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1. RESUMEN.

El modo de vida actual, ha cambiado los habitos de consumo de alimentos de los
ciudadanos. Por una parte, ha aumentado la demanda de productos de réapida y facil
preparacion, y por otra, ha disminuido el consumo de algunos que, como los productos
del mar, se consideran altamente saludables. Con objeto de dar satisfaccion a los
consumidores, las empresas agroalimentarias estan intentado desarrollar nuevos
productos. Este es el caso de Zarafish, una empresa dedicada a la preparacion y venta de
poton (Dosidicus Gigas) congelado, que en la actualidad estd intentado comercializar
una hamburguesa de potdn que previsiblemente aumentaria la demanda de este

cefalopodo, sobre todo en el sector infantil y juvenil de la poblacion.

Zarafish ha desarrollado ya una hamburguesa que en principio pretendia
comercializar congelada; sin embargo, a peticion de algunos de sus distribuidores, desea
intentar comercializarla en refrigeracion. Para ello, la empresa necesita saber la vida util
que tendria el producto refrigerado en distintas condiciones de almacenamiento, motivo

por el que solicité nuestra colaboracion.

Para el estudio de vida util, se consideran como principales factores de
alteracion: el crecimiento microbiano, el aumento de la concentracion de nitrégeno
basico volatil total y el nivel de oxidacion del producto. La variable del estudio,
seleccionada a partir de las demandas de la empresa, fue la temperatura de
almacenamiento, por lo que las hamburguesas se mantuvieron a: 4°C, por ser la
temperatura habitual de almacenamiento en refrigeracion; 7 °C, por ser una temperatura
habitual en las neveras domésticas; y 10 °C, por ser una temperatura que, aungque
indeseable, se alcanza con relativa frecuencia cuando la cadena de frio no estd bien

controlada.

El trabajo realizado permitio desarrollar un modelo matemaético terciario capaz

de predecir la vida util del producto a cualquier temperatura de almacenamiento.



ABSTRACT

The current way of life has changed the food habits of citizens. On the one hand,
it has increased the demand for fast and easy preparation, and on the other hand, it
has decreased the consumption of some who, like seafood, are considered very
healthy. In order to satisfy consumers, the agri-food companies are trying to develop
new products. This is the case of Zarafish, a company dedicated to the preparation
and sale of Giant Squid (Dosidicus Gigas) frozen, which is currently trying to sell a
giant squid burger that is expected to increase the demand for this cephalopod,

especially in the children’s sector and youthful population.

Zarafish has already developed a hamburger initially frozen intended market;
however, at the request of some of its distributors, this company wants to try to sell
refrigerated. For this, the company needs to know the life would refrigerated storage

in different conditions, why it requested our collaboration.

To study useful life, it considered as main factors for alteration: the microbial
growth, the increased concentration of total volatile basic nitrogen and the level of
the oxidation product. The endpoint of the study, selected from the demands of the
company, was the storage temperature, so that the burgers were kept at: 4 °C, as the
usual temperature of refrigerated storage; 7 °C, being a usual temperature in
domestic refrigerators; and 10 °C, being a temperature, although undesirable, is

achieved with relative frequency when the cold chain is not well controlled.

The work done allowed to develop a tertiary mathematical model to predict the

lifetime of the product at any temperature storage.



2. INTRODUCCION.

Transcurrida la crisis del petroleo de los setenta, se produjo una época de
bonanza econdmica en todo el mundo desarrollado que cambio sus habitos alimentarios,
mejoro el nivel cultural de la poblacion y su capacidad adquisitiva, 1o que le llevo a
demandar alimentos de cada vez mayor calidad. Por otra parte, la mayor demanda de
alimentos y la crisis econdmica de los ultimos afios, llevé a la industria a buscar nuevas
fuentes de materia prima que permitiesen abaratar los costes de produccion. Finalmente,
la dura competencia existente en el sector, obligo a las empresas a desarrollar nuevos
productos que aumenten la demanda. Estas tendencias de la industria agroalimentaria
obligan a los cientificos y tecndlogos de los alimentos a dar respuesta a multitud de
problemas.

2.1 Habitos alimentarios.

La alimentacion de la poblacion espafiola mostré variaciones a lo largo de los
afios 50/60 debido a cambios como la urbanizacion, industrializacion y solarizacién que
provocaron grandes desplazamientos de las poblaciones, principalmente del mundo
rural a la vida urbana, y cambios en los sectores de trabajo. Todo ello provocé el
enfrentamiento de los modelos alimenticios de ambas zonas. Ademas, el cambio en las
practicas de trabajo tuvo como consecuencia, un menor desgaste fisico que derivo en

una disminucion de la necesidad energética.

Inicialmente las jornadas de trabajo se amoldaban a los rituales de alimentacion,
sin embargo, el desarrollo industrial dio lugar a una nueva situacién de trabajo que
favorece el fenémeno “comer fuera de casa” y que, ademas, ha derivado en la
subordinacion de la alimentacidon a los ritmos de las jornadas laborales, llegando al
extremo de desestructurar la alimentacion familiar tradicional. (Instituto de salud
publica, 2003).

Actualmente, la sociedad dedica la mayor parte de su tiempo al trabajo, dejando
en segundo plano el resto de actividades cotidianas; incluyendo la alimentacion. Asi
mismo la poblacion, que cada vez dispone de menos tiempo libre, prefiere dedicarlo a

otras actividades. Es por ello, que el consumidor cada vez demanda alimentos mas



faciles de preparar -“ready to eat” en el mundo anglosajon-. Ya en el afio 2013, el
consumo de alimentos frescos en los hogares era inferior al 50% (48%) del total
consumido y el gasto en alimentacion extradomestica se situaba en el 32% del gasto
total en alimentacion. Paralelamente, la sociedad muestra cada vez mas interés por los
efectos que pueden ejercer los alimentos en su salud (Roman y col., 2003) y busca

productos de alta calidad, sanos y naturales.

Por otra parte, la situacion antes descrita ha llevado a un cambio notable de las
dietas habituales que, en general, son mucho menos saludables que las utilizadas hace
afios. Por ejemplo, se considera que la dieta tradicional mediterranea es una de las mas
saludables, pero paraddjicamente en lugar de extenderse a otras zonas esta reduciéndose
en los paises de origen. A este respecto, cabe sefialar que el consumo de pescado ha
disminuido entorno a un 4% respecto al afio 2013. Casi la mitad (44,7%) del total fue
consumo de pescado fresco, mientras que el resto correspondia a pescado congelado y
derivados. (MAGRAMA, 2014). En cuanto a moluscos cefalépodos, su consumo en
Espafia también experiment6 un leve descenso por lo que respecta a producto fresco y
congelado, sin embargo, se observo un pequefio aumento del consumo de conservas que
alcanzaron los 4,37 kg/persona/afio. (MAGRAMA, 2014).

