégeno liquido (-210 ©°C). Después se pasaron a la criocamara
del microscopio donde se fracturaron, sublimaron (a -94,5 °C, a
vacio de 107 torr durante 15 minutos), se recubrieron de oro y se
observaron en la cdmara fria por SEM. Con este equipo la superficie
fracturada de la muestra congelada se puede observar
directamente mientras se mantiene a una temperatura de -150 °C

o inferior.
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4.7. Analisis estadistico

El tratamiento estadistico de los datos se realizd mediante el
programa Statgraphics Plus 5.1 (Manugistics Inc., Rockville, MD,
USA). Con el objetivo de comprobar la existencia de diferencias
significativas entre los diferentes tipos de muestras para cada uno
de los parametros evaluados se llevd a cabo un analisis de la
varianza (ANOVA). Se utilizé el procedimiento LSD (/east significant
diference) para comprobar las diferencias a un nivel de significacion
a=0,05. Asi, se realizaron diferentes ANOVAS simples para cada
uno de los parametros fisicoquimicos y ANOVAS multifactoriales
utilizando como factores: el nivel de sal, el nivel de
transglutaminasa o la presencia de fibra segln el caso. Finalmente
se realizaron Analisis Factoriales con el programa SPSS v.16.0.
(IBM Corp., New York, USA) con licencia de uso en la UPV.

Para llevar a cabo el anadlisis estadistico de los datos obtenidos
en el analisis sensorial se realizé6 una comparacién pareada multiple
utilizando la técnica de Analisis de Friedman (Pairwase Ranking
Test) (Meilgaard et al., 1999), para comparar las distintas
muestras por jueces inexpertos. La prueba permite ordenar las
muestras en una escala de intensidad para el atributo escogido y
proporciona una indicacion numeérica de las diferencias entre
muestras y de la significacion de estas diferencias. Para evaluar el
grado de preferencia de los catadores con respecto a los resultados
obtenidos segun los atributos de las formulaciones evaluadas, se
realiz6 un andlisis de correspondencias con el programa SPSS
v.16.0. (IBM Corp., New York, USA) con licencia de uso en la UPV.
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IV.5. RESULTADOS

La obtencidn de reestructurados permite elaborar productos con
alto valor afiadido empleando como materia prima pescado
proveniente de diversas fuentes como, por ejemplo: especies de
pescado con escaso valor comercial, especies con tamafio comercial
pequefio o restos del fileteado de especies comerciales. El
desarrollo de dichos productos tiene un papel importante en el
incremento del nivel socioecondmico de la industria acuicola y por
otra parte la obtencion de productos reestructurados de pescado en
forma de “salchichas o longanizas” permite al joven consumidor
tener alternativas al consumo de pescado en fresco o congelado
dandoles la opcion de comer dicho alimento en otras
presentaciones mas faciles de cocinar y de conservar en

refrigeracion.

5.1. Obtencion de una formulacion base mediante la adicién
de transglutaminasa microbiana (MTGasa) combinada con
NaCl a diferentes niveles

La técnica mas utilizada para la obtencion de productos
reestructurados a base de pescado es la solubilizacion de los
extractos de proteinas miofibrilares mediante la adicion de un 1-
3% de sal dando lugar a un exudado de caracter pegajoso que va a
permitir formar una pasta de pescado mas o menos compacta
(Kuraishi et al., 1997). El nivel de sal empleado es importante ya
que va a influir sobre la cantidad de exudado proteico obtenido y
por tanto sobre el mecanismo de agregacidon proteica (Téllez-Luis
et al., 2002; Sun, 2009). Varios autores han estudiado el uso de
diferentes agentes “ligantes” (Yetim y Ockerman, 1995; Baker et
al., 2000; Uresti et al., 2004; Min y Green, 2008) para mejorar las

propiedades funcionales vy texturales de los productos
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reestructurados y segun dichos estudios el agente “ligante” mas
eficiente y mas ampliamente utilizado es la transglutaminasa
microbiana. Dicha enzima, tal y como se ha explicado en la
introduccion del presente capitulo, induce las uniones covalentes
entre proteinas catalizando la reaccion entre un grupo amino (p.e.
la cadena lateral de una lisina -Lys-) y un grupo carboxiamida (p.e.
la cadena lateral de un residuo de glutamina -GIn-). El uso de
transglutaminasa permite reducir la cantidad de sal necesaria
afiadida a la formulacién para la obtencién de un producto
reestructurado como ha sido previamente estudiado por diversos
autores (Ramirez et al., 2002a; Ramirez et al., 2002b; Téllez-Luis
et al., 2002). Uresti et al. (2004) en sus estudios han concluido que
la adicidon de un 0,3% de transglutaminasa microbiana (MTGasa)
mejora las  propiedades texturales de los  productos
reestructurados a base de pescado con bajo contenido en sal pero
afirman que, la transglutaminasa en ausencia de sal no permite
obtener dichos productos con las caracteristicas organolépticas y
texturales deseadas.

En la Tabla IV.2 se presentan las formulaciones empleadas en
este apartado. Las muestras control fueron formuladas solo con
NaCl sin adicion de MTGasa. Los estudios se llevaron a cabo tanto
en las muestras frescas (sin tratamiento térmico) como en las

muestras tratadas térmicamente.
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Tabla IV.2. Formulaciones estudiadas para la obtencién de la

formula base.

Formulacién  Dorada (Sparus aurata) (%) Agua (%) Sal (%) MTGasa (%)

F10 (control) 89,0 10 1 0
F103 88,7 10 1 0,3
F106 88,4 10 1 0,6

F20 (control) 88,0 10 2 0
F203 87,7 10 2 0,3
F206 87,4 10 2 0,6

El andlisis de los resultados se presenta de forma
individualizada evaluando por una parte los resultados obtenidos
para las muestras frescas y por otra los obtenidos para las
muestras tratadas térmicamente, ya que el tratamiento térmico
afecta a las caracteristicas de la matriz proteica y por ello resulta

de interés conocer su comportamiento y caracteristicas.

5.1.1. Humedad, actividad de agua y pH

La Tabla IV.3. muestra los valores promedio de: humedad,
actividad de agua (ay,) y pH de las diferentes formulaciones
estudiadas, en funcidn del contenido en NaCl y MTGasa presente en
la muestra asi como del tratamiento térmico. Los valores de
humedad para las muestras sin tratamiento térmico (muestras
frescas) oscilaron entre 70,3(0,2) g agua/100 g muestra vy
72,62(0,09) g agua/100 g muestra, siendo el valor mas bajo el
obtenido para la formulaciéon con 2% de NaCl y 0,3% de MTGasa
(F203).
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Tabla IV.3. Valores de humedad, a, y pH obtenidos para las
diferentes formulaciones en funcion del nivel de NaCl vy
transglutaminasa microbiana (MTGasa) presente en la misma asi

como del tratamiento térmico. Valores promedio (SD).

% MTGasa % NaCl % Humedad aw pH

o) C 1 72,62 (0,09)® 0,983 (0,001)® 6,103 (0,006)®
= ontrol
KT 2 71,3 (0,8)® 0,978 (0,001)© 6,12 (0,01)®
Eé 03 1 72,5 (0,3)@ 0,983 (0,000)® 6,1 (0,0)®@
gé ' 2 70,3 (0,2)® 0,976 (0,001)¥ 6,14 (0,01)®9
c 0.6 1 71 (0,4)® 0,982 (0,001)® 6,183 (0,006)
@ ' 2 70,8 (0,1)® 0,978 (0,001)© 6,143 (0,006)
o 1 72,8 (0,6)® 0,983 (0,001)® 6,307 (0,006)®
= Control
KT 2 70,6 (0,2)® 0,980 (0,001)® 6,283 (0,006)
gé 03 1 72,4 (0,5)@ 0,984 (0,000)® 6,407 (0,006)®
gg ' 2 70,8 (0,2)® 0,979 (0,001)® 6,277 (0,006)
5 06 1 71 (0,4)® 0,985 (0,001)® 6,4 (0,0)®
(@] 7

2 70,1 (0,8) 0,979 (0,001)® 6,2 (0,00@

(a)(b)(c)(d) Grupos homogéneos establecidos por el ANOVA (a<0,05) utilizando

como factor las formulaciones estudiadas.

La adicibn de agua a los productos reestructurados es
importante para conseguir una textura adecuada en el producto
final. La naturaleza polar de las moléculas de agua favorece el
agrupamiento de los residuos hidrofdobicos dentro de la cadena
polipeptidica para minimizar la entropia que resultaria de la
exposicién al agua de la superficie de los residuos hidrofdbicos.
Esto hecho también contribuye a la estabilidad conformacional de
las moléculas proteicas antes del calentamiento y podria ser la
base de las uniones intermoleculares cuando residuos hidrofébicos
de moléculas proteicas adyacentes son expuestas a la superficie
durante el calentamiento. De esta manera, el agua sirve
inicialmente para dispersar las proteinas miofibrilares, permitiendo

una red mas amplia para llevar a cabo las uniones proteina-
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proteina formadas durante el calentamiento. Las proteinas
miofibrilares cargadas son solubles en agua y en presencia de sal,
siendo estabilizadas en una particular red tridimensional por el
balance entre las fuerzas intermoleculares y las interacciones
superficiales con el agua (Lanier, 1990). La presencia de agua es
importante ya que puede afectar a parametros fundamentales para
la aceptacion del producto, tales como: la dureza, la cohesividad, el
color y el flavor del gel y por ello es necesario desarrollar una
formulacion que mantenga una cantidad de agua optima en su
matriz. La presencia de NaCl y MTGasa en las formulaciones frescas
tuvieron un efecto significativo sobre la humedad de las mismas.
Los valores mas bajos de humedad se obtuvieron en aquellas
muestras que contenian un 2% de NaCl. La adiciéon de 0,3% de
MTGasa presentd diferencias significativas (p<0,05) entre ambos
niveles de sal empleados, sin embargo cuando se empled un 0,6%
de MTGasa el nivel de NaCl no mostré ningun efecto sobre este
parametro. Las muestras tratadas térmicamente presentaron
valores de humedad similares a las frescas. El valor mas bajo se
obtuvo para la formulacion con 2% de NaCl y 0,6% de MTGasa
(F206). En este caso aparecieron diferencias significativas (p<0,05)
entre 1% y 2% de NaCl independientemente del nivel de MTGasa.
En cuanto a los valores de actividad de agua (a,) de las
muestras frescas se observa que, las diferentes formulaciones se
vieron afectadas fundamentalmente por la adicion de sal, tal y
como era de esperar. La a, descendid significativamente (p<0,05)
por el incremento del nivel de NaCl independientemente del nivel
de MTGasa empleado. El efecto conservador de la adicion de sal es
debido fundamentalmente al descenso de los valores de a, que

provoca, limitando asi el crecimiento de microorganismos. El
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tratamiento térmico no afectd a los valores de a, observandose el
mismo comportamiento que para las muestras frescas.

Finalmente, los valores de pH obtenidos en funcion del nivel de
sal y de MTGasa empleada en la formulacién para las muestras
frescas mostraron diferencias significativas (p<0,05) entre ambos
niveles de NaCl independientemente del nivel de MTGasa
empleado. Por otra parte, para las formulaciones con 1% de NaCl
la adicion de MTGasa también mostro diferencias significativas
entre el nivel de 0,3 y 0,6%. Las muestras tratadas térmicamente
con un 2% de NaCl en su formulacion presentaron menores valores
de pH (p<0,05) que las muestras que solo contenian 1% de NacCl.
En este caso también aparecieron diferencias significativas entre
ambos valores de NaCl independientemente del nivel de MTGasa
empleado. El incremento del nivel de transglutaminasa produjo un
ligero pero significativo descenso (p<0,05) en los valores de pH.
Leroi y Joffraud (2000) en un estudio llevado a cabo en salmodn
ahumado, concluyen que la adicién de sal (NaCl) en la formulacion
produjo un descenso lineal significativo en los valores de pH. El
descenso de pH en el pescado debido a la adicion de sal puede ser
explicado por el incremento de la fuerza idnica de la solucién que
se encuentra en el interior de las células (Leroi y Joffraud, 2000).

De acuerdo con Uresti et al. (2004), tras el analisis de los
resultados obtenidos, se observa que la adiciéon de sal no solo es
necesaria para favorecer la accion de la transglutaminasa si no
también para reducir el nivel de humedad y de actividad de agua
presente en la muestra, factores limitantes para la vida util del

producto.
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5.1.2. Capacidad de retencion de agua (CRA)

La capacidad de retencion de agua (CRA) es un parametro
directamente relacionado con la jugosidad de los alimentos, de
manera que valores altos de CRA se corresponden con productos
jugosos (Huss, 1998). La CRA de agua de este tipo de productos es
importante por diversos motivos: desde un punto de vista
economico, la pérdida de agua es comercialmente equivalente a la
pérdida de producto y ademas el exudado acumulado no es
atractivo para el consumidor. Por otra parte, hay que destacar que
la habilidad de un producto por retener agua tiene una influencia
importante sobre la textura del mismo (Fennema, 1990; Olsson et
al., 2003). La Figura IV.4. muestra la variacién de los valores
obtenidos para la capacidad de retencién de agua en funcién de la
formulacion estudiada y del tratamiento térmico. Los valores de
CRA para las muestras sin tratamiento térmico (Figura IV.4. a)
oscilaron entre 93,1(0,5)% vy 96,2(0,2)%, siendo el valor mas alto
el obtenido en la formulacién con 2% de NaCl y 0,6% de MTGasa
(F206). En las muestras con 1% de NaCl la adicién de MTGasa
afectd significativamente (p<0,05) provocando un descenso de los
valores de CRA. La interaccion entre la sal y MTGasa en las
muestras frescas resulté significativa y los analisis estadisticos
mostraron que en las formulaciones con 0,6% de MTGasa la
cantidad de NaCl afecté de forma significativa obteniéndose valores

mas altos en aquellas formulaciones con 2% de NacCl.
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[ 1% NaCl [1 2% NaCl [ 1% NaCl [ 2% NaCl
98 4 98 1
97 1 a @ a 97 1
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93 4 93 1
92 1 92 1
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Control 0,3% 0,6% Control 0,3% 0,6%
MTGasa MTGasa MTGasa MTGasa
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Figura IV.4. Valores de capacidad de retencion de agua (CRA)
obtenidos para las diferentes formulaciones en funcion del nivel de
sal y de transglutaminasa empleado para las muestras frescas (a) y

las muestras tratadas térmicamente (b).

En las muestras tratadas térmicamente se observa (Figura 1V.4.
b) que la aplicacion del tratamiento térmico redujo, en algunos
casos, los valores de CRA siendo el valor mas alto 95,6(0,3)%
correspondiente a la formulacién con 2% de NaCl y 0,3% de
MTGasa (F203). En este caso la adicién de 2% de NaCl dio mayores
valores de CRA mostrando diferencias significativas en las muestras
control y en aquellas que contenian 0,3% de MTGasa. Por otra
parte, las formulaciones con 0,6% de MTGasa mostraron valores
mas bajos de CRA comparados con aquellas con 0,3% de MTGasa
aunque no mostraron diferencias significativas (p>0,05). Sin
embargo, este resultado ya fue observado por Ramirez et al.
(2002b) en sus estudios, en donde se veia que un exceso MTGasa
en la formulacidn podia causar un incremento en las interacciones
proteina-proteina con el consecuente descenso entre las uniones
proteina-agua induciendo por tanto un descenso en la capacidad de

retencidon de agua. Asi pues, la aplicacion de una alta concentracion
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de MTGasa (0,6%) podria producir una excesiva agregacion
proteica en detrimento de las propiedades texturales y de la
capacidad de retencion de agua en los productos reestructurados
cocidos.

Los resultados mostraron que la adicion de NaCl es necesaria
para inducir las uniones proteina-agua durante la elaboracion de
los productos reestructurados aunque para la obtencién de un gel
bien estructurado es necesario un correcto balance entre las
uniones proteina-agua y las uniones proteina-proteina inducidas
por la MTGasa. En términos generales, la adicion de NaCl a la pasta
de pescado, con suficiente grado de picado, rompe las uniones
idonicas entre proteinas, disolviendo y desestabilizando su
estructura molecular hacia la subsecuente desnaturalizacién
térmica y promueve las interacciones hidrofébicas. Estas
interacciones hidrofébicas, reordenacion de los puentes de
hidrogeno asi como de las uniones covalentes de proteinas, juegan
un papel muy importante en la formaciéon de la red proteica cuando
el gel es calentado. Sin embargo, todavia hay desconocimiento
sobre el mecanismo exacto responsable de la formacién del gel
(Sanchez-Gonzalez et al., 2008) y en la bibliografia se puede
observar que existen discrepancias sobre la contribucién de la
MTGasa en la capacidad de retencién de agua y se considera que
estd condicionada por el tipo de producto, la cantidad de enzima,
las condiciones de procesado, la calidad de la proteina, el tamafio
de las particulas a partir de las cuales se elabora el reestructurado,
etc. (Fisher, 1999; Kerry et al., 1999; Kuraishi et al., 2001;
Cofrades et al., 2006).
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5.1.3. Propiedades opticas

Los valores correspondientes a las coordenadas de color (L*,
a*, b*, tono (hyp*) y croma Cy*) de las diferentes formulaciones
en funcion del nivel de NaCl y MTGasa, asi como del tratamiento
térmico, se presentan en la Tabla IV.4. En las muestras frescas la
adiciéon de 1 6 2% de NaCl en aquellas muestras sin MTGasa
(control) no afecté de manera significativa (p>0,05) a ninguna de
las coordenadas colorimétricas. Los valores de L* se vieron
modificados por la adicion de MTGasa apareciendo diferencias
significativas (p<0,05) entre ambos niveles de NaCl para cada nivel
de MTGasa estudiado. Sin embargo, los valores de a* no se vieron
afectados ni por la adicién de NaCl ni por la MTGasa.

En las muestras con 1% de NaCl la adicion de 0,3 6 0,6% de
MTGasa también modificéd significativamente los valores de b*, hyp*
y Cup* siendo las diferencias mas evidentes en aquellas formulas
con 0,3% de MTGasa entre ambos niveles de NaCl. El tratamiento
térmico produjo un aumento de los valores de luminosidad (L*)
alcanzando valores de 67,5(2,4) pero en este caso, la adicién de
NaCl y de MTGasa no afecté a este parametro. El tratamiento
térmico aumentd los valores de L*, debido a la coagulacion
proteica, sin apreciarse diferencias significativas por la adicion de
NaCl ni MTGasa. El resto de coordenadas colorimétricas (a*, b*,
has* ¥ Cap*) en las muestras tratadas térmicamente se vieron
afectadas por la presencia de NaCl, apareciendo diferencias
significativas entre el 1 y 2% de NaCl para cada nivel de MTGasa

estudiado.
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Las diferencias de color encontradas para las formulaciones
estudiadas no suponen en este caso un factor limitante a la hora de
escoger una u otra formulacion ya que, aunque dichas diferencias
en algunos casos son significativas, no muestran ninguna tendencia

en funcion de la cantidad de NaCl o MTGasa afiadida.

5.1.4. Propiedades mecanicas

Con el objetivo de analizar como afecta la adiciéon de NaCl vy
NaCl combinado con MTGasa asi como el tratamiento térmico en las
propiedades mecanicas del producto reestructurado, se llevo a cabo
el ensayo de TPA descrito en el apartado 4.2.6. de materiales y
métodos. Los valores de los parametros mecanicos (dureza,
adhesividad, cohesividad, gomosidad y elasticidad) obtenidos con
dicho ensayo para las diferentes formulaciones en funcion del nivel
de sal y de transglutaminasa (MTGasa), se muestran en la Figura
IV.5. En las muestras frescas (Figura IV.5. a), la adicién de NaCl
afectd fundamentalmente a los valores de dureza, gomosidad y
cohesividad, siendo las muestras con 2% de NaCl
significativamente (p<0,05) mas duras, mas gomosas y Mmenos
cohesivas que aquellas que tan solo contenian 1% de NacCl,
independientemente del nivel de MTGasa empleado en la
formulacion. Sin embargo, la adicion de MTGasa afectd a los
valores de dureza, adhesividad y cohesividad siendo las muestras
con MTGasa mas duras y menos adhesivas y cohesivas que las
muestras control. Entre ambos niveles de MTGasa no aparecieron
diferencias significativas (p>0,05) en los parametros comentados
para un mismo nivel de NaCl. La disminucidon en los valores de
adhesividad debido a la presencia de MTGasa puede ser explicada
por la accién de dicha enzima sobre las uniones proteina-proteina

formando una red tridimensional responsable de una mayor
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retencion de agua y una disminuciéon de exudado que es el
responsable de que la superficie se muestre “pegajosa”. Los
valores de elasticidad se vieron significativamente afectados por la
adicién de 0,3% de MTGasa mostrando comportamientos inversos
en funcion del nivel de NaCl empleado. Los analisis estadisticos
realizados para las muestras tratadas térmicamente (Figura IV.5.
b) mostraron que la adicion de NaCl y MTGasa no afectd
significativamente ni a la cohesividad ni a la elasticidad de las
muestras. Uresti et al. (2006), en estudios llevados a cabo en geles
de surimi, observaron que la cohesividad de éstos no se ve
afectada por el tratamiento térmico ni por los tratamientos de altas
presiones pero que concentraciones superiores al 0,5% de MTGasa
la disminuye, por lo que se considera que esa cantidad no debe ser
sobrepasada ya que afecta negativamente a uno de los principales
parametros de calidad del los geles de surimi. La dureza se vio
significativamente afectada por la adicion de MTGasa (p<0,05) y
solo aparecieron diferencias significativas entre ambos niveles de
MTGasa para el 2% de NaCl. Finalmente, la gomosidad de las
muestras tratadas térmicamente también se vio afectada por la
interaccion de ambos factores: la adicion de NaCl y MTGasa. El
tratamiento térmico aumenta considerablemente la dureza, la
gomosidad y la elasticidad del producto reestructurado y reduce la

adhesividad con respecto a las muestras frescas.
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Figura IV.5. Valores de los parametros mecanicos (dureza,

adhesividad, cohesividad, gomosidad y elasticidad) obtenidos con

182




Capitulo IV: Obtencion de productos reestructurados

el ensayo de TPA para las diferentes formulaciones en funcion del
nivel de sal y de transglutaminasa (MTGasa) empleado para las

muestras frescas (a) y las muestras tratadas térmicamente (b).

En resumen, se puede observar que tanto la adicion de NaCl
como de MTGasa afectan a los parametros texturales del producto
reestructurado confiriéndole propiedades diferentes que influiran
fundamentalmente en la aceptacion del mismo por parte del
consumidor. Esto vuelve a poner de manifiesto el efecto sinérgico
del NaCl y la MTGasa que ha sido confirmado por otros autores,
como Klitemeyer et al. (2005) que en sus estudios afirman que la
adicion de cloruro sédico tiene efecto positivo sobre la actividad
enzimatica de la MTGasa mejorando su actividad y la solubilidad
del enzima en agua. Wan et al. (1992) en sus trabajos observaron
gue la adicidon de NaCl resultdé en un incremento de la dureza del
gel de las muestras frescas y tratadas térmicamente mostrando un

efecto sinérgico con la MTGasa.

Los resultados obtenidos para los parametros fisico-quimicos y
las propiedades oOpticas y mecanicas, muestran que es necesaria la
incorporacion de NaCl para la obtencibn de productos
reestructurados con propiedades aceptables utilizando
transglutaminasa como agente “ligante”. La aplicacion de 1% de
NaCl junto con 0,3% de MTGasa permite obtener productos
reestructurados con buenas propiedades texturales y atributos
funcionales apropiados. No obstante, para determinar la cantidad
de sal y de MTGasa aceptada por los consumidores, se realizd un
analisis sensorial cuyos resultados se muestran en el apartado
5.1.6.
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5.1.5. Analisis factorial de las muestras formuladas con NacCl
y MTGasa

Con el objetivo de tratar de evaluar y relacionar en mayor
grado el efecto de la adicion de NaCl y MTGasa a diferentes niveles
sobre las propiedades del producto reestructurado de dorada
(Sparus aurata) se llevd a cabo un analisis factorial con los datos
obtenidos en los parametros fisico-quimicos y mecanicos con los

datos fisico-quimicos y texturales.

5.1.5.1. Analisis factorial de las muestras con NaCl y MTGasa
sin tratamiento térmico

En este apartado se muestran los resultados obtenidos para el
analisis factorial de las muestras sin tratamiento térmico. De dicho
analisis se obtuvieron dos factores que explican el 76,512% de la
variabilidad de los datos (Tabla IV.5.).

Tabla IV.5. Porcentaje de variabilidad explicado por los factores del

analisis factorial.

Factor % Explicado % Acumulado
1 48,216 48,216
2 28,295 76,512

El Factor 1, que explica el 48,216% de la variabilidad (Tabla
IV.6), recoge las siguientes variables: gomosidad, elasticidad,
dureza, actividad de agua (aw) y capacidad de retencion de agua
(CRA), mientras que el Factor 2, que explica el 28,295% de la
variabilidad, recoge las variables: cohesividad, adhesividad vy

humedad.
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Tabla IV.6. Distribucion de las diferentes variables y sus pesos

sobre cada uno de los factores.

Factor 1 Factor 2
Gomosidad 0,934
Elasticidad 0,759
Dureza 0,72
aw -0,706
CRA 0,663
Cohesividad 0,957
Adhesividad -0,871
Humedad -0,635

Tal y como se puede observar en la Figura IV.6., el analisis
factorial muestra un efecto importante del nivel de NaCl presente
en la formulacién lo que confirma los resultados analizados hasta el
momento para los parametros fisico-quimicos y mecanicos, es
decir, que el nivel de NaCl afecta en mayor medida a las
propiedades estudiadas que la proporcion de MTGasa empleada.
Las muestras con 2% NaCl presente en la formulacién mostraron
mayores valores para las propiedades mecanicas estudiadas
(dureza, elasticidad, gomosidad) asi como una mayor capacidad de
retenciéon de agua con un menor nivel de humedad y de actividad
de agua (aw). ElI nivel de NaCl afecta de manera directa y
determinante a la dureza, gomosidad, elasticidad, a,, y CRA de las
muestras separando claramente a las muestras con 1% de NaCl de

aquellas que fueron formuladas con 2% de NaCl.
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Figura IV.6. Analisis Factorial. Representacién en el plano factorial,
de las variables estudiadas y las muestras evaluadas sin

tratamiento térmico.

5.1.5.2. Analisis factorial de las muestras con NaCl y MTGasa
con tratamiento térmico

En el caso de las muestras tratadas térmicamente el andlisis
factorial extrajo dos factores que son capaces de explicar el
71,819% de la variabilidad mostrada por los datos (Tabla IV.7.). En
este caso el factor 1 estd compuesto por las variables: dureza,
gomosidad, elasticidad y cohesividad y explica el 49,322% de la
variabilidad, mientras que, el factor 2 que explica el 22,497% de la
variabilidad esta formado por la adhesividad, a,, humedad y la CRA
(Tabla IV.8.).
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Tabla IV.7. Porcentaje de variabilidad explicado por los factores del

analisis factorial.

Factor % Explicado % Acumulado
1 49,322 49,322
2 22,497 71,819

Tabla IV.8. Distribucion de las diferentes variables y sus pesos

sobre cada uno de los factores.

Factor 1 Factor 2
Dureza 0,96
Gomosidad 0,897
Elasticidad 0,87
Cohesividad 0,083
Adhesividad 0,813
aw -0,865
Humedad -0,71
CRA 0,846

En la Figura IV.7. se muestra como para el caso de las
muestras tratadas térmicamente el analisis factorial presenta una
distribucion de las muestras similar a la observada para las
muestras frescas. En este caso también se observa que las
muestras se separan en funcion del nivel de NaCl empleado en la
formulacion mostrando un efecto determinante en las variables
estudiadas. No obstante, para las muestras tratadas térmicamente
la presencia de 1 6 2% de NaCl afecta fundamentalmente a las
variables correspondientes al Factor 2, es decir, a la dureza,

gomosidad, elasticidad y cohesividad.
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Figura IV.7. Analisis Factorial. Representacién en el plano factorial,
de las variables estudiadas y las muestras evaluadas con

tratamiento térmico.

5.1.6. Analisis sensorial

En este apartado se presentan los resultados obtenidos para
dos analisis sensoriales. El objeto del primer analisis, tal y como se
indica en el apartado 4.3. del presente capitulo, fue seleccionar el
nivel de transglutaminasa 6ptimo para conseguir la dureza deseada
en la formulacién base. Para ello se fijo un nivel de sal (1% NaCl) y
se probaron tres niveles de transglutaminasa (0, 0,3 y 0,6%
MTGasa). El segundo analisis se llevd a cabo con el fin de obtener

el nivel de sal 6ptimo en la formulacién base.

5.1.6.1. Analisis sensorial para la determinacion del nivel
MTGasa
Las respuestas de los catadores se obtuvieron a partir del

cuestionario (Anexo A) que se les repartido a cada catador, tal y
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como se explica en el apartado 4.3 de materiales y métodos del
presente capitulo. Para analizar las respuestas obtenidas por los
catadores en relacién a la comparacion pareada multiple llevada a
cabo se elabor6 la Tabla IV.9. donde en las columnas se encuentra
el nUmero de veces (frecuencia) que una determinada muestra fue
seleccionada cuando se comparaba con todas y cada una del resto

de muestras para un mismo atributo (filas).

Tabla IV.9. Frecuencia de las respuestas de los catadores en la
comparacién pareada multiple de las formulaciones con diferentes

niveles de transglutaminasa.

Atributos 0% MTGasa 0,3% MTGasa 0,6% MTGasa
Aspecto 32 21 28
Dureza 25 16 40
Gomosidad 24 30 27
Muestra preferida 32 22 27

Con el fin de comparar todas las muestras en conjunto, el
analisis de los resultados se llevo a cabo a partir del la utilizacién
del Test de Friedman (Meilgaard et al., 1999) y el analisis de

correspondencias.

Test de Friedman y Suma de Rangos

La primera etapa del analisis fue obtener la suma de rangos de
cada muestra. Este valor se obtuvo adicionando a la suma de las
frecuencias de las filas, dos veces la suma de las frecuencias de las
columnas para cada formulacion. Una vez obtenida la suma de
rangos para cada formulacion se calculd la funcidén estadistica T de
Freidman (ecuacion 1IV.2.) para comprobar si las diferencias
encontradas en la ordenacién de las puntuaciones de los atributos y

la preferencia fueron significativas.
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T[4 \ RZ_(g [t—1]2) ecuacion 1V. 2
_(th; o 2.

donde:
p = numero de veces que el disefio basico se repite (p=27)
t = nimero de muestras (t=3)

R = suma de rangos para cada tratamiento

Los valores obtenidos con esta formula (Tabla IV.10.) se
compararon con el valor estadistico tabulado de x2 con 2 grados de

libertad (5,99 con un nivel de confianza de a=0,05). En la Tabla
IV.10. se aprecia que los catadores solo encontraron diferencias

significativas para el atributo dureza, debido a que el valor de T
calculado para dicho atributo fue mayor que el valor de x2

tabulado.

Tabla IV.10. Valores T de Friedman para los distintos atributos

analizados.
Atributos T de Friedman
Aspecto 3,1
Dureza 14,5%
Gomosidad 0,9
Muestra preferida 2,5

(*)Diferencias significativas para un a = 0,05.

Con el fin de ver entre qué muestras existen diferencias
significativas, se realizd6 una comparacion multiple entre las
muestras, empleando el método HSD (Honestly Significance
Difference) de Tukey (Meilgaard et al., 1999). Para calcular el valor

HSD de Tukey se utilizo la ecuacion 1V.3.
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t :
HSD = dgq,t, pT ecuacion IV.3.

donde:
Jat,0 = Valor tabulado
p = numero de veces que el disefo ha sido repetido (p=27)

t = niUmero de muestras (t=3)

En este caso el valor de g tabulado para 2 grados de libertad y
un nivel de confianza de a=0,05, es de 3,31. El valor HSD que se
obtuvo fue de 14,90. Para comparar entre las distintas parejas que
se ofrecieron a los jueces, se hizo la diferencia de suma de rangos
(Tabla IV.11.), restando lo que dio la suma de rangos de una
muestra a la suma de rangos de la muestra con la que se compara,
siempre en valor absoluto. Las diferencias se compararon con el

valor de HSD vy fueron significativas cuando superé este valor.

Tabla 1IV.11. Diferencia entre la suma de rangos para las

formulaciones estudiadas.

) 0% MTGasa-0,3% 0% MTGasa-0,6% 0,3% MTGasa-0,6%
Atributos

MTGasa MTGasa MTGasa
Aspecto 11 4 7
Dureza 9 15% 24%*
Gomosidad 6 3 3
Muestra Preferida 10 5 5

(*) Diferencias significativas para un a = 0,05.

Se puede observar en la Tabla IV.11. que las diferencias
significativas se establecieron, para el atributo dureza, entre la
muestra que no contenia MTGasa en su formulacién y la que
contenia un 0,6% Yy entre la muestra con 0,3% de MTGasa y la de
0,6%. Los catadores no encontraron diferencias significativas entre

las muestras que no llevaban MTGasa y las que llevaban un 0,3%.
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El resto de atributos estudiados en el analisis sensorial no se vieron
modificados por la presencia de MTGasa como se puede observar

en los resultados obtenidos.

Analisis de correspondencias

Para determinar la preferencia y las relaciones que tenian los
diferentes niveles de MTGasa con respecto a los atributos
estudiados se prosiguié con el andlisis de correspondencias. Los
resultados obtenidos no fueron significativos y por tanto no se pudo
extraer informacion adicional relevante para el analisis de los

datos.

Los resultados obtenidos en este primer analisis sensorial
indican que existen diferencias significativas para el atributo dureza
en funcidén del nivel de MTGasa empleado y estas diferencias se
establecen entre aquellas muestras que no llevan MTGasa (0%
MTGasa) y las que llevan 0,6% y entre las que llevan 0,3% vy 0,6%
de MTGasa. La formulacién que mas puntuacion obtuvo en cuanto a
la “muestra preferida” fue la de 0% de MTGasa, pero debido a que
la presencia de 0,3% de MTGasa en la formulacion reduce la
adhesividad del producto reestructurado, y puesto que no
aparecieron diferencias significativas para ningun atributo
estudiado entre las muestras que no llevaban MTGasa (0%) y
aquellas que llevaban 0,3%, se decidié fijar la cantidad de MTGasa

en la férmula base en un 0,3%.
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5.1.6.2. Analisis sensorial para la determinacion del nivel de
NacCl

El objetivo del presente andlisis, tal y como se ha especificado
anteriormente, fue obtener el nivel 6ptimo de sal para elaborar la
formulacion base. El analisis de los resultados se llevd a cabo de la
misma manera que en el apartado 5.1.6.1. En este caso se empled
la cantidad de MTGasa seleccionada en el primer analisis sensorial
(0,3% de MTGasa) y se evaluaron tres niveles de NaCl (0%, 1% y
2%). Las respuestas de los catadores se obtuvieron a partir del
cuestionario (Anexo B) que se repartié a cada catador, tal y como
se explica en el apartado 4.3 de materiales y métodos del presente
capitulo. En la Tabla IV.12. se muestran las frecuencias obtenidas

para cada muestra en funcién del atributo evaluado.

Tabla IV.12. Frecuencia de las respuestas de los catadores en la
comparacion pareada multiple de las formulaciones con diferentes

niveles de NacCl.

Atributos 0% NacCl 1%NaCl 2%NaCl
Aspecto 25 32 33
Dureza 9 39 42
Nivel de sal 5 42 43
Muestra preferida 10 43 37

Al igual que en el apartado anterior (5.1.6.1.), el analisis de los
datos obtenidos se efectué mediante los andlisis estadisticos que se

comentan a continuacion.

Test de Friedman y Suma de Rangos

En este caso la suma de rangos se calculé para las todas las
formulaciones, tal y como se explica en el apartado 5.1.6.1. Una
vez obtenida la suma de rangos para cada formulacion se calculd la

funcién estadistica T de Friedman segun la ecuacion IV.2. para
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comprobar si las diferencias encontradas en la ordenacién de las
puntuaciones de los atributos y la preferencia fueron significativas.
En la Tabla IV.13. se pueden observar los valores de T de

Friedman obtenidos en este andlisis sensorial. Dichos valores
2
fueron comparados con el valor %~ tabulada con 2 grados de

libertad (5,99 con un nivel de confianza de a=0,05).

Tabla IV.13. Valores T de Friedman para los distintos atributos

analizados.
Atributos T de Friedman
Aspecto 1,7
Dureza 29,6*
Nivel de sal 41,7*
Muestra preferida 27,5%

(*)Diferencias significativas para un a = 0,05.

Como puede observarse en la Tabla IV.13., en este analisis
sensorial se establecieron diferencias significativas para todos los
atributos analizados excepto para el aspecto, que no se vio
modificado por el nivel de NaCl presente en la formulacion.

Para evaluar entre qué muestras se establecian dichas
diferencias significativas, se realizé una comparacién multiple entre
las muestras empleando el método HSD (Honestly Significance
Difference) de Tukey mediante la ecuacion IV.3. En este caso el
valor de q tabulado para 2 grados de libertad y un nivel de
confianza de a=0,05, es de 3,31. El valor HSD que se obtuvo fue
de 15,70. Para comparar entre las distintas parejas que se
ofrecieron a los jueces, se hizo la diferencia de suma de rangos

(Tabla IV.14.) tal y como se explica en el apartado 5.1.6.1.
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Tabla 1V.14. Diferencia entre la suma de rangos para las

formulaciones estudiadas.

Atributos 0% NaCl - 1% NaCl 0% NaCl - 2% NaCl 1% NaC - 2% NacCl
Aspecto 7 8 1
Dureza 30* 33* 3
Nivel de sal 37* 38* 1
Muestra Preferida 33* 27%* 6

(*) Diferencias significativas para un a = 0,05.

El resultado de este analisis mostrd diferencias significativas
entre la muestra que no contenia NaCl en su formulacién y las que
contenian 1 6 2%, para todos los atributos estudiados excepto para
el aspecto. Los catadores apreciaban la presencia de NaCl pero no
fueron capaces de diferenciar entre un 1% y un 2% de NaCl en la

formulacion.

Analisis de correspondencias

En este caso, con el objetivo de determinar la preferencia y las
relaciones que tenian los diferentes niveles de NaCl con respecto a
los atributos estudiados, se prosiguid6 con el analisis de
correspondencias. De dicho analisis se obtuvieron dos factores que
explican el 100% de la variabilidad de los datos (Tabla IV.15.), de
esta forma se puede decir que los atributos y las diferentes
formulaciones estuvieron bien representadas a lo largo del plano
factorial.

Los datos presentados en las Tablas IV.16. y IV.17. muestran
gue las formulaciones y los atributos estan bien representados a lo
largo de los dos primeros factores, ya que las sumas de las
contribuciones relativas de estos dos factores en relacién a cada
formulacion fueron altas. Por lo tanto, los resultados mas

relevantes del analisis sensorial realizado pueden ser deducidos del
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estudio de la proyeccion en el plano factorial representado en la
Figura IV.8.

Tabla IV.15. Porcentaje de variabilidad explicado por los factores

del analisis de correspondencias.

Factor % Explicado % Acumulado
1 97,3 97,3
2 2,7 100

Tabla IV.16. Contribuciéon de los factores a la inercia de las

formulaciones.

Formulaciones Factor 1 Factor 2 Suma de Factores
0% NacCl 1 0 1
1% NaCl 0,845 0,155 1
2% NaCl 0,819 0,181 1

Tabla IV.17. Contribucién de los factores a la inercia de cada

atributo.
Atributos Factor 1 Factor 2 Suma de Factores
Aspecto 1 0 1
Dureza 0,870 0,130 1
Nivel sal 0,994 0,006 1
Muestra preferida 0,544 0,456 1

La Figura IV.8. muestra la proyeccidn de los atributos y las
formulaciones evaluadas en wun plano factorial. Segun la
distribucion de los atributos en el plano, se puede observar que la
formulacion preferida por los catadores fue la que tenia un 1% de
NaCl. El nivel de NaCl afecté a la dureza de la muestra y los
catadores identificaron la formulaciéon con un 2% de NaCl como la
mas dura. En cuanto al nivel de sal, los catadores apreciaban la
presencia de NaCl pero no eran capaces de diferenciar entre ambos

niveles de NaCl (1 6 2%). Finalmente, en la Figura IV.8. se puede

196




Capitulo IV: Obtencion de productos reestructurados

observar que el aspecto de las muestras no fue un atributo que

consideraron importante a la hora de elegir la muestra preferida.

1

0,5
Muestra preferida
A 1%NaCl
0%NaCl pspecto
0
© Nivel de sal
D Dureza
2%NacCl
-0,5
-1
-1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5

Figura IV.8. Analisis de correspondencias. Representacion en el
plano factorial, de los atributos elegidos (circulos) y las muestras

evaluadas (tridngulos).