En respuesta a estos cambios de la demanda las empresas agroalimentarias han
respondido intentando mejorar la informacion, la calidad y seguridad de los productos
que comercializan. Ademas, han intentado facilitar el modo de vida de los
consumidores, adaptando los productos a sus nuevos habitos de consumo: fuera del
hogar, en porciones, de preparacion rapida, y que cubran sus necesidades nutricionales y
dietéticas (Pino Garcia, 2001).

De todos los factores antes mencionados, seguramente los mas significativos
son: el alimento debe ser facil de preparar, debe ser atractivo para el consumidor y debe
ser barato. La originalidad en la elaboracion y presentacion permite diferenciar al
producto de la competencia, logrando asi un mayor atractivo. Ademas, la elaboracién de
nuevos productos a partir de materias primas baratas o que presentan rechazo por un
sector de la poblacion, permite aumentar su demanda y competitividad. Por ejemplo, en
el caso del pescado existe un rechazo creciente en el sector de nifios y jovenes. Por ello,

su procesado para la obtenciobn de nuevos productos elaborados, como las



hamburguesas, salchichas, etcétera, seguramente aumentaria la demanda de ese sector

de la poblacién.

Para la obtencion de una hamburguesa de pescado es posible utilizar cualquier
variedad marina, por lo que las empresas agroalimentarias buscan especies abundantes
que les permitan abaratar el producto manteniendo unos estandares minimos de calidad
sensorial, nutritiva y sanitaria. En este contexto, la empresa Zarafish pretende elaborar
hamburguesas de calamar gigante (Dosidicus Gigas), especie que presenta
caracteristicas similares al pulpo, pero con un precio mas asequible por ser mas

abundante.

2.2 Calamar gigante (Dosidicus Gigas.).

El calamar gigante, o poton del Pacifico, es un cefalopodo perteneciente a la
familia Ommastrephidae, dentro de la subfamilia Ommastrephinae, especie Dosidicus
Gigas. Se trata del ejemplar mas grande entre los calamares, alcanzando tamafios de
hasta 1,2 m de longitud y un peso de hasta 50 kg. Se caracteriza por presentar un
notable dimorfismo sexual, una alta tasa de fecundidad y una vida corta (méximo dos
afios) (Nigmatullin., 2001).

En el afio 2013, Espafia importd de Pert 47.100 toneladas de potdn del pacifico,
congelado en bruto, lo que supone un 98% de las importaciones totales de esta especie.
Las importaciones se encuentran en alza, lo que se atribuye a que este producto, tras ser
procesado en Espafia, se exporta con facilidad a otros paises europeos. (PRO
ECUADOR, 2014).

Dosidicus Gigas presenta una estructura particular debida a una evolucion
temprana, que supuso la pérdida del exoesqueleto cuando aun no habia sido introducida
la estructura 6sea en el reino animal, lo que tuvo como consecuencia un notable
desarrollo del tejido muscular para la proteccion de las visceras, facilitar el movimiento
y mantener la forma del cuerpo; desde el punto de vista tecnoldgico, la consecuencia fue

un importante endurecimiento de su tejido muscular (Kreuzer, 1984).

El musculo del potdn esta constituido por proteinas miofibrilares, formadas por

actina y miosina, al igual que el resto de animales, pero ademas, presenta notables



cantidades de paramiosina rodeando a la miosina (Cortés-Ruiz J.A y col, 2008). La
principal caracteristica fisiolégica de esta proteina, es que produce contracciones
musculares sostenidas durante largos periodos de tiempo, con poco o nulo gasto
energético, por lo que también se la responsabiliza de la elasticidad y dureza

caracteristica de este cefalopodo (Cooley, L.B y col., 1978).

Su composicion quimica presenta una gran variabilidad en funcion del estado de
desarrollo, estacion del afio en la que es capturado, lugar de pesca e incluso de si ha sido
capturado antes o después del desovado (lbarra L.R, 2006). EI manto y los tentaculos
presentan una composicion muy similar a los pescados magros, es decir: 75-84% de
humedad, 13-22% de compuestos nitrogenados, 0,1-2,7% de lipidos y el 0.9-1,9% de
minerales. La principal caracteristica distintiva de esta especie, es que alrededor del
37% del total de sustancias nitrogenadas corresponden a compuestos no proteicos. En
cuanto a los lipidos del manto, estan constituidos principalmente por fosfolipidos,

correspondiendo un 4% al colesterol (Rosas Z.G, 2007).

La fraccién de nitrdgeno no proteico tiene un bajo peso molecular, es soluble en
agua e incluye al 6xido de trimetilamina, a sus productos de degradacion -la
trimetilamina (TMA), producida por el crecimiento bacteriano, y la dimetilamina
(DMA), producida por la actividad autolitica de los enzimas del propio poton durante el
almacenamiento en congelacién o por reduccidén no enzimatica durante el tratamiento
térmico (Zhu y col.,, 2013)-, al amoniaco, producto de la desaminacion de los
nucleétidos, y otros compuestos nitrogenados relacionados con la degradacion del
pescado (FAO., 1998). El contenido de nitrégeno basico voléatil total (NBTV) es
utilizado como parametro de frescura en el pescado, pero en el caso del calamar gigante
los contenidos iniciales son normalmente altos, por lo que no necesariamente implica
que el producto este deteriorado, aunque si le confiere caracteristicas sensoriales poco
agradables.

Ademas de amoniaco, se ha demostrado que el calamar gigante también presenta
altas concentraciones de 6xido de trimetilamina (OTMA), que al degradarse puede dar
lugar a trimetilamina (TMA) o dimetilamina y formaldehido (FA). Estas sustancias
producen un olor muy desagradable; pero ademas, un elevado contenido de DMA
implica la existencia de elevadas concentraciones de FA -DMA y FA que se producen

en cantidades equimolares-, y que pueden ocasionar el entrecruzamiento de las fibras



proteicas con el consiguiente endurecimiento del producto (Fu y col., 2007). Por esta

razén, el procesado del potdn es complicado.

El calamar gigante que es procesado en Espafia, se importa minimamente
manipulado y congelado. El producto se recibe sin cabeza, aletas, visceras ni pico, por
lo que el flujo de procesado en estas industrias se reduce a: descongelacion de la materia
prima, marinado y coccidn posterior; ademas de otras etapas opcionales y posteriores

como son: el corte del producto, el glaseo o el envasado.

Debido a que es un producto muy perecedero por sus altos niveles en
aminoacidos libres y bases nitrogenadas volatiles, ademas de la normalmente alta
contaminacion de especies psicrotrofas (Sallam, 2007), las industrias introducen en el
flujo de procesado una etapa de marinado, similar a la utilizada en el acondicionamiento
de otras especies marinas. Esto permite paliar, en mayor o menor medida el olor

amoniacal, la dureza excesiva de la carne y el sabor amargo que en ocasiones presenta.

El marinado tradicionalmente era una etapa que posibilitaba aumentar la
conservacién de los productos procedentes del mar. Es una técnica que consiste en la
disolucién de un acido organico, tal como el acido acético, y de cloruro sdédico en agua,
en la que posteriormente se introduce el pescado durante un tiempo prefijado. Esta etapa
permitia retrasar la accion bacteriana y enzimatica (Kilinc y col., 2005). Sin embargo,
actualmente estos objetivos han pasado a un segundo plano, puesto que las tecnologias
de conservacion han evolucionado y el consumidor es méas exigente en cuanto a calidad
nutritiva y sensorial del producto, teniendo esta etapa como principal objetivo el
ablandamiento de los productos y la modificacion de las propiedades texturales y
estructurales (Duyar., 2009). Esto ha supuesto también, un cambio de los aditivos
utilizados para el marinado. Actualmente, se utilizan una gran variedad entre los que
destacan los polifosfatos y los citratos. Estos son los aditivos que se utilizan para
conseguir una mayor “apertura” de la estructura muscular, facilitando la entrada de agua
y la salida de amoniaco, de &cidos y del resto de sustancias indeseables. El marinado
persigue hoy la reduccion del olor amoniacal, el aumento de la jugosidad y terneza del
tejido muscular y el aumento del rendimiento del proceso, para lo que es preciso

mejorar la capacidad de retencidn de agua tras la maceracion (Sheard y col., 2004).

Los tratamientos térmicos del calamar gigante presentan gran importancia sobre

el producto final. El calentamiento del producto, provoca numerosos cambios en las
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propiedades funcionales de las proteinas, lo que se traduce en grandes cambios de
textura. Estos son debidos principalmente a la desnaturalizacion de las proteinas que,
por tanto, inducen también la deshidratacion del producto, que resulta mas elastico y
duro. A pesar de ser una etapa de gran interés, existen muy pocos documentos que
estudien el comportamiento de este cefalopodo ante el calor. Las teorias mas afianzadas
establecen que el tratamiento debe realizarse o bien a elevadas temperaturas (superiores
a 100 °C) durante tiempos inferiores a los 3 minutos 0 a muy bajas temperaturas durante

tiempos prolongados (p.e. 98 °C, 30 minutos).

La calidad del tejido muscular no solo se ve influenciada por la pérdida de agua,
sino también por la pérdida de las proteinas por lixiviacion, ya que, si bien la perdida de
agua deberia producir un aumento de la concentracion de proteinas del producto, la
realidad es que durante los primeros minutos de coccion pueden llegar a perderse hasta
un 25% del total (Kreuzer R, 1984).

Otro de los factores determinantes de la calidad de los derivados de Dosidicus gigas
es su carga microbiana. La alteracién microbiana del pescado se describe como un
proceso proteolitico, que da lugar a la alteracion del producto, pudiendo presentar
problemas sanitarios si se produce la multiplicacion de especies patdgenas. En los
musculos, ademas, se produce la degradacion del glucogeno provocando el descenso del

pH conforme se acumulan &cidos residuales (ICMSF., 2004)

En el poton, predominan las especies psicrétrofas y psicrofilas, dado que estan
adaptadas a las bajas temperaturas del agua, son capaces de crecer durante el
almacenamiento en refrigeracion del producto. Tras la captura, la flora bacteriana se
adapta al nuevo ambiente, pudiendo presentar un crecimiento exponencial, incluso
almacenado a bajas temperaturas. Los géneros aislados con mayor frecuencia en los
cefalopodos son: Aeromonas, Flavobacterium, Psicrotrofos, Proteus, Vibrio, Bacillus y

Streptococcus (Castellanos-Martinez, 2013).

Como ya se ha mencionado, la elaboracion de hamburguesas de calamar gigante,
presenta la posibilidad de desarrollar nuevas lineas de comercio. Zarafish, empresa que
se beneficiara de este estudio, nos proporciond las muestras necesarias y no pidié que
estudiasemos la posibilidad de comercializarlas refrigeradas. La hamburguesa de poton
fabricada por Zarafish, se elabora con una mezcla, en distintos porcentajes, de manto y



rejo picados. Ademads, contiene otros ingredientes como ajo picado, cebolla, sal,

pimienta y espesantes.

Las hamburguesas de poton no tienen actualmente una definicion legal especifica,
por lo que deben utilizarse otras referencias, como lo establecido en el Reglamento (CE)
N° 853/2004 del parlamento europeo y del consejo 29 de abril de 2004 por el que se
establecen normas especificas de higiene de los alimentos de origen animal, 0 mas
especificamente en lo concerniente a productos de la pesca preparados. Se entiende por
"Productos de la pesca preparados™ a los productos de la pesca sin transformar que han
sido sometidos a una operacion que afecte a su integridad anatomica, como

evisceracion, descabezado, corte en rodajas, fileteado y picado.



3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

El consumo de Calamar gigante (Dosidicus Gigas) estd aumentando rapidamente
en los paises desarrollados, dado su alto valor nutritivo, su abundancia y su bajo coste.
Estas Ultimas caracteristicas hacen que se trate de una materia prima muy adecuada para
la elaboracion de nuevos productos. La tendencia creciente en las sociedades
occidentales hacia el consumo de alimentos preparados y elaborados ha provocado la
busqueda de nuevas alternativas para la venta de poton, en el caso de la empresa
interesada en este trabajo (Zarafish) de hamburguesas refrigeradas. Este calamar, y por
tanto sus derivados, son muy perecederos por contener habitualmente altas
concentraciones de especies psicrotrofas. Por ello, a requerimiento de Zarafish,

decidimos:

Objetivo:

Determinar el tiempo de vida util de hamburguesas de potén (Dosidicus Gigas),
fabricadas por Zarafish, al ser almacenadas a distintas temperaturas. Para la consecucion

de este objetivo general consideramos necesario:

- Determinar las cinéticas de crecimiento microbiano en el producto almacenado a
distintas temperaturas.

- Determinar las concentraciones iniciales y las cinéticas de variacion del NBVT
de las hamburguesas almacenadas a distintas temperaturas.

- Determinar la evolucion de la oxidacion lipidica de las hamburguesas durante el
almacenamiento en refrigeracion.

- Establecer el parametro limitante de la vida util del producto a las diferentes
temperaturas mediante el desarrollo de un modelo matematico terciario que
permita predecir la vida Gtil del producto a cualquiera que sea la temperatura de

refrigeracion.
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4. MATERIAL Y METODOS.

4.1 Diseno experimental.

Las hamburguesas utilizadas por el estudio fueron gentilmente suministradas por
Zarafish. El poton utilizado para la fabricacion de este lote tenia las siguientes
caracteristicas: Procedencia: Flota Extranjera (O. pacifico, zona FAO 87); Origen:

captura; Arte de pesca: red de enmalle superficial.

Se partié de hamburguesas congeladas que se descongelaron durante 24 horas en
una camara de refrigeracion a una temperatura de 0-1°C. Posteriormente, las
hamburguesas se dividieron en tres grupos, formados por 15 unidades cada uno, y se

almacenaron a las temperaturas preseleccionadas.