En resumen, se puede decir que en el primer analisis sensorial
los catadores no encontraron diferencias significativas entre la
formulacion que no contenia MTGasa y la que contenia 0,3% v,
debido a que la presencia de 0,3% de MTGasa reduce la
adhesividad del producto reestructurado, se decidid fijar el nivel de
MTGasa en 0,3%. Por otra parte, en el segundo analisis sensorial
los catadores eligieron aquella formulacion que contenia 1% de
NaCl y el atributo “aspecto” no tuvo un peso importante en la
eleccion de la formulacién preferida. Tras los resultados obtenidos,
se decidié fijar la férmula base con 1% de NaCl y 0,3% de MTGasa
(F103). En posteriores apartados se procedera al estudio del
almacenamiento de la misma con el fin de determinar su vida util

tanto en fresco como con tratamiento térmico.
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5.1.7. Analisis estructural

Una de las formas de analizar las interacciones entre los
diferentes ingredientes de una formulacion es a través del andlisis
microestructural mediante microscopia electronica de barrido. La
microestructura de un alimento determina en gran medida sus
caracteristicas sensoriales y mecénicas. Esta se define como una
organizacion compleja de componentes quimicos, sometidos a la
influencia de fuerzas fisicas internas y externas, visible Unicamente
a través de instrumentos especificos (Stanley y Tung, 1976). La
estructura interna de los geles y reestructurados de pescado es una
red tridimensional que se desarrolla como consecuencia de la
solubilizacidon proteica facilitada por la inclusion de una sal (NaCl
principalmente) que eleva la fuerza idnica y un proceso de
coagulacién influenciado por la temperatura.

En este apartado se van a analizar los cambios estructurales del
filete de dorada como consecuencia de su transformacion de filete
a pasta de pescado y de pasta de pescado a producto
reestructurado de pescado. Al mismo tiempo se pretende analizar
el efecto de la adicion de los diferentes ingredientes (MTGasa y
NaCl) sobre dichos cambios estructurales. En la Figura IV.9.a) se
puede observar la estructura que muestra un corte transversal del
filete de dorada fresco. En la micrografia se aprecian las miofibrillas
rodeadas por una fina membrana del sarcolema, son estructuras
reticulares formadas por los complejos proteicos de actina-miosina
una vez sublimada el agua. En la micrografia correspondiente a la
pasta de pescado (Figura IV.9.b) puede apreciarse que estas
membranas han desaparecido quedando sélo la estructura proteica
gelificada que forma un reticulo poco compacto y que aparece
mostrando un aspecto irregular. La regularidad, forma, grosor y

tamano de poros del reticulo pueden dar una idea del grado de
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agregacion proteica que se produce. La pasta de pescado con 1%
de NaCl y sin MTGasa (Figura IV.9.c) muestra un aspecto
ligeramente diferente a la pasta de pescado sin NaCl, observandose
una estructura mas porosa con un mayor numero de espacios
vacios presentes en la matriz, este aspecto podria ser debido a la
solubilizaciéon proteica sufrida debido a la adicién de NaCl. La
presencia de 0,3% de MTGasa (Figura IV.9.d) redujo dichos
espacios vacios formando una estructura proteica mas agregada
dando lugar a una red con mayor densid de entramado. En la
Figura IV.9.e) se puede observar el efecto que tuvo el hecho de
que la muestra fuera embutida y estuviera en refrigeracién durante
24 horas. Si se compara la Figura IV.9.c) con la Figura IV.9.e) se
observa un entramado mas estructurado y compacto. Este
resultado estd en la linea del obtenido por Trespalacius y Pla
(2007) que en sus estudios observaron que la red formada en geles
de pollo con 1% de NaCl sin MTGasa mostré un mayor nimero de
espacios vacios dando un aspecto mas poroso a la muestra y que
dichos espacios fueron irregulares, mientras que en aquellas
muestras a las cuales se les incorporé MTGasa en la formulacion la
estructura fue mas compacta y homogénea.

Finalmente en la Figura IV.9.f) se puede observar el producto
reestructurado con 0,3% de MTGasa y 1% de NaCl tras ser
embutido en tripa de celulosa y después de un periodo de 24 horas
de incubacién. En dicha micrografia se puede observar que la
matriz del gel muestra un aspecto mas uniforme y compacto que
las muestras analizadas hasta el momento, lo cual podria explicar
la mayor dureza del gel que muestran las formulaciones con NaCl y

MTGasa presente en la formulacion respecto a las muestras control.
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Figura IV.9. Micrografias de Cryo-SEM (x 2000) de: seccién
transversal del filete de dorada (Sparus aurata) (a), pasta de
pescado fresca triturada sin nada (b), pasta de pescado fresca
triturada con adiciéon de 1% de NaCl (c), pasta de pescado fresca
triturada con 0,3% de MTGasa (d), pasta de pescado fresca

triturada con 1% de NaCl y embutida durante 24 h en refrigeracion
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(e) y finalmente pasta de pescado con 1% de NaCl y 0,3% de
MTGasa embutida y tras 24 h de refrigeracion (f).

5.2. Estudio de la evolucion durante el almacenamiento con
y sin tratamiento térmico de Ila formulacion base
seleccionada

En este estudio, tal y como se describe en el apartado 4.5 de
materiales y métodos, se analizaron los cambios en la humedad, el
pH, la ay, la CRA, el color y las propiedades mecanicas durante el
almacenamiento en refrigeracion de la formula base seleccionada
(F103), con y sin tratamiento térmico. Por ultimo se realizo el
estudio de vida util microbiolégica para la féormula F103 con y sin

tratamiento térmico.

5.2.1. Evolucion durante el almacenamiento de la humedad,
actividad de agua (ay) y pH

En la Tabla IV.18. se muestra la evolucién de los parametros de
humedad, a, y pH durante el almacenamiento en refrigeracion de la
formula base con y sin tratamiento térmico. Los valores de
humedad y de a, de las muestras sin tratamiento térmico, tal y
como se puede observar, experimentaron un ligero pero
significativo (p<0,05) descenso durante el almacenamiento,
haciéndose mas evidentes dichas diferencias al cuarto dia de

almacenamiento.
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Tabla IV.18. Evolucidon de los parametros de humedad, a, y pH
durante el almacenamiento de la férmula base (F103). Valores

promedio (SD).

t (dias) % Humedad aw pH
= 0 74,7 (0,9)@ 0,986 (0,000)@ 6,08 (0,03)@
'gg 4 70,3 (0,4)© 0,983 (0,003)®) 6,2 (0,0)©
%g 6 73,5 (0,2)® 0,985 (0,002)E» 6,2 (0,01)©
4:“ 13 72,8 (0,1)®9 0,981 (0,001)« 6,0 (0,0)®
A 20 72,7 (0,5)© 0,981 (0,001)© 6,10 (0,02)@
o 0 73,5 (0,6)® 0,982 (0,004)® 6,14 (0,03)@
IS o 4 70,6 (0,14)® 0,984 (0,002)@ 6,423 (0,006)
EE 7 72,83 (0,09)® 0,988 (0,000)® 6,267 (0,006)<
§§ 15 72,8 (0,6)® 0,984 (0,001)® 6,2 (0,0)®
S 27 67,3 (0,3)© 0,984 (0,005)® 6,41 (0,02)@
© 56 66,9 (0,7)9 0,984 (0,001)® 6,413 (0,006)

(a)(b)(c)(d) Grupos homogéneos establecidos por el ANOVA (a<0,05) con el factor

tiempo de almacenamiento.

El pH, sin embargo, no mostré diferencias significativas al
comparar el dia 0 y el dia 20.

En las muestras tratadas térmicamente el descenso de
humedad fue mas acusado que en las muestras frescas oscilando
entre 73,5(0,6)% a tiempo cero y 66,9(0,7)% transcurridos 56 dias
de almacenamiento. Dicha pérdida de humedad podria ser debida a
la contraccién experimentada por las muestras durante el
almacenamiento en refrigeracion. Sin embargo, en este caso, la a,
aumentdé significativamente (p<0,05) a los 56 dias de
almacenamiento y este aumento podria ir asociado con un posible
deterioro microbiano de la muestra que posteriormente sera
discutido. Finalmente el pH de las muestras tratadas térmicamente
aumentdé significativamente (p<0,05) a los 56 dias de

almacenamiento.
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5.2.2. Evolucion durante el almacenamiento de la capacidad
de retencion de agua (CRA)

La Figura IV.10. muestra la evolucidn durante el
almacenamiento de la capacidad de retencion de agua de la
formula base (F103) con y sin tratamiento térmico. Las muestras
frescas (Figura IV.10. a) mostraron un ligero aumento de dicho
parametro durante los 13 primeros dias de almacenamiento pero
sin mostrar diferencias significativas (p>0,05). La tendencia de la
CRA a aumentar o a mantenerse constante a lo largo del tiempo
segun la enzima va actuando parece indicar que la formaciéon de
enlaces e-(y-glutamil) lisina debidos a la accion de la MTGasa
influye, aunque moderadamente, sobre la CRA, tal como afirmaron
Téllez-Luis et al. (2002), quienes ademas indicaron que el efecto de
la concentracion de NaCl en un reestructurado es mas
determinante que la cantidad de MTGasa afiadida sobre la
capacidad de retener agua. En este sentido, Han et al. (2009)
afirmaron que, como consecuencia de la formacion de la red
proteica debida a la accion de la MTGasa, las moléculas de agua

pierden movilidad quedando mas retenidas en dicha red.

104 104 -
102 - 102
100 - 100 1
< 98- a2 F 98 a \
© 964 a 2 o 9% a a a2
i il iall
92 1 92 1
90 90 ‘ |
to t4 t6 t13 t20 to t4 t7  t15 t27 t56
tiempo (dias) tiempo (dias)
a) b)

Figura IV.10. Evolucién durante el almacenamiento de la capacidad
de retencién de agua de la formula base (F103) sin tratamiento

térmico (a) y con tratamiento térmico (b).
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Los valores de CRA para las muestras frescas variaron entre
95,24(0,07)% al inicio del almacenamiento y 96,41(0,44)%
transcurridos 20 dias de almacenamiento. Los valores de CRA de
las muestras tratadas térmicamente (Figura IV.10. b) tampoco se
vieron afectadas significativamente (p>0,05) por el tiempo de
almacenamiento, mostrando mayores oscilaciones que las
muestras frescas. Las muestras tratadas térmicamente mostraron
valores de 94,46(0,85)% al inicio del almacenamiento alcanzando

valores de 96,50(0,06)% después de 56 dias de almacenamiento.

5.2.3. Evolucion durante el almacenamiento de Ilas
propiedades 6pticas

La evolucidon de las coordenadas CIEL*a*b*, el tono (hap*) vy el
croma (Cyp*) durante el almacenamiento de la formula base (F103)
se muestra en la Tabla IV.19.

La luminosidad (L*) de los reestructurados se incrementd
ligeramente a lo largo del periodo de conservacién en refrigeracion
siendo significativo (p<0,05) a los 20 dias de almacenamiento en
las muestras frescas. Dados los resultados que se muestran en la
Tabla IV.19. cabria suponer que la MTGasa no produce cambios
importantes sobre el color durante los periodos de conservacion en
refrigeracion estudiados tanto para las muestras frescas como para
las muestras tratadas térmicamente. Efectos similares fueron
encontrados por Fagan et al. (2003) en porciones de distintas
especies de pescado. Al someter estos reestructurados a
tratamiento térmico de 80 °C durante 7 min, tanto la luminosidad

como las tonalidades amarillas aumentan ligeramente (p<0,05).
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5.2.4. Evolucion durante el almacenamiento de Ilas
propiedades mecanicas

Con el fin de analizar como afect6 el tiempo de almacenamiento
a las propiedades mecanicas del producto, se realizé un ensayo de
TPA, tal y como se ha descrito en el apartado 4.2.6 de materiales y
métodos, a cada tiempo de almacenamiento estudiado. El efecto de
la incorporacién de MTGasa y otros ingredientes, como por ejemplo
alginato soédico, sobre las propiedades fisico-quimicas ha sido
estudiada por gran cantidad de autores (Ramirez et al., 2000;
Suklim et al., 2004; Vacha et al., 2006; Montero y Pérez-Mateos,
2002). Por lo general todos estos autores coinciden al resefiar que
con la incorporacion de estos ingredientes se consiguen mejorar las
propiedades mecanicas de los reestructurados.

Las propiedades mecanicas, tanto de las muestras frescas como
de las muestras tratadas térmicamente, se vieron alteradas debido
al tiempo de almacenamiento, tal y como se puede observar en la
Figura IV.11. En las muestras frescas, la dureza fue
incrementandose de forma lineal y significativa (p<0,05) con el
tiempo de almacenamiento alcanzando valores de 3494(480) g a
los 13 dias de almacenamiento y llegando hasta valores de
3638(181) g a los 20 dias. Este incremento lineal de los valores de
dureza en las muestras frescas podria ser debido por una parte a la
actividad residual de la MTGasa y por otra a la capacidad de la
transglutaminasa endégena de gelificar la proteina miofibrilar,
parcialmente solubilizada a temperaturas inferiores a 40 °C, como
consecuencia de la incorporacién de sal (Benjakul y Visessanguan,
2003). Ademas debe tenerse en cuenta que, durante el periodo de
conservacion en refrigeracién, se van a establecer enlaces de
hidrégeno que van a ser en parte responsables de ese aumento en

la firmeza del reestructurado en crudo (Kim et al., 2004). En la
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Figura IV.11 a) puede observarse que, durante los primeros 13 dias
del periodo de conservacion en refrigeracion, las muestras frescas
disminuyeron su adhesividad hasta alcanzar valores préximos a
cero (-3,471 g-s) mientras que la cohesividad, la gomosidad vy la
elasticidad se incrementaron de forma significativa (p<0,05). El
aumento de la firmeza durante el almacenamiento en refrigeracion
cuando se incorpora MTGasa también ha sido descrito en musculo
de ternera (Cofrades et al., 2006). Como consecuencia de la
aplicacion de un tratamiento térmico a 80 °C se observa que la
firmeza de las muestras aumenta (Figura IV.11. b) debido
principalmente al establecimiento de enlaces covalentes entre las
proteinas (Sakamoto et al., 1994). El efecto del calor sobre dichas
proteinas es el responsable de los cambios en textura de los
productos cocinados como consecuencia de la desnaturalizacidon
proteica, disociacién de las proteinas miofibrilares, agregacion
proteica y la formacion de enlaces de tipo hidrofébico (Tornberg,
2005; Kong et al., 2008). Ademas de la formacion de enlaces, con
el calor, las proteinas se desnaturalizan y se agregan debido a la
destruccion de membranas celulares (Rowe, 1989) de tal forma
que todo el sistema se desorganiza. Las muestras tratadas
térmicamente mostraron un comportamiento, en cuanto a los
parametros de textura, mas variable a lo largo del
almacenamiento. La dureza de las muestras se incrementd de
forma significativa a los 56 dias de almacenamiento, lo cual puede
ser también debido al establecimiento de enlaces hidrofébicos
(Tornberg, 2005). La adhesividad disminuyd mientras que la
gomosidad y la elasticidad aumentaron significativamente (p<0,05)

a los 56 dias de almacenamiento.
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Figura IV.11. Evolucion de los parametros mecanicos (dureza,

adhesividad, cohesividad, gomosidad y elasticidad) obtenidos con
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el ensayo de TPA durante el almacenamiento de la férmula base
(F103) sin tratamiento térmico (a) y muestras tratadas

térmicamente (b).

Tras analizar los resultados correspondientes a los parametros
texturales se puede apreciar que para las muestras sin tratamiento
térmico el almacenamiento supone basicamente un aumento de su
dureza, gomosidad y pérdida de adhesividad, mientras que para las
muestras con tratamiento térmico la evolucion de estos parametros

resulta similar aunque se muestra con cierta variabilidad.

5.2.5. Estudio microbioldgico

En este apartado se muestran los resultados de los analisis
microbiolégicos de la formula base (F103) tomada como referencia
y que corresponde a la formula con un 1% de sal y 0,3% de

transglutaminasa con el fin de establecer la vida util del producto.

5.2.5.1. Evolucion de la calidad microbiolégica de la férmula
base (F103) sin tratamiento térmico durante el
almacenamiento en refrigeracion

Para conocer la calidad microbioldgica del producto envasado a
vacio durante 20 dias de almacenamiento a 4 ©°C, se realizaron
recuentos totales de aerobios mesodfilos, enterobacterias,
Salmonella spp. y Staphylococcus aureus tal y como se describe en
el apartado 4.4. de materiales y métodos.

En ninguna de las muestras analizadas se aislaron colonias de
Salmonella ni de Staphylococcus aureus durante todo el estudio de
almacenamiento. Para productos de la pesca frescos, la legislacion
espafiola (MSC, 1991) establece que debe de haber ausencia de

Salmonella, por lo que, respecto a este microorganismo, las
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muestras analizadas cumplian los requisitos legales durante todo el
periodo de almacenamiento estudiado.

En la Figura 1IV.12. se muestra la evolucion de los
microorganismos meséfilos y enterobacterias en el producto
reestructurado durante los 20 dias de almacenamiento en
refrigeracion, asi como los limites establecidos por la legislacién
espafiola en productos de la pesca frescos para ambos

microorganismos.

— - MESOFIILOS ——-- ENTEROBACT - — Mesofilos —x— Enterobacterias
14 4
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Figura IV.12. Evolucion de los microorganismos aerobios mesofilos
y enterobacterias durante el almacenamiento de la férmula base
(F103) sin tratamiento térmico. Las lineas punteadas hacen
referencia al valor marcado por la legislacién espanola para cada

microorganismo.

La legislacion espafiola (MSC, 1991), tal y como se ha expuesto
en la Tabla IV.1. del apartado 4.4. de materiales y métodos,
establece para productos de la pesca cocidos un limite maximo de
10° ufc/g para el caso de aerobios meséfilos, 10° ufc/g para
enterobacterias, 10% ufc/g para Staphylococcus aureus y ausencia

de Salmonella.
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Tal y como se puede observar en la Figura IV.12., el recuento
de microorganismos mesofilos sobrepasé el limite establecido por la
legislacién a los 7 dias de almacenamiento mientras que el
recuento de enterobacterias se mostré superior al limite establecido
en la legislacion el primer dia de formulacion debido,
probablemente, a la contaminacion producida durante la
manipulacion y formulacion del producto, haciendo que el producto
en fresco (sin tratamiento térmico) no sea viable comercialmente
desde el punto de vista microbioldgico. Seria conveniente realizar
la manipulacién y formulado del producto en condiciones de asepsia

para rebajar la carga inicial.

5.2.5.2. Evolucion de la calidad microbiolégica de la féormula
base (F103) con tratamiento térmico durante el
almacenamiento en refrigeraciéon

Del mismo modo que se vio en el apartado anterior (5.2.5.1.),
se llevd a cabo un estudio microbioldgico de las muestras tratadas
térmicamente. Las muestras fueron formuladas y, tras un periodo
de 24 horas en refrigeracion para obtener el producto
reestructurado, se sometieron a tratamiento térmico a 80 ©°C
durante 7 minutos. Posteriormente se envasaron a vacio y se
almacenaron durante 56 dias en refrigeracion a 4 °C hasta el
momento de los analisis. Se estudiaron los recuentos totales de
aerobios mesdfilos, enterobacterias, Salmonella spp. vy
Staphylococcus aureus siguiendo la metodologia descrita en el
apartado 4.4. de materiales y métodos.

La Figura IV.13. muestra los recuentos totales de aerobios
mesofilos y se puede observar como a los 7 dias de
almacenamiento comenzaron a aparecer colonias de aerobios

mesofilos que no sobrepasaron los limites establecidos por la
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legislacién (10° ufc/g) hasta los 28 dias de almacenamiento. Las
muestras presentaron ausencia de enterobacterias, St. aureus y
Salmonella durante todo el periodo de almacenamiento cumpliendo
con los limites marcados por la legislacion para dichos

microorganismos.

— - — MESOFILOS & Mesofilos

log Ufc/g

0 - . . . . . :
0 10 20 30 40 50 60

tiempo (dias)

Figura IV.13. Evolucion de los microorganismos aerobios mesofilos
durante el almacenamiento de la féormula base (F103) con
tratamiento térmico. La linea punteada hace referencia al valor

marcado por la legislacidon espanola para aerobios mesdfilos.

Por lo tanto, se puede decir que la formulacion base (F103)
podria ser viable desde el punto de vista microbiolégico durante un
periodo de 27 dias, siendo los microorganismos aerobios mesofilos
los limitantes de la vida util del producto. En este punto, cabe
recordar que el producto es formulado con sal (NaCl) como Unico
agente conservante, asi que se podria estudiar la incorporacién de
otros agentes conservantes para prolongar la vida util del producto

con tratamiento térmico.
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5.3. Obtencion de reestructurados de dorada (Sparus
aurata) con adicion de fibra (KGM, CMC y goma xantana)

Los productos reestructurados, tal y como se puede observar en
los resultados obtenidos en el apartado 5.1 y 5.2 del presente
capitulo, son una alternativa real y viable al consumo de pescado
en fresco o congelado. Una de las mayores ventajas que nos ofrece
reestructurar musculo de pescado es la posibilidad de modificar la
composicién del producto inicial afiadiendo nuevos ingredientes o
aditivos que nos van a dar como resultado un producto final con
unas caracteristicas y propiedades diferentes al producto de
partida. En este sentido, la adicidon de fibra se presenta como una
alternativa muy interesante no solo desde el punto de vista
tecnoldgico y nutricional sino como una herramienta apropiada
desde el punto de vista del marketing. Hay dos maneras de
introducir la fibra en los productos de la pesca, una es inyectando
una dispersion de fibra en el interior del filete y la otra, que es la
manera mas efectiva, es introduciendo la fibra en la formulacidn
del producto reestructurado de pescado (Sanchez-Alonso et al.,
2007). Desde un punto de vista tecnoldgico, la fibra alimentaria
mejora la capacidad de retencidon de agua, mejora el poder de
gelificacién, reduce la pérdida de rendimiento después del cocinado
y mantiene la forma del producto después del cocinado (Ang y
Crosby, 2005). En este apartado se va a tratar de evaluar el efecto
que tiene la incorporacién de diferentes fibras (konjac
glucomanano, carboximetilcelulosa y xantana) en las propiedades
fisico-quimicas, 6pticas, mecanicas, capacidad de retencién de

agua, aceptacion y vida util del producto final.
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5.3.1. Adicion de Konjac Glumanano (KGM) Y
Carboximetilcelulosa (CMC)

El Konjac glucomanano (KGM), tal y como se ha explicado en la
introduccion y en el apartado 4.1.2. de materiales y métodos del
presente capitulo, es una fibra dietética soluble en agua, se
obteniene de los tubérculos de la planta originaria del este asiatico
Amorphophallus konjac, la cual pertenece a la familia Araceae. La
estructura quimica del glucomanano incluye D-manosa y D-glucosa
(en una proporcién 8:5, respectivamente), unidas por enlace B
(1—4). Esta fibra se caracteriza por una excepcional capacidad de
captar agua, segun indican Maekaji (1974) y Kishida et al. (1978),
proporcionando una elevada viscosidad a las soluciones que forma
(Gonzélez, 2004). Existen estudios realizados sobre la aplicacién de
konjac para mejorar la calidad de salchichas tipo frankfurt bajas en
calorias (Lin y Huang, 2003), mejorar las propiedades texturales y
la capacidad de retencion de agua de geles hechos con carne de
cerdo (Chin et al., 2009) y otras aplicaciones.

La carboximetilcelulosa (CMC) es un derivado anionico de la
celulosa y difiere de ésta por su solubilidad en agua la cual
determina algunas de sus propiedades fisicas como la viscosidad, la
capacidad de absorcion y su capacidad como agente “ligante”
(Emerton y Choi, 2008; Jianu et al., 2008). EI CMC se ha empleado
como sustituto del almidén y otros aditivos, como los fosfatos,
carbonatos o citratos, en carnes procesadas y también como
modificador de textura en formulaciones de surimi (Zdzislaw,
1994).

Tanto el KGM como el CMC son fibras blancas, no aportan
sabor ni olor y practicamente no aportan calorias al producto final,
por tanto se consideran muy apropiadas para introducirlas en

productos elaborados a base de pescado blanco.
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En el presente apartado se analiza el efecto de la adicién de
KGM y CMC en las propiedades fisico-quimicas, capacidad de
retencion de agua, propiedades Oépticas y mecanicas de
reestructurados de dorada (Sparus aurata) obtenidos con 1% de
NaCl y 0,3% de MTGasa. En la Tabla IV.20. se pueden observar las

diferentes formulaciones analizadas.

Tabla IV. 20. Formulaciones estudiadas con konjac glucomanano y

carboximetilcelulosa.

Dorada (Sparus aurata) Agua Sal MTGasa Konjac CMC

Formulacién
% % % % % %
Control 88,7 10 1 0,3 0 0
F1 88,2 10 1 0,3 0,5 0
F2 87,7 10 1 0,3 1 0
F3 87,7 10 1 0,3 0 1

5.3.1.1. Humedad, actividad de agua y pH

En la Tabla IV.21. se muestran los valores de humedad, a, y pH
obtenidos para las diferentes formulaciones estudiadas. El
contenido final de humedad, en las muestras sin tratamiento
térmico, solo se vio significativamente (p<0,05) afectado por la
presencia de 1% de KGM (F2) produciendo una disminucion del 1%
respecto a la muestra control. La a, y el pH también se vieron
modificados por la adicion de fibras siendo la formulacién con 1%
de KGM (F2) la que mostro el valor mas bajo de a, y un ligero
descenso en los valores de pH que en ambos casos fueron
significativos comparados con la muestra control.

Las muestras tratadas térmicamente también mostraron
comportamientos diferentes debido a la presencia de fibras (Tabla
IV.21). En este caso, la formulacién con un contenido mas bajo de
humedad fue la que contenia 0,5% de KGM (F1), la a, fue
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significativamente menor respecto a la muestra control para todos
los casos y el pH fue ligeramente menor.

La presencia de fibras en la matriz proteica del gel de pescado
formado con 1% de NaCl y 0,3% de MTGasa modifica las
propiedades fisico-quimicas comentadas en este apartado.
Concretamente, para las muestras sin tratamiento térmico la
adicion de 1% de KGM produjo un descenso significativo (p<0,05)
de los valores de humedad, a, y pH respecto la muestra control

mostrando los valores mas bajos para los tres parametros.
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5.3.1.2. Capacidad de Retencion de Agua (CRA)

Como se ha comentado anteriormente, el konjac glucomanano
(KGM) es un polisacarido de alto peso molecular, soluble en agua y
no-iénico (Li et al., 2006; Pang, 2003). De modo que, el KGM
puede ser utilizado como aditivo en diversos tipos de alimentos
debido a su gran capacidad de absorcidn, su habilidad para formar
geles, su estabilidad, sus propiedades espesantes o de formar films
(Dave et al., 1998; Pang, 2003; Zhang et al., 2005). El konjac ha
sido introducido en surimi (Alaska Pollock y Pacific Whiting) para
investigar la habilidad de dicho compuesto frente a las propiedades
de fractura de los geles de surimi a diferentes temperaturas (5, 25,
55, 6 75 ©°C) (Park, 1996). La carboximetilcelulosa (CMC), sin
embargo, es una molécula anidnica y bastante soluble en agua. La
estructura de cualquier gel, de acuerdo con Ross-Murphy (1995),
consiste en una red formada por cadenas de macromoléculas de
gran tamafio, con cadenas laterales y con infinitos puntos de unién
como consecuencia del balance entre las interacciones de los
diferentes componentes. Los puntos de unién entre cadenas
pueden variar entre las pequefias regiones de contacto y las
grandes regiones entre algunas cadenas dependiendo de la
estructura quimica del polimero. En el caso de los geles de musculo
de pescado también dependerd de la calidad funcional de la
proteina miofibrilar, los aditivos empleados, las condiciones de
procesado, asi como de otros factores inherentes al medio como la
fuerza idnica, el pH, etc. Por otra parte, la sal incrementa la
solubilidad de las proteinas miofibrilares durante el homogeneizado
y esto trae consigo la subsecuente formacion de fuertes uniones
entre cadenas de miosina en la pasta de pescado (Niwa et al.,
1986; Wan et al., 1992). La relacion proteina-hidrocoloide puede

ser de distinta naturaleza. Pueden darse pequefas interacciones
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entre las proteinas y los hidrocoloides no-idnicos (Ambjerg-
Pedersen y Jgrgensen, 1991; Bernal et al., 1987; Imeson et al,,
1977) y ademas se producen interacciones de naturaleza
electroestatica entre los grupos cargados positivamente de la
proteina y los grupos anionicos del hidrocoloide. En sistemas
heterogéneos como el musculo de pescado, dichas interacciones
dependeran del tipo de aminoacidos e hidrocoloides presentes, del
pH del medio y de la presencia de otros componentes como las
sales. Otro aspecto a tener presente es que aunque el contenido de
agua en el producto sea alto, ésta estd muy unida a la proteina
miofibrilar y por tanto la disponibilidad para hidratar el hidrocoloide
es baja. Todo lo comentado va a influir en diversas propiedades del
producto reestructurado como la capacidad de retencion de agua
que dependera de la estructura del gel que se forme. En la Figura
IV.14. se pueden observar los resultados obtenidos para la
capacidad de retencién de agua en funcién de la formulacién
estudiada para las muestras frescas y las muestras tratadas
térmicamente.

El mayor valor de CRA se obtuvo para las muestras con 1% de
KGM (F2) mostrando diferencias significativas (p<0,05) con
respecto a la muestra control, tanto en las muestras frescas como
tratadas térmicamente. A mayor cantidad de KGM anadido, mayor
fue el incremento en dicho parametro mostrando diferencias
significativas entre ambos niveles (F1 y F2) tanto en fresco como

con tratamiento térmico.
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Figura IV.14. Valores de capacidad de retencién de agua (CRA)
obtenidos para las diferentes formulaciones en funcién del nivel de
konjac glucomanano y carboximetilcelulosa empleado para las

muestras frescas (a) y las muestras tratadas térmicamente (b).

La adicién de CMC produjo también un aumento significativo de
dicho parametro en las muestras frescas pero menor que el
obtenido con F2. Esto podria ser debido a la gran capacidad de
absorber agua que presenta el konjac glucomanano. Altos niveles
de KGM (F2) pueden mejorar significativamente (p<0,05) la
capacidad de retencion de agua de los productos reestructurados
de pescado, comparado con la muestra control y el CMC. En las
muestras tratadas térmicamente, la adicion de CMC produjo un
ligero descenso de la capacidad de retencién de agua respecto a la
muestra control y las muestras con KGM. Barbut y Mittal (1996) en
sus estudios obtuvieron el mismo resultado para salchichas de
frankfurt y dichos autores sugieren la posibilidad de que este hecho
se deba a que el CMC envuelva en mayor o menor medida a la
proteina miofibrilar impidiéndole la retenciéon de agua.

En resumen se puede concluir que la adicion de hidrocoloides
(KGM y CMC) incrementé la capacidad de retencién de agua para

las muestras frescas en todos lo casos y en las muestras tratadas
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térmicamente excepto para el caso del CMC. La formulaciéon que
presentdé un mayor porcentaje de CRA tanto en las muestras

frescas como tratadas térmicamente fue la F2.

5.3.1.3. Propiedades oOpticas

La adicion de diferentes niveles de KGM afectd a los parametros
de color (L*, a* y b*) tal y como se puede observar en la Tabla
IV.22. A mayor nivel de KGM (F2), mayores valores de L* y de b* y
menores de a* se obtuvieron para las muestras frescas. Por otra
parte, la adicion de CMC también produjo variaciones en el color de
las muestras con respecto al control, mostrando mayores valores
de L*, a* y b*, siendo significativas dichas diferencias (p<0,05) en

el caso de L* y b*.

Tabla IV.22. Coordenadas de color CIEL*a*b*, tono (ha,*) y croma
(Cap*) de las diferentes formulaciones estudiadas en funcidén del
nivel de konjac glucomanano y carboximetilcelulosa, asi como del

tratamiento térmico. Valores promedio (SD).

Control F1 F2 F3
g L* 50,8 (0,6)® 52,7 (0,4)® 52,6 (0,5)® 52,7 (0,4)®
-gg a* -2,2 (0,1)®  -2,2 (0,1)@ -1,9 (0,2)®  -2,27 (0,07)®
%E b* 5,4 (0,5)@ 7,4 (0,4)® 9,4 (0,3)@ 8,9 (0,3)@
428 hab* 112,1 (2,4)® 106,2 (0,5)® 101,1 (0,8)° 104,4 (0,5)®
n Cab* 5,8 (0,5)®@ 7,7 (0,4)® 9,6 (0,4)© 9,2 (0,2)@

g L* 67,1 (0,9)® 66,1 (1,1)@® 64,8 (1,1)* 67,5 (0,7)©
g g a -2,9 (0,1)®  -2,7 (0,1)&®  -2.6 (0,1)® -2,29 (0,07)©
8 £  b* 8,6 (0,5)® 9,4 (0,7)® 8,6 (0,3)® 10,0 (0,1)©
5% ha* 108,4 (1,7)® 106,0 (1,2)® 106,6 (1,1)® 102,9 (0,5)©
[y

S Cap™* 9,1 (0,5)® 9,8 (0,6)® 8,9 (0,3)® 10,2 (0,1)®

(a)(b)(c)(d) Grupos homogéneos establecidos por el ANOVA (a<0,05) utilizando

como factor la formulacion.
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En las muestras frescas, un aumento en la cantidad de KGM
adicionada a la formulaciéon, asi como la adicién de 1% de CMC
(F3) se tradujo en un aumento de los valores de “blancura” de las
muestras. En las muestras tratadas térmicamente, a mayor
cantidad de KGM adicionada (F2) se obtuvieron menores valores de
L*, a* y de b*. El CMC, sin embargo, mantuvo valores similares de
las coordenadas de color a los obtenidos para la muestra control,
mostrando diferencias significativas (p<0,05) en la luminosidad
(L*) y b*.

5.3.1.4. Propiedades mecanicas

En la Figura IV.15. se muestra la variacion en los pardmetros
mecanicos (dureza, adhesividad, cohesividad, gomosidad vy
elasticidad) obtenidos con el ensayo de TPA (apartado 4.2.6. de
materiales y métodos del presente capitulo) para las diferentes
formulaciones en funcién del nivel de konjac glucomanano (KGM) y
de carboximetilcelulosa (CMC) empleado para las muestras frescas
(a) y las muestras tratadas térmicamente (b). La adicién de KGM y
CMC produjo diferencias significativas (p<0,05) en los parametros
mecanicos tanto en las muestras frescas como en las muestras
tratadas térmicamente, sin embargo los efectos producidos fueron
diferentes para el KGM y el CMC. En las muestras frescas (Figura
IV.15. a), la presencia de KGM produjo un aumento en la dureza
del gel que fue significativa (p<0,05) para el 1% de KGM (F2). A
mayor cantidad de KGM adicionada, mayor dureza del gel aunque
en este caso las diferencias no fueron significativas (p>0,05). Sin
embargo, la presencia de CMC produjo un descenso significativo en
la dureza del gel con respecto a la muestra control y respecto a las
formulaciones F1 y F2. En cuanto al parametro adhesividad, se

puede decir que aumenta en todos los casos (F1, F2 y F3) de forma
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significativa (p<0,05) con respecto a la muestra control, no
obstante, en el caso del CMC este aumento se produce en menor
medida (p<0,05) que con la adicion de 1% de KGM (F2). Los
parametros gomosidad, cohesividad y elasticidad aumentan
también de manera lineal y significativa y se puede observar en la
Figura IV.15. que a mayor cantidad de KGM adicionado a la
formulacion se obtienen geles mas gomosos, mas cohesivos y mas
elasticos. EI CMC produjo incrementos significativos en estos
parametros pero menores que con la adicién de 1% de KGM. En las
muestras tratadas térmicamente se puede observar en la Figura
IV.15.b) que el efecto es exactamente el contrario al observado
para las muestras frescas. En este caso, la adicién de hidrocoloides
junto con el tratamiento térmico produjo un descenso significativo
en los valores de dureza de forma que, a mayor cantidad de KGM
adicionado el descenso fue mas acusado, obteniéndose valores
similares de dureza para el CMC (F3) y el 1% de KGM (F2). La
adhesividad de las muestras tratadas térmicamente se mantuvo
constante excepto para la formulacién F2, en la que se obtuvieron
mayores valores que para el resto de formulaciones. En cuanto a la
gomosidad, la cohesividad y la elasticidad, al igual que para la
dureza, se observa el efecto contrario que en las muestras frescas
y la adicion de hidrocoloides produjo un descenso significativo en
estos parametros. Sin embargo, en este caso la formulacién F3 dio
muestras mas gomosas, mas cohesivas y mas elasticas que la

formula con el mismo porcentaje de KGM (F2).
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Figura IV.15. Valores de los parametros mecanicos (dureza,

adhesividad, cohesividad, gomosidad y elasticidad) obtenidos con
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el ensayo de TPA para las diferentes formulaciones en funcién del
nivel konjac glucomanano (KGM) y de carboximetilcelulosa (CMC)
empleado para las muestras frescas (a) y las muestras tratadas

térmicamente (b).

Los resultados obtenidos estan en la linea de los mostrados por
Yoo y Lee (1993) que en sus estudios afirman que las propiedades
reoldgicas dependen del tipo y de la concentracién de
hidrocoloides adicionados a la formulacién. Estos aditivos alteran
las caracteristicas gelificantes del producto de diferentes maneras
dependiendo de la calidad de la proteina miofibrilar entre otros
factores (Gémez-Guillén y Montero, 1996; Foeding y Ramsey,
1987). Numerosos estudios han analizado la interacciéon de
diferentes hidrocoloides con las proteinas en sistemas modelo
(Tolstoguzov, 1986; De Freitas et al., 1997a), pero solo unos pocos
estudios han sido publicados sobre el efecto de los hidrocoloides
dentro del miosistema y referidos al uso de pocos hidrocoloides
como el almidoén, los carragenatos y alginatos (Gémez-Guillén y
Montero, 1996; De Freitas et al., 1997a) y apenas existe
bibliografia sobre la adicion de carboximetilcelulosa o goma
xantana en productos reestructurados de pescado o surimi. Estos
aditivos no tienen capacidad gelificante por si mismos, pero a bajas
concentraciones pueden reforzar las areas débiles de la red
proteica y a altas concentraciones, por otra parte, pueden llegar a
interferir en la red formada por la proteina miofibrilar produciendo
geles fragiles (Lee et al., 1992). Es muy importante recordar y
tener presente que los hidrocoloides y la proteina miofibrilar
compiten por el agua disponible hasta el punto de que pueden
llegar incluso a impedir la formacién adecuada del gel (Dexter et

al., 1993). En el caso de la carboximetilcelulosa sédica en surimi de
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caballa (Theragra chalcogramma), Niwa et al. (1992) atribuyen a la
presencia de CMC que con porcentajes altos de hidrocoloide (0-6%)
se retiene mayor cantidad de agua produciendo geles mas
deformables. Pérez-Mateos y Montero (2000) en sus estudios
realizados con diferentes gelificantes en reestructurados de
musculo de bacaladilla tratados térmicamente, muestran un
descenso significativo en la dureza del gel conforme incrementaban
la concentracion de hidrocoloide adicionada a la formulacién
particularmente para el caso de la carboximetilcelulosa sodica y de
la goma xantana. La razén de este descenso podria atribuirse a que
ambos hidrocloides posiblemente provoquen la desestabilizacién de
la red proteica o a que el gel sea mas blando debido a una menor
concentracion proteica. La pérdida de cohesividad de las muestras
tratadas térmicamente podria ser debida fundamentalmente a la
presencia de hidrocoloide méas que a la pérdida de concentracion
proteica debido a la adicidén de éstos.

Los resultados muestran que el KGM afecta a las propiedades
texturales de los productos reestructurados incrementando la
capacidad de gelificacion y mejorando la capacidad de retencién de
agua. Guangquan Xiong et al. (2009) sugieren en sus estudios que
la adicion de KGM mejora las propiedades de los geles de surimi,
sin embargo reportan que mas del 2% de KGM podria causar un
endurecimiento muy elevado de los geles debido a la elevada
higroscopicidad del KGM y una reduccidon significativa de la
blancura del gel y concluyen que la cantidad de KGM 6ptima es el
1%. El 1% de KGM mejora las propiedades de los productos
reestructurados de dorada elaborados con 1% de NaCl y 0,3% de
MTGasa aumentando la CRA y disminuyendo la a, y mostrando

productos con una apariencia y textura adecuada. Por este motivo,
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se decidid optar por la formulacidon F2 (1% de KGM) a la que se le

adicioné goma xantana.

5.3.1.5. Analisis factorial de las muestras formuladas con
adicion de fibra

Para intentar comprender mejor las relaciones entre los
parametros analizados se realizé un analisis factorial de los datos

experimentales.

5.3.1.5.1. Analisis factorial de las muestras con 1% de NaCl
y 0,3% de MTGasa con KGM y CMC sin tratamiento térmico

El andlisis factorial llevado a cabo es capaz de explicar el
90,867% de la variabilidad mostrada por los datos (Tabla IV.23.)
mediante dos factores. El primer factor explica el 62,689% de la
variabilidad y recoge las variables: cohesividad, elasticidad, CRA y
adhesividad mientras que el factor 2 explica el 28,178% de la
variabilidad y recoge las variables: dureza, a,, gomosidad vy

humedad, tal y como se observa en la Tabla IV.24.

Tabla IV.23. Porcentaje de variabilidad explicado por los factores

del analisis factorial.

Factor %Explicado  %Acumulado
1 62,689 62,689
2 28,178 90,867
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Tabla IV.24. Distribucién de las diferentes variables y sus pesos

sobre cada uno de los factores.

Factor 1 Factor 2
Cohesividad 0,974
Elasticidad 0,919
CRA 0,911
Adhesividad -0,87
Dureza -0,96
aw -0,96
Gomosidad -0,76
Humedad 0,708

La Figura 1IV.16. muestra como tanto la presencia de
hidrocoloide como el tipo de hidrocoloide adicionado a la
formulacion afecta de manera significativa a las propiedades de la

matriz proteica.

2

1,5 F2
F2
! aw F2
C ® Humedad
0,5 X
ivi F1 F1 Cohesividad
Adfiesividad - F1 Elzsticidad e

0 c
c = CRA
-0,5

= Gomosidad

Factor 2

-1 Dureza

F3
F3
-1,5
2 F3
-2,5
-2 -1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5 2
Factor 1

Figura 1IV.16. Andlisis Factorial. Representacién en el plano
factorial, de las variables estudiadas y las muestras evaluadas sin

tratamiento térmico.
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La presencia de fibra afecta en mayor medida a las propiedades
de cohesividad, elasticidad, CRA y adhesividad, mientras que el
tipo de fibra adicionada afecta mas a las propiedades de dureza,

aw, gomosidad y humedad.

5.3.1.5.2. Analisis factorial de las muestras con 1% de NaCl
y 0,3% de MTGasa con KGM y CMC con tratamiento térmico
El analisis factorial llevado a cabo puso de manifiesto, al igual
que para las muestras sin tratamiento térmico, que tanto la
presencia de hidrocoloide como el tipo de hidrocoloide adicionado
condicionan las propiedades finales del gel proteico. En este caso el
analisis factorial es capaz de explicar el 91,399% de la variabilidad
experimentada por los datos (Tabla IV.25.) mediante dos factores
(Tabla 1IV.26.). La presencia de hidrocoloide en las muestras
tratadas térmicamente afecta a la cohesividad, elasticidad, CRA vy
adhesividad de la matriz proteica, mientras que el tipo de fibra
afecta en mayor medida a la dureza, a,, gomosidad y humedad de

la muestra (Figura IV.17.).

Tabla IV.25. Porcentaje de variabilidad explicado por los factores

del analisis factorial.

Factor %Explicado  %Acumulado
1 71,352 71,352
2 20,047 91,399
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Tabla IV.26. Distribucién de las diferentes variables y sus pesos

sobre cada uno de los factores.

Factor 1 Factor 2
Cohesividad 0,974
Elasticidad 0,919
CRA 0,911
Adhesividad -0,87
Dureza -0,96
aw 0,947
Gomosidad -0,76
Humedad 0,708

Tal y como se puede observar en la Figura IV.17. las muestras
con KGM y con CMC mostraron una mayor capacidad de retencion
de agua y una menor dureza y elasticidad que la formula base
debido, como se ha comentado anteriormente, al tipo de gel que se
forma con el tratamiento térmico y a la presencia de hidrocoloide

en la matriz que forman redes mas estructuradas y compactas.

1,5
F2 Adhesividad
1 X
F1 i
EIaStICltia(jCohesividad
F2 N
0,5 Gomo_sidad@
F1 - F1
Dureza
~N 0
S aw
g
©
T -0,5
1 CRA =
s F3 < F3
F3
-2
-2 -1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5
Factor 1
Figura IV.17. Anadlisis Factorial. Representacién, en el plano

factorial, de las variables estudiadas y las muestras evaluadas con
tratamiento térmico.
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5.3.1.6. Analisis estructural

La observacién de la microestructura y los cambios producidos
en ésta ofrece informacidon relacionada directamente con los
parametros de textura (Stanley y Tung, 1976; Sato y Tsuchiya,
1992) y sobre la interaccién entre los diferentes ingredientes. De
esta forma los geles de elevada elasticidad tienen wuna
microestructura uniforme con predominio de regiones densas. Por
el contrario, en geles poco elasticos y de baja resistencia de gel se
observan gran numero de oquedades de tamafios diversos que
transmiten una imagen de conjunto poco homogénea (Sato y
Tsuchiya, 1992).

5.3.1.6.1. Analisis estructural de muestras sin tratamiento
térmico

En la Figura IV.18. se pueden observar las micrografias
correspondientes a las formulaciones estudiadas en el presente
capitulo. Cabe recordar que todas las formulaciones estan
elaboradas con 1% de NaCl y 0,3% de MTGasa y el componente
que difiere es el hidrocoloide adicionado a la formulacion (en este
caso, KGM o CMCQC).

Las propiedades estructurales de la matriz del gel y el tipo de
interacciones intermoleculares, como se ha ido comentado a lo
largo de la discusién de los datos, dependen de muchos factores
como las condiciones de procesado o los ingredientes adicionados a
dicha matriz y determinan tanto propiedades funcionales como la
textura final del gel proteico. Las caracteristicas de la red proteica
varian de acuerdo con el grado de desnaturalizacion y de
agregacion de las proteinas. Un rapido desdoblamiento de las
proteinas seguido de una lenta agregacion favorece la formacién de

redes con un entramado muy estructurado, mientras que cuando
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dicha agregacion se produce rapidamente, la matriz del gel tiende a

ser desordenada.

d) e) f)

Figura IV.18. Micrografias de Cryo-SEM (x 2000 a, b y c y x 7500
d, e y f) para muestras sin tratamiento térmico de: férmula base (a
y d), férmula base con adicién de konjac glucomanano (b y e) y

formula base con adicién de carboximetilcelulosa sdédica (c y f).

A bajos aumentos (x 2000) se observan pocas diferencias entre
los distintos geles (Figura IV.18. a, b y c); la micrografia de todos
ellos muestra una matriz continua y mas o menos compacta con
carcateristicas similares. Conforme subimos los aumentos (x 7500,
Figura IV.18. d, e y f) se pueden observar estructuras compuestas
por elementos globulares muy juntas sin ninguna orientacién
definida pero, sin embargo, el aspecto que muestran las distintas
matrices es bastante diferente en funcién del hidrocoloide
adicionado. Asi pues, se observa un menor grado de compactacion
en las muestras con KGM o CMC con respecto a la muestra control

(solo MTGasa y NaCl). La presencia de CMC produjo una matriz
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mas porosa y con un mayor tamafio de poro, con una estructura
peculiar que da como resultado un producto con menor CRA y
menor dureza y gomosidad que las muestras formuladas con KGM.

La apariencia tan diferente que muestran las micrografias
(Figura IV.18.) realizadas con cryo-SEM en funcion del tipo de
hidrocoloide adicionado a la formulaciéon, pueden relacionarse con
las diferencias encontradas en el analisis de los resultados
obtenidos para los diferentes parametros fisico-quimicos vy

mecanicos estudiados.

5.3.1.6.2. Analisis estructural de muestras con tratamiento
térmico

Las proteinas miofibrilares del pescado son altamente inestables
al calor y por tanto la aplicacién de tratamientos térmicos en la
elaboracién de geles termo-irreversibles puede tener efectos
considerables en las caracteristicas finales del gel tal y como puede
observarse en la Figura IV.19. El tratamiento térmico cambia el
aspecto que mostraban las micrografias de las muestras frescas y
se observa como el grado de agregacién-compactacién asi como el
aspecto de la red proteica formada difiere sustancialmente en
funcion del hidrocoloide adicionado.

Desde el trabajo de Ferry (1948) ha sido generalmente
aceptado que la formacién de geles inducidos por calor requiere la
desnaturalizacidon proteica, la cual va acompafiada de un cambio
conformacional y la exposicién de los grupos reactivos, seguido de
un segundo paso en el cual las proteinas previamente
desnaturalizadas establecen uniones proteina-proteina. Este hecho
conlleva la agregacion y formacién de la red tridimensional en la
cual debe existir un balance entre las fuerzas de atracciéon y de

repulsién.
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Figura IV.19. Micrografias de Cryo-SEM (x 2000 a, b y c y x 7500

d, e y f) para muestras con tratamiento térmico de: formula base

(a y d), formula base con adicién de konjac glucomanano (by e) y

formula base con adicién de carboximetilcelulosa sdédica (c y f).

El proceso por el cual se forman geles termo-irreversibles
normalmente consiste en dos etapas. En |la primera etapa, debido a
la adicién de sal y el triturado, las proteinas se desnaturalizan,
solubilizan y se orientan asegurando una transicion sol-gel de
forma gradual lo que favorecera la formacién de una red proteica
ordenada y estructurada. En la segunda etapa, la alta temperatura
de coccién (=80 ©°C) forma la red proteica definitiva. A altas
temperaturas se cree que hay una mayor formacién de uniones
disulfuro e interacciones hidrofébicas (Careche et al., 1995; Alvarez
y Tejada, 1997; Niwa et al., 1992; Tejada, 1994). En la Figura
IV.19 se puede observar que los geles tratados térmicamente con
KGM y con CMC (Figura IV.19. b y e; c y f) muestran una red mas

estructurada y con mayor grado de compactacion que la formula
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base (a y d). Estos geles, de acuerdo con los resultados obtenidos
por Alvarez et al. (1999), mostraron una menor dureza y menor
elasticidad que la formula base poniendo de manifiesto que
aquellos geles con una estructura fibrilar mas compacta son los que
presentan menor resistencia a la compresién, contrariamente a lo
esperado.

El tratamiento térmico aplicado al gel produjo una agregacién
adicional de la red proteica formada. Los resultados sugieren que la
estructura formada fue el resultado de la desnaturalizacion-
agregacion durante la formacion del gel, y que esto determina la
forma en la cual las moléculas se reorganizan para formar la red
final. Si la desnaturalizacion ocurre durante el periodo de
incubacion, pero las uniones intermoleculares que se producen son
predominantemente inestables al calor (predominan las uniones de
hidrogeno), la desnaturalizacidon proteica asociada al tratamiento
térmico podria causar una rapida agregacion de moléculas poco
orientadas ya que existen pocas uniones estables al tratamiento
térmico para asegurar una correcta estructura del gel. Si las
moléculas se agregan formando principalmente uniones estables al
calor, con el tratamiento térmico la reorganizacién molecular estara
limitada a las posibles uniones con fibras adyacentes y la
estructura formada serd mas compacta (Alvarez et al., 1999).

La presencia de CMC no supone una mejora del producto por lo
que para desarrollar un producto que pueda ser considerado como
fuente de fibra y debido a la limitacion legal en el uso de KGM se
evalud la adicién de goma xantana a la formulacién. En el siguiente
apartado se presentan los resultados obtenidos tras la adicién de

esta goma a la formulacion.
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5.3.2. Adicion de Konjac glucomanano y goma xantana

El KGM presenta sinergias con otras gomas como la goma
xantana, el k-carragenato, el almidén o la goma gellan, mejorando
su capacidad gelificante (Shinsaku et al., 2002). Con el fin de
obtener un producto con elevado contenido en fibra se decidid
evaluar la posibilidad de obtener un producto reestructurado fuente
de fibra mediante la adicién de goma konjac junto con goma
xantana. La Tabla IV.27. muestra las formulaciones estudiadas. La
cantidad de KGM a adicionar se fijéo segun el estudio previo con dos
niveles de KGM y con CMC y teniendo en cuenta que segun la
directiva 98/72/CE del Parlamento Europeo la cantidad maxima que
se permite adicionar en productos alimenticios es del 1%. La
cantidad de xantana se calculd para alcanzar la cantidad de fibra en
el producto final que se corresponde con la alegacion “fuente de
fibra” siguiendo el Reglamento CE N© 1924/2006 y teniendo en
cuenta que la xantana se puede adicionar “quantum satis” segun la
directiva 98/72/CE.

Tabla IV.27. Formulaciones estudiadas con konjac glucomanano y

goma xantana.

Dorada (Sparus aurata) Agua Sal MTGasa Konjac Xantana

Formulacion
% % % % % %
Control 88,7 10 1 0,3 0 0
F1 87,7 10 1 0,3 1 0
F2 87,2 10 1 0,3 1 1,5

Como se ha comentado anteriormente, algunos aditivos han
sido estudiados para mejorar las propiedades mecanicas vy
funcionales de los productos de pescado reestructurados. En el
proceso de gelificacién, durante la formacion de la pasta o durante

la formacion de la matriz continua del gel inducida térmicamente,
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algunos aditivos pueden interaccionar con la matriz proteica de la
pasta de pescado (principalmente agua y proteinas) para formar un
sistema mas estructurado, mientras que otros actuan como
“rellenadores” (traduccién literal de “fillers”) ligando agua vy
modificando la viscosidad del sistema pero sin interaccionar con él
(Lee et al., 1992). La goma xantana es un polisacarido no lineal
aniénico producido por la fermentacion de Xanthamonas
campestris. No tiene caracter gelificante, es soluble y capaz de
formar soluciones altamente viscosas a bajas concentraciones cuya
estabilidad no se ve afectada por la temperatura o el pH. Ademas,
la goma xantana tiene una gran aceptacion en la industria de los
alimentos (Rodriguez-Hernandez y Tecante, 1999) y presenta
sinergias con otros polisacaridos no gelificantes de la familia de los
galactomananos produciendo un incremento de la viscosidad
(Casas y Garcia-Ochoa, 1999) y de la formacion del gel (Rodriguez-
Herndndez y Tecante, 1999). Las interacciones que han sido mas
estudiadas entre hidrocoloides y proteinas miofibrilares son las de
los carragenatos y los alginatos en productos carnicos debido al
interés surgido en los ultimos afios por desarrollar productos bajos
en grasa (De Freitas et al., 1997a,b). Hay pocos estudios
realizados sobre el efecto de la adicion de xantana en una matriz
proteica de pescado, no obstante, algunos autores indican un
efecto adverso sobre las propiedades gelificantes de la proteina
miofibrilar al adicionar goma xantana. La goma xantana afecta a
las propiedades texturales de frankfurt bajos en grasa (Mittal y
Barbut, 1994), embutidos bajos en grasa (Solheim y Ellekjaer,
1994), rollitos de ternera reestructurados (Shand et al., 1993) o
productos de pavo bajos en grasa (Hachmeister y Herald, 1998).
Ramirez et al. (2002) estudian el efecto de la adicion de goma

xantana y goma de garrofin sobre las propiedades gelificantes de la
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proteina miofibrilar pero no hay bibliografia disponible sobre el
efecto de la adicion de xantana junto con konjac glucomanano
sobre las propiedades de la matriz proteica de un gel de pescado.

En el presente apartado se analiza el efecto de la adicién de
konjac glucomanano y mezcla de konjac glucomanano con goma
xantana en las propiedades fisico-quimicas, capacidad de retencién
de agua, propiedades Opticas y mecdanicas de reestructurados de
dorada (Sparus aurata) como “fuente de fibra” obtenidos con 1%
de NaCl y 0,3% de MTGasa.

5.3.2.1. Humedad, actividad de agua (a,,) y pH

En la Tabla IV.28. se muestran los valores de humedad, a,, y pH
obtenidos para las diferentes formulaciones en funcidon del nivel de
konjac glucomanano y goma xantana asi como del tratamiento
térmico. En las muestras frescas la adiciéon de fibra produjo un
ligero incremento en los valores de humedad pero sin cambios
significativos (p>0,05). Sin embargo, los valores de actividad de
agua experimentaron un significativo descenso (p<0,05) debido a
la presencia de fibra obteniéndose el menor valor para la
formulacion F2 (KGM+xantana).

El pH también experimentd variaciones aumentando de forma
significativa con respecto a la muestra sin fibra (Tabla IV.28.). En
las muestras tratadas térmicamente, los menores valores de
humedad y actividad de agua se obtuvieron para la formulacién
fuente de fibra (F2), mostrando diferencias significativas (p<0,05)
respecto a la muestra control y a la muestra con 1% de KGM (F1).
El pH, en el caso de las muestras tratadas térmicamente, sufrié un
ligero pero significativo descenso debido a la presencia de fibra

respecto a la muestra control.
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Tabla IV.28. Valores de humedad, a, y pH obtenidos para las
diferentes formulaciones en funcién del nivel de konjac
glucomanano y goma xantana asi como del tratamiento térmico.

Valores promedio (SD).

Control F1 F2
g o %Humedad 72,2 (0,5)@ 73,3 (0,2)@ 73,6 (0,2)®
(%%é aw 0,983 (0,001)® 0,977 (0,001)® 0,976 (0,001)®
§B pH 6,13 (0,01)@ 6,14 (0,01)® 6,17 (0,01)©
£ _ %Humedad 72,4 (0,5)@ 73,0 (0,2)@ 71,3 (0,5)®
§'§§ aw 0,9838 (0,0004)® 0,977 (0,001)® 0,974 (0,001)©
g“ pH 6,407 (0,006)® 6,363 (0,006)® 6,37 (0,02)®

(a)(b)(c)(d) Grupos homogéneos establecidos por el ANOVA (a<0,05) empleando

como factor la formulacién.

5.3.2.2. Capacidad de Retencion de Agua (CRA)

Los valores obtenidos en este estudio para la capacidad de
retencion de agua mostraron que la adicién de fibra mejora dicha
propiedad incrementandola de forma significativa (p<0,05) a
medida que se incrementa la cantidad de fibra, tal y como se
observa en la Figura IV.20.b). Este resultado estd acorde con los
obtenidos por otros autores como Pérez-Mateos y Montero (2000)
que, en un estudio realizado para evaluar las propiedades
funcionales de musculo de pescado adicionando diferentes
hidrocoloides a distintas concentraciones, determinaron que las
muestras con hidrocoloides adicionados a la matriz presentaron
mayores valores de capacidad de retencién de agua que aquellos
geles sin hidrocoloides poniendo de manifiesto la habilidad para
ligar agua que muestran dichas sustancias. Otros autores como

Foegeding y Ramsey (1987) encontraron que la adicién de iota-
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carragenato mejoraba la capacidad de retencion de agua en geles
de carne de ternera y Gémez-Guillén y Montero (1996) en sus
estudios realizados con geles de sardina concluyeron que la adicion
de hidrocoloides a la formulacion puede resultar crucial para
mejorar la capacidad de retencién de agua ya que aumenta un
95% dicha propiedad independientemente de la cantidad de sal
adicionada. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el
presente estudio y que mostraron que la adicion de konjac
glucomanano junto con goma xantana produjo elevados valores de
capacidad de retencion de agua (97%) en las muestras tratadas
térmicamente (Figura IV.20 b). Este incremento debido a la adicién
de KGM+goma xantana no solo puede ser debido a la enorme
habilidad que muestran los hidrocoloides por captar agua si nho que
también podria deberse a la naturaleza anidnica de la goma
xantana (-COO’) que podria interaccionar con las proteinas
miofibrilares mediante la unién de los grupos carboxilo cargados
negativamente con los aminodacidos cargados positivamente de la
cadena proteica (Morin et al., 2004; Ramirez et al., 2002a). La
goma xantana tiene una estructura muy ramificada (Nussinovitch,
1997) y esta propiedad junto con la naturaleza anidnica de la

molécula hacen que tenga una mayor actividad en el producto.
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Figura IV.20. Valores de capacidad de retencién de agua (CRA)
obtenidos para las diferentes formulaciones en funcidon del nivel de
konjac glucomanano y goma xantana empleado para las muestras

frescas (a) y las muestras tratadas térmicamente (b).

5.3.2.3. Propiedades 6pticas

La adicion de KGM y KGM+goma xantana a las muestras
frescas en las proporciones estudiadas produjo cambios en las
coordenadas colorimétricas tal y como se puede observar en la
Tabla IV.29. Los valores de L*, a* y b* fueron significativamente
mas bajos (p<0,05) en las formulaciones con fibra. Entre la
formula F1 y F2 no se apreciaron diferencias significativas. De
acuerdo con Pérez-Mateos y Montero (2000) no se apreciaron
cambios en la Iluminosidad (L*) de las muestras tratadas
térmicamente debido a la presencia de hidrocoloides ni tampoco se
apreciaron cambios significativos (p>0,05) en las coordenadas a* y
b*. En las muestras sin tratamiento térmico la adicién de fibra
supuso una disminucién tanto del tono (ha*) como del croma
(Cap*) siendo mas significativas estas Ultimas. En las muestras
tratadas térmicamente estos cambios de tono y croma debidos a la

adicion de fibras no fueron significativos.
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Tabla IV.29. Coordenadas de color CIEL*a*b*, tono (hs,*) y croma
(Cap*) de las diferentes formulaciones estudiadas en funcién del
nivel de konjac glucomanano y goma xantana, asi como del

tratamiento térmico. Valores promedio (SD).

Control F1 F2
= L* 51,4 (1,3)® 48,3 (2,1)® 484 (1,1)®
£g o 2,0 (0,2)®  -1,2 (0,4)® -1,2 (0,2)®
gg b* 6,7 (0,7)® 4,8 (0,6)® 57 (0,4)®
S5 b 106,6 (0,8)® 104,3 (5,3) 101,5 (1,7)®
n Cap* 7,0 (0,8)® 5,0 (0,5)® 5,9 (0,4)©
2 L* 650 (1,1)@ 67,4 (1,7)® 66,7 (1,4)@
'Eg a* 22,2 (0,2)® 2,3 (0,3)®  -2,4 (0,3)®
SE  b¥ 7,9 (0,8)@ 7,2 (0,6)® 6,6 (1,4)@
58 ha* 105,5 (2,00® 107,6 (3,2)® 110,5 (3,8)@
S Cap* 8,2 (0,7)® 7,5 (0,5)® 7,0 (1,3)®

(a)(b)(c) Grupos homogéneos establecidos por el ANOVA (a<0,05) empleando como

factor la formulacion.

5.3.2.4. Propiedades mecanicas

El efecto de la adicion de KGM y KGM+goma xantana a
productos reestructurados de dorada (Sparus aurata) sobre las
propiedades mecanicas se puede observar en la Figura IV.21. En
las muestras frescas (Figura IV.21. a) se observa que la adicion de
KGM y KGM+xantana en las proporciones estudiadas provocé un
aumento lineal y significativo (p<0,05) en la dureza, la adhesividad
y la gomosidad de las muestras, mientras que la cohesividad no
mostrd variaciones. La elasticidad, aunque se vio incrementada, el

efecto no fue significativo (p>0,05).
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Figura IV.21. Valores de los parametros mecanicos dureza,

adhesividad, cohesividad, gomosidad y elasticidad obtenidos con el
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ensayo de TPA para las diferentes formulaciones en funcién del
nivel de konjac glucomanano y goma xantana empleado para las

muestras frescas (a) y las muestras tratadas térmicamente (b).

En las muestras tratadas térmicamente (Figura IV.21.b), tal y
como se observé debido a la adicion de KGM y CMC (apartado
5.3.1.4.), se mostrd el efecto contrario al de las muestras frescas
produciéndose un pérdida de cohesividad y de gomosidad debido a
la adicién de KGM mas acusada en el caso de KGM+goma xantana.
Esta pérdida de cohesividad puede ser debida a la presencia de
hidrocoloides mas que a la reduccion de la concentracion proteica
presente en el gel por la adicion de dichos ingredientes. La
elasticidad de las muestras tratadas térmicamente fue
independiente de la presencia de KGM y KGM+xantana en la
formulacion no apreciandose diferencias significativas (p>0,05) en
este parametro. La adicion de KGM+xantana dio como resultado
geles mas blandos (p>0,05) y mas adhesivos con respecto a la

muestras que solo contenian KGM.

5.3.2.5. Analisis factorial de las muestras con 1% de NaCl y
0,3% de MTGasa con KGM y KGM+goma xantana sin
tratamiento térmico

Al igual que en otros apartados para intentar comprender
mejor las interelaciones entre los parametros analizados se realizd
un analisis factorial de los datos experimentales.

El analisis factorial realizado para estas muestras explica un
91,973% de la variabilidad de los datos (Tabla IV.30.) con dos
factores. El mayor peso del analisis lo tiene el factor 1 que recoge

las variables: gomosidad, adhesividad, elasticidad, dureza vy
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actividad de agua; mientras que el factor 1 solo recoge la variable
cohesividad (Tabla IV.31.).

Tabla IV.30. Porcentaje de variabilidad explicado por los factores

del analisis factorial.

Factor %Explicado  %Acumulado
1 71,155 71,155
2 20,818 91,973

Tabla IV.31. Distribucion de las diferentes variables y sus pesos
sobre cada uno de los factores.

Factor 1 Factor 2
Gomosidad 0,976
Adhesividad -0,954
Elasticidad 0,935
Dureza 0,923
aw -0,812
Cohesividad 0,994

En la Figura IV.22. se puede observar la representacion en el
plano factorial de las variables y muestras estudiadas y, al igual
que se ha visto en apartados anteriores, pone de manifiesto que la
adicién del hidrocoloide afecta a las propiedades del gel proteico de

manera significativa.
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C
1,5
F1
1 * Cohesividad
0,5 F1
~ Elasticidad .
y . . aw e Gomosidad
g F2
v ]
- C i
-0,5 Adhesividad F1 F2 Dureza
F2
-1
C
-1,5
-2
-1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1> 2
Factor 1

Figura IV.22. Andlisis Factorial. Representacién en el plano factorial
de las variables estudiadas y las muestras evaluadas sin

tratamiento térmico.

La formulacién fuente de fibra (konjac+xantana) presenta
propiedades diferentes a la muestra control y a la muestra con
konjac (Figura IV.22.), siendo mas dura y elastica y también mas
gomosa y adhesiva. Estos resultados ya se observaron en el
analisis de los parametros fisico-quimicos y de las propiedades
mecanicas y los catadores fueron capaces de identificar tal y como
se explica en el apartado 5.3.2.6. Se puede decir que la presencia
de fibra permite modificar la textura del producto y seria
conveniente hacer otros analisis adicionales para tratar de
identificar de qué modo interacciona la fibra con la matriz proteica
del gel. El konjac glucomanano modifica las propiedades del gel,
posiblemente debido a un aumento de la viscosidad del espacio
intersticial actuando como “rellenador” (siguiendo los modelos

propuestos por Ziegler y Foegeding (1991) pero debido a su
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caracter no-idnico es poco probable que se creen interacciones con
la propia matriz proteica, aunque la técnica de Cryo-SEM no nos
permite afirmar dicha hipotesis. Por otra parte, la sinergia entre el
konjac glucomanano y la goma xantana (agente no gelificante)
permite formar un gel que es capaz de retener agua en su matriz
disminuyendo la actividad de agua del producto final y aumentando
su capacidad de retencién de agua. Este gel formado no solo forma
una matriz “en paralelo” a la red proteica si no que, es posible que
debido al caracter anidénico de la molécula de xantana también
interaccionen con la matriz proteica como se desprende del aspecto
que muestran las micrografias correspondientes a estas muestras
(apartado 5.3.2.7.).

En este caso, el analisis factorial de las muestras con
KGM+goma xantana con tratamiento térmico no salid
estadisticamente significativo y por tanto no aporté informacion

relevante para el estudio.

5.3.2.6. Analisis sensorial

Una vez establecida la féormula base se procedié a un tercer
analisis sensorial con el objetivo de evaluar la aceptaciéon de la
férmula fuente de fibra. Para este Gltimo analisis se utilizé la norma
que se encontraba en vigor en ese momento: Normas AENOR,
2009 (UNE-EN ISO 5495), dicha norma anula y sustituye a la
anteriormente citada Norma UNE 87005:1992. Esta nueva norma
no permite preguntar por la muestra preferida a la vez que se
evallan los atributos y por tanto en este caso se tuvieron que
hacer cuestionarios separados.

El objetivo del presente andlisis, tal y como se ha especificado

en el apartado 4.3 de materiales y métodos, fue obtener una
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formulacion fuente de fibra aceptable por los consumidores. El
analisis de los resultados se llevd a cabo de la misma manera que
en el apartado 5.1.6.1. y 5.1.6.2. Se evaluaron tres muestras
diferentes: una muestra control con 1% de NaCl y 0,3% de MTGasa
(fbrmula base seleccionada tras los dos primeros analisis
sensoriales que en este apartado serd la muestra 0% de fibra), la
segunda muestra con 1% de NaCl, 0,3% de MTGasa y 1% de KGM
y finalmente la tercera muestra con 1% de NaCl, 0,3% de MTGasa,
1% de KGM y 1,5% de goma xantana. Las respuestas de los
catadores se obtuvieron a partir de los dos cuestionarios que se les
repartieron a cada catador durante el analisis sensorial (Anexos C
y D). Aunque debido a la normativa vigente se tuvieron que pasar
dos cuestionarios, uno para evaluar la preferencia de los catadores
y otro para evaluar los diferentes atributos, los resultados se
presentan de forma conjunta. En la Tabla IV.32. se muestran las
frecuencias obtenidas para cada muestra en funcion del atributo

evaluado.

Tabla IV.32. Frecuencia de las respuestas de los catadores en la

comparacion pareada multiple de las formulaciones estudiadas.

Atributos 0% fibra 1%KGM 1% KGM+1,5% Xantana
Aspecto 70 44 45
Dureza 73 61 25
Gomosidad 69 47 43
Sabor a dorada 67 50 42
Jugosidad 30 55 74
Muestra preferida 55 47 57

Para poder evaluar y comparar todas las muestras en conjunto
se llevaron a cabo los analisis estadisticos que se comentan a

continuacion.
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Test de Friedman y Suma de Rangos

En este caso la suma de rangos se calculé para las todas las
formulaciones tal y como se explica en el apartado 5.1.5.1. Una
vez obtenida la suma de rangos para cada formulacion se calculd la
funcién estadistica T de Friedman, segun la ecuacion IV.2., para
comprobar si las diferencias encontradas en la ordenacién de las
puntuaciones de los atributos y la preferencia fueron significativas.

En la Tabla IV.33. se pueden observar los valores de T de

Friedman obtenidos en este analisis sensorial. Dichos valores
2
fueron comparados con el valor %~ tabulada con 2 grados de

libertad (5,99 con un nivel de confianza de a=0,05).

Tabla IV.33. Valores T de Friedman para los distintos atributos

analizados.
Atributos T de Friedman

Aspecto 10,9*
Dureza 31,4%*
Gomosidad 9,9%
Sabor a dorada 8,2%
Jugosidad 24,5%
Muestra preferida 1,4

(*)Diferencias significativas para un a = 0,05.

Como se puede observar en la Tabla IV.33. en este analisis
sensorial se establecieron diferencias significativas para todos los
atributos analizados excepto para la muestra preferida cuya
eleccion no se vio afectada por la presencia de fibra en la
formulacion. Cabe recordar que, en este caso, el test de los
atributos y de la muestra preferida se hizo por separado ya que asi
lo exige la nueva norma. Este hecho pudo influir de alguna manera
en el resultado al ser otros motivos distintos del conjunto de

atributos los que influyeron en la decision de los encuestados.
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Para evaluar entre qué muestras se establecian dichas
diferencias significativas se realizd una comparacion multiple entre
las muestras empleando el método HSD (Honestly Significance
Difference) de Tukey mediante la ecuacion IV.3. En este caso el
valor de q tabulado para 2 grados de libertad y un nivel de
confianza de a=0,05 es de 3,31. El valor HSD que se obtuvo fue de
20,87. Para comparar entre las distintas parejas que se ofrecieron
a los jueces se hizo la diferencia de suma de rangos (Tabla IV.34.)

tal y como se explica en el apartado 5.1.6.1.

Tabla 1IV.34. Diferencia entre la suma de rangos para las

formulaciones estudiadas.

Atributos 0%fibra- 0%fibra- 1%KGM-
1%KGM 1%KGM+1,5%xantana 1%KGM+1,5%xantana
Aspecto 26%* 25% 1
Dureza 12 48%* 36%*
Gomosidad 22% 26%* 4
Sabor a Dorada 17 25% 8
Jugosidad 25%* 44* 19
Muestra Preferida 8 2 10

(*) Diferencias significativas para un a = 0,05.

El resultado de este analisis mostro diferencias significativas
entre la muestra sin fibra y la muestra con 1% de KGM para los
atributos: aspecto, gomosidad y jugosidad, y entre la muestra sin
fibra y la muestra fuente de fibra con 1% de KGM y 1,5% de goma
xantana para todos los atributos estudiados excepto para la
muestra preferida. Sin embargo, entre la formulacién con 1% de
KGM vy la formulacién con 1% de KGM+1,5% de xantana los
catadores solo encontraron diferencias significativas para el
atributo dureza. Los catadores detectaban la presencia de fibra

pero no fueron capaces de diferenciar entre la férmula con 1% de
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KGM vy la férmula con 1% de KGM+1,5% de xantana, excepto en el

atributo dureza.

Analisis de correspondencias

Para determinar la preferencia y las relaciones que tenian los
diferentes niveles de NaCl con respecto a los atributos estudiados
se prosiguid con el andlisis de correspondencias tal y como se
describe en el apartado 4.7. Del analisis de correspondencias
realizado se obtuvieron dos factores que explican el 100% de la
variabilidad de los datos (Tabla IV.35.). De esta forma se puede
decir que los atributos y las diferentes formulaciones estuvieron
bien representadas a lo largo del plano factorial.

Los datos presentados en las Tablas IV.36. y IV.37. muestran
gue las formulaciones y los atributos estan bien representados a lo
largo de los dos primeros factores, ya que las sumas de las
contribuciones relativas de estos dos factores en relacién a cada
formulacion fueron altas. Por lo tanto, los resultados mas
relevantes del analisis sensorial realizado pueden ser deducidos del
estudio de la proyeccion en el plano factorial representado en la
Figura IV.23.

Tabla IV.35. Porcentaje de variabilidad explicado por los factores

del analisis de correspondencias.

Factor % Explicado % Acumulado
1 89,5 89,5
2 10,5 100
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Tabla IV.36. Contribuciéon de los factores a la inercia de las

formulaciones.

Formulaciones Factor 1 Factor 2 Suma de Factores
0% fibra 0,950 0,050 1
1% KGM 0,004 0,996 1
1% KGM+1,5% Xantana 0,974 0,026 1

Tabla IV.37. Contribuciéon de los factores a la inercia de cada

atributo.
Atributos Factor 1 Factor 2 Suma de Factores
Aspecto 0,455 0,545 1
Dureza 0,817 0,183 1
Gomosidad 0,773 0,227 1
Sabor a dorada 0,986 0,014 1
Jugosidad 0,976 0,024 1
Muestra preferida 0,867 0,133 1

La Figura IV.23. muestra la proyeccién de los atributos y las
formulaciones evaluadas en un plano factorial. Segun Ila
distribucion de los atributos en el plano se puede observar que la
formulacion preferida por los catadores fue la que tenia un 1% de
KGM+1,5% de xantana. La presencia de fibra modifica el sabor a
dorada de las muestras ya que los catadores identificaron las
muestras sin fibra (0% fibra) como aquellas con mas sabor a
dorada asi como las que mejor aspecto presentaban. Por otra
parte, tal y como se muestra en los resultados obtenidos mediante
técnicas instrumentales, la adicidén de fibra modifica los parametros
texturales disminuyendo la gomosidad de las muestras y variando
su dureza y asi lo identifican los catadores mediante el analisis
sensorial. Finalmente, en la Figura IV.23 se puede observar que al
realizar el test para seleccionar la muestra preferida por separado,
y antes del test para evaluar los atributos, los resultados obtenidos

no nos permiten analizar a qué parametros los catadores le
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concedieron mas importancia a la hora de elegir su muestra
preferida y por tanto, se pierde informacién relevante a la hora de

optimizar o modificar una formulacion.

1

0,5 Dureza
© ok O
O Jugosidad
0
Gomosidad
0%fibrad O O 1%K+1,5%X
-0,5
-1
-2 -1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5 2

Figura IV.23. Analisis de correspondencias. Representacién en el
plano factorial, de los atributos elegidos (circulos) y las muestras

evaluadas (cuadrados).

En resumen, se puede decir que, la adicion de fibra a la
formulacion supone cambios en algunos parametros relevantes del
producto como la textura, a su vez incremanta la capacidad de
retencion de agua y disminuye su a,. Estos cambios pueden ser
muy interesantes desde el punto de vista tecnolégico y no suponen
un impedimento para la aceptacién del producto por parte del
consumidor, lo cual podria suponer una ventaja nutricional y de

marketing.
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5.3.2.7. Analisis estructural

Tal y como se expone en el apartado 5.1.7. y el apartado
5.3.1.6. del presente capitulo, la técnica de Cryo-SEM se utilizd
para tratar de confirmar, mediante la observacién de la
microestructura de los geles proteicos obtenidos mediante la
adicion de diferentes hidrocoloides, las diferencias encontradas en
el analisis de los datos para los parametros estudiados.

A continuacion se muestran los resultados obtenidos en el
analisis estructural de las muestras correspondientes a texturizados
de dorada con fibra sin tratamiento térmico y con tratamiento

térmico.

5.3.2.7.1. Analisis estructural de muestras sin tratamiento
térmico

En la elaboracion de productos basados en la gelificacién de la
proteina miofibrilar, los aditivos son comunmente utilizados para
modificar la textura, las propiedades ligantes y mantener el
producto estable durante el almacenamiento. Estos aditivos actlan
fisica y/o quimicamente produciendo cambios estructurales en la
matriz proteica. Dichos cambios en la matriz dependeran de la
composicidn, distribucidén y estado en el que se adicione el aditivo,
asi como de las interacciones que existan entre éste y la matriz
(Filipi y Lee, 1998; Lanier, 1990; Mills, 1990; Okada, 1974). Como
se ha comentado en los anteriores apartados referentes a la
estructura de los productos reestructurados, algunos trabajos
muestran el efecto que tiene la adicién de goma xantana en las
propiedades texturales de frankfurters bajas en grasa (Mittal y
Barbut, 1994), en salchichas bajas en grasa (Solheim y Ellekjaer,
1994), en rollos de carne de ternera reestructurada (Shand et al.,

1993) o productos de pavo bajos en grasa (Hachmeister y Herald,
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1998) pero, como se comentd, no existe informacién disponible
sobre el uso de la goma xantana junto con goma konjac y su efecto
sobre las propiedades fisico-quimicas y estructurales en los
productos reestructurados de pescado (Sparus aurata) . Chattong
et al. (2007) en su estudio llevado a cabo en un producto comercial
de carne de avestruz concluyen que la adicion de hidrocoloides
(concretamente goma xantana y carboximetilcelulosa) no parece
contribuir a la formacion de una red proteica con una estructura
fisica definida pero si tienen un papel importante como surfactantes
modificando el tamafio de los glébulos de grasa presentes en la
matriz. Existen varios modelos que tratan de explicar las
estructuras que pueden formarse debido a la adiciéon de
hidrocoloides y como éstos pueden interaccionar con la proteina
muscular (Aguilera y Kessler, 1989; Ring y Stainsby, 1982;
Tolstoguzov y Braudo, 1983; Ziegler y Foegeding, 1991). El modelo
de Ziegler y Foegeding (1991) explica la posible distribucién
espacial de la proteina gelificada con agentes gelificantes y no-
gelificantes presentes en la matriz. Al primer modelo lo denomina
“modelo simple” y en él los hidrocoloides actian como “simples
agentes rellenadores” (habla de agentes gelificantes) de la matriz
proteica, en este caso son solubles en el fluido intersticial de la
matriz del gel proteico. En el caso de agentes no-gelificantes éstos
estan como particulas dispersas. En ambos casos la fase dispersa
no se asocia con la matriz del gel y por este motivo Ziegler y
Foegeding (1991) los denominan “ingredientes pasivos”. En el
segundo modelo que proponen, los hidrocoloides se asocian
directamente con los componentes gelificantes primarios mediante
interacciones no especificas. Las interacciones proteina-
hidrocoloide son principalmente electroestaticas, entre grupos

anidnicos del hidrocoloide y grupos cargados positivamente de la
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proteina los cuales son dependientes de la concentracién y de la
proporcion de hidrocoloide utilizado (Tolstoguzov, 1986) (hay que
recordar que la xantana es de naturaleza anidnica (-COQ7), y por
tanto pueden interaccionar los grupos carboxilo cargados
negativamente con los extremos de las cadenas de aminoacidos de
las proteinas cargados positivamente (Morin et al., 2004; Ramirez
et al., 2002a)). Algunos estudios previos se han llevado a cabo
sobre las interacciones entre hidrocoloide-hidrocoloide en sistemas
acuosos o en musculo de carne pero muy pocos trabajos se han
realizado en pescado.

En la Figura IV.24. se muestra la microestructura de los geles
formulados con NaCl y MTGasa (a y d), NaCl-MTGasa y KGM (b y €)
y con NaCl-MTGasa-KGM y goma xantana (c y f) sin tratamiento
térmico. Como se puede apreciar en la Figura IV.24. las mayores
diferencias en la estructura de los geles se presentan en las
muestras fuente de fibra (c y f) que muestran un aspecto muy
diferente a la formula base (a y d) y a las formulas con KGM (b y
e). La muestra sin adiciéon de hidrocoloides (Figura IV.24 a y d)
presenta un aspecto homogéneo con una estructura ligeramente
porosa. Sin embargo, la féormula con konjac glucomanano y goma
xantana (Figura IV.24 ¢ y f) muestra una matriz con una
distribucion de poros muy diferente y éstos presentan un mayor
tamafo. Esta formula mostré una mayor CRA y una mayor dureza
y elasticidad. Tanto la goma xantana como el KGM presentan una
ligera tendencia a gelificar dependiendo de la temperatura y de la
concentracién (Paradossi et al., 2002). La goma xantana por si sola
es capaz de formar geles blandos a concentraciones superiores al
1% (w/v) impartiendo a la solucion un comportamiento
viscoelastico (Oviatt y Brant, 1993) y el konjac glucomanano puede

formar geles termoestables en un medio alcalino (Dave vy
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McCarthy, 1997; Nishinari et al., 1992; Yoshimura y Nishinari,
1999). Sin embargo, debido a la sinergia existente entre la goma
xantana y el KGM se mejoran las capacidades gelificantes de
ambos y la habilidad de este sistema para captar agua es
importante (Paradossi et al., 2002) lo que justificaria la mayor
capacidad de retencién de agua obtenida con la formulacién fuente
de fibra (KGM+xantana).