Los parametros de calidad utilizados para establecer el limite de vida Gtil fueron:
el recuento microbiano, utilizando como referencia los recuentos totales de mesofilos,
psicrétrofos y enterobacterias; la concentracion de nitrégeno basico volatil total; y el

grado de oxidacion.

Los valores que mostraron las hamburguesas de los pardmetros llevados a

estudio en el momento 0, tras la descongelacion, se recogen en la Tabla 1.

Tabla 1. Representacion de los valores iniciales en las hamburguesas de calamar gigante
de los recuentos microbianos, NBVT y grado de oxidacion. Media de los valores

obtenidos a partir de las réplicas y desviacion estandar.

X o
MES |4,42324 | 0,50973
Recuento ENT |4,41686 | 0,15389
microbiano
PST |3,68994 (0,44712
NBVT 21,4861 | 4,23893
Grado de oxidacion 1,03313]0,00216
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Las temperaturas de almacenamiento en refrigeracion seleccionadas fueron: 4 °C, por
ser la mas frecuentemente utilizada en la industria; 7 °C, por ser la temperatura habitual
de los frigorificos domésticos; y 10 °C por ser la temperatura maxima de abuso admitida

por la mayoria de las empresas.

Los tiempos de almacenamiento fueron: para las hamburguesas almacenadas a 7
y 10°C, el muestreo se realiz6 cada 24 horas, a excepcion del ultimo que se realiz6 con
un intervalo de 72 horas; y para las almacenadas a 4°C, se muestred cada 48 horas, a
excepcion del tercer y sexto. En cada muestreo se extrajeron 3 hamburguesas de cada

condicion.

Todos los analisis se realizaron por triplicado.

4.2 Analisis.

Determinacion del Nitrogeno Basico Volatil Total (NBVT).

Se realiz6 tal como se indica en el protocolo del capitulo Il del Reglamento
(CE) N°2074/2005 titulado: “Determinacion de la concentracion de NBVT en pescados
y productos de la pesca”, modificado por el Reglamento (CE) N°1022/2008.

El protocolo de este Reglamento establece la forma de determinar la
concentracion de los compuestos nitrogenados de caracter volatil que son liberados a
causa de la degradacion del producto post- morten, y el rango de concentraciones de
NBVT entre 5 y 100 mg/ 100g. El resultado final incluye sustancias tales como la
trimetilamina, producida por la accién de deterioro bacteriano, la dimetilamina,
producida a partir de las enzimas autoliticas durante el almacenamiento, el amoniaco,
que aumenta por la desaminacion de aminoéacidos y catabolitos de nucle6tidos, asi como
otros compuestos volatiles de caracter nitrogenados que estan asociados al deterioro de

los productos pesqueros.

Se lleva a cabo la extraccién de las bases volatiles mediante una solucién con
acido perclérico 0,6M; con el medio alcalinizado, se lleva a cabo la absorcion de los
componentes béasicos volatiles mediante una destilacion al vapor que es recogida

mediante un receptor acido. Todo ello, se lleva a cabo en un equipo disefiado
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especialmente para la determinacion del NBVT (mod. UDK 130 D, VELP
SCIENTIFICA, Usmate, Italia). La concentracion de NBVT se obtiene mediante una

valoracion con &cido clorhidrico.

Se pesaron 2 gramos por muestra y se afiadié 20 ml de &cido perclérico 0,6M
para la extraccion de las bases nitrogenadas; Se homogeneiz6 mediante ultraturrax y
posteriormente se llevo a centrifuga a 3400rpm durante 4 minutos para depositar los
trozos de hamburguesa. Una vez alcalinizado, se somete el extracto a destilacion al
vapor absorbiéndose los componentes basicos volatiles en acido borico. Para determinar
la concentracion de NBVT, se lleva a cabo una titulacion de las bases absorbidas

mediante acido clorhidrico.

Cabe destacar que se modificé el procedimiento original, teniendo en cuenta la
ausencia de diferencias significativas entre los resultados obtenidos con ambos métodos.
Respecto del protocolo original: se modificé el peso de muestra, se redujo el volumen
de &cido perclérico de 100ml a 20ml, con lo que se mantenia la misma proporcion
(1:10) que en el protocolo original. Ademas se disminuyd la concentracion del acido

clorhidrico de titulacion a 0.05N.

Calculo:

14 x (V1-Vo0)x 0,05

mg N / 100 g muestra= x 100

Donde:
V1 =Vol. en ml de HCI en la muestra
V0 = Vol. en ml de HCI en el blanco

M = Peso de la muestra de musculo ()

Determinacion de la oxidacion lipidica:

La determinacion de la oxidaciéon lipidica se llevd a cabo mediante la
cuantificacion de las sustancias que reaccionan al &cido tiobarbitdrico (TBARS)
siguiendo el método descrito por Pfalzgraf y col. (1995); Este método esta basado en la
reaccion del acido 2-tiobarbiturico (TBA) con moléculas de malonaldehido (MDA)
producidas por la oxidacion lipidica. EI TBA tiene una gran afinidad por dicho
compuesto, y reacciona con €l en proporcion 2:1 dando lugar a un compuesto rosaceo

gue es cuantificable mediante espectrofotometro:
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2 moléculas TBA + 1 molécula Malonaldehido — Compuesto rosaceo

Para la determinacion del contenido de MDA se realizo, cada dia de analisis, una
curva patron utilizando un isémero del malonaldehido, el 1,1,3,3 tetrametoxipropano
(TMP). A partir del TMP, utilizado como referencia para la construccién de la recta
patrén para el estudio, obtenemos la cantidad de malonaldehido presente en la muestra,
ya que el MDA puede ser obtenido por hidrolisis del TMP mediante una reaccién

equimolar.

El método de extraccion seguido fue el dictado por Fernandez y col. (1997),
basado en la extraccion &cida de las muestras mediante el uso de una solucion acuosa de
tricloroacético previa a la reaccion con el TBA. Siguiendo el protocolo, se utilizé una
muestra de 10 g de hamburguesa homogeneizado con 20ml de acido tricloroacético
(TCA) al 10% en tubos de centrifuga en un Ultra-Turrax. Los tubos se centrifugaron a
10°C durante un tiempo de 20 minutos y una velocidad de 4000 rpm. Posteriormente se
extrajo el sobrenadante y se tomaron 2 ml del mismo, afiadiéndole 2 ml de una solucién
20 mM de TBA. La muestra se homogeneizd y se incubo en un bafio termostatico a

97°C durante 20 minutos.

La lectura de las muestras se llevé a cabo a una absorbancia de 532 nm y se
calcularon los resultados utilizando la ecuacion obtenida a partir de la curva patron
obtenida anteriormente.

Recuento de Mesdfilos Viables Totales (MVT).