Figura IV.24. Micrografias de Cryo-SEM (x 2000 a, b y ¢; x 7500 d,
e y f) para muestras sin tratamiento térmico de: férmula base (a y
d), férmula base con adicion de konjac glucomanano (b y e) y

formula base con adicién de konjac glucomanano y goma xantana
(cyf).

Las Figuras IV.24. (b y e) muestran un aspecto muy similar a la
muestra control que podria indicar que el KGM, debido a su
naturaleza no-idnica, no estd interaccionando con la matriz proteica
y su presencia aumenta la viscosidad del medio captando agua y

aumentando asi la capacidad de retencion de agua a la vez que
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refuerza la red aumentando la dureza y la elasticidad del gel. Sin
embargo, la estructura que aparece en la imagen correspondiente a
la micrografia de la muestra con adicién de konjac y goma xantana
(Figura IV.24. c y f) podria indicar que el konjac y la goma xantana
podrian interaccionar con la matriz proteica debido a la naturaleza
aniénica de la xantana mostrando un aspecto mas compacto y

continuo que da como resultado una mayor dureza y elasticidad.

5.3.2.7.2. Analisis estructural de muestras con tratamiento
térmico

En la Figura IV.25. se muestra la microestructura de los geles
formulados con NaCl y MTGasa (a y d), NaCl-MTGasa y KGM (b y €)
y con NaCl-MTGasa-KGM y goma xantana (c y f) con tratamiento
térmico a 2000 y 7500 aumentos. Al igual que se observaba en el
caso de las muestras sin tratamiento térmico (Figura IV.23.) lo
primero que destaca es el diferente aspecto que muestran las
formulaciones estudiadas. A 2000 aumentos (Figura IV.25 a, b y ¢)
el aspecto que ofrecen las tres muestras es muy similar siendo la
muestra control la que mayor porosidad presenta en su matriz asi
como una menor homogeneidad, sin embargo entre la muestra con
KGM y la muestra con KGM+xantana las diferencias son poco
apreciables. Cuando observamos las micrografias tomadas a 7500
aumentos (Figura IV.25 d, e y f), ya se empiezan a percibir mas
cambios entre las tres muestras. El tratamiento térmico ocasiona la
desnaturalizacién proteica y eso se puede comprobar comparando
las micrografias de muestras sin tratamiento térmico (Figura 1V.24)
con las tratadas térmicamente (Figura IV.25.).

La desnaturalizacién proteica, como ya se ha ido comentando a
lo largo del presente capitulo, induce la exposicion de residuos

hidrofdbicos y permite la agregacién ordenada de macromoléculas
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para formar estructura tridimensional de los geles (Ramirez et al.,
2002a). Esta reordenacion estructural da lugar al aspecto que
observamos en las micrografias de las muestras tratadas
térmicamente (Figura IV.25.) en las que se puede intuir que la
adicion de fibra modifica la estructura del gel pero es el tratamiento

térmico el factor relevante.

d) e) f)

Figura IV.25. Micrografias de Cryo-SEM (x 2000 a, b y ¢; x 7500 d,
e y f) para muestras con tratamiento térmico de: formula base (a 'y
d), formula base con adicién de konjac glucomanano (b y €) y

formula base con adicién de konjac glucomanano y goma xantana
(cyf).

En las muestras tratadas térmicamente la presencia de fibra
produjo un descenso en la cohesividad y gomosidad del gel con
respecto a la muestra control o féormula base, mientras que la
capacidad de retencién de agua fue mayor en aquellas
formulaciones con fibra. Las muestras con KGM (Figura IV.25. b y

e) muestran una especie de estructura radial que se repite.
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Siguiendo con la hipodtesis planteada en el apartado anterior, dicha
estructura podria deberse a la gelificacién de la matriz con la
presencia de konjac en los espacios intersticiales dando lugar a esa
apariencia mas densa en el centro de dichos “radios”. Sin embargo,
las muestras con KGM+xantana (Figura IV.25. c y f) presentan una
estructura bastante definida en forma de esponja o de panal, con
un mayor tamafio de poro debido a la mayor cantidad de agua que
estaba retenida en la matriz.

Hay diferentes teorias al respecto de cémo interaccionan los
hidrocoloides con la matriz proteica. Ziegler y Foegeding (1991),
como ya se ha comentado, proponen diferentes modelos en los que
plantean varias posibilidades de relacion entre el hidrocoloide y la
matriz proteica; Chattong et al. (2007) afirman que la adicion de
hidrocoloides produce una disminucidon en las interacciones de la
matriz proteica lo que implica una disminucion de la elasticidad del
gel. Montero et al. (2000) concluyen que la adicion de hidrocoloides
interfiere con la matriz proteica modificando su capacidad para
gelificar. Los geles que elaboraron con hidrocoloides anidnicos
dieron mejores resultados en el estudio de compresion debido
probablemente a las interacciones quimicas con la proteina
miofibrilar. Doerscher et al. (2003) sugieren que la incorporacion
de hidrocoloides no tiene ningun efecto en las propiedades
gelificantes de las proteinas. Regenstein (1989) sugiere que los
hidrocoloides pueden actuar suplementando la matriz proteica
participando de una manera directa en la formacion de dicha matriz
mediante interacciones quimicas mejorando asi la capacidad de
retencion de agua y/o actuando como agente surfactante en la
interfaz aceite/agua. En el presente estudio se observa como la
adicion de hidrocoloides si que interfiere de manera significativa en

la matriz proteica del gel, para los hidrocoloides y las condiciones
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estudiadas, modificando tanto la capacidad de retencion de agua
como las propiedades mecanicas del mismo. De acuerdo con los
modelos propuestos por Ziegler y Foegeding (1991) cada
hidrocoloide, y dependiendo de las diferentes condiciones de
procesado, actla en la matriz proteica de una manera diferente y
la forma en la que interacciona depende, entre otros factores, de la

naturaleza quimica del hidrocoloide.

5.4. Estudio de la evolucion durante el almacenamiento con
y sin tratamiento térmico de la formulacion fuente de fibra

Por ultimo, y tras los estudios fisicoquimicos, sensoriales y
estructurales y con una formulacion definida (F2) se estudiaron la
evolucién de los parametros fisico-quimicos y microbiolégicos del
restructurado de dorada fuente de fibra para determinar su vida
atil y asi contribuir a evaluar su viabilidad desde un punto de vista
comercial.

En este apartado se muestran los cambios de humedad, pH, a,,
CRA, color y las propiedades mecanicas durante el almacenamiento
en refrigeraciéon de la formula fuente de fibra (F2) asi como el
estudio microbiolégico realizado para determinar la vida util de
dicha formulacion con y sin tratamiento térmico. El
almacenamiento en refrigeracién se realizé durante 21 dias para las
muestras sin tratamiento térmico y 77 dias para las muestras con
tratamiento térmico a una temperatura de 4 °C tal y como se

describe en el apartado 4.5 de materiales y métodos.
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5.4.1. Evolucion durante el almacenamiento de la humedad,
actividad de agua (a,,) y pH

En la Tabla IV.38. se muestra la evolucién de los parametros de
humedad, actividad de agua (a,) y pH durante el almacenamiento
en refrigeracion de la férmula fuente de fibra (1% KGM + 1,5%
xantana) tanto en fresco como tratada térmicamente. En las
muestras frescas, la humedad y la actividad de agua mostraron un
ligero pero significativo (p<0,05) descenso a los 14 dias de
almacenamiento respecto al dia 0. El pH, sin embargo, aumento6
ligeramente al séptimo dia de almacenamiento mostrando
diferencias significativas (p<0,05). En las muestras tratadas
térmicamente el almacenamiento en refrigeracién afecté a los
valores de humedad, actividad de agua y pH que experimentaron
ligeras variaciones durante los 77 dias de almacenamiento,
apareciendo diferencias significativas al séptimo dia para los tres
parametros estudiados. En la Tabla IV.38. se puede observar que
las variaciones experimentadas por las muestras tanto en la
humedad como en el pH resultaron significativas pero fueron muy
pequefias teniendo en cuenta el largo periodo de almacenamiento
al que fueron sometidas. En el caso de la actividad de agua,
aunque mostraron oscilaciones durante el almacenamiento, no se
apreciaron diferencias significativas (p>0,05) a los 77 dias de

almacenamiento respecto al dia inicial.
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Tabla IV.38. Evolucidon de los parametros de humedad, a, y pH

durante el almacenamiento de la férmula fuente de fibra (F2).

Valores promedio (SD).

t (dias) % Humedad aw pH
g 0 74,64 (0,07)® 0,986 (0,001)@ 6,1 (0,0)®
ggg 7 74,64 (0,07)® 0,985 (0,001)@ 6,1 (0,0)®
n o
£g 14 74,25 (0,03)® 0,978 (0,001)® 6,15 (0,02)©
s 21 74,8 (0,1)® 0,984 (0,001)@ 6,13 (0,01)©
. 0 70,8 (0,2)@ 0,990 (0,002)@ 6,25 (0,01)®
£ 7 71,17 (0,04)® 0,982 (0,001)@ 6,31 (0,01)®
= 14 71,2 (0,1)® 0,987 (0,001)® 6,30 (0,02)®
S E 21 69,8 (0,1)© 0,990 (0,001)@ 6,32 (0,01)®
S0
P 28 70,3 (0,1)® 0,985 (0,002)® 6,31 (0,01)®
] 35 69,9 (0,1)© 0,991 (0,001)® 6,16 (0,01)@
77 70,5 (0,1)® 0,990 (0,001)@ 6,21 (0,01)©

(a)(b)(c)(d) Grupos homogéneos establecidos por el ANOVA (a<0,05) con el factor

tiempo de almacenamiento.

5.4.2. Evolucion durante el almacenamiento de la capacidad

de retencion de agua (CRA)

La capacidad de retencidén de agua de la formulacién fuente de

fibra sin tratamiento térmico aumento ligeramente (p>0,05) a los 7

dias de almacenamiento en refrigeracién manteniéndose constante

este incremento a lo largo de todo el periodo de almacenamiento

(21 dias), tal y como puede observarse en la Figura IV.26. a).
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Figura IV.26. Evolucién durante el almacenamiento de la capacidad
de retencién de agua de la formula fuente de fibra (F2) sin

tratamiento térmico (a) y con tratamiento térmico (b).

Las muestras tratadas térmicamente (Figura IV.26.b), sin
embargo, mostraron mayores variaciones a lo largo del
almacenamiento, tal y como ocurria con los parametros humedad,
aw Y pH. Dichas variaciones no mostraron diferencias significativas
(p>0,05) a los 77 dias de almacenamiento con respecto al dia
inicial y probablemente este hecho fuera debido a la variabilidad de

la muestra mas que al efecto de la fibra o la MTGasa en la matriz.

5.4.3. Evolucién durante el almacenamiento de Ilas
propiedades dpticas

En la Tabla IV.39. se muestra la evolucién de las coordenadas
colorimetricas L*, a*, b*, hyp* y Cop* durante el almacenamiento
de la formula fuente de fibra (F2). Se puede observar que durante
el almacenamiento de las muestras sin tratamiento térmico los
valores de luminosidad (L*) fueron incrementandose
paulatinamente durante los 21 dias de almacenamiento mientras
que los valores de a* y b* sufrieron un descenso, haciéndose
significativos dichos cambios a partir del séptimo dia de

almacenamiento. Las muestras tratadas térmicamente no sufrieron
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cambios significativos (p>0,05) en los valores de luminosidad a lo
largo de todo el periodo de almacenamiento (77 dias), mientras
que los valores de a* y b* fueron oscilando reflejando un
significativo descenso (p<0,05) a los 77 dias de almacenamiento
en refrigeracién. En lo que hace referencia al tono, como se
observa en la Tabla IV.39, existe un comportamiento diferente en
las muestras con o sin tratamiento térmico. Durante el periodo de
almacenamiento el tono de las muestras sin tratamiento térmico
experimenta un ligero aumento mientras que las que tienen
tratamiento térmico desciende ligeramente. El croma en las
muestras sin tratamiento térmico disminuye durante el
almacenamiento mientras que en las que fueron tratadas
térmicamente no existe una variacion que permita definir una
tendencia.

En conclusién, podemos decir que, los cambios en las
propiedades Opticas de las muestras durante el almacenamiento
indican que éste no es un parametro que pueda ser determinate a
la hora de definir la vida atil del producto ya que las variaciones en
las coordenadas colorimétricas de las muestras no implican
cambios de color que den como resultado un producto que tenga

un aspecto diferente al de partida.
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5.4.4. Evolucion durante el almacenamiento de Ilas
propiedades mecanicas

La evolucion de los parametros mecanicos experimentada por la
muestra fuente de fibra (F2) durante el almacenamiento en
refrigeracion se muestra en la Figura IV.27. Las muestras sin
tratamiento térmico (Figura IV.27.a) experimentaron un
incremento lineal y significativo (p<0,05) de la dureza a lo largo
del almacenamiento alcanzando valores de 3474(22) (g) a los 21
dias. La adhesividad, tal y como ocurria durante el almacenamiento
de la férmula base, se redujo significativamente mientras que la
cohesividad no experimenté cambios significativos a lo largo de
todo el almacenamiento. La elasticidad y la gomosidad se vieron
incrementadas significativamente (p<0,05) obteniéndose muestras
mas duras, gomosas Yy elasticas y menos adhesivas a los 21 dias de
almacenamiento. En las muestras tratadas térmicamente (Figura
IV.27.b) la dureza aumentd significativamente a los 21 dias de
almacenamiento y posteriormente fue cayendo hasta alcanzar los
valores obtenidos en el dia 0 (6343(195) g) no mostrando
diferencias significativas entre el dia 77 y el dia 0 de
almacenamiento. Los valores de adhesividad oscilaron a lo largo del
almacenamiento mostrando un ligero incremento no significativo
(p>0,05) al final del almacenamiento. La cohesividad y la
gomosidad sufrieron un descenso significativo mientras que la
elasticidad aumentéd mostrando diferencias significativas a los 7

dias y dicho aumento se mantuvo a lo largo del almacenamiento.
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Figura IV.27. Evolucion de los parametros mecanicos (dureza,
adhesividad, cohesividad, gomosidad y elasticidad) obtenidos con

el ensayo de TPA durante el almacenamiento de la férmula fuente
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de fibra (F2) sin tratamiento térmico (a) y con tratamiento térmico

(b).

Tras analizar los resultados correspondientes a los parametros
texturales y al igual que se comenta en el apartado 5.2.4. se puede
apreciar que para las muestras sin tratamiento térmico el
almacenamiento supone basicamente un aumento de su dureza,
gomosidad y pérdida de adhesividad, mientras que para las
muestras con tratamiento térmico estos parametros no presentan
cambios que supongan variaciones texturales destacables, ya que

éstos son debidos en su mayoria al tratamiento térmico.

5.4.5. Estudio microbioldgico
El estudio microbiolégico durante el almacenaiento de las
muestras con fibra con o sin tratamiento térmico se realizé tal y

como se describe en el apartado 4.4. de materiales y métodos.

5.4.5.1. Evolucion de la calidad microbiolégica de la férmula
fuente de fibra (F2) sin tratamiento térmico durante el
almacenamiento en refrigeracion

Del mismo modo que se hizo para la formula base (F103) se
realizd un estudio microbioldgico de la formula fuente de fibra (F2)
envasada a vacio durante 21 dias de almacenamiento a 4 °C y se
evaluaron los recuentos totales de aerobios mesodfilos,
enterobacterias, Salmonella spp. y Staphylococcus aureus tal y
como se describe en el apartado 4.4. de materiales y métodos.

Los resultados obtenidos mostraron ausencia de Salmonella y
de Staphylococcus aureus durante todo el estudio de
almacenamiento, igual que ocurria en el caso de la férmula base.

Por tanto, siguiendo la legislacién espafiola para estos
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microorganismos (MSC, 1991), las muestras analizadas cumplian
los requisitos legales durante todo el periodo de almacenamiento
estudiado.

En la Figura 1V.28. se muestra la evolucion de los
microorganismos mesofilos y enterobacterias de la férmula fuente
de fibra (F2) durante los 21 dias de almacenamiento en
refrigeracion asi como los limites establecidos por la legislacién
espafiola en productos de la pesca frescos para ambos

microorganismos.

— - MESOFIILOS — -~ ENTEROBACT — 4 — Meso6filos —>—— Enterobacterias
12 4
10 1 A
o 8 o % x
L
S 6 — - — - — - x——= — - — - _ - — - — -
= —
S ne
2,
0 T T T T Y
0 5 10 15 20 25

tiempo (dias)

Figura IV.28. Evolucion de los microorganismos aerobios mesofilos
y enterobacterias durante el almacenamiento de la férmula fuente
de fibra (F2) sin tratamiento térmico. Las lineas punteadas hacen
referencia al valor marcado por la legislacion espafola para cada

microorganismo.

Al igual que ocurria en el estudio de almacenamiento de la
formula base y como se puede observar en la Figura IV.28. el
recuento de enterobacterias sobrepasd el limite marcado por la
legislacién a tO0 haciendo inviable, desde un punto de vista

microbioldgico, la comercializacién de éste producto en fresco (sin
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tratamiento térmico) en las condiciones de procesado llevadas a
cabo. El recuento de microorganismos mesofilos sobrepasoé el limite
establecido por la legislacion a los 4 dias de almacenamiento.

A pesar de que, tal y como se vio en el apartado 5.3.2.1. y
5.3.2.2., la adicion de fibra provoca un descenso de la actividad de
agua (aw) Yy un aumento de la capacidad de retencién de agua
(CRA), los resultados mostraron que el factor limitante en el caso
de las muestras frescas es la contaminacion inicial que se produce
durante la manipulacion y formulacién del producto por lo que, tal
y como se comentd para el caso de la formula base (F103), seria
conveniente modificar y controlar las condiciones iniciales de
procesado para rebajar la carga inicial y que el producto sea viable
desde un punto de vista microbioldgico. No obstante, hay que
hacer constar que el objetivo del estudio de las muestras sin
tratamiento térmico se centra en el analisis de las interacciones de
los ingredientes y su efecto sobre las caracteristicas fisico-
guimicas, texturales y sensoriales del producto, mas que en

obtener un producto comercializable.

5.4.5.2. Evolucion de la calidad microbiolégica de la férmula
fuente de fibra (F2) con tratamiento térmico durante el
almacenamiento en refrigeracion

Puesto que las muestras frescas presentaron una carga
microbioldgica inicial que superaba los limites establecidos por la
legislacién espafiola para el caso de las enterobacterias, se
procedi6 a realizar el estudio microbiolégico durante el
almacenamiento en las muestras tratadas térmicamente con el fin
de establecer la vida atil microbioldgica de la formula fuente de
fibra (F2) y obtener un producto comercialmente viable desde el

punto de vista microbioldgico.
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En este caso, las muestras fueron sometidas a tratamiento
térmico a 80 ©°C durante 7 minutos y posteriormente fueron
envasadas a vacio y almacenadas en refrigeracidon a 4 °C hasta el
momento de los anadlisis. El tiempo de almacenamiento en este
caso fue de 77 dias. Se realizaron recuentos totales de aerobios
mesofilos, enterobacterias, Salmonella spp. y Staphylococcus
aureus tal y como se describe en el apartado 4.4. de materiales y
métodos.

Recordemos que la legislacion espafiola (MSC, 1991) establece
para productos de la pesca cocidos un limite maximo de 10° ufc/g
para el caso de aerobios mesdfilos, 10° ufc/g para enterobacterias,
10° ufc/g para Staphylococcus aureus y ausencia de Salmonella.
Siguiendo la legislacién establecida, los resultados obtenidos
mostraron una vida Util de al menos 77 dias, puesto que, durante
dicho periodo de almacenamiento las muestras permanecieron
estables y dentro de los limites marcados, no habiendo crecimiento
de ninguno de los microorganismos estudiados.

Estos resultados ponen de manifiesto que es posible el
desarrollo de un reestructurado precocinado fuente de fibra a base
de dorada con unas adecuadas caracteristicas sensoriales, fisico-
quimicas y microbioldgicas.

Cabe decir que los productos de pescado existentes en el
mercado de caracteristicas similares presentan una vida util de 35

dias.
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IV.6. CONCLUSIONES

En este capitulo se ha estudiado y analizado el papel de la
transglutaminasa microbiana (MTGasa) y la sal (NaCl) en las
caracteristicas de un producto reestructurado a base de dorada
(Sparus aurata). Por otra parte se ha analizado el efecto de la
adicion de diferentes hidrocoloides (konjac glucomanano (KGM),
carboximetilcelulosa sodica (CMC) y goma xantana) sobre la matriz
proteica del gel de pescado. Para ello se han evaluado los aspectos
fisico-quimicos, texturales, sensoriales y microbioldégicos de
diferentes formulaciones con y sin tratamiento térmico.

Las conclusiones han sido estructuradas en funcidon de los
apartados en los que se dividen los resultados del presente

capitulo para una mejor comprensién del estudio.

1. Efecto de la incorporacion de cloruro sdédico (NaCl) y
transglutaminasa microbiana (MTGasa) en las propiedades
fisico-quimicas, Opticas, mecanicas, asi como en la
capacidad de retenciéon de agua y en la aceptacion y vida atil
de un producto restructurado a partir de dorada (Sparus

aurata)

1.1. Los resultados obtenidos para los parametros fisico-quimicos y
las propiedades Opticas y mecanicas mostraron que, es necesaria la
incorporacion de NaCl para |la obtencion de productos
reestructurados con propiedades aceptables utilizando

transglutaminasa microbiana como agente “ligante”.
1.2. El nivel de NaCl afect6 en mayor medida a las propiedades
estudiadas que el nivel de MTGasa, produciendo cambios en la

dureza, gomosidad, elasticidad, a, y CRA de las muestras y
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separando claramente a las muestras con 1% de NaCl de aquellas
que fueron formuladas con 2% de NaCl. La adicion de MTGasa
produjo una estructura proteica mas agregada dando lugar a una

red con mayor entramado.

1.3. Las diferencias de color encontradas para las formulaciones
estudiadas no suponen en este caso un factor limitante a la hora de
escoger una u otra formulacidon ya que, aunque dichas diferencias
en algunos casos fueron significativas, no mostraron ninguna

tendencia en funcién de la cantidad de NaCl o MTGasa anadida.

1.4. La aplicacion de tratamiento térmico aumentd la CRA, y la
dureza, la gomosidad y la elasticidad del producto reestructurado y
redujo la adhesividad con respecto a las muestras sin tratamiento
térmico. Por otra parte, el tratamiento térmico produjo un aumento
de los valores de L*, debido a la coagulacion proteica, sin
apreciarse diferencias significativas por la adicion de NaCl ni
MTGasa. En las muestras con tratamiento térmico, también se
observd que el nivel de NaCl es el factor que tuvo mas relevancia
en la formulacion del producto, afectando en este caso
fundamentalmente a la dureza, gomosidad, elasticidad vy

cohesividad del producto.

1.5. Los resultados obtenidos en el analisis sensorial indicaron que
los catadores no encontraron diferencias significativas entre la
formulacion que no contenia MTGasa y la que contenia 0,3%. Al no
aparecer diferencias significativas para ningun atributo estudiado
entre las muestras que no llevaban MTGasa (0%) y aquellas que
llevaban 0,3%, se decididé fijar la cantidad de MTGasa en la

formula base en un 0,3%. Al evaluar el contenido en sal por parte

274




Capitulo IV: Obtencion de productos reestructurados

de los catadores, éstos eligieron aquella formulaciéon que contenia
1% de NaCl. En respuesta a estos resultados, se fijé la férmula
base con 1% de NaCl y 0,3% de MTGasa.

1.6. La aplicacién de 1% de NaCl junto con 0,3% de MTGasa
permite obtener productos reestructurados con buenas propiedades

texturales y atributos funcionales y sensoriales aceptables.

2. Cambios en la humedad, el pH, la a,,, la CRA, el color, las
propiedades mecanicas y microbiologia de la formula base
(F103), durante 20 dias de almacenamiento en refrigeracion
sin tratamiento térmico y 56 dias para las muestras con

tratamiento térmico

2.1. En las muestras sin tratamiento térmico el almacenamiento
suposo un ligero pero significativo descenso de la humedad y la a,
y un aumento de la CRA, asi como un aumento de la dureza,
gomosidad y pérdida de adhesividad. La luminosidad (L*) de los
reestructurados se incrementé ligeramente a lo largo del periodo
de conservacion. En las muestras con tratamiento térmico el
almacenamiento produjo un descenso de humedad y un aumento
significativo del pH y de la a, mientras que la CRA no se vié
afectada en este caso. Los parametros de textura se vieron
afectados por el almacenamiento de la misma manera que las

muestras sin tratamiento térmico.

2.2. En las muestras sin tratamiento térmico el recuento de
enterobacterias se mostré superior al limite establecido en la
legislacién el primer dia de formulacién debido, probablemente, a la

contaminacién producida durante la manipulacién y formulacion del
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producto, haciendo que el producto sin tratamiento térmico no sea
viable comercialmente desde el punto de vista microbioldgico. Las
muestras tratadas térmicamente podrian ser viables desde el punto
de vista microbioldgico durante un periodo de 27 dias, siendo los
microorganismos aerobios mesoéfilos los limitantes de la vida util

del producto.

3. Efecto de la incorporacion de konjac glucomanano y
carboximetilcelulosa en las propiedades fisico-quimicas,
Opticas, mecanicas, asi como en la capacidad de retencion
de agua y en la aceptacion y vida Gtil de un producto
restructurado a partir de dorada con un 1% de NaCl y 0,3%

de MTGasa con y sin tratamiento térmico

3.1. Tanto la presencia de fibra como el tipo de fibra adicionado a
la formulacién afecté de manera significativa a las propiedades
fisico-quimicas y mecanicas del gel de pescado formado con 1% de
NaCl y 0,3% de MTGasa.

3.2. La presencia de fibra (KGM o CMC) afect6 en mayor medida a
las propiedades de cohesividad, elasticidad, CRA y adhesividad,
mientras que el tipo de fibra adicionada afectdé mas a las

propiedades de dureza, a,, gomosidad y humedad.

3.3. La adicién de 1% de KGM produjo un descenso significativo de
los valores de humedad, a, y pH y un mayor porcentaje de CRA
tanto en las muestras frescas como tratadas térmicamente
respecto a la muestra control, mostrando productos con una

apariencia y textura adecuada.
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3.4. La presencia de CMC no supuso una mejora del producto por lo
que para desarrollar un producto que pueda ser considerado como
fuente de fibra y debido a la limitacion legal en el uso de KGM se

adicioné goma xantana a la formulacién.

3.5. En las muestras sin tratamiento térmico, un aumento en la
cantidad de KGM adicionada a la formulacién, asi como la adicién
de 1% de CMC se tradujo en un aumento de los valores de
“blancura” de las muestras. En las muestras tratadas
térmicamente, a mayor cantidad de KGM adicionada se obtuvieron
menores valores de L*, a* y de b*. El CMC, sin embargo, mantuvo
valores similares de las coordenadas de color a los obtenidos para

la muestra control.

4. Desarrollo de una formulaciéon de dorada con 1% de NaCl
y 0,3% de MTGasa y la adicion de 1% de KGM y 1,5% de
goma xantana que puede ser considerada como un producto

“fuente de fibra”

4.1. La formulacion fuente de fibra (konjac+xantana) presentd
propiedades diferentes a la muestra control y a la muestra con
KGM. La sinergia entre el konjac glucomanano y la goma xantana
permitié formar un gel con menor actividad de agua y mayor

capacidad de retencién de agua

4.2. La presencia de KGM y xantana provocd una reduccién de los
valores de L*, a* y b* en las formulaciones sin tratamiento
térmico. En las muestras tratadas térmicamente no se apreciaron
cambios significativos en las coordenadas colorimétricas respecto a

la muestra control.
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4.3. La adicién de KGM y goma xantana provocé un aumento
significativo en la dureza, la adhesividad y la gomosidad de las
muestras sin tratamiento térmico, mientras que la cohesividad no
mostré variaciones. En las muestras tratadas térmicamente se

produjo una pérdida de cohesividad y de gomosidad.

4.4, El andlisis sensorial puso de manfiesto que entre la
formulacion con 1% de KGM vy la formulacion con 1% de
KGM+1,5% de xantana los catadores sélo encontraron diferencias
significativas para el atributo dureza. Los catadores apreciaron la
presencia de fibra pero no fueron capaces de diferenciar entre la
formula con 1% de KGM y la formula fuente de fibra (1% de

KGM+1,5% de xantana), excepto en el atributo dureza.

4.5. En resumen, se puede decir que, la adicion de fibra a la
formulacion supone cambios en algunos parametros relevantes del
producto como la textura, a su vez incrementa la capacidad de
retencién de agua y disminuye su a,. Estos cambios pueden ser
muy interesantes desde el punto de vista tecnoldgico y no suponen
un impedimento para la aceptacion del producto por parte del
consumidor, lo cual podria suponer una ventaja nutricional y de

marketing.
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5. Cambios en la humedad, el pH, la a,,, la CRA, el color, las
propiedades mecanicas y microbiologia de la formula fuente
de fibra, durante 21 dias de almacenamiento en
refrigeracion sin tratamiento térmico y 77 dias para las

muestras con tratamiento térmico

5.1. En las muestras sin tratamiento térmico el almacenamiento
supuso un ligero pero significativo descenso de la humedad vy la
actividad de agua y un ligero aumento del pH y la CRA. Los valores
de luminosidad (L*) también se incrementaron paulatinamente,
mientras que los valores de a* y b* sufrieron un descenso. En
cuanto a las propiedades mecanicas, el almacenamiento produjo un

aumento de la dureza y la gomosidad y pérdida de adhesividad.

5.2. En las muestras tratadas térmicamente el almacenamiento en
refrigeracion afectd a los valores de humedad, actividad de agua y
pH que experimentaron ligeras variaciones durante los 77 dias de
almacenamiento. No se apreciaron variaciones significativas en la
capacidad de retencién de agua ni en la luminosidad de las
muestras a lo largo del periodo de almacenamiento, mientras que
los valores de a* y b* reflejaron un significativo descenso a los 77
dias. Los parametros texturales no experimentaron cambios

destacables.

5.3. Por lo que respecta al estudio microbioldgico de las muestras
sin tratamiento térmico, el recuento de enterobacterias sobrepaso
el limite marcado por la legislacién a t0 haciendo inviable, desde un
punto de vista microbiolégico la comercializacién de este producto
sin tratamiento térmico. Para las muestras con tratamiento térmico

la vida util fue, al menos, de 77 dias, puesto que durante dicho
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periodo de almacenamiento las muestras permanecieron estables y
dentro de los limites marcados por la legislaciéon, no habiendo

crecimiento de ninguno de los microorganismos estudiados.

5.4. Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que es posible el
desarrollo de un reestructurado precocinado fuente de fibra a base
de dorada (Sparus aurata) con unas adecuadas caracteristicas

sensoriales, fisico-quimicas y microbioldgicas.
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V. APLICACION DE BIOCONSERVANTES PARA PROLONGAR
LA VIDA UTIL DEL FILETE DE DORADA (Sparus aurata)

V.1. INTRODUCCION

1.1. Microbiologia del pescado

Como consecuencia de su composicion quimica y de la reaccidon
poco acida de su carne, el pescado constituye un alimento
altamente perecedero, debido a que sufre procesos autoliticos de
degradacion rapida y un acelerado crecimiento microbiano. El
pescado se puede deteriorar por la acciéon de enzimas endogenas y
el desarrollo de una microbiota de contaminaciéon variada. El
descenso del pH después de la muerte es escaso y depende de las
condiciones de la captura, ya que las reservas de glucdégeno
disminuyen en mayor o menor grado como consecuencia, por
ejemplo, de la resistencia que pone el pez a ser capturado. Por lo
general, el pH del pescado, inmediatamente después de su captura,
es 7 luego desciende a 6,2-6,5, para volver a subir a 6,6-6,7. Esto
contribuye a la inestabilidad del pescado después de la muerte, ya
que en estos valores de pH no se inhibe el desarrollo microbiano
(Pascual y Calderon, 2000).

1.1.1. Microbiologia del tratamiento primario

El musculo y los drganos internos del pescado sano recién
capturado suelen ser estériles, pero la piel, las agallas y el tracto
alimentario contienen un nimero importante de bacterias. Por eso,
cualquier dafio causado al pescado por las redes, anzuelos, etc. que
desgarre la piel protectora del pescado, supondra un foco de
infeccion, ya que la microbiota se extendera y se multiplicarad en

otros tejidos donde existen sustancias nutritivas adecuadas y un pH
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relativamente elevado que favorece el desarrollo de dicha flora. Las
operaciones como el fileteado y el troceado, aumentan la extension
de la superficie con respecto al volumen del producto, por tanto,
aumentan la rapidez de la alteracidn. La refrigeracion retarda un
poco la aparicién del desarrollo microbiano pero no la suprime, la
biota contaminante es psicrofila (Pseudomonas) y continda
desarrollandose incluso a -5 °C. La alteracién del pescado depende
de distintos factores:

- Especie: se alteran mas rapidamente aquellas especies cuyo
cuerpo tiene forma aplanada que aquellas que tienen el cuerpo
cilindrico. Debido a que en las primeras la rigidez cadavérica
transcurre con mayor rapidez.

- Condiciones del pescado en el momento de su captura: una larga
agonia provoca un mayor consumo de glucdgeno, cuya falta
acelera la aparicion de fendmenos de alteracion. Los pescados que
han sido capturados repletos de alimentos, se alteran con mayor
facilidad que aquellos cuyo tubo intestinal esta vacio.

- Tipo de biota contaminante: si la contaminacion corporal e
intestinal del pescado es alta y la que se instaura después de su
captura también es elevada, la alteracion sera mayor y mas rapida.
- Temperatura: La refrigeraciéon impide o retarda la multiplicacion
de las bacterias. El pescado se debe refrigerar lo mas rapidamente

posible hasta una temperatura comprendida entre 0 y -1 °C.

1.1.2. Microbiologia del pescado fresco

Varios son los factores que coadyuvan en la caducidad del
tejido muscular de los pescados. La microbiota del pescado vivo
depende de la del ambiente natural en el que vive, las especies
microbianas aisladas en el intestino seran las mismas del ambiente

de donde se ha criado. Por norma general las zonas de litoral son
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las mas contaminadas al contener restos de desechos humanos vy
animales dandose el riesgo de que puedan contener biota patdgena
de transmisién fecal. La contaminacion posterior a la captura del
pescado se produce en las distintas fases de captura vy
almacenamiento o transformacion debido principalmente a una
mala higiene (Pascual y Calderon, 2000). La biota contaminante
habitual de pescado pertenece a varios géneros, sobre todo
psicrotrofos:  Pseudomonas, Achromobacter, Flavobacterium,
Micrococcus, Alteromonas, Moraxella, Escherichia, Proteus,
Serratia, Sarcina, Bacillus, Corynebacterrium, Vibrio, Clostidrium,
mohos y levaduras (Chouliara et al., 2004). El mecanismo de
penetracion de la biota microbiana en el musculo es distinto para
peces planos y redondos. En los primeros se realiza a través de la
piel y se favorece por las heridas que se pueden producir durante la
captura; en los segundos el acceso se produce a través del
intestino.

Como gérmenes de origen no marino y que pueden contaminar
el pescado se encuentran: S. Aureus, Salmonella, Shigella, Vibrio
cholerae. En la calidad microbioldgica del pescado hay que tener en
cuenta dos aspectos importantes: el sanitario y el econdmico. Por
un lado los pescados presentan riesgos de distinta consideraciéon
para el consumidor de acuerdo con su naturaleza, habitat y
transformaciones, por lo que es evidente que el hombre debe estar
protegido mediante el control de la presencia de microorganismos
patdégenos. Respecto al aspecto econdmico, es claro que los
pescados son productos perecederos y que se alteran facilmente.
Su alteracion se debe a una flora no patdégena pero que si produce
pérdidas economicas (Pascual y Calderdn, 2000; Gonzalez- Fandos
et al., 2005).
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1.2. Conservacion de alimentos
1.2.1. Fundamentos de conservacion de alimentos

La causa principal del deterioro de los alimentos es el desarrollo
y proliferacion de microorganismos, que generalmente no se
encuentran en el interior de los tejidos de las plantas y de los
animales sanos pero siempre estan presentes y dispuestos a
invadirlos si hay una rotura en la piel, o si ha sido debilitada por
enfermedad o muerte. Asi mismo, hasta el momento de la cosecha
o del sacrificio, las reacciones enzimaticas, producidas por las
enzimas naturales de los alimentos, son controladas y equilibradas
en la planta o en el animal que vive normalmente pero a partir de
ese momento dicho equilibrio se pierde. Si los alimentos deben
conservarse solo durante un corto periodo de tiempo se dispone de
dos posibilidades:

- Mantener el alimento vivo el mayor tiempo posible.

- Cuando no es posible mantener vivo el alimento, hay que
cubrirlo y enfriarlo, con lo cual se retardan los factores de
descomposicién pero solo durante un tiempo muy breve.

Para la conservacién durante un periodo mas largo, que
requieren la mayoria de nuestros alimentos, hace falta otras
precauciones cuya finalidad es, generalmente, la inactivacion o
control de los microorganismos. El alimento, o sustrato, determina
los microorganismos que pueden desarrollarse. Si se conocen las
caracteristicas del alimento se puede predecir la microbiota que es

posible que crezca en él (Casp y Abril, 1999).

1.2.2. Curva de crecimiento microbiano
Si analizamos el crecimiento microbiano en el tiempo, éste
describe una tipica curva que, tal como se muestra en la Figura

V.1., puede dividirse en diversas fases: fase de latencia, fase de
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crecimiento exponencial, fase estacionaria y fase logaritmica de
muerte (Zafiga, 2002).

c
Log nimero
de organismos
viables
b
a
tiempo

Figura V.1. Esquema de la curva de crecimiento microbiano.

a) Fase de latencia.

Se produce inmediatamente después de inoculado el cultivo, las
células se adaptan a las nuevas condiciones del medio, por lo que
su duracion dependera del estado fisioldgico de las células vivas y
de la calidad del cultivo, es decir, de las condiciones que presente
el medio en el que se van a desarrollar los microorganismos como
temperatura, pH y composicion Optima para su crecimiento
(Zuiiga, 2002). Si un cultivo que crece exponencialmente es
inoculado al mismo medio bajo las mismas condiciones de
crecimiento no se observa la fase de latencia y el crecimiento
exponencial continla a la misma velocidad. Sin embargo, si el
indculo se toma de un cultivo viejo (fase estacionaria) y se inocula
en el mismo medio, generalmente se presenta la fase de latencia,
auln cuando las células del inéculo estén vivas. Esto se debe a que

las células generalmente agotan diferentes coenzimas esenciales u
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otros constituyentes celulares y se requiere de cierto tiempo para
su resintesis. También se presenta un retraso en el crecimiento
cuando el indéculo estd formado por células dafiadas (pero no
muertas) por tratamientos con calor, radiacion o sustancias
quimicas, debido al tiempo necesario para que las células puedan
reparar dicho dano. La fase de latencia también se observa cuando
una poblacion se transfiere de un medio de cultivo rico a uno
pobre. Esto sucede debido a que para que continle el crecimiento
en un medio de cultivo en particular es necesario que las células
tengan un complemento integro de enzimas para la sintesis de los
metabolitos esenciales que no estan presentes en dicho medio.
Cuando se les transfiere a un medio diferente, se requiere cierto
tiempo para la sintesis de nuevas enzimas.

Durante esta fase sélo se produce aumento del tamafio celular,

y no del nimero de células.

b) Fase de crecimiento exponencial o logaritmico.

Es una fase en la que las células se encuentran en plena
multiplicacion a una velocidad que es la maxima para el juego de
condiciones existentes por no existir limitacion de nutrientes
(Zuiiga, 2002). La mayor parte de los organismos unicelulares
crecen exponencialmente. La velocidad de crecimiento exponencial
varia mucho de un organismo a otro. Las condiciones ambientales,
tiempo, composicion del medio de cultivo, afectan a la velocidad de
crecimiento exponencial asi como las caracteristicas del

microorganismo.

c) Fase estacionaria.
El crecimiento celular se detiene, porque los nutrientes

indispensables se agotan o algun producto de desecho fabricado en
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el medio llega a un nivel en el que es inhibidor y cesa el
crecimiento exponencial. Esta fase se caracteriza porque no hay
incremento o decremento en el nimero de células o masa, es decir,
la concentracion de microorganismos vivos es constante, el nimero
de los microorganismos producidos es igual al numero de
microorganismos muertos. La duracion de la fase estacionaria esta
condicionada por la resistencia de los microorganismos a estos
factores externos (Zufiiga, 2002). En la fase estacionaria los

microorganismos son fisioldgicamente activos y viables.

d) Fase logaritmica de muerte.

Si la incubacién continlia después que una poblaciéon alcanza la
fase estacionaria, las células no pueden mantener la actividad
fisiologica y se produce autolisis (Zuniga, 2002). La fase
logaritmica de muerte sigue un trazado similar a la fase de
crecimiento exponencial, pero de signo inverso, caracterizado
porque para cada intervalo de tiempo mueren la mitad de los
microorganismos presentes. Es mas lenta que la fase de
crecimiento exponencial. La velocidad de muerte depende de la
resistencia de los microorganismos. Aunque se produzca la muerte
de muchos microorganismos nunca se llega a la muerte total ya

gue sobreviven los mas resistentes.

1.2.3. Factores que influyen en la actividad microbiana

Los principales factores de la composicion de todo alimento que
influyen en la actividad microbiana son (Casp y Abril, 1999):
- El pH. La accion del pH sobre el crecimiento de los
microorganismos tiene lugar a tres niveles: el medio, puesto que la
disponibilidad de ciertos nutrientes en el medio de cultivo sufre

modificaciones en funcion del equilibrio idnico; la permeabilidad de
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la membrana, que se ve afectada por las variaciones en la
concentracion de iones H* y OH y la actividad metabdlica, las
reacciones enzimaticas presentan un O&ptimo de actividad por
encima o por debajo del cual su cinética sufre cambios, por lo tanto
toda variacién del pH citoplasmatico implica una variacion de la
actividad enzimatica, y en consecuencia, del crecimiento del
microorganismo.

Cada microorganismo tiene un pH minimo, un pH 6ptimo y un
pH maximo de crecimiento. En general, las levaduras y los mohos
toleran mejor la acidez que las bacterias. Por lo tanto, los
alimentos cuyo pH es bajo (valores inferiores a 4,5) no son
alterados facilmente por las bacterias, siendo mas sensibles a la
alteracion por levaduras y mohos. El pH de los alimentos depende
no solo de la cantidad de sustancias acidas y basicas que contenga,
sino también de la capacidad tampon del producto, que
generalmente estd asociada a la concentracion de proteinas
(Mossel et al., 2003; Frazier y Westhoff, 1993; Casp y Abril, 1999).

- La humedad. Los microorganismos necesitan agua para su
crecimiento, que utilizan de dos formas, como solvente de
nutrientes para permitir su transporte y disponibilidad en el
citoplasma, y como agente quimico que interviene en las
reacciones hidroliticas que dan lugar a mondémeros, necesarios para

la sintesis microbiana y para las reacciones energéticas.

- La actividad de agua (a,). Indica la disponibilidad de agua, de un

medio determinado, para las reacciones quimicas, bioquimicas y
para las transferencias a través de membranas semipermeables.
Toda disminucidén de la actividad de agua afecta al crecimiento

bacteriano, la mayor parte de las bacterias presentan un

290




Capitulo V: Aplicacién de cultivos bioprotectores

crecimiento 6ptimo alrededor de 0,990-0,995. En alimentos con ay
baja (0,61-0,85) las alteraciones microbianas mas frecuentes son
producidas por mohos (Mossel et al., 2003; Frazier y Westhoff,
1993; Casp y Abril, 1999).

- El potencial de 6xido-reduccién. El potencial de éxido-reduccién, o

poder oxidante y reductor, del propio alimento, influye en el tipo de
microorganismo que se desarrollara en él y, por lo tanto, en las
modificaciones que se produciran. En funcion de sus exigencias en
oxigeno y/o en su toxicidad, los microorganismos se clasifican en:

- Aerobios estrictos (Pseudomonas, Micrococcus, Bacillus, etc.)
cuando necesitan oxigeno libre, es decir, necesitan oxigeno como
aceptor final de electrones, no tienen la posibilidad de utilizar una
via fermentativa.

- Anaerobios estrictos (Clostridium, Bacteroides, Peptococcus, etc.)
cuando crecen mejor en ausencia de oxigeno libre, presentan
obligatoriamente un metabolismo fermentativo.

- Aerobios facultativos (Enterobacterias, Staphylococcus, etc.), que
pueden desarrollarse en presencia o ausencia de oxigeno.

La disminucion del contenido de oxigeno en la atmdsfera tiene
como consecuencia la ralentizacion de la respiracién y por tanto
aumenta la vida util de los productos siempre que se elija
convenientemente (Mossel et al., 2003; Frazier y Westhoff, 1993;
Casp y Abril, 1999).

- La temperatura. La temperatura a la que se encuentre el alimento

es uno de los factores mas importantes por su influencia en el
crecimiento de los microorganismos, determina el estado fisico del
agua en un determinado medio y, por tanto, su mayor o menor

disponibilidad para el crecimiento de los microorganismos, la
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temperatura actla, ademas, sobre la velocidad de las reacciones
quimicas y bioquimicas. Los microorganismos se clasifican en tres
grandes grupos en funcion de la temperatura:

- Psicrotrofos y psicrofilos: Los psicrofilos son gérmenes adaptados
al frio, se desarrollan a 0 °C con un Optimo de crecimiento
comprendido entre 15 y 20 °C. Los psicrétrofos son capaces de
adaptarse y desarrollarse a temperaturas proximas a 0 °C, pero
tienen un Optimo de crecimiento entre 25 y 35 °C, lo que les
aproxima a los mesofilos. Su metabolismo es lento y son poco
competitivos con otros cuando aumenta la temperatura. Los
psicrotrofos son los microorganismos dominantes en todos los
alimentos refrigerados. La mayor parte de las levaduras y de los
mohos son psicrotrofos. Estos microorganismos raramente son
patégenos.

- Mesofilos: Se multiplican a temperaturas entre 20 y 45 °C, con un
optimo de crecimiento a 37 ©°C, sus tasas de crecimiento son
elevadas y la duracion de su proliferacion es relativamente corta.
Las principales especies de bacterias se incluyen en este grupo. Se
pueden encontrar en alimentos almacenados a temperatura
ambiente o en alimentos refrigerados cuando se ha roto la cadena
del frio.

- Termofilos: Son capaces de desarrollarse a temperaturas
elevadas, entre 45 y 65 °C, con un 6ptimo a 55 °C. Presentan una
tasa de crecimiento muy elevada pero con una duracidn corta.
Pueden encontrarse en el agua, aire y suelo. El descenso de la
temperatura tiene como efecto esencial la reduccidn global de la
actividad metabdlica de los o6rganos vegetales y animales. Este
efecto del frio se traduce en una menor degradacion de las
reservas y en una menor producciéon de calor, por lo tanto

aumentara la longevidad de los productos (Casp y Abril, 1999).
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- La presencia de sustancias inhibidoras. Son moléculas que poseen

un poder bacteriostatico y/o bactericida. Existe una amplia gama
de sustancias, que desarrollan una accién inhibidora, tanto por su
composicién quimica como por los mecanismos de actuacidén. Se
encuentran en estado natural en los tejidos animales y vegetales y
se pueden producir también por fermentacion. Pueden ser,
ademas, afiadidas por el hombre para la conservaciéon de los
alimentos (Frazier y Westhoff, 1993; Casp y Abril, 1999).

1.2.4. Procedimientos utilizados en la conservacion de
alimentos

La descomposicién microbiana de los alimentos se evitara si se
destruyen, o se eliminan, todos los microorganismos que producen
alteraciones y se evita que se vuelvan a contaminar. Ahora bien,
los microorganismos son la principal causa del deterioro de los
alimentos pero no la Unica, por lo tanto, el hecho de detener la
multiplicacion de los microorganismos no necesariamente evita su
descomposicién. Algunos de los procedimientos utilizados para
regular la actividad de los microorganismos son eficaces tanto
frente a la actividad enzimatica existente en el alimento como
frente a las reacciones quimicas. Pero otros procedimientos como la
desecacion o el empleo de temperaturas bajas, permiten que
continle la descomposicion natural del alimento si no se adoptan
precauciones especiales (Casp y Abril, 1999).

Por lo tanto en los procedimientos de conservacion de los
alimentos se debera:

- Prevenir o retrasar la actividad microbiana

- Prevenir o retardar la descomposicion de los alimentos
destruyendo o inactivando sus enzimas y previniendo o retardando

las reacciones puramente quimicas.
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- Prevenir las lesiones debidas a insectos, roedores, causas
mecanicas, etc.

Los procedimientos utilizados para la conservacion de alimentos
se dirigen fundamentalmente al control de los microorganismos,
por lo tanto se basan en la intervencidon sobre los factores que
afectan a su actividad: pH, necesidad de agua, potencial de éxido-
reduccion, sustancias inhibidoras y temperatura. Pero en todos los
casos hay que tener en cuenta que cuando en el alimento existe un
ndimero inicial de microorganismos reducido, su conservacion es
mas facil que cuando su numero inicial es elevado (Casp y Abril,
1999).

1.2.5. Principales técnicas de conservacion de alimentos

En la Tabla V.1. se resumen los principales métodos de
conservacion de los alimentos asi como su accidén sobre los
microorganismos y su forma de actuacion (Frazier y Westhoff,
1993; Casp y Abril, 1999).
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Tabla V.1. Principales métodos de conservacion de los alimentos.

ACCION SOBRE LOS
MICROORGANISMOS

DESTRUCCION

EFECTO BARRERA

ELIMINACION

FORMA DE ACTUACION

Por accion del calor

Por radiaciones ionizantes

Por accion de
antisépticos

Por acciéon mecanica
Por accion mixta: calor-
mecanica

Por utilizacion de bajas
temperaturas

Por utilizacion de
atmésferas pobres en 0,

Por reduccion del
contenido de agua

Proteccién por
incorporacion y
recubrimiento con
inhibidores

Por separacion fisica

METODO DE
CONSERVACION
DE ALIMENTOS

Pasteurizacion
Esterilizaciéon

Irradiacién

Alcohol

Acidos

Conservadores quimicos
Altas presiones

Coccidn-extrusion

Refrigeracion
Congelacion

Vacio

Gases inertes
Atmosferas controladas
Deshidratacién
Liofilizacion
Concentracion

Salazdn

Inmersién en salmuera
Recubrimientos con
materias grasas
(confits...)
Recubrimientos con
azucar (frutas
escarchadas)
Inmersion en acidos
(vinagre)
Fermentacion
(autoinhibicién)

Filtracidon esterilizante
Ultrafiltracion

1.2.6. Necesidad de nuevas técnicas de conservacion
Actualmente la investigacion en industria alimentaria se dirige a
reemplazar las técnicas de preservacion de alimentos tradicionales
(tratamientos térmicos intensos, salado, acidificacién, desecacion y
conservacion quimica) por nuevas técnicas que se adapten mejor al
tipo de alimentos demandados ahora por el consumidor: de alta
calidad, nutritivos, naturales, seguros pero poco procesados, libres

de conservantes, de gran vida util y faciles de preparar. Ademas, y

295




Capitulo V: Aplicaciéon de cultivos bioprotectores

cada vez mas, el consumidor percibe los alimentos frescos como
mas saludables que los procesados térmicamente (Ahvenainen,
1996).

Un método de conservacion “idea

|Il

deberia poseer las
siguientes caracteristicas (Morata, 2008):

- Incrementar la seguridad y durabilidad del producto
inactivando microorganismos patdgenos y alterantes.

- No debe modificar los atributos organolépticos y nutricionales
del alimento.

- No debe dejar residuos.

- Debe ser barato y de facil aplicacion.

- No debe tener nada objetable por consumidores vy
legisladores.

La mayoria de los procedimientos de conservacion inhiben
agentes o procesos de deterioro. Algunas tecnologias
(refrigeracion) mantienen la frescura del producto, sin embargo
otras como la reducciéon de la a, (desecacién) o la modificacion del
pH, la cambian notablemente. Ninguna técnica es capaz de
garantizar la completa seguridad del alimento, ya que variaciones
en las condiciones de preservacién (rotura de la cadena del frio,
rehidratacién, etc.) pueden suponer el desarrollo de
microorganismos patégenos vy alterantes. Actualmente, los
tratamientos térmicos por calor (pasterizacion, esterilizacidon, etc.)
son los Unicos que operan por inactivacion y que se usan de forma
mavyoritaria en la industria alimentaria. La inactivacion de
microorganismos y enzimas permite la obtencién de alimentos
estables y seguros. Los tratamientos térmicos poseen la mayoria
de las caracteristicas de un método ideal de preservacion de
alimentos. Sin embargo, en algunos alimentos Ila gran

termotolerancia de enzimas y microorganismos (especialmente
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esporas bacterianas) hace necesaria la aplicacion de tratamientos
térmicos extremos que afectan a las propiedades organolépticas y
nutricionales del alimento. Los avances en tecnologia han permitido
optimizar el procesado térmico, consiguiendo una eficacia maxima
frente a microorganismos contaminantes y con un deterioro minimo
de la calidad del alimento (pasteurizacion HTST o esterilizacion
UHT) (Lavigne et al., 1989). Aun asi, los alimentos procesados por
modernas tecnologias térmicas, aun carecen del flavor y textura de
los productos frescos. Por tanto, la industria busca alternativas a la
conservacion por calor como medio principal de inactivar
microorganismos patdgenos y alterantes.

En las dos Uultimas décadas, la demanda por parte del
consumidor de alimentos de alta calidad, microbiolégicamente
seguros y estables ha despertado un creciente interés en las
técnicas de preservacion no-térmicas capaces de inactivar
microorganismos y enzimas (Mertens y Knorr, 1992; Barbosa-
Canovas et al.,, 1998; Raso y Barbosa-Canovas, 2003). En el
procesado no-térmico la temperatura del alimento se mantiene por
debajo de la temperatura normalmente utilizada en tratamientos
térmicos por lo que es esperable una minima degradacién de su
calidad. Sin embargo, las tecnologias no-térmicas ademas de
mejorar la calidad de los alimentos deben igualar o mejorar los
niveles de seguridad de otros tratamientos convencionales a los

que quieran sustituir.

1.3. Bioconservacion

La tendencia de los consumidores a exigir alimentos de gran
calidad, mas naturales y sobretodo mas seguros, ha obligado a los
fabricantes a la busqueda de productos de origen bioldgico

alternativos a los tradicionales que se usan en la conservacion de
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alimentos. Es asi como surge el término de “Bioconservacion” que
se refiere a una extension de la vida util y a un incremento de la
seguridad de los alimentos utilizando la microflora natural y/o sus
productos antibacterianos (Garriga et al., 2001).

El uso de cultivos iniciadores para dirigir las fermentaciones
industriales estd ampliamente difundido. Asi mismo, es de sobra
conocido que las bacterias acido lacticas poseen la capacidad de
inhibir el crecimiento de otros microorganismos. Esto ha llevado a
que durante los Ultimos afios hayan aparecido en el mercado
numerosos productos que bajo diferentes denominaciones
(bioconservadores, cultivos protectores, cultivos probioticos)
proponen formas de conservacion alternativas a las tradicionales o
bien, proporcionan a los alimentos la cualidad de ejercer un efecto
beneficioso para la salud paralelamente a su aporte nutritivo.

En la Tabla V.2. se intenta definir cada tipo de cultivo y
enumerar sus principales aplicaciones asi como establecer las

principales diferencias entre ellos (Mata y Del Cubillo, 2000).
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Tabla V.2. Tipos de cultivos y sus funciones.
TIPOS COMPOSICION FUNCIONES
Marcan las pautas en los
productos fermentados.

Modifican las  propiedades

Microorganismos
CULTIVOS bl g sensoriales del producto.
viables.
INICIADORES Ejercen efecto conservador
sobre microorganismos

patégenos o alterantes.
Compuestos

antimicrobianos ., o )
. Accion antimicrobiana frente a
purificados o no. . ) i
BIOCONSERVADORES ) microorganismos patégenos o
No contienen

. ) alterantes.
microorganismos
viables.
No modifican las caracteristicas
sensoriales.
CULTIVOS Microorganismos
PROTECTORES viables. Accion antimicrobiana frente a
microorganismos patdgenos o
alterantes.
CULTIVOS Microorganismos Ejercen beneficios especificos
PROBIOTICOS viables. para la salud.

1.3.1. Cultivos iniciadores o starters

Los cultivos iniciadores son microorganismos que se presentan
en estado puro o mixto, seleccionados de acuerdo con sus
propiedades especificas, que se agregan a los alimentos con objeto
de mejorar su aspecto, aroma y sabor. En estos alimentos, ademas
de marcar las pautas de la fermentacion, instaurandose como flora
predominante y excluyendo la flora indeseable, ejercen efecto
conservador frente a microorganismos patdgenos y alterativos.
Aunque el mecanismo de accién inhibidor no se conoce
exactamente, probablemente es debido a la accién simultanea de

varios factores como son el bajo pH, la produccién de &cidos

299




Capitulo V: Aplicaciéon de cultivos bioprotectores

organicos y perdxido de hidrégeno, la excrecion de antibidticos y
bacteriocinas al medio y la competencia por los nutrientes. Asi se
reducen los riesgos higiénicos y de fabricacién por deficiencias de
origen microbiano y se consigue estandarizar el proceso y la
calidad de los productos elaborados (Mata y Del Cubillo, 2000).

Los cultivos iniciadores comerciales deben cumplir una serie de
requisitos que son indispensables para que su aplicacién genere los
beneficios esperados. Estos requisitos se pueden agrupar en tres
principios basicos (Mata y Del Cubillo, 2000):

1. Seguridad: Los microorganismos utilizados como iniciadores no
deben poseer actividad téxica ni patdgena y las preparaciones
deben elaborarse con la maxima higiene y estar libres de cualquier
tipo de contaminante, biolégico o quimico.

2. Competitividad tecnoldgica: Los microorganismos inoculados
deben predominar sobre la flora espontanea que posea el alimento
y desarrollar su actividad metabdlica.

3. Viabilidad econdmica: El empleo del cultivo iniciador debe ser
viable econdmicamente y de manipulacion facil; ademas su
almacenamiento en congelacion o liofilizacién no debe afectar a las

propiedades de la cepa ni ocasionar pérdidas de su actividad.

1.3.2. Cultivos protectores

Los cultivos protectores se definen como organismos cuya
principal funcion es la supresion de microorganismos indeseables y
que, contrariamente a los cultivos iniciadores, modifican
escasamente las propiedades sensoriales del producto. EI empleo
de estos cultivos estaria indicado para productos frescos o con un
corto periodo de maduracién. El principal grupo microbiano
empleado como cultivo protector son las bacterias acido lacticas y

aunque la finalidad de su uso es la de ejercer una accion
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antimicrobiana frente a microorganismos alterantes o patdgenos, a
diferencia de los bioconservadores, estdn constituidos por
microorganismos viables (Mata y Del Cubillo, 2000).

Las propiedades deseables de los cultivos protectores se
encuentran resumidas a continuacion (Vignolo de Bartolucci y
Castellano, 2004):

1. Ausencia de riesgos para la salud

- Ausencia de patogenos
- Ausencia de toxinas
- Ausencia de aminas bidgenas o metabolitos dafinos
2. Produccién de efectos beneficiosos en el producto
- Adaptacion al producto/sustrato
- Confiabilidad en la actividad protectora
- Previsibilidad de la actividad metabdlica (producciéon de
acido lactico/no produccion de gas).
- Competencia frente a organismos autéctonos
- Actividad enzimatica especifica

3. Ausencia de efectos sensoriales negativos

4. Funcion “indicadora” de abuso de temperatura

Dentro de este grupo de cultivos protectores se pueden incluir
los denominados cultivos bacteriocinégenos, es decir cultivos
compuestos de cepas capaces de sintetizar bacteriocinas cuando se
dan las condiciones adecuadas. La utilizacién de estos cultivos tiene
tres fines diferentes: mejorar la competitividad de la cepa
iniciadora, prevenir el crecimiento de patdgenos y actuar como
cultivo protector, evitando las alteraciones de origen microbiano
(Mata y Del Cubillo, 2000).
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1.3.3. Cultivos probioticos

Los probidticos son microorganismos vivos que al ser ingeridos
en cantidades adecuadas ejercen una influencia positiva en la salud
o en la fisiologia del huésped (Schrezenmeir y Vrese, 2001). La
forma mas frecuente de consumir probidticos es a través de
alimentos lacteos que contienen especies intestinales de
lactobacilos y bifidobacterias; por los efectos benéficos adicionales
a los nutritivos, estos alimentos se consideran en el grupo de los
alimentos funcionales (Palou y Serra, 2000).

Una vez que los probidticos son ingeridos ocurren cambios en la
microflora intestinal que repercuten positivamente en el estado de
salud del consumidor. Es importante resaltar que la biota intestinal
es una comunidad interactiva de organismos con funciones
especificas para mantener el estado de salud. Esta funcién es la
suma resultante de las diferentes actividades combinadas de los
organismos que la conforman como lo son la fermentacién de
sustratos de la dieta no digeribles y del moco producido por el
epitelio con la produccion de acidos grasos de cadena corta
(acetato, propionato y butirato) favoreciendo la recuperacion y la
absorcion de calcio, hierro y magnesio, en la regulacién del
metabolismo de la glucosa reduciendo la glicemia postprandial, asi
como, la sintesis de la vitamina K y de las del grupo B (Guarner,
2000). Algunos beneficios incluyen mejoria en las enfermedades
infecciosas, enfermedades cronicas intestinales como colitis
ulcerosa, inmunomodulacion, biodisponibilidad de nutrientes,
enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus no
insulinodependiente, obesidad, osteoporosis y cancer (Marteau et
al., 2001; Sanders, 2000; Saavedra, 2001). Estos efectos pueden
deberse directa o indirectamente a la regulacion de la microflora

intestinal o de la respuesta inmunoldgica (Guarner y Malagelada,
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2002). Entre las bacterias probidticas mas utilizadas para el
consumo humano se encuentran las llamadas bacterias acido
lacticas (BAL), que incluyen a las siguientes: Lactobacillus
acidophilus, L. plantarum, L. casei, L. casei spp. rhamnosus, L.
delbrueckii spp. bulgaricus, L. fermentum, L. reuteri, Lactococcus
lactis spp. lactis, Lactococcus lactis spp. cremoris, Bifidobacterium
bifidum, B. infantis, B. adolecentis, B. longum, B. breve,
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, entre otros
(Farnworth, 2001).

Una forma de actuar de los probidticos para lograr alcanzar un
buen estado de salud del individuo, es a través de la resistencia
otorgada contra la invasién de microorganismos patégenos, que se
logra mediante la generacién de sustancias antimicrobianas como
acido lactico y otros acidos de cadena corta, metabolitos como
perdoxido de hidrégeno, diacetilo y bacteriocinas (Marteau et al.,
2001; Sanders, 2000). Las BAL han estado presentes en la
alimentacién del hombre desde hace siglos ya que se encuentran
en productos de leches fermentadas como yogurt, quesos
madurados, productos carnicos y hasta en algunas hortalizas.
Metchnikoff hace mas de un siglo comprobé el efecto benéfico en la
salud del consumo de leches fermentadas (Mateos, 2002). Ademas
de que las BAL proporcionan sabor y textura e incrementan el valor
nutricional de los alimentos, desde hace décadas se utilizan en la
industria alimenticia como bioconservadores debido a la produccion
de bacteriocinas y otras sustancias que ejercen accion
antibacteriana que contribuyen a la prevencion de la
descomposicién de los alimentos (Campos, 2002). La actividad
antimicrobiana de las bacteriocinas representa un gran potencial
para la industria alimentaria ya que se pueden utilizar como

conservadores bioldgicos puros que en un momento dado podrian
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reemplazar a los conservadores quimicos ya que tienen la ventaja
de ser proteinas que al biodegradarse no forman compuestos
secundarios.

Existen numerosas bacteriocinas producidas por las BAL y cada
una tiene espectros de inhibicién particulares, esta caracteristica es
aprovechada en la industria de los alimentos para utilizarlas de
diversas formas. Algunas bacteriocinas se utilizan en procesos que
requieren la inhibicion del crecimiento de bacterias indeseables
especificas estrechamente relacionadas al productor de la
bacteriocina y en otros casos se aplican para inhibir el crecimiento
de microorganismos degradadores de alimentos o de patdgenos
como estafilococos y listerias respectivamente (Stiles, 1996). Dada
la importancia que en la actualidad estdn tomando los probidticos
como alimentos funcionales y en particular las bacteriocinas que
producen, resulta interesante conocer algunas caracteristicas de

estas sustancias y sus propiedades antimicrobianas.

1.3.4. Bacteriocinas

Las bacteriocinas son un grupo relativamente heterogéneo de
pequefas proteinas bioldgicamente activas sintetizadas en los
ribosomas. Tienen propiedades bactericidas contra otras especies
estrechamente relacionadas con la cepa productora sin embargo,
recientemente se han encontrado también acciones bactericidas
contra cepas distanciadas filogenéticamente de la cepa productora,
incluyendo bacterias patdgenas de los alimentos y bacterias
alterantes de los mismos. En algunos casos, “estrechamente
relacionadas” incluye una amplia gama de bacterias gram-
positivas, tales como L. monocytogenes, C. Botulinum y B. cereus
(Lejeune et al., 1998; Sarantinopoulos et al., 2002). Aunque las

bacterias Gram-negativas, las levaduras y los mohos no son
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generalmente sensibles a la accion de las bacteriocinas de las BAL,
la presencia de agentes quelantes, de surfactantes, un shock
osmoético (cantidad elevada de sal), la presion hidrostatica o las
lesiones pueden sensibilizarlos (Garde, 2001; Montville vy
Winkowski, 2001; Smid y Gorris, 2002; Gonzalez et al., 2003).

Las bacteriocinas pueden estar codificadas en el cromosoma o
en plasmidos. Incluso en algunos casos los genes pueden estar
repartidos entre el cromosoma y plasmidos. Una misma
bacteriocina puede ser producida por cepas pertenecientes a
géneros distintos. Una misma cepa puede contener varios
plasmidos que codifiquen distintas bacteriocinas y un Unico
microorganismo puede producir mas de una bacteriocina. La
funcién de las bacteriocinas seria la de capacitar a las bacterias
productoras para sobrevivir frente sus competidores (Garde, 2001).
Las bacteriocinas muestran una enorme heterogeneidad en su
composicién, tamafio y propiedades quimico-fisicas. Difieren en sus
espectros de actividad, caracteristicas bioquimicas y determinantes
genéticos. La mayor parte de las bacteriocinas son pequefias (3 a
10 kDa), tienen un punto isoeléctrico elevado y contienen dominios
tanto hidréfobos como hidréfilos. Las propiedades quimico-fisicas
(tamafio molecular, grado de resistencia al calor, al pH, sensibilidad
a enzimas proteoliticos y al tratamiento con disolventes organicos)
junto con el espectro de inhibicidon bacteriano son propiedades
Unicas que permiten diferenciar individualmente a unas
bacteriocinas de otras. Estos parametros se pueden utilizar para
agrupar a las bacteriocinas encontradas en el estudio de un grupo
bacteriano concreto en categorias o tipos (Galvez del Postigo et al.,
1991; Montville y Winkowski, 2001).

Desde el punto de vista de la conservacion de los alimentos,

elementos ventajosos de algunas bacteriocinas son su relativa alta
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resistencia al calor, que son hidrolizables por las proteinasas
gastricas y la inhibicion de patogenos Gram positivos de los
alimentos y organismos alterantes. La mayor parte de la atencion
se ha centrado en la inhibiciéon de L. monocytogenes. Esta bacteria,
tolerante al frio y que puede causar una alta mortalidad, esta
presente en muchos alimentos diferentes, y causa problemas
especificamente en productos lacteos (quesos de pasta blanda) y
en productos carnicos (paté, embutidos...). Ademas, el impacto
bactericida de algunas bacteriocinas sobre las bacterias formadoras
de esporas, como especies de Bacillus y Clostridium, han sido
objeto de estudio durante décadas e indica el enorme potencial que
estas bacteriocinas pueden tener en la conservacion de los
alimentos (Smid y Gorris, 2002).

A lo largo de la historia del descubrimiento de los diversos tipos
de sustancias antagonistas de origen microbiano han ido surgiendo
términos tales como antibidticos, bacteriocinas y sustancias de tipo
bacteriocina para designar a las distintas clases de inhibidores que
muestran poder antibacteriano. En los Ultimos afios se ha
descubierto un nimero importante de bacteriocinas e inhibidores
relacionados tanto en bacterias Gram-negativas como en Gram-
positivas. A parte del interés intrinseco que supone en si el
descubrimiento de nuevos antagonistas microbianos, ello
proporciona nueva informacion sobre la distribucion de su
produccion entre los microorganismos y sobre su funcidn en
ecosistemas microbianos particulares (Galvez del Postigo et al.,
1991). La actividad antimicrobiana de las bacteriocinas representa
un gran potencial para la industria alimentaria ya que se pueden
utilizar como conservadores bioldgicos puros que en un momento
dado podrian reemplazar a los conservadores quimicos ya que

tienen la ventaja de ser proteinas que al biodegradarse no forman

306




Capitulo V: Aplicacién de cultivos bioprotectores

compuestos secundarios. Existen numerosas bacteriocinas
producidas por las BAL y cada una tiene espectros de inhibicidon
particulares. Esta caracteristica es aprovechada en la industria de
los alimentos para utilizarlas de diversas formas. Algunas
bacteriocinas se utilizan en procesos que requieren la inhibicion del
crecimiento de bacterias indeseables especificas estrechamente
relacionadas al productor de la bacteriocina y en otros casos se
aplican para inhibir el crecimiento de microorganismos

degradadores de alimentos o de patégenos (Gonzalez et al., 2003).

1.3.4.1. Importancia y clasificacion de las bacteriocinas
Tradicionalmente se considera a las bacteriocinas como
péptidos bioldgicamente activos que tienen propiedades
bactericidas contra otras especies estrechamente relacionadas con
la cepa productora, sin embargo, recientemente este concepto se
ha modificado ya que se han encontrado también acciones
bactericidas contra cepas distanciadas filogenéticamente de la cepa
productora (Sablon et al., 2000). Diversos investigadores han
buscado clasificar a las bacteriocinas de acuerdo a sus
caracteristicas bioquimicas y genéticas. A continuacién (Figura
V.2.) se presenta la clasificacion de estos compuestos propuesta
por Ness en 1996 en base a las caracteristicas bioquimicas vy

genéticas:
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{ CLASIFICACION DE BACTERIOCINAS J

GRUPO I GRUPO II GRUPO III

Péptidos
globulares sin
carga neta o sin
carga negativa
neta.

LANTIBIOTICOS
Péptidos
pequefios
(s5kDa) con
lantionina y B-
metil lantionina.
Molécula de
estructura
flexible.

Grandes
moléculas
termosensibles

‘Péptidos Sistemas

pequefios multicomponentes
termoestables. Precisan de dos
Sintetizados en péptidos diferentes
forma de para formar un
precursor. complejo de
Activos contra poracién activo.
Listeria.

NISINA MERSACIDINA | |EGDIOCIMAPAL -LACTOCOCINAS G y F -HELVETICINAS J y V-1829
vcocman -LACTACINA F -ACIDOFILUCINA A
CARNOBACTERIOCINAS - PLANTARICINAS EF y JK | - LACTACINAS A y B

Figura V.2. Clasificacion de bacteriocinas (Adaptado de
Klaaenhammer, 1993; Nes et al., 2002; Cleveland et al., 2001).

Grupo I.- Lantibidticos: Son péptidos pequefios activos a nivel de
membrana y que contienen algunos aminoacidos poco comunes
como la lantionina, b-metil-lantionina y dihidroalanina que se
forman debido a modificaciones posteriores al proceso de la
traduccién. La formacion de aminodcidos no comunes se explica
por la deshidratacién de los aminoacidos serina y treonina, con la
posterior adicion de los atomos de azufre de la cisteina a los dobles
enlaces de los deshidroaminoacidos. Un ejemplo bien conocido de
estas bacteriocinas es la nisina.

Grupo II.- No lantibidticos: Son bacteriocinas de peso molecular
variable que contienen aminoacidos regulares. En este grupo se

pueden identificar dos subgrupos:
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- Grupo IIa.- Son péptidos activos contra Listeria, tienen la
secuencia consenso en la region N-terminal TGNGVXC vy sus
representantes caracteristicos son la pediocina PA-1 y la sakacina
P.

- Grupo IIb.- Son formadores de complejos de poracion que
consisten de dos péptidos diferentes. Ambos péptidos son
necesarios para una mejor actividad antimicrobiana. En este grupo
se encuentran la lactococcina G y las plantaricinas EF y JK.

Grupo III: Son péptidos grandes mayores de 30 kDa, en esta clase
se encuentran las helveticinas J y V, acidofilicina A, lactacinas A y
B.

1.3.4.2. Bacteriocinas mas empleadas
1.3.4.2.1. Nisina

Es la bacteriocina mas conocida y aplicada desde hace décadas
en alimentacion. Es un polipéptido sintetizado por Lactococcus
lactis. Estd incluida en la clase I de bacteriocinas, es decir, es un
lantibidtico. Es muy eficaz como conservador frente a bacterias
Gram-positivas. No es eficaz con las bacterias Gram-negativas. Es
capaz de impedir el desarrollo de clostridios y bacilos, destruyendo
la pared de la espora. La sensibilidad a la nisina varia de unas
bacterias a otras. La dosis minima de eficacia no es siempre la
misma. Desde 1981 estd permitida en EEUU como conservador
para prevenir el desarrollo y crecimiento de Clostridium botulinum,
y por tanto la produccién de la toxina botulinica, en la elaboracion
de quesos pasteurizados. Las grandes ventajas que ofrece la nisina
como conservador son:
- Resistencia térmica. Permite su aplicacién a productos enlatados
y conservados a altas temperaturas. Mediante la accidén de la nisina

se reduce la temperatura de tratamiento, o bien, manteniendo la
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misma temperatura de tratamiento reduce la contaminacion previa
del alimento a procesar.

- Estable a pH bajo (menor de 6).

- Sintesis a lo largo de todo el ciclo de desarrollo del Lactococcus,
no solo en la fase exponencial como otras bacteriocinas. Esto
permite que, aunque haya terminado la fase de crecimiento de la
poblacidn lactica, se siga sintetizando la nisina en los alimentos que
se encuentren estas bacterias.

Tiene el inconveniente de que en los alimentos ricos en grasa
ésta disminuye su eficacia. También debe tenerse en cuenta que,
como las bacteriocinas son proteinas, no debe agregarse nisina a
los alimentos que contengan enzimas proteoliticos o
microorganismos que tengan estos enzimas. La nisina se puede
destruir por la nisinasa de Bacillus cereus y por la quimotripsina.

Se ha comprobado que la nisina es eficaz frente a Clostridium
botulinum, Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes. La
nisina esta considerada como GRAS (Generally Recognized As Safe)
y se aplica a distintos alimentos. Las posibilidades del uso de la
nisina como conservador natural ha permitido su empleo en la
industria quesera, carnica, de conservas por calor y tiene un gran
futuro en la industria cervecera por inhibir durante la fermentacion
de la malta las bacterias Gram-positivas que inhiben a las
levaduras fermentadoras y se aduefian del proceso. No obstante,
sus aplicaciones tienen que ser aprobadas por las legislaciones
correspondientes. Actualmente se comercializa bajo distintas
marcas, empleandose para prevenir patdégenos y alteraciones en

distintos alimentos, segun paises.
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1.3.4.2.2. Otras bacteriocinas de interés

La mayoria del resto de las bacteriocinas identificadas tienen
interés, principalmente, desde el punto de vista de la calidad de los
alimentos, ya que su actividad esta dirigida solamente hacia las
BAL directamente relacionadas. Esto supone un impacto en la
calidad de los cultivos iniciadores. Con respecto a esto, se han
estudiado distintas cepas productoras de bacteriocinas como
Enterococcus faecium (productor de Enterocina A) Lactobacillus
sakei (Sakacina), Lactobacillus helveticus (helveticinas y de
lactocinas), Lactobacillus acidophilus (lactacinas, acidofilucina) y
Lactobacillus plantarum (plantaricinas, plantacina). Desde el punto
de vista de la seguridad alimentaria es muy importante sefialar el
efecto inhibidor que la plantacina BN ha ejercido sobre C.

botulinum e incluso sobre la bacteria Gram-negativa A. hydrophila.

1.3.4.3. Descripcion de la técnica

Para defenderse de otros microorganismos o persistir en su
nicho ecolégico muchas especies han desarrollado agentes
antimicrobianos de defensa contra microorganismos competidores
o infecciones (Nisen-Meyer y Nes, 1997). La produccién de
péptidos antimicrobianos es una estrategia de defensa de primera
linea y comun en el sistema inmunitario de muchas especies.
Existen péptidos que actuan de forma especifica contra alguna
especie y otros que son de amplio espectro contra distintos tipos de
microorganismos. El modo de accion mas comun de los péptidos
antimicrobianos es la permeabilizacion de puntos concretos de la
membrana celular lo que produce la fuga de material celular y la
muerte de la célula (Cleveland et al., 2001). Algunas bacteriocinas
se utilizan de forma rutinaria en muchos paises (nisina) y existen

muchas aplicaciones potenciales y patentes que permitiran el
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desarrollo de nuevas técnicas de preservacion en la industria
alimentaria. La Figura V.3. resume las caracteristicas principales
del uso de bacteriocinas como técnica de conservacién de

alimentos.

MUCHAS SON
TERMOESTABLES

IMAGEN NATURAL

EFECTIVIDAD CONTRA
BACTERIAS: FORMAS
VEGETATIVAS Y ESPORAS
ESPECTRO DE ACTIVIDAD
REDUCIDO '\

BACTERIOCINAS
\A ALGUNAS SON

DIFUSION LIMITADA EN INESTABLES DURANTE EL
MATRICES SOLIDAS ALMACENAMIENTO

INACTIVACION POR
ENZIMAS PROTEOLITICOS PUEDEN GENERAR
RESISTENCIAS

INTERACCION CON
COMPONENTES DEL
ALIMENTO

Figura V.3. Caracteristicas de la utilizacion de bacteriocinas en

industria alimentaria (Morata, 2008).

1.3.4.4. Mecanismo de accion de la técnica considerada

Las bacteriocinas, especialmente los lantibdticos, inhiben el
desarrollo bacteriano produciendo poros en la membrana, lo que
altera el potencial transmembrana (Ay) vy el gradiente de pH lo que
favorece la fuga al exterior del contenido celular. Se ha sugerido
gue para la formacidon de poros por nisina, debe existir un
incremento de potencial transmembrana y del pH negativo en el
interior de la célula (Oreke y Montville, 1992). Las bacteriocinas
son moléculas con carga neta positiva y con grupos hidrofdbicos.

Se piensa que las interacciones con grupos fosfato con carga
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negativa en las membranas de las células y las interacciones
hidrofébicas entre membrana y bactericidas son los puntos de
unién inicial a la membrana (Chen et al., 1997a y b; Lins et al.,
1999). Es muy probable que la porcidon hidrofébica de Ila
bacteriocina se inserte en la membrana interaccionando con las
colas hidrocarbonadas de los acidos grasos formando poros. La
interaccién de la nisina con la membrana fosfolipidica se produce
en el lipido II y la unién de ambos crea una estructura molecular
rigida, que repetida varias veces segln el modelo de la de barrica
(barrel-stave), permite la formacidn de una estructura cilindrica
que expande la membrana creando un poro (Wiedemann et al.,
2001; Breukink y Kruijff, 2006) (Figura V.4.)
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Figura V.4. Formacion de poros en la membrana fosfolipidica por

interaccidn entre la bacteriocina nisina y el lipido II (Morata, 2008).

Estos poros permiten la entrada o salida de iones o protones lo
que desestabiliza el potencial transmembrana y lleva a la lisis
celular. La Lacticina 3147 es una bacteriocina obtenida a partir de
Lactococcus lactis cuyo mecanismo de accion se ha determinado y
produce un poro en la membrana, que es permeable a cationes K*

e iones fosfato a través del cual fugan al exterior celular. Para

313




Capitulo V: Aplicaciéon de cultivos bioprotectores

equilibrar el sistema y reacumular estos iones la célula tiene que
hidrolizar ATP a ADP liberando fosfato. Pero el ATP es necesario
para mantener el gradiente de protones y metabolismo energético
y la célula pierde energia y termina muriendo (Mc Auliffe et al.,
1998).

1.3.4.5. Efectos sobre las propiedades nutricionales de los
alimentos

Las bacteriocinas no producen una mejora de las propiedades
nutricionales, ya que son péptidos y proteinas de pequefio tamafio.
Sin embargo, cuando la bacteriocina se aplica en la forma de un
cultivo productor que realiza algun tipo de fermentacién en el
alimento, si que se puede producir protedlisis, lipdlisis y mejora de
la digestibilidad del alimento, o bien produccion de intermedios
metabdlicos nutricionalmente saludables. Tampoco producen, por
su modo de accién, una reduccidn de caracteristicas nutricionales

como desnaturalizacién de enzimas o proteinas.