Se siguié el procedimiento descrito en la norma norma ISO 4833:2003
modificada. Se llevd a cabo un recuento total en placa mediante siembra por
homogeneizacién en masa, con agar TSA con 0,6% YE. Para ello, se pesé 25 g de cada
hamburguesa y se afiadio 225 ml de agua de peptona esterilizada al 0,1% con 1% de
NaCl. La muestra fue homogeneizada en stomacher. A partir de ella, se realizaron
diluciones seriadas tomando 1 ml de la muestra inicial en 9 ml de agua de peptona
(0,1% y 1% de NaCl) sembrando las diluciones pertinentes. Las placas se incubaron
durante 48 horas a 30°C + 1°C realizando al cabo del tiempo el recuento de colonias

caracteristicas.
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Recuento de Psicrotrofos Viables Totales (PST).

El procedimiento utilizado para el recuento de Psicrétrofos, fue el mismo que en
el caso anterior, con la salvedad de que las placas fueron incubadas a 10°C durante 5-7

dias.

Recuento de bacterias de la familia Enterobacteriaceae (ET).

Se llevo a cabo siguiendo lo descrito en la norma ISO 21528-2:2004 modificada.
Las muestras y sus respectivas diluciones fueron preparadas de igual forma que en los
casos anteriores, realizando la siembra en agar VRBD (Crystal-violet neutral-red bile
glucose agar, Merck), en doble capa y las placas se sometieron a incubacion durante 48

h a 30°C + 1°C, para el posterior recuento de colonias caracteristicas.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1Efecto de la temperatura de almacenamiento en la calidad de las
hamburguesas de calamar gigante.

Las hamburguesas de calamar gigante son un producto nuevo en el mercado
cuyo comportamiento durante el tiempo de almacenamiento se desconoce. Ademas, a
partir de estudios anteriores, se puede concluir que el calamar gigante presenta un alto
contenido en NBVT y un elevado recuento inicial microbiano que se incrementa en la
hamburguesa (Tabla 1) durante la etapa de procesado en la empresa. EI aumento de
contaminacion sin duda se debe a que la elaboracién del producto exige una

manipulacion excesiva en las actuales condiciones de fabricacion.

Al margen del crecimiento de la flora contaminante, también el aumento del
nitrogeno basico volatil total y la oxidacion de los lipidos pueden ser factores limitantes
de la vida util de las hamburguesas. Por el momento se desconoce cudl de estos

pardmetros evolucionara més rapidamente.

5.1.1 Calidad microbiologica.

Para estudiar la calidad microbiol6gica de las hamburguesas de calamar gigante,
se debe tener en cuenta que el producto presenta recuentos microbianos muy elevados
inmediatamente después de la fabricacion. Seguramente, esto es debido a que la
empresa suministradora, Zarafish, fabricé manualmente este lote, puesto que se trata de
un estudio a nivel de laboratorio; es pues inevitable, que los recuentos microbianos
aumenten durante el mezclado de cada uno de los ingredientes necesarios para su
elaboracion. Cabe destacar, que es necesario el barnizado del molde de la maquina con
aceite y que su congelacion se realiza en cajas de plastico; ademas, no se realiza un
envasado individual o en pequefias cantidades tras la produccion. Todo ello, facilita el

desarrollo microbiano y la recontaminacion del producto.

En cualquier caso, es previsible que sea cual sea la forma de elaboracion, la flora
contaminate final del producto sera semejante a la existente en las muestras
suministradas. Por ello, se estudio la evolucion de los recuentos de los tres grupos

microbianos seleccionados: mesofilos totales, psicrétrofos y enterobacterias en las
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hamburguesas almacenadas a tres temperaturas: 4 °C, 7 °C, y 10 °C. El experimento se

realizo por triplicado y los recuentos por duplicado.
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Figura 1. Representacion del crecimiento de (¢) Mesofilos, (¢) Enterobacterias y ()
Psicrotrofos en hamburguesas de calamar gigante almacenadas a una temperatura de 10
°C.

La Fig. 1, que se incluye a modo de ejemplo, muestra que la evolucion de
mesofilos y psicrétrofos es muy similar. Es bien sabido que la clasificacion de los
microorganismos por su temperatura de crecimiento es subjetiva y es posible que la
especie crecida en ambas condiciones de cultivo sea la misma. Estudios preliminares,
han demostrado que son las Psicrétrofos spp el grupo que tiende a predominar y limitar
la vida util de Dosidicus Gigas. (Lahoz, 2013). Evolucion del crecimiento de los

microorganismos a las distintas temperaturas recogida en el anexo 1.

La Figura también muestra que, a 10 °C, el crecimiento de las enterobacterias en
ningin momento es predominante en el producto. No obstante, cabe destacar que los
recuentos de coliformes son muy elevados desde el inicio del estudio. Es previsible que
el recuento tan elevado de estos microorganismos no se deba a la contaminacion natural
del calamar gigante, sino mas bien a una recontaminacion durante el procesado de las
hamburguesas que, como hemos mencionado previamente, fue excesivamente artesanal.
En cualquier caso, cuando se adecue el proceso industrial mejoraréa significativamente la
calidad higiénica del producto y disminuiran los recuentos de enterobacterias,

confiriendo mayor relevancia todavia a la flora propia del calamar gigante. Es por ello
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que, a pesar de que todos los estudios microbianos realizados para este trabajo han

incluido al grupo de las enterobacterias, su significacion préactica es mucho menor.

En la Figura 1, se observa ademas que al principio del almacenamiento no solo
no aumenta el recuento de enterobacterias, sino que incluso puede disminuir. Este es un
aspecto interesante que creemos merece una atencion especial. La Figura 2, permite
comparar el recuento inicial con el obtenido a las 48 horas de almacenamiento de todos

los grupos microbianos a todas las temperaturas de refrigeracion.
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Figura 2. Recuentos microbianos de enterobacterias (A), Mesofilos (B) y

psicrétrofos (C) a las (¢) 0 horas y las (*) 48 horas de almacenamiento.
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Como se observa en la Fig. 2, mientras que el recuento de mesofilos y
psicrotrofos es siempre mayor después de 48 horas de almacenamiento, el de las

enterobacterias disminuye.

La muerte celular de las enterobacterias al principio del almacenamiento a 4 °C
fue muy similar a la producida a 7°C, sin embargo a 10 °C la disminucion del recuento
fue menor. A pesar de ello, el crecimiento de este grupo tampoco fue predominante en
el producto a esta temperatura (Fig. 1). Esto indica que los psicrotrofos, que
seguramente también crecen el medio de los mesdfilos, tienen mayor facilidad de
adaptacion a las nuevas temperaturas y crecen rapidamente durante el almacenamiento,
mientras que las enterobacterias se adaptan con dificultad y en esta fase incluso mueren;

esto explicaria que las células muertas son menores a 10 °C que a4y 7 °C.

Al margen de la anormalidad antes descrita, se observa que la evolucién de los
recuentos se adapta a la curva de crecimiento microbiano tipica, con una fase de latencia
inicial, una fase de crecimiento exponencial y una fase estacionaria de crecimiento. La
Figura 3, que se incluye también a modo de ejemplo, muestra con mayor detalle esta
evolucion. En la figura, se han incluido los resultados de las tres réplicas para mostrar la

dispersion habitual de los resultados.
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Figura 3. Curva de crecimiento de psicrétrofos en hamburguesas almacenadas a 10 °C.

En la Figura 3 se ha incluido una linea de regresion polinomial. Este tipo de
regresion ajusta bien los valores, pero en la préctica es poco Util porque no tiene

ninguna base tedrica ni parametros que puedan relacionarse con fendmenos biolégicos.
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Por este motivo, habitualmente se utilizan modelos matematicos diversos para
ajustar los recuentos de las curvas de crecimiento. No hay un acuerdo general sobre cual
de estos modelos es el més adecuado; por ello, para la consecucion del primer objetivo
parcial fue preciso evaluar los modelos mas utilizados en la actualidad -modelo de
Baranyi, modelo de Gompertz, modelo logistico y modelo de Gompertz modificado-
para seleccionar el mas adecuado a nuestros propositos. La eleccidn, se llevo a cabo en

funcion de los siguientes valores:

Error Cuadratico Medio, que establece la discrepancia entre los valores observados y los

predichos.

B, factor de sesgo, representa el acuerdo entre los valores predichos y obtenidos

experimentalmente

Ay, factor de precision, indica la exactitud media de los valores estimados, es decir,

cuantifica entre predichos y observados

La Tabla 2. Muestra los pardmetros estadisticos de cada uno de los modelos,
para cada una de las temperaturas y grupos microbianos estudiados. A juzgar por los
valores incluidos en la tabla, todos los modelos ajustan razonablemente bien las curvas
obtenidas en todas las condiciones exploradas, si bien, globalmente el modelo de
Gompertz modificado result6 el méas adecuado; ademas, el modelo de Gompertz es uno
de los mas utilizados en la bibliografia por lo que su utilizacion puede favorecer la
comparacion de los resultados obtenidos en esta investigacion con los de los demés
investigadores.
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Tabla 2. Valores ECM Bf y Af obtenidos con los distintos modelos matematicos al

modelizar los resultados de los recuentos microbianos

Modelos probabilisticos:

Baranyi | Gompertz Mo'dglo GOWPG”Z
logistico modificado

ECM|0,2150241| 0,220433| 0,189379518 0,179806525

4oc Bf | 1,0100911,0133141| 1,011139539 1,001307418
Af [1,02270491,0300165| 1,025080403 1,002925838

R? 0,9929|  0,9899 0,9935 0,9898

2 ECM|0,1329078 | 4,437E-05| 0,208114633 0,197929618
= |, Bf [1,0088604| 1,009314 0,99642823 0,987438777
'3 7°CI7Af [1,0199211]1,0209467| 1,008033112 1,028668911
= R? 0,9765|  0,9842 0,9924 0,9715
ECM |0,5242736 |0,4261588 |  0,799622959 0,385764113

10 | Bf [1,0272936(1,0174096| 1,049341615 1,031928166

oc | Af | 1,062062|1,0393485| 1,113708676 1,072805854
R? 0,8974| 0,8754 0,9362 0,8148

ECM| 0,178993|0,0014741| 4,27431E-05 0,127511815

4oc Bf |1,0032989| 0,999754 0,99999762 0,988841228
Af [1,00739151,0005503| 1,000005322 1,025409488

" R? 0,9835| 0,9531 0,953 0,9846
§ ECM |0,8494514|0,1448014| 0,145273982 0,146608656
S |__ | Bf [09475719(1,0237597 | 1,022144283 0,93782278
8 |7°C| Af [1,1279679| 1,05391| 1,050194972 1,154356189
2 R? 0,914| 0,9476 0,9472 0,947
H ECM [0,3725956 | 0,3713051| 0,672784589 0,371303175
10 | Bf [1,0444846(1,0427061| 1,056714475 1,043979761

oc | Af [1,1022148)1,0980227| 1,131282185 1,101023935

R? 0,9602|  0,9593 0,9984 0,9597
ECM|[0,2111511| 0,194599| 0,149970927 0,164308772

4oc Bf |0,9887012/0,9900687 | 1,008186515 1,00932729
Af [1,0257343(1,0225689| 1,018398281 1,02097677

R? 0,9117| 0,9161 0,9463 0,9492

38 ECM |0,2315383 | 0,1641295 0,11798944 0,177140964
S|~ Bf [10153583/0,9899194| 1,011677954 1,005120137
S | 7°CITAf [1,0346685|1,0229139|  1,026301336 1,011485219
& R? 0,9674| 0,9774 0,9825 0,978
ECM |0,2750346 | 0,5982892 0,03793849 0,199570284

10 | Bf [0,9724018]1,0084666| 1,002903989 0,997415486

oc | Af |1,0645786|1,0190311| 1,006505174 1,005803405

R 0,8502|  0,9399 0,8601 0,8974
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En definitiva, a partir de los parametros incluidos en la Tabla 2 y considerando
otro tipo de ventajas, antes mencionadas, decidimos utilizar finalmente el modelo de

Gompertz modificado.

Tabla 3. Pardmetros de crecimiento de enterobacterias, mesoéfilos y psicrotrofos a

distintas temperaturas (modelo de Gompertz modificado).

A C Rg tlag

4°C|2,67003 | 2,9813 |0,02942 | 100,333

Enterobacterias 7°C|6,27905 | 2,92086 | 0,16262 | 65,0717
10°C | 4,25291 | 2,88766 | 0,1666 |62,9235

4°C|4,59142 | 5,236 |0,02525| 29,729
Mesofilos 7°C|3,82303 | 5,35452 | 0,05868 | 14,9947
10°C | 4,68326 | 3,82818 | 0,10033 | 27,8649

4°C| 3,9195 |4,73049 | 0,03887 | 29,9098
Psicrotrofos 7°C|3,37084 | 5,91916 | 0,06453 | 19,2377
10°C| 3,89239 | 4,87921 | 0,0755 | 15,2301

A: Se trata del recuento inicial.
C: Corresponde a los ciclos que aumenta el recuento
Rg: Es la pendiente de la fase exponencial-ciclos/ minuto

Tlag: Corresponde a la duracion de la fase lag

Como se desprende de la tabla, las fases de latencia disminuyen al aumentar la
temperatura, salvo en el caso de los mesofilos, siendo las mas bajas, a todas las
temperaturas las del grupo de los psicrotrofos. Por el contrario, la velocidad de
multiplicacién aumenta con la temperatura de almacenamiento, pero también en este
caso la mayor es siempre la del grupo de psicrétrofos. En resumen, previsiblemente

siempre serén los psicrotrofos los limitantes de la vida Gtil del producto.

La Figura 4 el curso previsible de crecimiento, deducido de los parametros del modelo,

del grupo de los psicrotrofos.
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Figura 4. Crecimiento de Psicrotrofos a distintas temperaturas: (<) 4 °C, (¢) 7°C y (¢) 10
°C. Datos obtenidos a partir de la media de 3 réplicas y modelizados mediante

Gompertz modificado.