1.3.4.6. Métodos de purificacion

Las bacteriocinas pueden ser utilizadas como conservante de
manera purificada o semipurificada. El primer paso que se requiere
para la purificacion de las bacteriocinas se refiere a la
concentracion del sobrenadante, asumiendo un proceso de
produccion de bacteriocinas optimizado (Svetoslav et al., 2004).
Algunas de ellas se encuentran en agregados moleculares,
induciendo a errores en la determinacion del peso molecular de la
bacteriocina. Estas macromoléculas se disgregan usando agentes
que disocian las macromoléculas, ultrafiltracion o eliminando
material lipidico por la extraccion con metanol - cloroformo o

etanol - dietiléter. Las bacteriocinas del sobrenadante pueden ser
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concentradas de acuerdo con su tamafio: (i) filtracion; (ii)
precipitacion con sales de sulfito de amonio; y (iii) extraccion con
solventes organicos como butanol y etanol (Svetoslav et al., 2004).
La concentracion permite reducir el volumen y recobrar las
bacteriocinas del liquido sobrenadante aunque no es muy selectivo,
para obtener una alta pureza es necesario realizar su separacion de
otros compuestos proteinicos con técnicas basadas en sus
caracteristicas fisicoquimicas (Casaus, 1998). La purificacion inicia
desde el crecimiento de la bacteria en un medio liquido conveniente
y bajo O6ptimas condiciones, removiendo las células por
centrifugacién y precipitando la proteina con la adicion de sulfato
de amonio, seguido de varios pasos de cromatografia (Cintas et al.,
2001). Se han desarrollado otros métodos con separaciones por
cromatografia y de acuerdo al pH del medio donde logran una total
liberacion o absorcién de las bacteriocinas dentro de la célula. El
método mas comun utilizado es la precipitacion con sulfato de
amonio seguido de una cromatografia HPLC (Svetoslav et al.,
2004).

1.3.4.7. Aplicaciones industriales

En la actualidad se desarrollan multitud de patentes y se tienen
aislados y estudiados gran numero de péptidos procedentes de
bacterias con potencial biocida y con aplicaciones en la industria
alimentaria. Muchas bacteriocinas son producidas por bacterias que
no son patdégenas, ni alterantes, y que estdn presentes en los
alimentos o se utilizan para elaborarlos. Esto permite que sean
utilizadas de forma natural en preservacion de alimentos o en
aplicaciones de seguridad alimentaria y en la seleccidon de una flora
microbiana adecuada en alimentos fermentados. Las bacteriocinas

pueden ser utilizadas para conferir una inmunidad natural a los
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alimentos durante su elaboracion y comercializacion (Cotter et al.,
2005). Se han desarrollado tres estrategias hasta la fecha de
aplicaciéon de bacteriocinas para el control de patégenos
alimentarios como Listeria monocytogenes: produccion in situ de la
bacteriocina mediante el uso de un microorganismo o -cultivo
productor, rociar el alimento con la bacteriocina parcialmente
purificada y envasar el alimento con un film o pelicula plastica
recubierto de bacteriocinas. Ademas, algunas técnicas derivadas
permiten incrementar la efectividad como por ejemplo la
inmovilizacién de una cantidad maxima de bacteriocinas en un
cultivo productor mediante técnicas de ajuste de pH.

En la presente tesis se propone la técnica de impregnacion a
vacio como método de aplicacion de la bacteriocina y del cultivo

bioprotector.

1.3.4.8. Aspectos legislativos y regulacion

Las bacterias acido lacticas (BAL) son GRAS (Generally
Recognized as Safe) para la produccion de alimentos fermentados.
La categoria de GRAS, otorgada por la Food and Drug
Administration (FDA) de los EEUU, es especialmente deseable
porque permite utilizar un compuesto en una aplicacion especifica
sin necesidad de una aprobacion reguladora adicional. A veces no
se tiene en cuenta la relaciéon entre el estatus de GRAS y una
aplicacion especifica. Por ello, la categoria de GRAS de las BAL o
sus metabolitos para la produccién de alimentos fermentados no
las convierte automaticamente en GRAS para usos tales como la
conservacion de alimentos sin fermentar. La nisina es la Unica
bacteriocina que tiene la consideracion de GRAS (Generally
Recognized As Safe) (Montville y Winkowski, 2001). Las

bacteriocinas producidas por organismos GRAS no son
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automaticamente GRAS. Las bacteriocinas que no son GRAS estan
reguladas como aditivos alimentarios y requieren la aprobacidon de
la FDA (Food and Drug Administration) antes de su
comercializacién. Un alimento fermentado con iniciadores
productores de bacteriocinas puede utilizarse como ingrediente en
un segundo producto alimentario. Su uso como un ingrediente
podria incidentalmente prolongar la vida util del producto sin
necesidad de hacer una declaracion de conservante. Sin embargo,
si el ingrediente se afiade con el fin de prolongar la vida util, la FDA
probablemente lo consideraria un aditivo y exigiria tanto los
formalismos previos a la comercializacion como las indicaciones
pertinentes en el etiquetado. No hay duda de que las bacteriocinas
purificadas utilizadas como conservantes requieren la aprobacién
de la FDA previa a la comercializacién (Montville y Winkowski,
2001). La nisina es la Unica bacteriocina aprobada
internacionalmente para su uso en alimentos. La FAO/OMS aprobd
la nisina como aditivo alimentario en 1969 y establecieron los
niveles maximos de ingestion en 33.000 UI/kg de peso corporal.
Segun esto, muchos paises autorizan la nisina en una serie de
productos, a veces sin restricciones, en lo que a valores maximos
se refiere. Ademas de la leche, el queso y los productos lacteos,
esto incluye a las hortalizas enlatadas, la mayonesa y los alimentos
infantiles. En la actualidad la nisina esta permitida en 50 paises
para la inhibicion de los clostridios en el queso y en los alimentos
enlatados. Ninguna de las restantes bacteriocinas conocidas hasta
ahora esta aprobada totalmente como aditivo alimentario (Montville
y Winkowski, 2001; Smid y Gorris, 2002).
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1.4. Impregnacion a vacio

En la presente tesis doctoral se propone la técnica de
impregnacion a vacio como método de aplicacion de la bacteriocina
y el cultivo bioprotector en el filete de dorada (Sparus aurata).
Basandose en la estructura porosa de muchos alimentos, Fito y
Pastor (1994) explicaron la operacion de impregnacion a vacio a
través del mecanismo hidrodinamico.

La impregnacidon a vacio es un mecanismo que consta de dos
etapas las cuales se explican a continuacion:
1. A un alimento sumergido en un liquido se le aplica una presion
subatmosférica durante un tiempo t;. Al someter al alimento a
presiones subatmosféricas el gas ocluido en los poros se expandira
con el objeto de equilibrarse con la presién impuesta al sistema. La
expansion del gas ocluido produce por un lado la desgasificaciéon
parcial de la estructura porosa del alimento y por otro lado se
produce una penetracion del liquido por capilaridad cuando se
alcanza el equilibrio de presiones. El nivel de desgasificacion que se
produce depende de la presidon aplicada, obviamente a menor
presién mayor sera el nivel de desgasificacion.
2. Restauracion de la presidon atmosférica durante un tiempo t, Al
restaurar de nuevo la presion atmosférica se produce un gradiente
de presiones que hace que el liqguido llene parcialmente los poros
gque antes habian estado ocupados por gases. La cantidad de
liguido que impregna el sistema es funcion del nivel de
desgasificacion conseguido durante la primera etapa que, tal y
como se ha comentado anteriormente, es funcién de la presion de
trabajo (Chafer et al., 2000).

De entre las ventajas que nos proporciona la técnica de

impregnacion a vacio se destacan las siguientes:
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- La evacuacidn del gas ocluido en los poros producida durante la
primera etapa de esta operacion proporciona mayor estabilidad
en cuanto a reacciones de deterioro se refiere.

- La impregnacion a vacio permite la introduccion de sustancias a
través de los poros del alimento y de una manera controlada de
acuerdo al mecanismo hidrodindmico. Estas sustancias pueden
aumentar la estabilidad del producto o mejorar sus propiedades
nutritivas o sensoriales.

- La estructura del alimento apenas sufre cambios.

- El tiempo de aplicacién es relativamente corto debido a que el

vacio acelera la cinética de transferencia de materia.

V.2. OBJETIVO
2.1. Objetivo general

El objetivo del presente capitulo es evaluar la posible utilizacion
de cultivos bioproctectores o bioconservantes, concretamente
Lactococcus lactis, con el fin de prolongar la vida util de filetes de
dorada (Sparus aurata) envasados en bolsas de polietileno y

almacenados en refrigeracion.

2.2, Objetivos especificos

1. Caracterizar la evolucién de los filetes de dorada, durante el
almacenamiento en refrigeracion, desde el punto de Vvista
microbioldgico y fisicoquimico.

2. Analizar el desarrollo de Lactococcus lactis en diferentes medios.
3. Evaluar la capacidad inhibitoria de Lactococcus lactis y/o sus
metabolitos in vitro, frente a determinados microorganismos
indicadores (Lactobacillus sakei, Bacillus cereus y Listeria innocua).
4. Estudiar, in vivo, la evolucién de la microflora de los filetes de

dorada (Sparus aurata) en fresco tratados con cultivos
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bioprotectores (Lactococcus lactis) y almacenados en refrigeracion.
5. Analizar el efecto de la adicién de dicho cultivo (Lactococcus
lactis) sobre los parametros fisico-quimicos del filete de dorada
(Sparus aurata) asi como la evolucién de los mismos durante el

almacenamiento.

V.3. PLAN DE TRABAJO
El plan de trabajo seguido para la consecucion de los objetivos

se divide en tres fases descritas a continuacion:

1. Analisis de la microbiota presente en los filetes de dorada
(Sparus aurata) y estudio de la evolucién de los parametros
fisico-quimicos del filete a lo largo del almacenamiento en
refrigeracion.

1.1. Estudio de la microbiota presente en los filetes de dorada
(Sparus aurata) a lo largo del almacenamiento en
refrigeracion. Se determinaran los siguientes
microorganismos: Aerobios mesofilos, enterobacterias,
bacterias lacticas, Staphylococcus aureus y Salmonella
spp.

1.2. Estudio de la evolucidon experimentada por los parametros
fisico-quimicos (color, a,, pH y nitrégeno basico volatil
total (TVBN)), a Ilo largo del almacenamiento en

refrigeracion.

2. Determinacion de la actividad antimicrobiana de L. /actis y/o

sus metabolitos “in vitro”.
2.1. Caracterizacién del desarrollo de L. lactis en diferentes
medios de cultivo. Evaluacién de diferentes medios de

cultivo con la finalidad de seleccionar un medio apto para
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su incorporacion en alimentos con un buen desarrollo de
L. lactis y una elevada actividad antimicrobiana. Los
medios a analizar son: dos de referencia (YGLPB y MRS)
y dos formulados (OPTIMO 1 Y OPTIMO 2). Estos medios
fueron seleccionados en base a trabajos previos y a que
debido a su composicidn podrian incorporarse a los filetes
de dorada. Para cada uno de ellos se determinard la
curva de crecimiento de L. /actis con la finalidad de
determinar el tiempo de incubacion requerido para la
produccion de metabotilos antimicrobianos.

2.2. Analisis de la actividad antimicrobiana de L. /actis y/o sus
metabolitos frente a diferentes cepas diana (Lactobacillus
sakei, Bacillus cereus y Listeria innocua) en los medios
mencionados en los apartados anteriores (CC) y los
sustratos parcialmente purificados (SPP) obtenidos a
partir de los CC tras inactivacion de las células
microbianas. Cuantificacién de dicha actividad frente a un

patron de nisina.

3. Determinacién de la capacidad inhibitoria “in vivo” de la cepa
productora de bacteriocinas (Lactococcus lactis) en los filetes de
dorada y analisis de los parametros fisico-quimicos de los filetes
impregnados con Lactococcus lactis y nisina durante el
almacenamiento en refrigeracion de los mismos.

3.1. Estudio de la capacidad bioconservante de Lactococcus
lactis y nisina en filetes de dorada (Sparus aurata)
almacenados durante un periodo de tiempo
correspondiente a 15 dias. Los microorganismos evaluados
son: Aerobios mesdfilos, enterobacterias, bacterias

lacticas, Staphylococcus aureus y Salmonella spp.
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3.2. Estudio de la evolucidon de los parametros fisico-quimicos
(color, aw, pH y TVBN) de los filetes de dorada (Sparus
aurata) impregnados con Lactoccus lactis y con nisina

durante los 15 dias de almacenamiento en refrigeracion.

En la Figura V.5. se puede observar el diagrama del plan de
trabajo realizado para la consecucion de los objetivos propuestos
en el presente capitulo.
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Analisis microbiolégicos:
- Aerobios mesofilos
Dorada (Sparus urata) - Enerobacterias
- Bacterias acido-lacticas
— - Staphylococcus aureus
w - Salmonella spp.
2 Tratamiento materia Sl (i . )
T prima: Eviscerado, Analisis fisico-quimicos:
pelado vy fileteado. - Humedad
Almacenamiento en = Gy
refrigeraciéon (4+1°C, - pH
15 dias). - TVBN
|—>| Dias de analisis: 0, 3, 7,9y 15 }J
Microorganismo bioconservante:
- Lactococcus lactis CECT 539.
v y
Medios Comerciales: Medios Formulados:
- MRS - Optimo 1
- YGLPB - Optimo 2
Curvas de crecimiento (tiempo éptimo
o de incubacion)
(1]
7]
<
L

Capacidad
inhibitoria 4' Técnica de difusién en agar. |

“in vitro” |

Microorganismo Microorganismos
bioconservante: indicadores:
— Lactococcus lactis <:> — Bacillus cereus.
- L. innocua.
- L. sakei

Se emplea un patrén de nisina para cuantificar.

Capacidad
inhibitoria
“in vivo”

Tratamiento:
- Muestra blanco.
- Disolucién nisina.
- Disolucién Lactococcus lactis (6 h. Optimo 2)

- Evaluaciéon de microorganismos (aerobios mesodfilos,
enterobacterias, Staphylococcus aureus, bacterias
acido lacticas y Salmonella spp.) durante 15 dias (0, 6,
10 y 15).
- Evaluacién parametros fisico-quimicos: humedad, aw,
pH, TVBN y color, durante 15 dias de almacenamiento
(0, 6,10y 15).

Figura V.5. Diagrama del plan de trabajo realizado para la

consecucion de los objetivos propuestos en el presente capitulo.
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V.4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Materia prima y preparacion de la muestra
4.1.1. Filetes de dorada (Sparus aurata)

En el presente capitulo se emplearon doradas (Sparus aurata)
procedentes de piscifactoria, de un peso medio de 600 g. La
seleccion de la materia prima se realizé a partir de las jaulas
propias del Grupo de Investigacion en Recursos Acuicolas (GIRA)
de la Universidad Politécnica de Valencia instaladas en las
piscifactorias procedentes de la empresa colaboradora Gramasa
S.A., situada en Gandia, segun los criterios de seleccién: mismo
lote y mismo peso (racion de consumo). Una vez en el laboratorio,
las doradas fueron evisceradas, limpiadas y fileteadas. Los filetes
se mantuvieron en refrigeracion (envasados en bolsas de

polietileno) para su posterior utilizacién (maximo 24 h).

4.1.2. Microorganismos

Los microorganismos utilizados en el presente estudio fueron
Lactococcus lactis (CECT 539) como cultivo bioprotector vy
Lactobacillus sakei (CECT 906T), Listeria innocua (CECT 1014) y
Bacillus cereus (CECT 5050), como microorganismos indicadores,
todos ellos obtenidos de la Coleccion Espafola de Cultivos Tipo
(CECT).

4.1.3. Patron de nisina

Para llevar a cabo este estudio se utilizd como patrén nisina
comercial de la marca Biostar S.A. (Valmojado, Espafia) con una
concentracion de 1000 IU/mg (1g=10° IU).
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4.1.4. Medios de cultivo
Como medios de cultivo comerciales empleados se emplearon
los siguientes:
- Agar manitol yema de huevo con polimixina
(Mannitol- Egg Yolk- Polymixin Agar: MYPA) de MOSSEL. Para
la reconstitucién de este medio se utiliza una emulsién estéril
de yema de huevo y 100 mg/L de sulfato de Polimixina B.
- Agar verde brillante (Brilliant green agar: BGA).
- Baird parker (BP). Para la reconstitucidon de este medio se
utiliza una emulsiéon estéril de yema de huevo con telurito-
sulfametazina.
- Brain Heart Infusién Broth (BHI Caldo).
- Brain Heart Infusién agar (BHI agar).
- Caldo lactosado biliado verde brillante (Brilliant Green Bile
Lactose: BGBL).
- Caldo Rappaport- Vassiliadis.
- Caldo base selenito cistina (Selenite Cystine Broth base).
Para la reconstitucién de este medio se afiade biselenito de
sodio.
- De Man, Rogosa y Sharpe Broth (MRS caldo).
- De Man, Rogosa y Sharpe agar (MRS agar).
- Nutrient broth.
- Nutrient agar.
- Oxford agar base. Para la reconstitucion de este medio se
aflade suplemento Selectivo Oxford.
- Plate count modified agar (Agar de recuento en placa
modificado).
- Agar selectivo Clostridium perfringens (SPS).
- Tryptone phosphate water (buffered).

- Triptona sulfito neomicina agar (TSN).
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- Xilosa-lisina-desoxicolato agar (Xylose lysine desoxycholate
modified agar: XLD modificado).
- Yeast glucose lactose peptone broth (YGLPB).

- Yeast glucose lactose peptone agar (YGLP Agar).

Como medios de cultivo formulados empleados se encuentran

los siguientes:

- OPTIMO 1.
Tabla V.3. Composicidon del medio éptimo 1 en g/L.

Componente g/L

Sacarosa 13,333

Tryptona 13,33

Extracto de levadura 14

KH,PO4 6,667

NaCL 3

MgS0,4-7H,0 0,047

Para la reconstitucién del medio se disolvieron los componentes
indicados en la Tabla V.3. en 1 L de agua destilada y se esterilizd

en el autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

- OPTIMO 2.
Tabla V.4. Composiciéon del medio 6ptimo 2 en g/L.

Componente g/L

Sacarosa 6,667

Tryptona 6,667

Extracto de levadura 15,66

KH,PO4 4,34

NaCL 1

MgS0,.7H,0 0,047
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Para la reconstitucién del medio se disolvieron los componentes
indicados en la Tabla V.4. en 1 L de agua destilada y se esterilizd

en el autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

4.2. Metodologia
4.2.1. Analisis microbiologico de los filetes de dorada
(Sparus aurata)

En la primera fase de este trabajo se realizd un estudio de la
microbiota inicial presente en los filetes de dorada, para ello se
siguieron los protocolos descritos por Pascual y Calderén (2000) y
Allaert y Escola (2000).

4.2.1.1. Preparacion y toma de muestra

Las muestras se prepararon tal y como se indica en el apartado
4.1.1. del presente capitulo, y se almacenaron en refrigeracion a 4
(1) °C durante 15 dias, se realiz6 toma de muestra a tiempo 0, 3,
7,9y alos 15 dias.

Para cada uno de los tiempos analizados se tomaron tres filetes
de los cuales se pesaron aproximadamente 25 g de cada filete en
condiciones de esterilidad y el resto se empled para las

determinaciones fisico-quimicas.

4.2.1.2. Analisis microbioldgicos

Los analisis microbioldgicos realizados fueron:
- Recuento de microorganismos Aerobios meséfilos basado en la
Norma ISO 4833 (AENOR, 2003). Mediante este recuento se estimo
la flora total del producto sin especificar el tipo de gérmenes. Se
utilizéo el método de recuento por siembra en masa, sembrando 1
mL en agar nutritivo PCA (Plate Count Agar) e incubandose a 30(1)

OoC durante 72 horas.
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- Recuento de Enterobacterias (Enterobacteriaceae) lactosa-
positivas, coliformes (Tomlinson, 1995). Se realizd mediante un
recuento en medio liquido, utilizando para ello el método del
nidmero mas probable (NMP) con tres series de tres tubos
conteniendo cada uno de ellos 10 mL de BGBL (Brilliant Green Bile
Lactose 2% Broth) y una campana durham. Se incubaron a 30(1)

OC, realizando la lectura a las 24 y 48 horas.

- Recuento de Staphylococcus aureus basado en las norma ISO
6888-1 (AENOR, 1999). Se empled el método de recuento en
placas, sembrando 0,1 mL sobre la superficie de agar BP (Baird

Parker) e incubandose a 37(1) °C durante 48 horas.

- Recuento de bacterias acidolacticas (Tomlinson, 1995). Se llevo a
cabo mediante el método de recuento en doble capa de 1 mL en
MRS (De Man Rogosa and Sharpe) e incubandose a 37(1) °C
durante 24-48 horas.

- Deteccién de Salmonella spp. se realizd segun el procedimiento
descrito por Pascual y Calderéon (2000) tal y como se especifica en

el apartado 4.4.5. de materiales y métodos del capitulo IV.

4.2.1.3. Analisis fisico-quimicos de los filetes de dorada
(Sparus aurata)
4.2.1.3.1. Determinacion del contenido en humedad

La determinacion de la humedad se realizd6 mediante el método
de la AOAC 950.46 (1997) segun lo descrito en el apartado 4.3.3.

de materiales y métodos del capitulo III.
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4.2.1.3.2. Determinacion de la actividad de agua (a)
La actividad de agua (a,) se determind a partir de las muestras
de dorada previamente trituradas siguiendo la metodologia descrita

en el apartado 4.2.2. de materiales y métodos del capitulo IV.

4.2.1.3.3. Determinacion del pH

Para la determinacion del pH se empled el equipo Seveneasy pH
Meter S20 (Mettler Toledo, Schwerzenbach, Switzerland) midiendo
el potencial desarrollado entre los electrodos siguiendo Ila
metodologia descrita en el apartado 4.2.3. de materiales y métodos

del capitulo IV.

4.2.1.3.4. Determinacion del nitrégeno basico volatil total
(TVBN)

La determinacién del contenido en nitrégeno basico volatil total
(TVBN) se realizd mediante destilacion por arrastre de vapor,
segun el método descrito por Malle y Tao (1987).

Para esta determinacion se homogeneizaron en Ultra-Turrax T-
25 (IKA-Labortechnik, Staufen, Alemania) 40 g de dorada,
previamente triturada, con 80 mL de una disolucién acuosa de
acido tricloroacético (7,5% p/v) durante 1 minuto. Este
homogeneizado se centrifugd a 3000 rpm durante 5 min y el
sobrenadante fue filtrado a través de papel de filtro Whatman n©°1,
obteniéndose asi el extracto de muestra.

En un tubo de destilacion tipo Kjeldahl, se introdujeron 25 mL
del filtrado y 5 mL de una disolucién acuosa de NaOH (10% p/v).
Los tubos se llevaron a una unidad de destilacién Bilchi B-316
(Bichi AG, Uster, Switzerland) y el destilado fue recogido sobre 15
mL de una disolucion acuosa de acido bdrico (4% p/v), hasta

alcanzar un volumen final de 50 mL. Finalmente, la disolucion
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obtenida se valoré con acido sulfurico 0,01 N, utilizando Shiro T-
Shiro como indicador.

Paralelamente se realizd un ensayo en blanco, el cual se
prepard de igual forma que las muestras, pero donde los 25 mL de
extracto de muestra se sustituyeron por 25 mL de acido
tricloroacético (7,5% p/v).

La concentracion de TVBN (mg N/100 g muestra) se calculd a
partir del volumen de acido sulfarico empleado en la valoracién del

destilado recogido, mediante la ecuacion V.1.

Np,s0, ~f~(Vm—Vb)~(80+(m~H))~14.
m-25

mgN/100gmuestra = 10> ecuac. V.1

donde:

Nu2sos = normalidad del acido sulflrico

f = factor de normalidad del acido sulfurico

V., = volumen de acido sulfurico empleado en la valoracion de la
muestra (L)

V, = volumen de Aacido sulfurico empleado en la valoracién del
blanco (L)

m = masa de la muestra (g)

H = contenido en humedad de la dorada (g H20/g dorada)
4.2.1.3.5. Determinacion de las propiedades oOpticas

La medida de color de las muestras se realizd segin lo descrito

en el apartado 4.3.7. de materiales y métodos del capitulo III.
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4.2.2. Indculos concentrados

En este caso se prepararon indculos concentrados de la cepa
con actividad bioconservante (Lactococcus lactis) y de las cepas
indicadoras (Lactobacillus sakei, Listeria innocua y Bacillus cereus).

A partir de la cepa liofilizada con actividad bioconservante y de
las indicadoras, la recuperacion se llevo a cabo de acuerdo a las
instrucciones de la Coleccion Espanola de Cultivos Tipo (CECT).

Una vez revitalizada la cepa, para cada microorganismo se
preparé un matraz erlenmeyer con 250 mL del medio de cultivo
correspondiente, que se esterilizd en un autoclave marca JPSelecta
modelo presoclave 75 (JPSelecta, Barcelona, Espafia) durante 20
minutos a 121 °C.

A continuacion se sembro, en condiciones asépticas, 1 mL de la
suspension bacteriana en el matraz estérii con el medio
correspondiente y se incubd en estufa microbioldgica (JP Selecta,
Barcelona, Espana), donde se mantuvo a la temperatura optima de
crecimiento del microorganismo (30° para Lactococcus lactis,
Bacillus cereus y Lactobacillus sakei;, y 37 ©°C para Listeria innocua)
durante 12 horas. Transcurrido este tiempo se inocularon 2-3 mL
del in6culo incubado en otros cuatro matraces de 900 mL, y éstos
se mantuvieron en la estufa durante 12-18 horas a 30-37 °C en
funcion del microorganismo recuperado.

Transcurrido el tiempo de incubacidn se procedi6 a la
concentracion del microorganismo, para ello se centrifugé a 11000
rpm y a 22 °C durante 5 minutos, realizdndose tres ciclos de
centrifugacion, utilizando una centrifuga modelo 5804 R (Eppendorf
AG, Hamburgo, Alemania). Finalizada la centrifugacion se desechd
el sobrenadante, se afadid6  agua destilada estéril
(aproximadamente 2-3 ml) para recuperar el pellet y se agit6 en el

vortex hasta conseguir una total disolucion. Seguidamente, todo el
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pellet obtenido se distribuyd en alicuotas de 1 mL en eppendorfs a
los que se les anadid6 20% de glicerol. Los ependorfs se
conservaron a una temperatura correspondiente a -80 ©C.
Finalmente, se evaluaron las concentraciones de los
microorganismos presentes en los eppendorfs siendo las indicadas
en la Tabla V.5.

Tabla V.5. Concentraciones de los indculos.

Microorganismo  Concentracién

Lactococcus lactis 10%°
Bacillus cereus 10°
Listeria innocua 10°
Lactobacillus sakei 108

4.2.3. Obtencion de la curva de crecimiento de Lactococcus
lactis

Para determinar los niveles de crecimiento del microorganismo
con actividad bioconservante (Lactococcus lactis) se procedid tal y

como se indica a continuacion.

4.2.3.1. Preparacion del inoculo

Se parte de un indculo con una concentracion correspondiente a
10 ufc/mL, tal y como se ha explicado en el apartado 4.2.2. del
presente capitulo, por lo que a partir de éste se realizan diluciones

en agua de peptona hasta obtener un inéculo de 107 ufc/mL.

4.2.3.2. Curvas de crecimiento
El procedimiento empleado para la obtencion de las curvas de
crecimiento de Lactococcus lactis se detalla a continuacién.
Lactococcus lactis con una carga de 107 ufc/mL se inoculé 1 mL

en 100 mL de cada uno de los cuatro medios seleccionados para
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este trabajo (YGLPB, MRS, OPTIMO 1 y OPTIMO 2) alcanzandose
una concentracién de 10° ufc/mL; partiendo de esta concentracion
se incubd en los diferentes medios estudiados a la temperatura de
incubacién propicia para el microorganismo (30 °C).

Una vez inoculado el microorganismo en los medios de cultivo
correspondientes, se tomd muestra a tiempo 0, 4, 6, 8, 12, 16 y 24
horas. En cada uno de estos tiempos de toma de muestra se
realizaron recuentos del microorganismo para poder determinar el
nivel de crecimiento. Para ello, se utilizé la técnica de las diluciones
seriadas partiendo de 1 mL de cada uno de los medios y se realizd
recuento en placa para la enumeracion del microorganismo. El
recuento de Lactococcuss lactis se realiz6 en De Man, Rogosa y
Sharpe agar (MRS).

4.2.3.3. Modelizacidén de las curvas de crecimiento

Los modelos matematicos utilizados para modelizar la cinética
de crecimiento microbiano se basan en expresiones matematicas
que describen el comportamiento de los microorganismos. Estos
incluyen expresiones que muestran los cambios en las poblaciones
microbianas con el tiempo y como influyen las condiciones
ambientales sobre dichos cambios (Garza, 2004). Estos modelos
cinéticos constituyen valiosas herramientas en la industria
alimentaria, para predecir el crecimiento o supervivencia de los
microorganismos. Los modelos pueden, de esta forma, aportar
informacién muy Util para tomar decisiones a cerca de la higiene y
la vida util de un producto, pudiéndose estimar los riesgos
potenciales debidos al crecimiento de patdgenos en un alimento
tras un periodo de almacenamiento en determinadas condiciones, o
establecer una fecha de caducidad para un producto mediante la

estimacion del tiempo necesario para alcanzar un nivel especificado
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de alteracion del producto o de poblacidn microbiana. Ademas,
también son Utiles en otro tipo de situaciones relacionadas con la
prediccidn del control de calidad, el desarrollo de nuevos productos,
planes de trabajo y analisis de datos en el laboratorio y en
educacion.

Los distintos modelos pueden ser clasificados en funcién del
proceso que estudian o de las variables consideradas. De este
modo, existe una clasificacion de los modelos en: primario,
secundario y terciario. En el nivel primario se incluyen los modelos
gue describen los cambios de la poblacidon microbiana con el tiempo
en unas determinadas condiciones. Aqui se incluyen los modelos de
crecimiento y de inactivacién/supervivencia microbiana. Los
modelos del nivel secundario describen la variacion de los
parametros de los modelos primarios con respecto a uno o mas
factores de cultivo o ambientales (pH, temperatura, atmoésfera,
etc.). En el nivel terciario se encontrarian las aplicaciones que
ayudan a un mejor manejo de los modelos primario y secundarios
de forma que, mediante un uso adecuado de la informacidn
obtenida, permiten calcular y formular las predicciones,
comparaciones y graficas deseadas (Garza, 2004).

Para modelizar el crecimiento microbiano en funcién del tiempo
se utilizan con frecuencia curvas sigmoidales. Este tipo de
funciones se eligen debido a que presentan cuatro fases, similares
a las curvas de crecimiento microbiano, que como se ha explicado
en el apartado 1.2.2. del presente capitulo, comprenden una fase
inicial de cambio lento, una fase de cambio acelerado, otra fase de
cambio desacelerado vy, finalmente, una fase estacionaria. De este
modo, los modelos primarios permiten estimar parametros
cinéticos de las curvas de crecimiento microbiano como la fase de

latencia, el tiempo de generacion y la densidad de poblaciéon
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maxima de un microorganismo bajo determinadas condiciones
(Garza, 2004).

Uno de los modelos primarios usado con mayor frecuencia para
describir el crecimieto microbiano bajo condiciones definidas y
controladas es el modelo cinético de Baranyi y Roberts (1994). Se
trata de una ecuacion sigmoidal asimétrica de cuatro parametros
que viene dada por las expresiones que se muestran en las
ecuaciones V.2. y V.3. (Juarez et al., 2002; Puente, 2003). Este
modelo es frecuentemente utilizado por diversas razones, entre las
gque se encuentra su facil uso, es aplicable en condiciones
dindmicas ambientales, tiene buena capacidad de prueba y la
mayor parte de los parametros de los modelos son biolégicamente
interpretables.

X-Xg

=( )
y=y,+ae® ° ecuacién V.2

donde:

a: es la cantidad de crecimiento que se da al aumentar el tiempo
indefinidamente

b: es la velocidad de crecimiento relativa en el tiempo

Xo: es el tiempo al que la velocidad de crecimiento es maxima

Yo: €s la carga inicial de microorganismos

—B(t-M)

logN=A+Ce® ecuacion V.3

siendo:

Log N: el logaritmo del nimero de microorganismos en el tiempo t
(Log ufc/mL)

A: el logaritmo de la carga microbiana inicial (NO) (Log ufc/mL)

C: el crecimiento que se da al aumentar el tiempo indefinidamente
(Log ufc/mL)

M: el tiempo al que la velocidad de crecimiento es maxima (h)
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B: la velocidad de crecimiento relativa en el tiempo M (h-1)
t: el tiempo (h)
Comparando las ecuaciones V.2. y V.3., se obtienen las

siguientes equivalencias:

Log N=y ecuacion V.4
a=C ecuacion V.5
b= 1/B ecuacion V.6
Xo= M ecuacion V.7
Yo= A ecuacion V.8

4.2.3.4. Determinacion de los parametros de crecimiento

A partir de los parametros A, C, M y B obtenidos a partir del
modelo de Baranyi y Roberts (1994) y definidos anteriormente, es
posible calcular otros parametros que caracterizan el crecimiento
microbiano y que se definen en las ecuaciones V.9., V.10., V.11. y
V.12.

n= L: ecuacion V.9

GT = (log2)- [LJ ecuacion V.10
B-C

A=M - (%j ecuacién V.11

MPD = A + C ecuacion V.12

donde:

u: velocidad de crecimiento exponencial ((ufc/mL)/h 6 DO)*
GT: tiempo de generacién (h)

A: duracion de la fase de latencia (h)

MPD: maxima densidad de poblacién (ufc/mL 6 DO)*
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(*) en funcién de la técnica de medida.

Los datos experimentales (DO 6 ufc/mL) obtenidos de las
curvas de crecimiento, se modelizaron con ayuda del programa
informatico DMFit manual versién 2.0. (Institute of Food Research,
Norwich, United Kingdom) seleccionando el modelo de Baranyi y
Roberts (ecuacion V.2.). A partir de la ecuacién de Baranyi y
Roberts correspondiente se obtuvieron los valores de a, b, xq € Yo,
y a partir de las ecuaciones V.4., V.5.,, V.6., V.7. y V.8. se
obtuvieron A, C, M y B. Posteriormente se obtuvieron Ilos
parametros cinéticos del crecimiento microbiano mencionados:
velocidad de crecimiento, tiempo de generacién, tiempo de latencia
y densidad maxima de poblacion, mediante las ecuaciones V.9.,
V.10., V.11. y V.12.

4.2.4. Medida de la actividad antimicrobiana

Con el fin de estudiar la capacidad bioconservante del cultivo
seleccionado (Lactococcus lactis) se realizaron estudios in vitro
frente a tres microorganismos indicadores (Lactobacillus sakei,
Listeria innocua y Bacillus cereus). Para ello se empled la técnica de
difusién en agar, que se explica posteriormente en el apartado
4.2.5. de materiales y métodos. Se analizé el cultivo celular (CC)
obtenido del crecimiento de Lactococcus lactis en los cuatro medios
de cultivo seleccionados para este trabajo (MRS, YGLPB, OPTIMO 1
y OPTIMO 2) tras 4 y 6 horas de incubacién (tiempo que se
determind de los resultados obtenidos en el estudio de la curva de
crecimiento), y el sustrato parcialmente purificado (SPP) obtenido

por inactivacion y separacion de las células microbianas.
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4.2.4.1. Preparacion de los inoculos

Para la preparacion de los inéculos de Listeria innocua y Bacillus
cereus se partié del microorganismo diana en una concentracion de
10° ufc/mL y se realizaron diluciones seriadas en agua de peptona
tamponada hasta obtener una concentraciéon de 107 ufc/mL. A
partir de dicha concentracién de 107 ufc/mL se inoculd 1 mL en 99
mL de caldo BHI para el caso de Listeria innocua y 99 mL de caldo
nutritivo para el caso de Bacillus cereus, obteniendo asi una
concentracion de 10° ufc/mL.

Para la preparacion de Lactobacillus sakei se partidé de una
concentracion de indculo de 108 ufc/mL y se realizé una dilucion en
agua de peptona tamponada para obtener la dilucién 107 ufc/mL.
De dicha dilucidon se inoculé 1 mL en 99 mL de MRS caldo para

obtener una concentraion de 10° ufc/mL.

4.2.4.2. Obtencion del sustrato parcialmente purificado

Para llevar a cabo la obtencion de bacteriocinas producidas por
Lactococcus lactis se procedid a la recuperacion del sobrenadante
producido tras 4 y 6 horas de incubacion. Para ello, se partié de los
medios de cultivo expuestos en el apartado 4.1.4. del presente
capitulo y de los indculos obtenidos siguiendo la metodologia
descrita en el apartado 4.2.3.1. y fueron incubados en estufa para
favorecer su crecimiento.

Para la obtencién del sustrato parcialmente purificado rico en
sustancias antimicrobianas, fundamentalmente bacteriocinas, vy
libre de células bacterianas, se siguié la metodologia definida por
Cabo et al. (1999), Aymerich et al. (2000) y Guerra y Pastrana
(2002), con pequefias variaciones para ajustarla a la cepa

bacteriana utilizada en el presente estudio.
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El procedimiento seguido se detalla a continuacion:

1. A partir de los matraces en los que se inoculd el
microorganismo bioprotector en los diferentes medios y tras
incubarlo el tiempo establecido para la toma de muestra (4 y 6
horas), se tomaron 25 mL de forma estéril y se introdujeron en un
matraz estéril. Esta cantidad se tomo por duplicado ya que:

- Una de las muestras se us6 como referencia para el control

del pH.

- La segunda muestra se empled en condiciones de total

esterilidad para la extraccidon del sobrenadante.

Para la medicién del pH se utilizd un pHmetro Seveneasy pH
Meter S20 (Mettler Toledo, Schwerzenbach, Switzerland).

2. A continuacion se ajust6 el pH a pH 3,5 mediante la adicién
de una disolucién de HCI 5N, para evitar la adsorcion de moléculas
de bacteriocina sobre la superficie de las células.

3. Después de dejar reposar la muestra 10 minutos, se
pasteurizé en un bafio de agua a 80 °C durante 10 minutos para
inactivar las células microbianas sin alterar la bacteriocina,
enfriando posteriormente durante 15 minutos en hielo.

4. A continuacién la muestra fue sometida a centrifugacion a
13000 g durante 10 minutos a 4 °C en una centrifuga marca
Eppendorf modelo 5804 (Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania). Con
la centrifugacion se precipitaron las células muertas quedando en el
sobrenadante las sustancias antimicrobianas.

5. Por Ultimo se recogidé y neutralizd el sobrenadante, que
contenia la bacteriocina, a pH 6,5 con una disolucién de NaOH 5N.

6. Con el fin de comprobar la eficacia de la pasteurizacion, se
inocul6 1 mL del sobrenadante obtenido, sembrandose en

profundidad en placa. El resultado obtenido mostré un crecimiento
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nulo del microorganismo, reflejando la eficacia del tratamiento

térmico.

4.2.5. Determinacion de la actividad antimicrobiana del
sustrato parcialmente purificado

Para determinar la actividad de las bacteriocinas frente a L.
innocua, B. cereus y L. sakei se utilizd el método de la gota en agar
o método de difusion en agar que se basa en la capacidad de
difusion de una cierta sustancia o disolucion, en un agar o medio
de cultivo sdlido (Arihara et al., 1993; Bennik et al., 1997; Garriga
et al., 2001; Montville y Winkowski, 2001; Guerra y Pastrana,
2002; Turcotte et al., 2003). Como referencia (patron) se utilizo
una solucién de nisina (2000 UI/mL) (apartado 4.1.3. de materiales
y métodos del presente capitulo).

En primer lugar se prepararon los cultivos con los diferentes
microorganismos indicadores (B. cereus, L. sakei y L. innocua) tal y
como se describe en el apartado 4.2.2. del presente capitulo, asi
como el cultivo del microorganismo bioprotector (L. /actis).

Una vez preparados los cultivos, se tomé 1 mL de cada matraz
del cultivo indicador y se sembré en placas petri estériles
empleando siembra en profundidad con BHI agar para Listeria
innocua, en profundidad y doble capa con MRS agar en el caso de
Lactobacillus sakei, y siembra en superficie con agar nutritivo para
Bacillus cereus.

En cada una de las placas se realizaron 5 pocillos de 9 mm de
diametro con un sacabocados. Previamente a la perforacion, las
placas fueron almacenadas en refrigeracion a 4 °C durante 30
minutos, para mejorar la solidificacion del agar y realizar mejor los

pocillos.
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En los pocillos se inocularon 100 pL del sustrato a testar:
cultivo celular (CC) y su correspondiente sustrato parcialmente
purificado (SPP).

Posteriormente, tras realizar la inoculacién de las placas, éstas
se incubaron a 30 °C para Bacillus cereus y Lactobacillus sakei y a
37 °C para el caso de Listeria innocua. Transcurrido el tiempo de
incubacion correspondiente a 24 horas se midié el diametro de las
zonas de inhibicién alrededor de los pocillos (Bennik et al., 1997;
Guerra y Pastrana, 2002; Turcotte et al., 2003).

En la Tabla V.6. se muestran las combinaciones de los distintos

sustratos a testar en las placas petri.

Tabla V.6. Distribucion de los indéculos en los pocillos para la
determinacién de la actividad antimicrobiana por el método de

difusion en agar.

Placa Pocillo1l Pocillo 2 Pocillo 3 Pocillo 4 Pocillo 5
1 Nisina SPP-MRS SPP-MRS CC-MRS Vacio
2 Nisina SPP-MRS CC-MRS CC-MRS Vacio
3 Nisina  SPP-YGLPB SPP-YGLPB CC-YGLPB  vacio
4 Nisina  SPP-YGLPB CC-YGLPB CC-YGLPB  vacio
5 Nising  SPP-OPT1 SPP-OPT1 CC-OPT1  vacio
6 Nisina  SPP-OPT1 CC-OPT1 CC-OPT1  vyacio
7 Nising  SPP-OPT2 SPP-OPT2 CC-OPT2  vacio
8 Nising  SPP-OPT2 CC-OPT2 CC-OPT2  vacio

4.2.6. Obtencion de las curvas patron de nisina frente a la
cepa diana

Para la realizaciéon de las curvas patrén dosis-respuesta, se
disoluciones de nisina a diferentes

prepararon diferentes

concentraciones, frente a los mismos microorganismos indicadores
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(Listeria innocua, Lactobacillus sakei, Bacillus cereus). Usando la
metodologia planteada en el apartado 4.2.5. de la difusién en
agar, se prepararon unas placas petri (con una carga microbiana
entre 10* ufc/mL y 10° ufc/mL) con los microorganismos
indicadores. Seguidamente se disolvieron 0,8 g de Nisina en 100
mL de agua destilada a pH 5,3 obteniendo una disolucién de 8000
mg/L. A partir de esta disoluciéon, se obtuvieron otras con
diferentes concertaciones (8000, 5300, 4000, 3200, 2400, 1600,
800 y 400 mg/L). Estas diferentes disoluciones de nisina fueron
pipeteadas (100 uL) en los pocillos de las placas petri. Las placas
se incubaron durante 24 h a 37 °C.

Transcurrido el tiempo de incubacion de las placas con los
cuatro microorganismos indicadores, se midieron los diametros de
los halos provocados por las disoluciones de nisina. A partir de los
datos obtenidos se obtuvieron cuatro ecuaciones que relacionan el
didametro del halo de inhibicion con la equivalencia en mg/L de

nisina.

4.2.7. Evaluacion de la actividad bactericida de Lactococcus
lactis “in vivo”

Para finalizar el estudio se disefidé esta Ultima experiencia sobre
dorada fresca. En ella se analizd el efecto de la impregnacién a
vacio del sutrato (cultivo celular) como bioconservante en filetes de
dorada (Sparus aurata), utilizando el OPTIMO 2 como medio de
cultivo, debido a los resultados obtenidos aplicando la metodologia
descrita en el apartado 4.2.3.2. de materiales y métodos del
presente capitulo. Las muestras impregnadas fueron almacenadas
en bolsas de polietileno en refrigeracion a 4 °C durante 15 dias y se

realizaron los analisis a tiempo 0, 6, 10 y 15 dias.
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4.2.7.1. Impregnacion a vacio

Para la impregnacién a vacio de los filetes de dorada (Sparus
aurata) con nisina y Lactococcus lactis se utilizd el equipo
GASTROVAC® descrito en el apartado 4.4.1. de materiales vy
métodos del capitulo III. Los filetes se impregnaron a temperatura
ambiente (25 ©°C). La presion de trabajo que se aplicd fue de 50
mbar y se impregnaron durante 5 minutos. La restauracion de la
presidn se realizd manteniendo los filetes dentro de la solucidén de
impregnacion y con un periodo de reposo final de cinco minutos.
Las muestras fueron pesadas antes y después del proceso de
impregnacion con el fin de determinar el porcentaje de
impregnacion experimentado. Se realizd también un analisis de la
microestructura (siguiendo la metodologia descrita en el apartado
4.6. del capitulo IV) del filete de dorada en fresco para evaluar el
porcentaje de impregnacién en base a la porosidad de la matriz

proteica de pescado.

4.2.7.2. Medios de impregnacion

Solucion de bacterias acido lacticas (BAL): Lactococcus lactis
CECT 539 crecié en el medio OPTIMO 2 a 37 °C. La concentracion
final después de 6 horas de incubacion fue de 10° ufc/mL. Un
alicuota de dicha soluciéon se transfiriéo a una solucién isotdnica con
NaCl al 0,9% hasta obtener una concentracidn final de 10’ ufc/mL.

Solucidon de nisina: la solucion de nisina (2000 IU/mL) fue
preparada diluyendo la nisina en una solucion 0,1 N de HCI hasta
alcanzar un pH de 5,3. La solucién fue preparada con agua

destilada.
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4.2.7.3. Analisis microbioldgicos

Los analisis microbioldgicos llevados a cabo en este punto se
realizaron siguiendo la metodologia descrita en el apartado 4.2.1.2.
de materiales y métodos del presente capitulo. Se analizaron:
aerobios mesofilos, enterobacterias, Staphylococcus aureus,

bacterias acido lacticas y Salmonella spp.

4.2.7.4. Evaluacion de los parametros fisico-quimicos de los
filetes de dorada (Sparus aurata) impregnados con cultivos

bioprotectores durante el almacenamiento en refrigeracion

4.2.7.4.1. Determinacion del contenido en humedad

La determinacion del contenido de humedad de los filetes de
dorada (Sparus aurata) impregnados con sustancias
bioconservantes, se llevé a cabo siguiendo la metodologia descrita

en el apartado 4.3.3. del capitulo III.

4.2.7.4.2. Determinacion de la actividad de agua (ay)

La determinacion de la actividad de agua de los filetes de
dorada (Sparus aurata) impregnados con sustancias
bioconservantes, se llevé a cabo siguiendo la metodologia descrita

en el apartado 4.2.2. del capitulo IV.

4.2.7.4.3. Determinacion del pH

La determinacion del pH de los filetes de dorada (Sparus
aurata) impregnados con sustancias bioconservantes, se llevd a
cabo siguiendo la metodologia descrita en el apartado 4.2.3. del

capitulo 1V.
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4.2.7.4.4. Determinacion del nitrégeno basico volatil total
(TVBN)

La determinacion del nitréeno basico volatil total (TVBN) de los
filetes de dorada (Sparus aurata) impregnados con sustancias
bioconservantes, se llevd a cabo siguiendo la metodologia descrita

en el apartado 4.2.1.3.4. del presente capitulo.

4.2.7.4.5. Determinacion de las propiedades oOpticas

La determinacidn de las propiedades Opticas de los filetes de
dorada (Sparus aurata) impregnados con sustancias
bioconservantes, se llevé a cabo siguiendo la metodologia descrita

en el apartado 4.2.1.3.5. del presente capitulo.

4.3. Analisis estadistico

El tratamiento estadistico de los datos se realiz6 mediante el
programa Statgraphics Plus 5.1 (Manugistics Inc., Rockville, MD,
USA). Con el objetivo de comprobar la existencia de diferencias
significativas entre los diferentes tratamientos y el tiempo de
almacenamiento para cada uno de los parametros evaluados se
llevé a cabo un andlisis de la varianza (ANOVA). Se utilizd el
procedimiento LSD (/east significant diference) para comprobar las
diferencias a un nivel de significacién a=0,05. Asi, se realizaron
diferentes ANOVAS simples para cada uno de los parametros
fisicoquimicos asi como ANOVAS factoriales para el tratamiento de
impregnacion  utilizando como factores: el tiempo de
almacenamiento y la nisina o el cultivo bioprotector (Lactococcus

lactis).
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V.5. RESULTADOS Y DISCUSION

Los productos refrigerados tienen una corta vida Uutil
presentando un problema desde el punto de vista de la seguridad y
la viabilidad comercial. El deterioro de los productos refrigerados y
minimamente procesados de pescado se atribuye principalmente a
la actividad bacteriana que se manifiesta en cambios en las
propiedades sensoriales del producto (Gram y Huss, 1996). Por
este motivo, las investigaciones se centran en el control del
crecimiento microbiano y las reacciones bioquimicas asociadas a
dicho crecimiento para mejorar la calidad del pescado y prolongar
su vida util (Tsironi y Taoukis, 2010).

Los cambios en los habitos de vida y culinarios en las ultimas
décadas y las demandas actuales de los consumidores han llevado
a la industria de alimentos a producir una gran variedad de
productos “de conveniencia” y muchos de ellos "“listos para comer”,
conceptos que incluyen “facil de usar” y con una larga vida util. Los
aspectos nutricionales también son mas tenidos en cuenta por los
consumidores que demandan, cada vez mas, productos naturales
sin conservantes. La bioconservaciéon es un sistema natural que
utiliza microorganismos inocuos o sus compuestos metabdlicos
para inhibir o destruir microorganismos no deseados en los
alimentos para mejorar la seguridad del mismo y prolongar su vida
atil  (Cleveland et al., 2001). Los primeros sistemas de
biopreservacion se basaban en la utilizacion de las bacterias acido-
lacticas (BAL) empleadas durante muchos afos en la industria de
alimentos para producir alimentos fermentados. Actualmente, estos
microorganismos se utilizan también con otros fines entre los que
cabe destacar su potencial como probidticos y por lo tanto su uso
en alimentos y sus propiedades bioprotectoras (Mata y Del Cubillo,
2000; Zabala et al., 2001; Puente, 2003). Las bacterias acido-
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lacticas inhiben el crecimiento de bacterias e inactivan a ciertos
patégenos mediante la produccion de acido lactico y compuestos
anticrobianos (bacteriocinas, H,0,, lactoperoxidasa, etc.). Son
utilizadas como conservante natural sin modificar ni la textura ni el
flavor del alimento. En este capitulo se muestran los resultados
obtenidos para la aplicacion de Lactococcus lactis, como cultivo
bioprotector, y la nisina, como bacteriocina, con propiedades
bioconservantes para prolongar la vida util de filetes de dorada
(Sparus aurata) en fresco envasados en bolsas de polietileno. Por
otra parte, también se presentan los resultados obtenidos para el
analisis del medio y tiempo dptimo de crecimiento para Lactococcus
lactis asi como su capacidad bioconservante “in vitro”. La eleccién
de Lactococcus Lactis como bioprotector se hizo en base a que este
microorganismo es secretor de nisina (Rodriguez et al., 1995)
como se ha comentado anteriormente la nisina es la bacteriocina
mas estudiada a nivel practico, bioquimico y genético (Harris et al.,
1992).

5.1. Evolucion de la microbiota del pescado fresco (Sparus
aurata) durante el almacenamiento en refrigeracion

Durante la muerte del pescado y en los procesos de eviscerado
y fileteado, debido a la manipulacién, los microorganismos pueden
contaminar el producto. El pescado tiene propiedades que
favorecen el crecimiento de microorganismos. A pesar de su bajo
contenido en carbohidratos (0,2-1,5% dependiendo de la especie),
el pescado es rico en moléculas nitrogenadas de bajo peso
molecular que son rapidamente metabolizadas por las bacterias.
Estos compuestos incluyen los aminoacidos libres, creatina,
nucleétidos, urea y trimetilamina. El alto valor de pH postmortem

que presenta (pH alrededor de 6) combinado con el bajo contenido
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en carbohidratos, permiten el rapido crecimiento de Gram-
negativos, bacterias psicrotrofas pH-sensitivas presentes en el
pescado como Pseudomonas y Shewanella (Francoise, 2010). En el
presente apartado se muestran los recuentos obtenidos para la
microbiota del pescado fresco almacenado en refrigeracién. En este
caso se han analizado los microorganismos marcados por la
legislacién espafiola para los productos de la pesca frescos y las
bacterias acido-lacticas.

La Orden del 2 de agosto de 1991 por la que se aprueban las
normas microbioldgicas (BOE 15/8/91) para los productos de la
pesca y de la acuicultura indica el nimero de unidades formadoras
de colonias que no se deben exceder, estos valores se recogen en
la Tabla V.7.

Tabla V.7. Limites legislativos vigentes de los diferentes

microorganismos para productos de la pesca frescos.

Aerobios Enterobacteriaceae = Salmonella-

Alimento mesofilos totales shigella
Productos de la pesca frescos,
salpresados, refrigerados y 1x108 ufc/g 1x103 ufc/g AUS/25g

congelados

Fuente: Orden de 2 de agosto de 1991

En la Figura V.6. se pueden observar los recuentos obtenidos
para aerobios mesofilos, enterobacterias y bacterias acido lacticas
en las muestras de filetes de dorada (Sparus aurata) almacenados
en bolsas de polietileno durante 15 dias en refrigeracion.

Tal y como muestra la Figura V.6., a los nueve dias de
almacenamiento, los recuentos de aerobios mesofilos vy
enterobacterias se situaron en valores cercanos a los limites
establecidos por la legislacion (Tabla V.7.). Los recuentos obtenidos

para aerobios mesofilos fueron de 2,6(0,1) Log ufc/g al inicio del
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almacenamiento, alcanzando valores de 8,5(0,1) Log ufc/g a los 15
dias. Estos valores son similares a los obenidos por otros autores
como Cakli et al. (2007) que en un estudio llevado a cabo con
dorada (Sparus aurata) entera sin eviscerar y almacenada en hielo
mostraron recuentos iniciales de aerobios mesodfilos de 2,61(0,12)
Log ufc/g alcanzando valores de 7,97(0,04) Log ufc/g a los 18 dias
de almacenamiento. Kilinc et al. (2007) también reportaron valores
similares para el almacenamiento de dorada entera sin eviscerar
mostrando un recuento de aerobios mesofilos de 2,03(0,01) Log
ufc/g al inicio, alcanzando valores de 7,51(0,19) Log ufc/g a los 15
dias de almacenamiento en hielo a 4 °C. Estos datos podrian
indicar que el proceso de fileteado llevado a cabo en este estudio
se realizd en correctas condiciones higiénicas puesto que no supuso

un aumento de los recuentos totales iniciales.

——— Mesofilos —=—— Bacterias acido lacticas
———— Enterobacterias = —-—-— MESOFILOS
————— ENTEROBACTERIAS

Log ufc/g

0 T e T T T T )

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tiempo (dias)

Figura V.6. Recuentos de aerobios mesofilos, enterobacterias vy
bacterias acido lacticas en filetes de dorada (Sparus aurata),
durante el almacenamiento en refrigeracion. Las lineas punteadas
hacen referencia al valor marcado por la legislacidon espanola para

cada microorganismo.
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Los recuentos de bacterias acido-lacticas (BAL) fueron
aumentando (Figura V.6.) durante todo el periodo de
almacenamiento y este incremento se acentud a partir del décimo
dia. Inicialmente se detectaron valores de 2,32(0,02) Log ufc/g,
similares a los reportados por Tsironi y Taoukis (2010) en un
estudio llevado a cabo en filetes de dorada (Sparus aurata) que
determinaron valores iniciales de 2,4 Log ufc/g.

En este caso no se detectd presencia ni de Salmonella ni de
Staphylococcus auerus durante los 15 dias de almacenamiento. Las
enterobacterias sobrepasaron los limites establecidos por la

legislacién a los 11 dias de almacenamiento.

5.2. Evolucion de los parametros fisico-quimicos durante el
almacenamiento en refrigeracion de filetes de dorada

(Sparus aurata) en fresco

5.2.1. Humedad, actividad de agua, TVBN y pH

En la Figura V.7. se muestra la evolucién de los pardametros de
humedad, ay, pH y nitrégeno basico volatil (TVBN) durante el
almacenamiento en refrigeracion de los filetes de dorada en fresco.
Los valores de humedad de los filetes frescos variaron entre 68,26
g agua/ 100 g de pescado a tiempo cero y 68,19 g agua/ 100 g de
pescado a los 15 dias de almacenamiento, y los valores de
actividad de agua se mantuvieron constantes después de 15 dias
de almacenamiento con valores de 0,990. Los valores de humedad
y de a,, tal y como se puede observar en la Figura V.7., no
experimentaron cambios significativos (p>0,05) durante los 15 dias
de almacenamiento en refrigeracion. Sin embargo, los valores de
nitrégeno basico volatil (TVBN) se fueron incrementando

significativamente (p<0,05) durante el almacenamiento alcanzando
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valores de 13,69 mg TVBN/ 100 g de pescado a los 15 dias. Cakli
et al. (2007) en un estudio llevado a cabo con dorada (Sparus
aurata) almacenada en hielo alcanzaron valores de TVBN de 28,96
mg TVBN/100 g de pescado a los 15 dias de almacenamiento pero
partieron de doradas con un valor de TVBN de 18,61 mg de
TVBN/100 g de pescado. Estos valores indican que es tan

importante el modo de almacenamiento como la calidad del

pescado.
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Figura V.7. Evolucidon de los parametros de humedad, a,, pH y
TVBN durante el almacenamiento de los filetes de dorada (Spaurs

aurata) en fresco.
El indice de nitrogeno basico volatil (TVBN) es empleado como
indice de calidad en pescado, ya que se considera que su

incremento estéd relacionado con el deterioro microbiano del
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producto. Sin embargo, algunos autores no consideran que este
indice sea un buen indicador de la calidad del pescado durante su
almacenamiento (Kyrana et al., 1997; Papadopoulus et al., 2003;
Tejada y Huidobro, 2002), ya que para la mayoria de las especies
de pescado, la concentracion de TVBN aumenta de manera
curvilinea con el tiempo de almacenamiento (Kyrana et al., 2002).
En este sentido, en un estudio de conservaciéon de lubina no se
observaron diferencias significativas en el contenido de TVBN hasta
que los recuentos microbianos de aerobios totales alcanzaron
niveles préoximos a los limites legales (10° ufc/g) (Cakli et al.,
2007). En este caso los recuentos de aerobios mesdfilos, tal y
como se expuso en el apartado 5.1., se situaron entorno a los
limites legales a los nueve dias de almacenamiento y sin embargo
los valores de TVBN no muestran diferencias significativas hasta los
15 dias de almacenamiento. Ademas, considerando el limite legal
para el TVBN establecido por la Union Europea (CEE, 2008) de 35
mg TVBN/100 g de pescado se observa que las muestras
almacenadas en refrigeraciéon no sobrepasaron dicho limite a lo
largo de los 15 dias de almacenamiento. La concentracién de TVBN
en pescado fresco esta entre 5 y 20 mg TVBN/100 g de pescado,
mientras que niveles de 30-35 mg TVBN/100 g de pescado se
asocia con el limite de aceptabilidad (Connell, 1995).

Finalmente, los valores de pH (Figura V.7.) también sufrieron
un ligero incremento durante los 15 dias de almacenamiento sin
mostrar diferencias significativas (p>0,05). Al inicio del
almacenamiento el pH fue de 6,26 y se incrementd hasta 6,37 a los
15 dias. Este incremento de pH coincide con el incremento de TVBN
en los filetes y posiblemente esté asociado también al crecimiento

microbiano que se produce al final del almacenamiento.
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5.2.2. Propiedades oOpticas

En la Figura V.8. se muestra la evolucién de las coordenadas
colorimétricas (L*, a*, b*, hap* y Cap*) durante el almacenamiento
de los filetes de dorada en refrigeracion.

El valor obtenido para la luminosidad (L*) al inicio del
almacenamiento fue de 35(2), alcanzando 39(5) después de 15
dias. Tal y como se observa en la figura, tanto la luminosidad (L*)
como el croma (Csx*) no mostraron diferencias significativas
(p>0,05) durante el tiempo estudiado. Los valores de a* fueron
aumentando mostrando diferencias significativas (p<0,05) a los 15
dias de almacenamiento. Los valores de b* variaron de 0,38(0,1) a
-2,1(0,7), mostrando diferencias significativas (p<0,05) entre el
valor inicial y el resto de valores obtenidos durante el
almacenamiento. Por otra parte, hg,* también se incrementd de
forma significativa a partir del tercer dia, permanenciendo estable
hasta el final del periodo estudiado. El almacenamiento produjo un
ligero cambio en el color de los filetes de dorada que se tradujo

fundamentalmente en una reduccidon de la coordenada b*.

353




Capitulo V: Aplicaciéon de cultivos bioprotectores

Tiempo (dias)

50 s to t3 7 9 ti5
a a 0,0 T : : : .
40 a a -0,5
x 30 -1,0
- -1,5
20 % 'ilg c
10 -2 bc
301 3 ab bc
[ T T T T . -3,5
to t3 t7 t9 t15 -4,0
Tiempo (dias)
Tiempo (dias)
to 3 7 9 ti5 300
1,5 250 b b b b
0,5 l 200 a
x -0,5 "2 150
Qo ey
-1,5 100
-2,5 50
-3,5 04
-4,5 to t3 t7 t9 t15
Tiempo (dias)
5
4 a a
a a a
Lo L |
o 2

—

to t3 t7 t9 ti5

Tiempo (dias)
Figura V.8. Evolucién de las coordenadas colorimétricas (L*, a*,
b*, hoap* y Cop*) durante el almacenamiento de los filetes de dorada

(Spaurs aurata) en fresco.

5.3. Caracterizacion del desarrollo de L. lactis en diferentes
medios de cultivo.

En este apartado el objetivo fue seleccionar un medio apto
para su incorporacién en alimentos, en el que se lograra un buen
desarrollo de L. lactis y una elevada actividad antimicrobiana, asi

como, determinar el tiempo de incubaciéon necesario para lograr
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una maxima produccion de metabolitos con actividad
antimicrobiana.

Para ello, se obtuvieron las curvas de crecimiento de dicho
microorganismo en cuatro medios de crecimiento: MRS e YGLPB
como medios de referencia aptos para el desarrollo de bacterias
lacticas y dos medios disefiados en estudios previos a este trabajo,
optimo 1 y 6ptimo 2, cuya composicion se describe en las tablas
V.3.y V.4. del apartado 4.1.4.

Una vez obtenidas las curvas de crecimiento, tal y como se
detalla en el apartado 4.2.3.2. de materiales y métodos del
presente capitulo, se modelizaron siguiendo el modelo de Baranyi
utilizando el programa DMFit (Barany y Roberts, 1994) con la
finalidad de determinar los parametros caracteristicos de
crecimiento: velocidad de crecimiento (Mmax), tiempo de latencia (A)
y maxima densidad poblacional (Yms). En la Figura V.9. se
muestran las curvas de crecimiento de L. lactis en los cuatro
medios estudiados.

En la Figura V.9. se muestra la modelizacion de las curvas de

crecimiento de L. /actis en los cuatro medios estudiados.
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Figura V.9. Modelizacién de las curvas de crecimiento de L. /actis
en los cuatro medios en estudio: a) MRS, b) YGLPB, c) éptimo 1y

d) 6ptimo 2.

A partir de las curvas mostradas en la Figura V.9. se obtuvieron

los pardmetros caracteristicos del

proceso de crecimiento del

microorganismo en estudio en los cuatro medios analizados (Tabla

V.8.).

Tabla V.8. Parametros de crecimiento de L. lactis en los

cuatro
medios de cultivos analizados.
Parametros de crecimiento

: M A Yinicial Ymax 2

Medio  (|og ufe/mLh)  (h) (Log ufc/ml) (Log ufeymi) ¢ R
MRS 0,77 4,45 5,78 8,35 0,56 0,81
YGLPB 0,43 2,97 6,00 8,02 0,25 0,93
optimo 1 0,92 3,26 5,25 8,41 0,46 0,90
optimo 2 1,01 4,10 5,62 8,62 0,60 0,84
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Tal y como puede observarse en la Figura V.9. en el crecimiento
de L. lactis se detectd fase de latencia (A) (Tabla V.8.) para todos
los medios en estudio observandose una menor duraciéon de dicha
fase en el medio YGLPB mientras que en el medio MRS fue dénde
se obtuvo la mayor duracion para dicha fase. Los valores obtenidos
para los dos medios en estudio (6ptimo 1 y oOptimo 2) fueron
intermedios a los observados para los dos medios de referencia
anteriormente mencionados (YGLPB y MRS). El medio YGLPB es el
medio de referencia aconsejado por la Coleccion Espafiola de
Cultivos Tipo para este microorganismo, esto explicaria la menor
duracién de la fase de latencia en dicho medio.

En cuanto a la velocidad de crecimiento (u) (Tabla V.8.) de L.
lactis se pudo observar que ésta fue mayor cuando los medios
ensayados fueron el éptimo 1 y éptimo 2. Los medios optimo 1 y
optimo 2 fueron los que originaron la maxima densidad poblacional
(Ymax Optimo 1=8,41 Log ufc/mL; Ymax Optimo 2=8,62 Log ufc/mL).
Por lo tanto, en lo referente a los parametros de crecimiento, los
dos medios estudiados en este trabajo (éptimo 1 y 2) ocasionaron
un crecimiento similar o incluso superior al observado en los dos
medios de referencia.

En las curvas de crecimiento (Figura V.9.) se puede observar
que a las 8 horas es cuando se inicia la fase de crecimiento
estacionario. Este dato es importante tenerlo en cuenta puesto
que, segun la bibliografia (Zufiga, 2002), la mayor produccion de
sustancias antimicrobianas se produce cuando los microorganismos
estan en fase exponencial. Durante esta fase, se produce la
maxima actividad microbiana ya que la cantidad de nutrientes es
maxima y las células se encuentran en plena multiplicacion. En la
siguiente fase (estacionaria) el crecimiento se detiene debido al

agotamiento de los nutrientes o a algln producto de desecho que
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llega a ser inhibidor, cesando su crecimiento exponencial (Zufiga,
2002; Mossel et al., 2003). Teniendo en cuenta este aspecto, se
procedié a analizar con mas detalle el crecimiento alcanzado a las 4
y 6 horas de incubacion puesto que es el periodo de crecimiento
exponencial para las condiciones de estudio. A tal efecto, se realizd
un anadlisis de la varianza considerando los factores medio de
crecimiento y tiempo. Los resultados obtenidos Unicamente
mostraron diferencias significativas (p<0,05) respecto al tiempo de
incubacion, siendo en todos los casos mayores los niveles de
crecimiento detectados a las 6 horas. Asi, se puede decir que para
los dos tiempos analizados, correspondientes a la fase exponencial
de crecimiento, el medio de cultivo usado no afecté al desarrollo de
los microorganismos y la cepa crecié hasta alcanzar niveles
similares.

Aunque segun los resultados obtenidos se lograria un mayor
desarrollo de la cepa a las 6 horas de incubacién, no obstante,
seria necesario asegurarse de que tras este periodo de incubacién
también se alcanza una mayor actividad antimicrobiana por lo que

se procedid a estudiar su actividad in vitro.

5.4. Actividad antimicrobiana de Lactococcus lactis. Estudio
in vitro

En el apartado 5.3. se ha mostrado la curva de crecimiento y
los parametros caracteristicos de este proceso para la cepa
estudiada. Sin embargo, es necesario conocer la capacidad que
tiene dicha cepa, Lactococcus lactis, de producir sustancias
antimicrobianas. Diversos estudios (Zufiiga, 2002; Mossel et al.,
2003) indican que la mayor produccion de dichas sustancias se da
en la fase exponencial de la curva de crecimiento, tal y como se ha

indicado anteriormente. Por lo tanto, y en base a los resultados
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obtenidos en el apartado 5.3., se analizé la actividad
antimicrobiana a las 4 y 6 horas de incubacion de los
microorganismos en estudio en los diferentes medios de
crecimiento seleccionados para el presente trabajo (MRS, YGLPB,
optimo 1 y optimo 2). La actividad antimicrobiana se analizd
considerando dos tipos de sustrato obtenidos del creciemiento de L.
lactis en los diferentes medios de cultivo. Por un lado, se estudio el
cultivo celular (CC) compuesto por el caldo de fermentacién e
integrado por L. /actis y sus metabolitos y por otro lado el sustrato
parcialmente purificado (SPP), obtenido a partir del mismo caldo de
fermentacion sometido a un proceso de purificacion parcial para
inactivar a los microorganismos. En todos los casos la actividad
antimicrobiana se evalud utilizando un patrén de nisina lo que
permite poder cuantificar la actividad bactericida/bacteriostatica del
microorganismo y/o sus productos metabodlicos con posible
capacidad bioconservante utilizados en el presente estudio.

La actividad antimicrobiana, in vitro, se evalud frente a tres
microorganismos diana: Listeria innocua, Lactobacillus sakei y
Bacillus cereus (Uhlman et al., 1992; Van Reenen et al. 1998;
Bogovic-Matijasic et al., 1998), siguiendo la metodologia descrita
en el apartado 4.2.2 de materiales y métodos del presente capitulo.

La eleccion de estos microorganismos se hizo atendiendo a
diversos criterios. L. innocua se utilizo6 como marcador de L.
monocytogenes. La listerioris es un problema emergente para la
industria alimentaria como consecuencia del aumento de la
incidencia, en los paises desarrollados, de epidemias asociadas al
consumo de alimentos contaminados con éste microorganismo
(Gonzalez y Suarez, 2011). Diversos estudios indican que L.
monocytogenes y otras especies de Listeria se detectan

habitualemente en los productos de la pesca, incluido el pescado
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fresco (Embarek, 1994; Davies et al., 2001; Gonzalez-Rodriguez et
al., 2002; AESAN, 2009). Por otra parte, Bacillus cereus es un
microorganismo asociado a enfermedades de origen alimentario en
las que suele estar involucrado, entre otros alimentos, el pescado
(Embarek, 1994; Davies et al., 2001; Gonzalez-Rodriguez et al.,
2002; AESAN, 2009). Finalmente, Lactobacillus sakei es un
microorganismo de los denominados alterantes, contrariamente a
Listeria y Bacillus cereus que suelen englobarse dentro del grupo
de microorganismos patdgenos. L. sakei junto con L. curvatus y
Carnobacterium psicola son las bacterias acido lacticas mayoritarias
en los procesos de degradacion de los productos de la pesca
(Joffraud et al., 2001; Lyhs et al., 2002). Ademas, es conveniente
recalcar que tradicionalmente se ha considerado que las
bacteriocinas son bactericidas contra otras especies estrechamente
relacionadas con la cepa productora, sin embargo, recientemente
este concepto ha sido modificado ya que se han encontrado
también acciones bactericidas contra cepas distanciadas
filogenéticamente de la cepa productora (Sablon et al., 2000). Por
lo tanto las razones anteriormente expuestas llevaron a seleccionar
a L. sakei como microorganismo indicador junto con L. innocua y B.

cereus.

5.4.1. Patron dosis-respuesta de nisina

La nisina se viene utilizando en la preservacion de alimentos
desde hace mds de 50 afos. En 1983 fue incluida en la lista
europea de aditivos alimentarios con el nimero E-234 (Directiva
83/463/ECC de Julio 1983) y en 1988 su utilizacion fue aprobada
por la FDA (American food y drug Administration) (Anonymous,
1992) y clasificada como una sustancia GRAS (General Recognized

as safe) (Vazquez, 2001). La nisina es considerada un aditivo y no
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un compuesto natural puesto que suele utilizarse como
conservante en concentraciones que exceden a las que suelen
presentarse en los productos fermentados con microorganismos
starters productores de bacteriocinas (Cleveland et al., 2001). Con
la finalidad de cuantificar la actividad antimicrobiana de la cepa
bacteriana en estudio (L. /actis) se utiliz6 como patréon la nisina
(Unica bacteriocina de origen natural permitida por la legislacion).
Para ello, se obtuvieron las relaciones dosis-respuesta de nisina
(Figura V.10, V.11. y V.12.) frente a los tres microorganismos

indicadores considerados en este trabajo (L. innocua, L. sakei y B.

cereus).
a) o b)
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Figura V.10. Actividad antimicrobiana de la nisina frente a Listeria
innocua: a) halo de inhibicion generado para las distintas
concentraciones de nisina analizadas y b) ajuste lineal y ecuacion

que relaciona la concentracion de nisina y el halo de inhibicién.
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Figura V.11l. Actividad antimicrobiana de la nisina frente a
Lactobacillus sakei: a) halo de inhibicion generado para las
distintas concentraciones de nisina analizadas y b) ajuste lineal y
ecuacion que relaciona la concentracion de nisina y el halo de

inhibicion.
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Figura V.12. Actividad antimicrobiana de la nisina frente a Bacillus
cereus: a) halo de inhibicibn generado para las distintas
concentraciones de nisina analizadas y b) ajuste lineal y ecuacion

que relaciona la concentracion de nisina y el halo de inhibicion.

Al analizar el efecto de las diferentes dosis de nisina frente a L.
innocua (Figura V.10.), considerando el halo de inhibicion
producido, tras un periodo de incubacion de 24 horas a 37 °C, se

observo que la concentracion minima con efecto inhibitorio fue de
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1600 mg/L de nisina (Figura V.10.a). El comportamiento descrito,
se ajustd a una ecuacion lineal considerando las concentraciones de
nisina analizadas en unidades logaritmicas (Figura V.10.b.).

El andlisis estadistico realizado considerando la concentracién
de nisina mostrd que las concentraciones elevadas de nisina (2400
a 8000 mg/L) producian un efecto inhibitorio similar sobre B.
cereus y sobre L. innocua, mientras que a concentraciones bajas
(400 a 1600 mg/L) la respuesta de estos dos microorganismos
diana variaba. Asi, a concentraciones de 800 y 400 mg/L no se
observé actividad antimicrobiana de la nisina sobre L. innocua
apareciendo el primer halo de inhibicidn a la concentracién de 1600
mg/L. Otro aspecto a destacar es que a partir de 5300 mg/L de
nisina no se detecté un incremento significativo (p>0,05) de la
actividad antimicrobiana en el caso de B. cereus y L. innocua.

En el caso de L. sakei todas las concentraciones estudiadas
mostraron actividad antimicrobiana observédndose un incremento
continuado de dicha actividad al aumentar la dosis de nisina. La
minima concentracién analizada (400 mg/L) produjo un halo de
inhibicion de 25,36 mm. Ademas, como se aprecia en la Figura
V.11., minimos incrementos en la concentracién (hasta 1000 mg/L)
produjeron un incremento elevado en el halo generado. De 400 a
800 mg/L se produjo un incremento de 25,4 a 29,6 mm, mientras
que a partir de 800 mg/L, el efecto ya no se vio tan marcado,
obteniéndose un halo de 30,2 mm para una concentracién de 1600
mg/L. El efecto bacteriostatico/bactericida de la nisina frente a L.
sakei fue muy superior al detectado para las otras dos cepas diana
utilizadas en este estudio (L. innocua y B. cereus).

Los resultados anteriores indican que la nisina tiene mayor

efecto inhibidor sobre L. sakei, seguido de B. cereus y L. innocua.
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En la Tabla V.9. se muestran las ecuaciones correspondientes a
los ajustes lineales obtenidos a partir de las rectas
correspondientes a las representaciones del logaritmo de Ila
concentracion de nisina versus al didmetro de halo de inhibicion
frente a las tres cepas indicadoras (Figura V.10.b, V.11.b y V.12.b).
Estas ecuaciones permitiran cuantificar la actividad antimicrobiana
del microorganismo bioconservante estudiado en los siguientes
apartados, respecto al patréon de nisina permitiendo establecer una
correlacion entre el diametro del halo de inhibicion producido por L.
lactis y/o sus productos metabolicos y la cantidad de nisina

equivalente.

Tabla V.9. Ecuaciones correspondientes a los ajustes lineales
obtenidos a partir de las rectas correspondientes a las
representaciones del Log de la concentracion de nisina versus
diametro de halo de inhibicion frente a las tres cepas indicadoras

(L. innocua, L. sakei y B. cereus).

Microorganismo No Ecuacion R2
L. innocua 1 y = 0,204x + 1,1805 0,9511
L. sakei 2 y =0,1437x - 1,1235 0,9481
B. cereus 3 y = 0.3655x - 0.9381 0,9319

NOo= numero de la ecuacion

Y
X

Equivalente de nisina (Log mg/L)

diametro del halo (mm)

5.4.2. Actividad antimicrobiana de Lactococcus lactis frente
a las cepas diana: Listeria innocua, Lactobacillus sakei y
Bacillus cereus

En este apartado se presentan los resultados obtenidos en el
estudio de la actividad antimicrobiana de la cepa bioprotectora (L.

lactis) frente a las cepas diana (L. innocua, L.sakei y B. cereus). En
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el apartado 5.3. se vio que a las 4 y 6 horas de incubacion L. lactis
se encuentra en fase exponencial de crecimiento donde se supone
gue poseen la maxima actividad antimicrobiana (Zuniga, 2002),
independientemente del medio de cultivo en el que se hayan
desarrollado. Por lo tanto, se utilizo dicha cepa tras 4 y 6 horas de
incubacion tanto en los dos medios de referencia MRS y YGLPB
como en los dos medios formulados 6ptimo 1 y 6ptimo 2 (CC:
cultivo celular). Por otro lado, y considerando que la actividad
antimicrobiana es debida en gran medida a los productos
metabdlicos producidos por dichas cepas se analizaron también los
sustratos obtenidos tras dichos tiempos de incubacion,
parcialmente purificados y libres de células (SPP: sustrato
parcialmente purificado). La actividad de los productos metabdlicos
procedentes de microorganismos bioconservantes ha sido
estudiada fundamentalmente frente a cepas diana, pero son muy
pocos los estudios relativos a su comportamiento frente a la
microbiota presente en los alimentos. Dichos estudios mencionan
una reduccion considerable de la actividad antimicrobiana e incluso

la no deteccion de dicha actividad (Aasen et al., 2003).

5.4.2.1. Espectro de la actividad antimicrobiana de
Lactococcus lactis frente a las cepas diana: Listeria innocua,
Lactobacillus sakei y Bacillus cereus

En la Tabla V.10. se muestra de forma resumida el espectro de
actividad antimicrobiana de los cultivos celulares y de los sustratos
parcialmente purificados frente a los tres microorganismos diana

analizados en el presente trabajo.
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Tabla V.10. Resumen del espectro de actividad antimicrobiana del
cultivo celular (CC) y sustrato parcialmente purificado (SPP) de
Lactococcus lactis frente a los tres microorganismos diana

(Listeria innocua, Lactobacillus sakei y Bacillus cereus).

Sustrato-Medio 4 h. 6 h.
crecimiento incubacion  incubacion

CC-MRS - -
SPP-MRS - -
CC-YGPLB - -
Listeria innocua SPP-YGPLB - -
CC-optimo 1 - -
SPP-6ptimo 1
CC-optimo 2
SPP-6ptimo 2
CC-MRS
SPP-MRS
CC-YGPLB
SPP-YGPLB
CC-6ptimo 1
SPP-6ptimo 1
CC-6ptimo 2
SPP-4ptimo 2
CC-MRS
SPP-MRS
CC-YGPLB
SPP-YGPLB
CC-6ptimo 1
SPP-6ptimo 1
CC-6ptimo 2
SPP-6ptimo 2

m.o. diana

Lactobacillus sakei

I+ 1+ 1 4+ 1 4|1

L4+ +++ 01+ 1 +]1

Bacillus cereus

I+ 1 + 1
I+ 1 + 1

—: sin actividad antimicrobiana.

+: con actividad antimicrobiana.

Los resultados obtenidos indican que Lactococcus lactis no
presenté actividad antimicrobiana frente a L. innocua,
independientemente del medio de crecimiento utilizado y de que el
sustrato analizado sea el cultivo celular (CC) o el sustrato
parcialmente purificado (SPP). Este hecho, ademas, se evidencia
tanto tras 4 como 6 horas de incubacion. Sin embargo, esta cepa si
gue presento actividad antimicrobiana frente a Lactobacillus sakei y

a Bacillus cereus.
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Al analizar el comportamiento del L. /actis frente a L. sakei, se
observd que cuando el microorganismo bioprotector se incubd
durante 4 horas Unicamente se detect6 actividad antimicrobiana en
el caso de los cultivos celulares y no para los sustratos
parcialmente purificados y esto para todos los medios de cultivo
estudiados. Por el contrario, tras 6 horas de incubacidn los cultivos
celulares siguieron presentando actividad antimicrobiana y también
se detectd dicho efecto para los sustratos parcialmente purificados
obtenidos utilizando los medios 6ptimo 1 y éptimo 2.

Frente a B. cereus, Unicamente se observd actividad
antimicrobiana a las 4 horas de incubacion con los cultivos
celulares obtenidos a partir de los medios denominados como
optimos y a las 6 horas el comportamiento fue similar aunque
también se observo efecto para el cultivo celular obtenido
utilizando MRS como medio de crecimiento.

Por lo tanto, y en base a lo comentado anteriormente, L. /actis
inhibiria el crecimiento, en determinadas condiciones de cultivo, de

L. sakei y B. cereus.

5.4.2.2. Cuantificacion de la actividad antimicrobiana de
Lactococcus lactis frente a las cepas diana (Lactobacillus
sakei y Bacillus cereus)

Una vez seleccionados los extractos con actividad
antimicrobiana se procedié a cuantificar dicha actividad. En la
Figura V.13. se muestran los didametros de los halos de inhibicién
obtenidos para los cultivos celulares y los sustratos parcialmente
purificados procedente de L. /actis y obtenidos tras 4 y 6 horas de
incubacion en los cuatro medios de cultivo ensayados (MRS,

YGLPB, 6ptimo 1 y optimo 2), frente a B. cereus y L. sakei.
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Ademas, también se muestra el halo de inhibicién obtenido para un
patrén de nisina (2000 IU/mL).

4 hincubacién - frente a B. cerus. 6 hincubacién - frente a B. cerus.
4 hincubacién - frente a L .sakei. 6 hincubacién - frente a L. sakei.

patrén nisina - frente B. cereus. El patrén nisina - frente a L. sakei.