La Figura 4 muestra el recuento de psicrotrofos en la hamburguesa de calamar
gigante, que presenta una fase de latencia, seguramente debida a la adaptacion de los
microorganismos a las temperaturas de almacenamiento, relativamente corta. Salvo a 4
°C, el crecimiento arranca practicamente en la fase exponencial, hasta alcanzar la fase

estacionaria con recuentos de 8-9 unidades logaritmicas.

5.1.2 Calidad organoléptica

Dosidicus Gigas presenta unas caracteristicas organolépticas muy similares a las
del pulpo. Es por ello que se utiliza para obtener sucedaneos a precios méas asequibles.
El calamar gigante presenta un alto nivel de nitrégeno basico volatil de manera natural.
Esto es debido a las altas concentraciones de amoniaco que contiene de forma natural y
que utiliza para regular su flotabilidad. Ademas de sus altas concentraciones iniciales,
los valores aumentan todavia méas a lo largo del almacenamiento, debido a la actividad
microbiana y a la desaminacion de las proteinas. Con el fin de alcanzar el segundo
objetivo parcial, se llevo a cabo el estudio de la evolucion de la concentracion de NBVT

a las distintas temperaturas a lo largo de todo el tiempo de almacenamiento.
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Figura 5. Evolucion de la concentracion de nitrégeno basico volatil total a lo largo del

tiempo de almacenamiento a diferentes temperaturas: (¢) 4 °C. (¢)7°Cy (+) 10°C

En la Fig. 5, se observa que los valores iniciales de nitrogeno béasico volatil total
son relativamente altos, dado que procedian de un potén ya marinado. A lo largo del
almacenamiento se produce, tras una fase “lag” inicial, un aumento de la concentracién
de nitrégeno, posiblemente debida a la proliferacion microbiana. Por otra parte, a pesar
de que el aumento es claro a las tres temperaturas, se observa como a 10 °C el aumento
es mas rapido, lo que parece confirmar que la temperatura influye de manera indirecta,
aumentando los recuentos microbianos. Al comparar los valores obtenidos a 10 °C con
respecto a las otras dos temperaturas, una vez comienza el aumento del NBVT, se
observa que la velocidad a la que se produce el incremento en uno de los primeros
puntos de la fase de incremento de la concentracién, es mucho mas rapida a 10 °C que a

4 °C, donde el aumento de la concentracion es muy paulatino.

La Figura 6 muestra, a modo de ejemplo, la evolucién del contenido en NBVT de las
hamburguesas almacenadas a 10 °C. En la figura, se incluyen los resultados de las tres

réplicas con objeto de ilustrar la dispersién de los resultados.
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Figura 6. Evolucion de la concentracion de NBVT con el tiempo de almacenamiento a

10 °C. La figura incluye las tres réplicas de cada punto de muestreo.

La evolucién de la concentracion, podria modelarse simplemente con una
regresion polinomial pero, como ya antes hemos mencionado, este tipo de regresiones
es dificil de interpretar con la simple comparacion de los parametros de la formula.
Decidimos utilizar para el ajuste el modelo de Gompertz modificado, con objeto de

homogeneizar el analisis de los resultados.

La Tabla 4 muestra los parametros de aumento de la concentracion NVBT
obtenidos ajustando los datos experimentales con el modelo de Gompertz modificado.
La tabla incluye también los pardmetros estadisticos que permiten apreciar la bondad de

los ajustes.

Tabla 4. Parametros de aumento del NBVT de las hamburguesas de poton almacenadas
a distintas temperaturas. Modelo de Gompertz modificado.

T? A C Rg tlag |[ECM| Af | Bf R

4°C ]18,644|54,396|0,157|133,983|0,775|1,004 |1,002|0,882
NBVT | 7°C |24,736|19,952|0,353 /100,006 | 2,870 |1,075]|0,968 | 0,764
10°C |17,791|36,514|1,334| 68,303|0,652|1,007|0,997 0,848

Como se observa en la tabla, los errores cuadraticos obtenidos son sensiblemente
mayores a los calculados para las curvas de crecimiento, pero los pardmetros Af y Bf

son tan buenos como en aquel caso. Estos datos parecen indicar que el modelo es bueno
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para nuestro propdsito, pero que la evolucion del NBVT es maés variable que la de los

recuentos microbioldgicos.

La modelizacién de los resultados, al igual que en los recuentos microbianos,
nos permite obtener los valores predecibles para cada situacion, consiguiendo eliminar
los errores instrumentales y los fallos cometidos en la realizacion del estudio. La Figura
7, muestra las curvas tedricas de evolucion del NBVT a las tres temperaturas de

almacenamiento investigadas.
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Figura 7. Evolucidn tedrica (modelo de Gompertz modificado) de la concentracion de

NBVT con del tiempo de almacenamiento a: (¢) 4 °C. (¢)7 °C y () 10 °C.

Ademas de los valores de nitrégeno basico volatil total, el grado de oxidacién de
los lipidos es otro parametro determinante de la calidad organoléptica del producto. Para
la consecucion del tercer objetivo parcial estudiamos, como primera aproximacion, la
evolucion de este parametro durante su almacenamiento a 10 °C. Es de esperar, que a
esta temperatura la velocidad de la oxidacién sea la mas rapida y por tanto nos

permitiria conocer la importancia de este parametro de la calidad.

Los resultados de oxidacion se obtuvieron midiendo la absorbancia a 532 nm.
Extrapolando los datos de la correspondiente curva patréon y utilizando un factor de
conversion adecuado (2,884*(ABS (532nm)/1,49379) obtuvimos los mg de

malonaldehido por cada 100g de hamburguesa.
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La Figura 8 muestra la evolucion de los valores calculados. La figura, incluye

también la curva de regresion polinomial que mejor se ajusta a los resultados.
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Figura 8. Evolucion de la concentracion de malonaldehido de hamburguesas de calamar

gigante, almacenadas a 10 °C.

La Fig. 8 demuestra que el aumento de la oxidacion sigue un curso exponencial
y, lo que es maés relevante en este trabajo, que la oxidacion del producto en ningln
momento condicionara la vida util del producto. Por ello, y aunque mantuvimos
congeladas las muestras obtenidas a las otras dos temperaturas, no consideramos

necesario realizar su analisis.

5.2Vida atil de las hamburguesas de calamar gigante.

Para la comercializacion de las hamburguesas de calamar gigante en fresco es
preciso conocer el tiempo maximo durante el cual, el producto presentara caracteristicas

aceptables y por tanto, el tiempo maximo de vida util.