40 ~
354 '|I'
30
25 A -
20 A i
15

e

10 1

Diametro halo inhibicion (mm)

e x|

0 ‘ ;
nisina CC-MRS CcC- CcC- SPP- CC- SPP-
YGLPB optimo 1 optimo 1 optimo 2 optimo 2

Sustratos analizados

Figura V.13. Diametros de los halos de inhibicion (media y
desviacion estandar) obtenidos para los sustratos (CC:cultivo
celular, SPP: sustrato parcialmente purificado), procedentes de L.
lactis, obtenidos tras 4 y 6 horas de incubacién en los cuatro
medios de cultivo ensayados (MRS, YGLPB, 6ptimo 1 y 6ptimo 2),

frente a B. cereus y L. sakei.

Como se puede observar en la Figura V.13., L. lactis ejerce una
mayor actividad antimicrobiana frente a L. sakei que frente a B.
cereus. Un comportamiento similar se observé para el patron de
nisina. Los sustratos estudiados, procedentes de L. /actis, frente a
L. sakei presentaron menor actividad antimicrobiana que el patrén
de nisina utilizado en este estudio. En el caso del sustrato obtenido

por crecimiento de la cepa bioconservante en MRS la actividad
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detectada no varid (p>0,05) al incrementar el tiempo de incubacion
y fue inferior a la observada para el resto de los extractos
obtenidos a partir de los otros medios de cultivo utilizados, excepto
para los sustratos parcialmente purificados, presentando estos
Ultimos una actividad ligeramente inferior. Cuando L. /actis se
desarrolld en YGLPB o en los medios éptimos, la produccién de
sustancias antimicrobianas fue significativamente mayor tras 6
horas de incubacion (p<0.05). Ademas, el efecto inhibidor frente a
L. sakei fue similar cuando se utilizé el medio 6ptimo 2 y el de
referencia YGLPB (p>0.05) y algo inferior al obtenido para el
optimo 1. Los Unicos sustratos parcialmente purificados con
actividad antimicrobiana fueron los obtenidos a partir de los medios
optimos para un periodo de incubacién de L. /actis correspondiente
a 6 horas. Asi pues, L. lactis presentd6 mayor actividad
antimicrobiana frente a L. sakei cuando se incubd durante 6 horas
en el medio 6ptimo 2. Los sustratos parcialmente purificados solo
fueron activos cuando se aislaron a partir de los cultivos obtenidos
en los medios 6ptimos y tras 6 horas de incubacion.

Al analizar la actividad antimicrobiana de L. /actis frente a B.
cereus se observd que Unicamente eran activos las sustratos que
contenian células vivas del agente bioconservante presentando
éstos una actividad ligeramente superior o igual al patron de
nisina. Las muestras que mayor efecto inhibidor presentaron fueron
las obtenidas en los dos medios 6ptimos y en MRS tras 6 horas de
incubacidn.

Por lo tanto, en base a los resultados obtenidos, los cultivos
celulares obtenidos por crecimiento de L. /actis durante 6 horas en
los medios Optimo 1 y 2, podrian ser considerados como

bioconservantes de utilidad para evitar el desarrollo de
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microorganismos patégenos como el B. cereus y alterantes como el

L. sakei.

5.4.2.3. Actividad antimicrobiana del cultivo celular y
sustrato parcialmente purificado de Lactococcus lactis frente
a los tres microorganismos diana (Listeria innocua,
Lactobacillus sakei y Bacillus cereus) expresada como
equivalentes de nisina (Log mg/L)

En la Tabla V.11. se muestra la actividad de los diferentes
sustratos testados expresada como equivalentes de nisina (Log
mg/L) en base a las férmulas (Tabla V.9. Ecuaciones
correspondientes a los ajustes lineales) obtenidas en el apartado
5.4.1.

Como se puede observar en la Tabla V.11. el medio en el que
se obtiene unos valores mayores de equivalentes de nisina es el
optimo 2 con un tiempo de crecimiento de 6 horas, siendo los
equivalentes de nisina frente a L. sakei de 2,86 Log mg/L y 3,56
Log mg/L frente a B. cereus. Puesto que estos valores no difirieron
significativamente de los obtenidos para el medio 6éptimo vy
considerando la composicion de ambos medios (apartado 4.1.4. del
presente capitulo), se optd por el medio mas econdmico y se
decidié utilizar el L. lactis crecido en el medio 6ptimo 2 para
realizar los ensayos in vivo. Por otra parte ya que los sustratos
parcialmente purificados (SPP) no mostraron una actividad
antimicrobiana elevada no se tuvieron en consideracion para las

pruebas in vivo.
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Tabla V.11. Actividad antimicrobiana del cultivo celular y el
sustrato parcialmente purificado de Lactococcus lactis frente a los
tres microorganismos diana (Listeria innocua, Lactobacillus sakei y

Bacillus cereus) expresada como equivalentes de nisina (Log
mg/L).

Sustrato-Medio 4 h. 6 h.
crecimiento incubacion  incubacion

CC-MRS - -
SPP-MRS - -
CC-YGPLB - -
Listeria innocua SPP-YGPLB - -
CC-optimo 1 - -
SPP-6ptimo 1 - -
CC-6ptimo 2 - -
SPP-6ptimo 2 - -
CC-MRS 1,68 1,67
SPP-MRS - -
CC-YGPLB 2,05 2,65
SPP-YGPLB - -
CC-6ptimo 1 2,20 2,80
SPP-6ptimo 1 - 1,43
CC-6ptimo 2 2,02 2,83
SPP-6ptimo 2 - 1,32
CC-MRS - 3,70
SPP-MRS - -
CC-YGPLB - -
SPP-YGPLB - -
CC-6ptimo 1 3,38 3,53
SPP-6ptimo 1 - -
CC-6ptimo 2 3,28 3,56
SPP-6ptimo 2 — —

m.o. diana

Lactobacillus sakei

Bacillus cereus

5.5. Actividad antimicrobiana de la nisina y Lactococcus
lactis in vivo. Estudio microbioldgico y fisico-quimicos de las
muestras tratadas

En este apartado el objetivo fue analizar “in vivo” la influencia
de la incorporaciéon del Lactococcus lactis y nisina, como agentes
bioconservantes, sobre la microbiota y parametros fisicoquimicos
de los filetes de pescado.

En base a los resultados obtenidos en los apartados anteriores

se selecciond, como medio 6ptimo para lograr tanto el adecuado
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desarrollo de los microorganismos bioconservantes como una
maxima capacidad inhibitoria, el medio éptimo 2.

El siguiente estudio se llevd a cabo sobre filetes de dorada
impregnados, envasados y conservados en refrigeracion durante 15
dias. Las muestras fueron impregnadas con una disolucion obtenida
por crecimiento de L. /actis durante 6 horas en el medio 6ptimo 2,
y se utilizaron como referencia muestras impregnadas con una
solucion de nisina (2000 mg/L). Para seleccionar la concentracion
de la solucién de nisina se tuvieron en cuenta los resultados del
apartado 5.4.1. donde se vio que a partir de concentraciones de
1600 mg/L de nisina se obtenia inhibicién frente a microorganismos
diana.

La impregnacion a vacio se realizd en el equipo descrito en el
apartado 4.4.1. de materiales y métodos del capitulo III y
siguiendo la metodologia descrita en el punto 4.2.7.1 del presente
capitulo.

Hay que tener en cuenta que el porcentaje de impregnacion
conseguido mediante la operacion a vacio depende de varios
factores como son la presion de trabajo, la viscosidad de la solucién
de impregnacién, pero sobre todo las caracteristicas de la matriz a
impregnar (Chiralt et al., 2001; Gras et al., 2002; Betoret et al.,
2003). En el caso de los alimentos depende de la porosidad total
(% poros de la matriz) asi como su tamafio, tortuosidad y
distribucion (Chiralt et al.,, 2001; Betoret et al., 2003). En los
productos de pescado, la estructura del musculo y la red vascular
son los responsables de la respuesta del tejido a la impregnacion a
vacio. En la Figura V.14. se muestra una micrografia de cryo-SEM
de una seccion transversal de musculo de dorada. En ella se puede
observar el endomisio alrededor de la miofibrillas, asi como la

estructura miofibrilar. En la estructura muscular, la fase gaseosa
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estd practicamente ausente aunque los vasos sanguineos podrian
actuar como canales durante la impregnacién a vacio. Sin
embargo, la forma en la que el musculo se impregna con una
solucion externa todavia no se conoce con exactitud (Chiralt et al.,
2001). Estas caracteristicas hacen que el fendomeno de
impregnacion a vacio en tejidos animales presente una mayor
dificultad.

a) b)
Figura V.14. Micrografia Cryo-SEM de filete de dorada. (a) x350,
(b) x 2000.

En la Tabla V.12. se resumen los pesos iniciales de los filetes de
dorada, el incremento de peso experimentado tras el proceso de
impregnacién y el porcentaje de impregnacion, para los diferentes

tratamientos analizados.

Tabla V.12. Peso inicial, incremento de peso y porcentaje de
impregnacion de los filetes de dorada sometidos a los distintos

tratamientos de conservacion. Valores promedio (SD).

Tratamiento Peso inicial (g) Incremento peso (g) % Impregnacion
Nisina 83 (11) 85,2 (11,5) 2,7 (0,4)
L. lactis 74 (9) 75,4 (9,0) 2,2 (0,7)
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Como se puede observar, el porcentaje de impregnacion en el
filete es algo superior para el caso de la nisina debido a la menor
viscosidad de la solucion de nisina, pero en ambos casos son
porcentajes bajos que no alcanzan el 3% de impregnacion. Con
estos porcentajes de impregnacion el valor aproximado que se
incorpord al filete fue de 2,16-10” ufc/100 g pescado para las BAL y
5294 IU de nisina/100 g pescado (0,13 mg nisina/100 g pescado).

5.5.1. Evolucion de la microbiota de los filetes de dorada
(Sparus aurata), impregnados a vacio con nisina, durante el
almacenamiento en refrigeracion

La nisina es un polipéptido de bajo peso molecular producido
por Lactococcus lactis. Presenta un amplio espectro de accion,
siendo activa frente a un amplio grupo de bacterias Gram-positivas
(Thomas vy Delves-Broughton, 2005). Algunos autores han
concluido que la nisina es un agente antilisteria efectivo en salmén
ahumado, especialmente cuando éste es envasado en una
atmosfera de dioxido de carbono (Nilsson et al., 1997; Szabo y
Cachill, 1999). Nykanen et al. (2000) mostraron que la nisina y el
lactato de sodio actuaron sinérgicamente inhibiendo el crecimiento
de listeria cuando la inyectaron en trucha antes del tratamiento de
ahumado. Determinaron ademas que el tratamiento antimicrobiano
no afectdé a la calidad sensorial del pescado, que permanecio
aceptable para un panel sensorial durante una semana de
almacenamiento mostrando mejores resultados que las muestras
sin tratamiento. Son numerosos los estudios realizados sobre nisina
(Al-Holy et al., 2004; Al-Holy et al., 2005; Budu-Amoako et al.,
1999), nisina combinada con otras bacteriocinas (Einarsson vy
Lauzon, 1995; Boutterfroy y Milliere, 2000), efectividad de la nisina

en funcion del proceso de aplicaciéon (Chi-Zang et al., 2004), todos
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ellos con el fin de biopreservar alimentos de origen marino, y los
resultados obtenidos son positivos en todos los casos.

En este apartado se presentan los resultados de los recuentos
obtenidos en filetes de dorada tratados con una soluciédn de nisina
durante 15 dias de almacenamiento.

Asi pues, en la Figura V.15. se pueden observar los recuentos
obtenidos para aerobios mesofilos, enterobacterias y bacterias
acido lacticas en las muestras de filetes de dorada (Sparus aurata)
impregnados a vacio con nisina y almacenados en refrigeracion
durante 15 dias.

Tal y como muestra la Figura V.15., en los filetes impregnados
con nisina, el recuento inicial de aerobios mesédfilos fue de
2,63(0,08) Log ufc/g, alcanzando valores de 5,42(0,02) Log ufc/g a
los 15 dias de almacenamiento. El recuento de enterobacterias fue
nulo hasta el dia 10 alcanzando valores de 1,9(0,3) Log ufc/g a los
15 dias de almacenamiento. Segun los valores mostrados, tanto los
recuentos obtenidos para aerobios mesofilos como para
enterobacterias se encuentran dentro de los limites establecidos en
la legislacion (orden del 2 agosto 1991, BOE 15/8/91) a los 15 dias
de almacenamiento. Al comparar estos resultados con los obtenidos
para las muestras no tratadas (apartado 5.1. del presente capitulo)
se observa como la incorporacion de nisina a los filetes de dorada
estabiliza la microbiota aerobia mesofila por debajo de los limites
legales. Ademas, el desarrollo de las enterobacterias es mas tardio
y los nivels alcanzados, al final del periodo de almacenamiento, son
inferiores.

Por otra parte, se observa que la nisina reduce los niveles de
crecimiento de las bacterias acido-lacticas respecto de las muestras
no tratadas (apartado 5.1. del presente capitulo). Este resultado

era de esperar puesto que las bacteriocinas suelen inhibir el
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desarrollo de microorganismos filogenéticamente emparentados
con el microorganismo que las produce (Sablon et al., 2000).

Por tanto, la impregnacion a vacio de los filetes con nisina es
una posibilidad para prolongar la vida util de los filetes de dorada
almacenados en refrigeracion, para las condiciones en las que
fueron manipulados y almacenados los filetes. Recordemos que la
vida util de los filetes de dorada en fresco sin tratamiento fue de
diez dias siendo los microorganismos aerobios mesdfilos los
limitantes.

En este caso los resultados obtenidos para Salmonella y
Staphylococcus aureus fueron negativos no apreciendo crecimiento

durante los 15 dias de almacenamiento.

—e—— Mesofilos —=—— Bacterias acido-lacticas
—a—— Enterobacterias —-—-—mesolfilos
————— enterobact
7
6
o 5
g 4
3
o 3
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2
1
0 ‘
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Figura V.15. Recuentos de aerobios mesodfilos, enterobacterias vy
bacterias acido lacticas en filetes de dorada (Sparus aurata),
impregnados a vacio con nisina, durante el almacenamiento en
refrigeracion. Las lineas punteadas hacen referencia al valor

marcado por la legislacidon espanola para cada microorganismo.
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5.5.2. Evolucion de la microbiota de los filetes de dorada
(Sparus aurata), impregnados a vacio con Lactococcus
lactis, durante el almacenamiento en refrigeracion

Las bacterias acido-lacticas, tal y como se ha explicado en la
introduccion del presente capitulo, constituyen un grupo de
bacterias Gram-positivas no esporuladas. Son capaces de crecer a
temperaturas de refrigeracion, son tolerantes a bajos pH y a altas
concentraciones de sal y a la presencia de aditivos como el acido
lactico, etanol o acido acético (Calo-Mata et al., 2007). Las
bacterias acido-lacticas pueden bioconservar los alimentos del
crecimiento microbiano por competencia, por la produccion de
metabolitos antagonistas o por la formaciéon de otros compuestos
antimicrobianos (Schillinger et al., 1996; Stiles, 1996). El efecto
conservante de dichas bacterias es debido a los compuestos que
producen como resultado de su metabolismo, principalmente acidos
organicos, como acido lactico, diacetilos, acidos grasos, CO,,
peroxido, y bacteriocinas (Gibbs, 1987; Klaenhammer, 1988;
Daeschel, 1989; De Vuyst y Vandamme, 1994; Caplice vy
Fitzgerald, 1999). Las bacterias acido lacticas pueden emplearse
como cultivos bioprotectores que compiten con patdgenos y otros
organismos indeseables con el fin de incrementar la seguridad de
los alimentos y prolongar su vida util (Calo-Mata et al., 2007). A
diferencia de los cultivos utilizados como starters, los cultivos
biopretoctores deben alterar las propiedades sensoriales del
alimento lo menos posible (Schillinger et al., 1996). Como
probidticos, las bacterias acido-lacticas estan siendo utilizadas cada
vez mas por su contribucion a la salud y por la produccion de
metabolitos inhibidores (Stiles, 1996).
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En este apartado se presentan los resultados de los recuentos
obtenidos en filetes de dorada tratados con Lactococcus lactis
durante 15 dias de almacenamiento.

En la Figura V.16. se muestran los recuentos obtenidos durante
el almacenamiento en refrigeracién para los aerobios mesofilos, las
bacterias acido lacticas y enterobacterias. En este caso la
impregnacion de los filetes de dorada con Lactococcus lactis no
mostré recuento de enterobacterias hasta el sexto dia de
almacenamiento, a partir del cual comenzaron a aumentar
alcanzando valores de 2,68(0,04) Log ufc/g a los 15 de
almacenamiento en refrigeracion. No obstante, los recuentos de
enterobacterias no sobrepasaron los limites establecidos por la
legislacién espafiola durante el periodo de almacenamiento
estudiado. Los niveles detectados al final del almacenamiento para
este grupo microbiano fueron inferiores a los observados en
muestras de pescado no tratadas (apartado 5.1.) y superiores a los
detectados en las muestras con nisina (apartado 5.5.1.).

El crecimiento de aerobios mesoéfilos fue superior al observado
en el caso de la nisina mostrando valores de 7,09(0,04) Log ufc/g
al inicio del estudio, resultado que era de esperar puesto que los
filetes habian sido impregnados con Lactococcus lactis. El recuento
de bacterias acido-lacticas por tanto fue elevado y el tratamiento
no produjo los resultados esperados puesto que ya desde el inicio
del almacenamiento los aerobios mesofilos sobrepasaron los limites
legales. Desde este punto de vista, el uso de Lactococcus lactis
para la prolongacion de la vida util de los filetes de dorada (Sparus
aurata) no seria viable. Cabe decir que en este apartado es posible
que la referencia tomada de los limites legales no sea la mas
adecuada puesto que no se contempla el aumento de aerobios

mesofilos que se va a producir por el tratamiento aplicado con
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bacterias acido-lacticas y por tanto seria necesario tener una
legislacidon aplicada a los productos tratados con cultivos
bioprotectores, que actualmente no existe. Tal y como muestra la
Figura V.16., el recuento inicial de bacterias acido-lacticas fue de
6,73(0,03) Log ufc/g y recordemos que tanto las muestras en
fresco como las muestras tratadas con nisina mostraron recuentos
iniciales de 2,32(0,03) y 1,26(0,02) Log ufc/g respectivamente.
Partiendo de este valor inicial de bacterias acido-lacticas era de
esperar que los microorganismos mesofilos no entraran dentro de

los limites que contempla la legislacion espafiola para pescado

fresco.
—— Mesodfilos —=—— Bacterias acido-lacticas
—— Enterobacterias @ —-—--— mesolfilos
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Figura V.16. Recuentos de aerobios mesofilos y bacterias acido
lacticas, en filetes de dorada (Sparus aurata) impregnados a vacio
con Lactococcus lactis, durante el almacenamiento en refrigeracion.
La linea punteada hace referencia al valor marcado por la

legislacidon espafiola para los microorganismos aerobios mesofilos.
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No obstante se puede decir que, el tratamiento con Lactococcus
lactis controld el crecimiento de aerobios mesofilos que se mantuvo
practicamente constante durante todo el periodo de
almacenamiento estudiado presentando valores iniciales de
7,09(0,04) Log ufc/g y valores finales de 7,46(0,05) Log ufc/g.

Como en el caso de los filetes no tratados (apartado 5.1.) y de
los tratados con nisina (apartado 5.5.1.) no se detectd presencia ni

de Salmonella ni de Staphylococcus auerus.

5.5.3. Evolucion de los parametros fisico-quimicos durante
el almacenamiento en refrigeracion de filetes de dorada
(Sparus aurata) impregnados a vacio con nisina y con

Lactococcus lactis

5.5.3.1. Humedad, actividad de agua, TVBN y pH
Conjuntamente con los recuentos microbioldgicos se analizé la
evolucién de los parametros fisico-quimicos de los filetes de dorada
impregnados con nisina y con Lactoccus lactis durante el
almacenamiento en refrigeracion. La Figura V.17. muestra los
valores obtenidos para los parametros de actividad de agua,
humedad, TVBN y pH. Para los parametros fisico-quimicos se
realizaron ANOVAS factoriales utilizando como factores el tiempo
de almacenamiento y el tratamiento de impregnacién (nisina o
Lactococcus lactis). El valor promedio de humedad inicial para la
muestra sin impregnar fue de 68,3(0,9) g agua/100 g pescado
mientras que para las muestras impregnadas con nisina y con
Lactococcus lactis fue significativamente superior (p<0,05)
mostrando valores de 71,2(0,5) g agua/100 g pescadoy 70,6(0,5)
g agua/100 g pescado respectivamente. Cabe recordar que las

muestras experimentaron un 2,7% de impregnacion para el caso
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de la nisina y 2,2% para el caso de la impregnacion con
Lactococcus que justifica el mayor valor obtenido para la humedad
en estas muestras. En el caso de la humedad, solo mostré un
efecto significativo (p<0,05) el tratamiento aplicado y el tiempo de
almacenamiento no produjo cambios siginificativos (p>0,05) en
dicho parametro.

Los valores iniciales de pH (Figura V.17.) fueron 6,27(0,08),
6,18(0,04) y 6,23(0,04) para las muestras sin impregnar,
impregnadas con nisina y con Lactococcus lactis respectivamente,
mostrando la frescura de los filetes de dorada. No se apreciaron
diferencias significativas (p>0,05) en los valores de pH debido al
tratamiento de impregnacién, siendo en este caso significativo el
tiempo de almacenamiento. Los valores de pH se incrementaron a
lo largo del almacenamiento para todas las muestras estudiadas,
independientemente del tratamiento, mostrando diferencias
significativas a los diez dias de almacenamiento en refrigeracion a
4 oC. Dicho incremento de pH puede ir asociado a la produccién de
compuestos basicos como amonio, trimetilamina asi como otras
aminas bidgenas debido al crecimiento microbiano (Boskou y
Debevere, 2000; Kyrana et al., 1997; Masniyom et al., 2002; Ruiz-
Capillas y Moral, 2001). A pesar de que no aparecieron diferencias
significativas en los valores de pH de las muestras impregnadas, en
las muestras impregnadas con Lactococcus se observaron valores
de pH cercanos a 6,1 en muestras con altos recuentos de bacterias
acido-lacticas. Leroi et al. (1998) mostraron en sus estudios que
Lactococcus es capaz de acificar los productos hasta estos valores.

En cuanto a los valores de actividad de agua, tal y como
muestra la Figura V.17., los valores iniciales fueron de
0,990(0,002) para las muestras sin impregnar, 0,983(0,002) para

las muestras impregnadas con nisina y 0,983(0,001) para las
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impregnadas con Lactococcus lactis. ElI tratamiento de
impregnacion produjo un descenso inicial de los valores de
actividad de agua que en el caso de la impregnacion con
Lactococcus lactis podria ser debido a la composicion del medio de
impregnacion que contenia cloruro sodico y otros compuestos que
podrian haber hecho descender el valor de dicho parametro. En
este caso la interaccién entre el tiempo de almacenamiento y el
tratamiento de impregnacion tuvieron un efecto significativo
(p<0,05) sobre la actividad de agua que mostré valores de
0,990(0,002) para la muestra sin impregnar, 0,989(0,002) para la
muestra impregnada con nisina y 0,989(0,001) para la muestra
con Lactococcus lactis depués de 15 dias de almacenamiento. A los
seis dias de almacenamiento los valores de las muestras
impregnadas se incrementaron hasta alcanzar valores similares a
los de las muestras sin impregnar.

Con respecto al TVBN (Figura V.17.), tanto para las muestras
impregnadas con BAL como con nisina no se obtuvieron variaciones
significativas (p>0,05) durante el periodo de almacenamiento,
presentando al final de dicho periodo valores de 11,1(0,7) mg de
TVBN/100 g de muestra para las muestras impregnadas con nisina
y 11,5(0,9) mg de TVBN/100 g de muestra para las muestras

impregnadas con BAL.
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Figura V.17. Evolucidon de los parametros de humedad, a,, pH y
TVBN durante el almacenamiento de los filetes de dorada (Spaurs

aurata) impregnados con nisina y con Lactococcus lactis.

5.5.3.2. Propiedades opticas.

En la Figura V.18. se muestra la evolucién de las coordenadas
de color (L*, a*, b*, hy,* y Ca*) durante el almacenamiento en
refrigeracion a 4 °C durante 15 dias de filetes de dorada (Sparus
aurata) sin impregnar, impregnados con nisina y con Lactococcus
lactis. Al inicio del almacenamiento los valores de L* fueron 35(1)
para la muestra sin impregnar, 36(1) para las muestras
impregnadas con nisina y 38(2) para las impregnadas con
Lactococcus lactis. El aumento de los valores de L* por efecto del

tratamiento estan asociados con la impregnacion de los filetes con

383




Capitulo V: Aplicaciéon de cultivos bioprotectores

las respectivas soluciones de impregnacion utilizadas para la nisina
y los lactococos. Dichos valores se fueron incrementando
significativamente (p<0,05) a lo largo del tiempo de
almacenamiento, alcanzando valores de 39(4) para las muestras
sin impregnar, 38(1) para las muestras impregnadas con nisina y
39(2) para las muestras con Lactococcus lactis, a los 15 dias.
Resultados similares referentes al incremento de los valores de L*
durante el almacenamiento en hielo de dorada (Sparus aurata) y
de lubina (Dicentrarchus labrax) han sido reportados por autores
como Cakli et al. (2006a, 2006b, 2006c). Los valores de a* fueron
de -2,6(0,2) para las muestras sin impregnar, -1,8(0,2) para las
muestras impregnadas con nisina y -2,2(0,3) para las muestras
impregnadas con Lactococcus lactis al inicio del estudio. En el caso
de la coordenada a* la interaccion entre el tiempo y el tratamiento
empleado fue significativa (p<0,05) siendo el tiempo el factor que
mas peso tuvo en dicha interaccién. La nisina fue la que dio valores
mas bajos para la coordenada a* indicando tonalidades mas rojizas
y este hecho se podria atribuir al color rojizo que presentaba la
solucién de impregnacion con nisina. A los 15 dias de
almacenamiento los valores de a* fueron de -1,9(0,7), -2,0(0,1) y
-2,1(0,3) para las muestras sin impregnar, impregnadas con nisina
e impregnadas con Lactococcus respectivamente.

Por otra parte, para los valores de b* también fue la interaccion
entre el tiempo y el tratamiento empleado significativa (p<0,05)
siendo el tiempo el factor que mas peso tuvo en dicha interaccion.
Los valores iniciales fueron 0,38(0,1), -2,1(0,1) y -1,8(0,1) para
las muestras sin impregnar, impregnadas con nisina y con
Lactococcus respectivamente.

La impregnacion a vacio con nisina y Lactoccus lactis modificd

el tono (ha*) de las muestras con respecto a las muestras sin
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impregnar incrementando los valores para dicha coordenada de
forma significativa (p<0,05), siendo los valores para la muestra sin
impregnar de 172(15), 225(19) para la nisina, y 217(24) para el
Lactococcus. Finalmente para el croma (C,*) no aparecieron
diferencias significativas (p>0,05) debido a la impregnacion con
nisina o con lactococcus, ni tampoco aparecieron diferencias
significativas después de 15 dias de almacenamiento

independientemente del tratamiento aplicado.
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Figura V.18. Evolucion de las coordenadas de color (L*, a*, b*,
has* ¥ Cap*) durante el almacenamiento en refrigeracion de filetes
de dorada (Sparus aurata) sin impregnar, impregnados a vacio con

nisina y con Lactococcus lactis.
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V.6. CONCLUSIONES

En este capitulo se ha evaluado la utilizacion de cultivos
bioproctectores o bioconservantes, concretamente Lactococcus
lactis, con el fin de prolongar la vida util de filetes de dorada

(Sparus aurata) envasados y almacenados en refrigeracion.

1. Determinacion de la vida atil microbioldogica y fisico-
quimica de los filetes de dorada sin la utilizacion de ningin

bioconservante

1.1. La vida util de los filetes de dorada en fresco almacenados en
refrigeracion fue de aproximadamente nueve dias siendo tanto los
microorganismos aerobios mesofilos como las enterobacterias los
limitantes, ya que sobrepasaron los limites marcados por la
legislacién. Los resultados obtenidos para Salmonella vy
Staphylococcus auerus fueron negativos no apareciendo colonias

durante los 15 dias de almacenamiento.

1.2. En cuanto a la evolucion de los parametros fisico-quimicos
durante el almacenamiento, los valores de humedad y de a, no
experimentaron cambios significativos durante los 15 dias de
almacenamiento en refrigeracién. Sin embargo, los valores de
nitrdgeno basico volatil (TVBN) se fueron incrementando
significativamente durante el almacenamiento alcanzando valores
de 13,69 mg TVBN/ 100 g de pescado a los 15 dias.

1.3. El almacenamiento produjo un ligero cambio en el color de los

filetes de dorada que se tradujo fundamentalmente en una

reduccidon de la coordenada b*.
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2. Evaluacion de las condiciones optimas de crecimiento
para la obtencion del agente bioprotector (Lactococcus

lactis). Utilizacion de la nisina como patréon

2.1. Los medios 6ptimo 1 y éptimo 2 fueron los que originaron la

maxima densidad poblacional para Lactococcus lactis.

2.2. El efecto bacteriostatico/bactericida de la nisina frente a L.
sakei fue muy superior al detectado para las otras dos cepas diana
utilizadas en este estudio (L. innocua y B. cereus), indicando que la
nisina tiene mayor efecto inhibidor sobre L. sakei, seguido de B.

cereus y L. innocua.

2.3. Los resultados obtenidos mostraron que Lactococcus lactis no
presenté actividad antimicrobiana frente a L. innocua,
independientemente del medio de crecimiento utilizado y de que el
sustrato analizado fuera el cultivo celular (CC) o el sustrato
parcialmente purificado (SPP). Este hecho, ademas, se evidencid
tanto después de 4 como de 6 horas de incubacién. Sin embargo,
esta cepa si que presentd actividad antimicrobiana frente a

Lactobacillus sakei y a Bacillus cereus.

2.4. Al analizar el comportamiento del L. /actis frente a L. sakei, se
observd que cuando el microorganismo bioprotector se incubd
durante 4 horas Unicamente se detectd actividad antimicrobiana en
el caso de los cultivos celulares y no para los sustratos
parcialmente purificados y esto para todos los medios de cultivo
estudiados. Por el contrario, tras 6 horas de incubacidon siguieron

presentando actividad antimicrobiana los cultivos celulares y los
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sustratos parcialmente purificados obtenidos utilizando los medios

optimo 1 y éptimo 2.

2.5. Frente a B. cereus, Unicamente se observé actividad
antimicrobiana a las 4 horas de incubacién con los cultivos
celulares obtenidos a partir de los medios denominados como
optimos, y a las 6 horas el comportamiento fue similar aunque
también se observo efecto para el cultivo celular obtenido

utilizando MRS como medio de crecimiento.

2.6. El medio en el que L. /actis presenté unos mayores valores de
inhibicion frente a las cepas dianas fue el 6ptimo 2 con un tiempo
de crecimiento de 6 horas. Puesto que, estos valores no difirieron
significativamente de los obtenidos para el medio éptimo 1 v,
considerando la composicién de ambos medios, se optd por utilizar
el medio mas econémico que es el éptimo 2. Por tanto el medio
optimo 2 fue el medio de crecimiento para L. /actis para realizar los

ensayos in vivo.
2.7. Los sustratos parcialmente purificados (SPP) no mostraron una

actividad antimicrobiana elevada por lo que no se tuvieron en

consideracion para las pruebas in vivo.
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3. Estudio del efecto de la impregnacion de filetes de dorada
con biopreservantes sobre su vida Gtil. Como solucion de
impregnacion se utilizo la obtenida por crecimiento de L.
lactis durante 6 horas en el medio optimo 2, y se utilizé
como referencia muestras impregnadas con una solucion de
nisina (2000 mg/L)

3.1. El porcentaje de impregnacion en el filete fue algo superior
para el caso de la nisina (2,7%) frente a la solucién con L. /actis
(2,2%) debido a la menor viscosidad de la solucién de nisina. Con
estos porcentajes de impregnacion el valor aproximado que se
incorporé al filete fue de 2,16-107 ufc/100 g pescado para las BAL y
5294 1U de nisina/100 g pescado (0,13 mg nisina/100 g pescado).

3.2. En los filetes impregnados con nisina tanto los recuentos
obtenidos para aerobios mesdfilos como para enterobacterias se
encontraron dentro de los limites establecidos en la legislacién a los
15 dias de almacenamiento. Por tanto, la impregnacion a vacio de
los filetes con nisina es una posibilidad para prolongar la vida util

de los filetes de dorada almacenados en refrigeracion.

3.3. En la impregnacion de los filetes de dorada con Lactococcus
lactis, el recuento de microorganismos mesofilos no entré dentro
de los recuentos que contempla la legislacidon espafiola para
pescado fresco, resultado que era de esperar puesto que los filetes

habian sido impregnados con Lactococcus lactis.

3.4. El tratamiento con Lactococcus lactis control6 el crecimiento de
aerobios mesofilos que se mantuvo practicamente constante

durante todo el periodo de almacenamiento estudiado, lo que
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puede hacer pensar que esta técnica podria resultar eficaz para
controlar el crecimiento microbiano en el producto aunque habria
gue revisar la legislacion para poder utilizar este tipo de técnicas en
el desarrollo de productos probidticos a partir de pescado. El
recuento de Salmonella y Staphylococcus auerus fue negativo

también en este caso.

3.5. Durante el almacenamiento en refrigeracion no se produjeron
cambios importantes en las propiedades fisico-quimicas de los

filetes.

3.6. La impregnacién a vacio de los filetes con nisina y L. lactis es
una posible técnica de biopreservacion para prolongar la vida (util

de filetes de dorada almacenados en refrigeracion.

Este capitulo es la apertura de una linea de investigacién en la
utilizacién y aplicacién de bioconservantes a productos de la pesca.
Los resultados obtenidos muestran que estudios para evaluar la
utilizacion de otros agentes bioconservantes, la utilizacién de
manera conjunta con otros procedimientos de conservacion como
atmosferas protectoras, el uso de otras técnicas para su aplicacion
como microencapsulacién, pulverizacién, etc. y el efecto del
tratamiento térmico sobre los bioconservantes pueden dar lugar a

nuevas tecnolgias de interés en el sector acuicola.
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VI. CONCLUSIONES

En la presente tesis doctoral se ha estudiado la aplicacion de
diferentes tecnologias para incrementar y diversificar productos de
dorada (Sparus aurata) procedente de acuicultura. Las tecnologias
objeto de estudio han sido la coccidn y fritura a vacio, elaboracion

de texturizados y bioconservacion.

VI.1. Estudio de los procesos de fritura y coccion a vacio de
filetes de dorada (Sparus aurata)

Se ha estudiado el proceso de fritura y coccidon en condiciones
de vacio continuo de filetes de dorada (Sparus aurata) como

alternativa a la fritura y la coccion tradicional.

1.1. Comparado con la fritura tradicional, la fritura a vacio de
filetes de dorada puede suponer una reduccién del contenido de
grasa de las muestras y de la pérdida de humedad. La fritura a
presion atmosférica produce una mayor pérdida de peso y
encogimiento. No obstante, en el proceso de fritura a vacio el
producto no adquiere los colores caracteristicos de los productos
fritos al trabajar a bajas temperaturas, con el efecto que ello puede
tener en la aceptacion del producto. Asi pues el proceso de fritura a
vacio para filetes de dorada puede ser una alternativa para la
elaboracidn de preparaciones culinarias con dorada (Sparus aurata)

con unos adecuados atributos composicionales.

1.2. De entre los tratamientos estudiados, la fritura a vacio a 110
OC y 25 kPa con un tiempo comprendido entre tres y cinco minutos
es la que aporta un menor contenido graso con unas pérdidas de

humedad, peso y encogimiento razonables, por lo que éstas
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podrian ser unas condiciones adecuadas para la aplicacion de dicho

tratamiento.

1.3. Los diferentes tratamientos estudiados de coccion a vacio
parecen no afectar al contenido total en proteinas y grasas del
pescado, pero si que pueden resultar interesantes para la
conservacion de algunos acidos grasos monoinsaturados vy
poliinsaturados ya que ademas mantienen valores mas elevados de

humedad y presentan un menor encogimiento.

1.4. De entre los tratamientos estudiados, la coccién a vacio a 70
oC con tiempos superiores a 6 minutos podrian ser apropiados para

conseguir productos mas jugosos y con un adecuado perfil lipidico.

VI.2. Obtencion de productos reestructurados a base de
dorada (Sparus aurata)

Se ha estudiado y analizado el papel de la transglutaminasa
microbiana (MTGasa) y la sal (NaCl) en las caracteristicas de un
producto reestructurado a base de dorada (Sparus aurata). Por
otra parte se ha analizado el efecto de la adicién de diferentes
hidrocoloides (konjac glucomanano (KGM), carboximetilcelulosa
sodica (CMC) y goma xantana) sobre la matriz proteica del gel de

pescado.

2.1. La aplicacién de 1% de NaCl junto con 0,3% de MTGasa
permite obtener productos reestructurados con buenas propiedades

texturales y atributos funcionales y sensoriales aceptables.

2.2. El producto sin tratamiento térmico no es viable desde el

punto de vista microbiolégico, puesto que el recuento de
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enterobacterias se mostré superior al limite establecido en la
legislacidn el primer dia de formulacién debido, probablemente, a la
contaminacion producida durante la manipulacién y formulacion del
producto. Las muestras con tratamiento térmico presentaron una
vida atil de 27 dias, siendo los microorganismos aerobios meséfilos

los limitantes.

2.3. La adicidén de fibra a la formulacion implica cambios en algunos
parametros relevantes del producto como la textura, incrementa la
capacidad de retencion de agua y disminuye la a,. Estos cambios
pueden ser muy interesantes desde el punto de vista tecnoldgico y
no afectan a la aceptacion del producto por parte del consumidor,
lo cual podria suponer una ventaja desde el punto de vista

nutricional y de marketing.

2.4. El estudio microbiolégico de la formulacion como “fuente de
fibra” sin tratamiento térmico, mostré que el recuento de
enterobacterias sobrepasa el limite marcado por la legislacion a t0
haciendo inviable, desde un punto de vista microbioldgico la
comercializacién de éste producto sin tratamiento térmico. Para las
muestras con tratamiento térmico la vida util fue, al menos, de 77
dias, puesto que, durante dicho periodo de almacenamiento las
muestras permanecieron estables y dentro de los limites marcados
por la legislacion, no habiendo crecimiento de ninguno de los

microorganismos estudiados.

2.5. Estos resultados ponen de manifiesto que es posible el
desarrollo de un reestructurado precocinado “fuente de fibra” a
base de dorada (Sparus aurata) con unas adecuadas caracteristicas

sensoriales, fisico-quimicas y microbiolodgicas.
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VI.3. Aplicacion de bioconservantes para prolongar la vida
atil del filete de dorada (Sparus aurata)

Se ha evaluado la utilizacion de cultivos bioproctectores o
bioconservantes, concretamente Lactococcus lactis, incorporados
mediante la técnica de impregnaciéon a vacio con el fin de prolongar
la vida util de filetes de dorada (Sparus aurata) envasados y

almacenados en refrigeracion.

3.1. De los cuatro medios de crecimiento estudiados, los medios
optimo 1 y optimo 2 fueron los que originaron la maxima densidad

poblacional para Lactococcus lactis.

3.2. El medio en el que L. lactis presentd mayores valores de
inhibicion frente a las cepas diana fue el dptimo 2 con un tiempo de
crecimiento de 6 horas. Aunque estos valores no difirieron
significativamente de los obtenidos para el medio 6ptimo 1, y al no
existir otra ventaja entre la utilizacion de uno u otro medio, se
decidioé utilizar el medio 6ptimo 2 como medio para el crecimiento

de L. lactis para realizar los ensayos in vivo.

3.3. Los resultados obtenidos muestran que Lactococcus lactis no
presenté actividad antimicrobiana frente a L. innocua,
independientemente del medio de crecimiento utilizado y de que el
sustrato analizado fuera el cultivo celular (CC) o el sustrato
parcialmente purificado (SPP). Este hecho, ademas, se evidencid
tanto después de 4 como de 6 horas de incubacién. Sin embargo, si
gue presento actividad antimicrobiana frente a Lactobacillus sakei y

a Bacillus cereus.
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3.3. Los sustratos parcialmente purificados (SPP) no mostraron una
actividad antimicrobiana elevada por lo que no se tuvieron en

consideracion para las pruebas in vivo.

3.4. En los filetes impregnados con nisina tanto los recuentos
obtenidos para aerobios mesofilos como para enterobacterias se
encontraron dentro de los limites establecidos en la legislacién a los

15 dias de almacenamiento.

3.5. El tratamiento con Lactococcus lactis controld el crecimiento de
aerobios mesofilos que se mantuvo practicamente constante
durante todo el periodo de almacenamiento estudiado, lo que
puede hacer pensar que esta técnica podria resultar eficaz para
controlar el crecimiento microbiano en el producto aunque habria
que revisar la legislacion para poder utilizar este tipo de técnicas en

el desarrollo de productos probidticos a partir de pescado.
3.6. La impregnaciéon a vacio de los filetes con nisina y L. lactis es

una posible técnica de bioconservacién para prolongar la vida util

de filetes de dorada almacenados en refrigeracion.
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