Para determinar la vida util, es necesario establecer los valores maximos
aceptables para cada uno de los parametros considerados. Puesto que no existe ninguna
normativa especifica para este producto, decidimos utilizar, cuando fue posible, las
recomendaciones de organismos y/o investigadores con prestigio en este campo. Por lo
que respecta a los recuentos microbianos, se sisguio el criterio recomendado por la
ICMSF, que considera aceptables hastas 10° UFC/gramo, aunque nos parece importante

destacar que, actualmente se estan comercializando productos de la pesca con recuentos
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superiores; mientras que,por lo que respecta al grado de oxidacion, 40 mg MA/ 100g de
hamburguesa; y en referente al contenido de NBVT, que tampoco esta legislado para
este producto, se fij6 en 40 mg/100g de hamburguesa, dado que los textos
especializados indican que concentraciones superiores confieren ya aromas
desagradables. Obviamente, como ya hemos indicado y como se deduce de la Fig 8, el
grado de oxidadacién producido a la temperatura méas elevada de entre las investigadas
se halla tan lejos del limite permisible que su consideracion como parametro limitante

era irrelevante.

El cuarto objetivo consistia en buscar relaciones matematicas que nos
permitiesen discernir cual de los dos parametros restantes (recuento microbiologico y
concentracion de NBVT) era el limitante de la vida atil. Para este proposito, se
construyeron hojas de célculo que, utilizando los modelos primarios previamente
descritos, permitieran predecir los tiempos de almacenamiento en que se alcanzarian
los recuentos microbianos y concentraciones de NBVT seleccionadas como maximos
permisibles para cada temperatra estudiada y posteriormente, se intentd relacionar los
tiempos célculados para las distintas temperaturas de almacenamiento. Las Figuras 9 y

10 muestran las mejores relaciones encontradas.
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Figura 9. Relacion entre el tiempo al cual se alcanzan recuentos de seis ciclos

logaritmicos y la temperatura de almacenamiento.

La Figura 9 relaciona el tiempo necesario para que el recuento de psicrétrofos

alcance 6 ciclos logaritmicos y la temperatura de almacenamiento. Como se observa en
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la figura, existe una relacion exponencial entre ambas variables. La ecuacion de la recta
de regresion obtenida, que tambien se incluye en la figura, nos permite calcular el

tiempo méximo de almacenamiento para cualquier temperatura.

La Figura 10 relaciona el tiempo necesario para que las hamburguesas alcancen
una concentracion de NBVT de 40 mg / 100g a la temperatura de almacenamiento.
Como se observa en la figura, tambien en este caso existe una relacion exponencial

entre ambas variables.
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Figura 10. Relacion entre la concentracion méaxima admisible de NBVT (40 mg

MA/100g) y la temperatura de almacenamiento.

Comparando la pendiente de las lineas de regresion de las Figura 9 y 10 se puede
concluir que la velocidad de generacién de NBVT es menos termodependiente que el

crecimiento microbiano.

Si no se consideran relevantes los resultados obtenidos en funcion de lo
establecido por el ICMSF en cuanto a recuentos microbianos, la vida datil de las
hamburguesas puede alargarse ligeramente hasta que la concentracion de NBVT sea
quien limite el tiempo de vida util; a partir de los 40 mg MA/100g de hamburguesa, se
produce un rechazo total por el consumidor debido a las caracteristicas organolépticas

del producto, siendo principal el olor que desprende.

Utilizando las ecuaciones que permiten calcular la vida util de las hamburguesas

tomando como referencia el recuento microbiano:
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logt = -0,0492*T + 2,1275

Y las que permiten calcularla tomando como referencia el contenido en NBVT:

logt = -0,0652*T + 2,6706

Elaboramos la Tabla 5

Tabla 5. Prediccidn de la vida util de las hamburguesas de poton de Zarafish en funcion
del recuento microbiano y de la concentracion de NBVT a temperaturas elegidas

aleatoriamente.

Tiempo de vida Gtil (Horas)
Temperatura (°C) | Rec. Microbiano | Concentracion NBVT

3 95,48 298,54

5 76,12 221,11

8 54,19 140,93
13 30,75 66,53
16 21,89 42,40
22 11,09 17,23
30 4,48 5,18
33,9 2,88 2,89
34 2,85 2,84
40 1,44 1,16

Tal como se muestra en la tabla 5, el factor limitante de la vida atil de las
hamburguesas es el recuento microbioldgico hasta alcanzar 34 °C, siéndolo el NBVT
por encima de ese valor. Obviamente, este hecho resulta anecdo6tico dado que en la
cadena de frio nunca se alcanzan estas temperaturas, no obstante, resulta conveniente
resaltar, que si las hamburguesas en algin momento alcanzasen esas temperaturas, en
tan solo 1 hora aproximadamente, dejarian de ser comestibles, al menos aplicando

nuestros criterios de calidad.
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Por otra parte, se cree conveniente resaltar, aunque también se deduce de la
discusion anterior, que los limites utilizados para los célculos son subjetivos y que por
tanto un industrial podria modificarlos a su gusto. Por ejemplo, un industrial podria
tolerar recuentos microbianos mayores y menores contenidos de NBVT, y viceversa.
Logicamente podriamos, a partir de los modelos primarios desarrollados, elaborar tablas

semejantes a la Tabla 5 para cualquier requerimiento del sector industrial.
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6. CONCLUSIONES.

Las hamburguesas de Zarafish contienen inmediatamente tras su elaboracion una

excesivamente elevada carga microbiana, especialmente de enterobacterias.

El recuento de mesofilos totales y psicrotrofos siguen una cinética muy
semejante, lo que parece indicar que las especies contaminantes son mayoritariamente

especies psicrotrofas con un amplio rango de temperaturas de crecimiento.

El tiempo que tarda en alcanzarse un recuento maximo admisible es una funcion

exponencial de la temperatura de almacenamiento.

El NBVT de las hamburguesas inmediatamente después de su fabricacion es

adecuado para su comercializacion.

El grado de oxidacién de las hamburguesas en nuestras condiciones de

almacenamiento nunca sera un factor limitante de la vida util.

En las condiciones habituales de almacenamiento en refrigeracion la vida Gtil del

producto siempre vendra determinada por la proliferacién microbiana.

Recomendaciones para la industria:
Mejorar las condiciones higiénicas durante la elaboracion del producto.

Dado que la vida dtil de producto es corta, incluso a la temperatura mas baja
investigada, seria conveniente que se afiadiesen antimicrobianos mas eficaces o mayor
cantidad de las sustancias afiadidas como saborizantes, por ejemplo ajo, que poseen

cierta actividad antimicrobiana.
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CONCLUSIONS.

Zarafish’s burguers immediately after preparation containing an excessively high

microbial load, especially Enterobacteriaceae.

The total count of mesophilic and psychrotrophic follow a very similar kinetics
suggesting that contaminant species are mainly psychrotrophic species with a wide

range of growth temperatures.

The time taken to reach a maximum allowable count is an exponential function of

storage temperature.
The NBVT burguers immediately after manufacture is suitable for preservation.

The degree of oxidation of the burguers in our storage conditions will never be a

limiting factor of useful life.

In the usual conditions of refrigerated storage, the useful life of the product always is

determined by microbial growth.
Recommendations for the industry:
Improve hygienic conditions during processing of the product.

As the useful life of the product is short, even at the lowest temperature investigated, it
would be desirable for more effective should be added antimicrobial or greater amount
substances added as flavorings, for example garlic, which possess some antimicrobial

activity.
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