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1. INTRODUCCION

La naturaleza altamente perecedera de los productos de la pesca y la tendencia actual del
mercado a consumir productos frescos y de calidad, implica la necesidad de desarrollar nuevas
tecnologias que alarguen la vida util de dichos productos y cumplan con las expectativas de los

consumidores.

Las predicciones sobre los habitos de consumo referentes al pescado fresco y similares
(APROMAR 2008) apuntan a un aumento en la demanda de productos faciles de consumir, de
ahi el incremento en la comercializacidon de pescado eviscerado, fileteado, moluscos ya cocidos
etc. También es necesario que el producto resulte atractivo para el consumidor tanto en lo que
se refiere a caracteristicas organolépticas, determinadas principalmente por la apariencia y el
olor, relacionadas con la calidad y frescura del producto como en lo que se refiere al desarrollo
de envases atractivos, comodos de utilizar, que permitan ver bien el producto, que no se
colapsen ni se deformen y que aporten toda la informacidon necesaria a cerca de la materia
prima. Otro factor importante a tener en cuenta se relaciona con la situacidon comercial a nivel
mundial que implica la globalizacidon, es decir, hoy en dia la zona de comercializacion de los
productos puede encontrarse a miles de kilémetros de la zona de captura y a pesar del
desarrollo de las comunicaciones es necesario garantizar la calidad del producto durante un
determinado periodo de tiempo hasta el momento de llegar al consumidor. Por ultimo cabe
destacar la tendencia actual a consumir productos de alta calidad organoléptica y que cumplan

las exigencias contempladas en la legislacién vigente relacionada con la calidad higiénica.

En los ultimos afios y como respuesta a todas estas exigencias, dentro del campo de la
tecnologia de los alimentos, se ha producido un importante desarrollo de nuevas tecnologias
de conservacion relacionadas con el envasado, de las cuales, la mas utilizada y extendida

actualmente es el envasado en atmdsferas protectoras combinado con la refrigeracion.

Toda la bibliografia recogida hasta el momento corrobora que el envasado en atmdsfera
protectora o modificada, alarga la vida util de los productos en mayor o menor medida
atendiendo a la composicion de la atmésfera empleada, la naturaleza de la especie a
comercializar, las caracteristicas del envase y del propio producto y la temperatura durante el

almacenamiento.
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Definicion:

El envasado en atmédsfera protectora consiste en sustituir el aire que existe en el envase
por un gas o una mezcla de gases apropiada para cada tipo de producto y permite controlar las
reacciones quimicas, enzimaticas y microbianas y mantener las condiciones organolépticas e

higiénico-sanitarias del producto.

Son muchos los estudios que se han realizado sobre el envasado de productos de la pesca
y sus derivados para determinar la conveniencia del uso de un determinado gas o mezcla de

gases asi como las proporciones de éstos y la relacidn gas/producto mas apropiada.

Los gases mas usados son el nitrogeno, el diéxido de carbono y el oxigeno (Torrieri &
Cavella, 2006) aunque también se estd investigando el uso de otros gases, por ejemplo, el
mondxido de carbono aunque estd prohibido en la legislacion europea o gases nobles como el
argén o el helio entre otros de los cuales ya se ha estudiado su efecto en otros grupos de

alimentos (Jamie & Saltveit, 2002). -

El nitrédgeno es un gas inerte, inodoro, incoloro e insipido de baja solubilidad tanto en agua
como en grasas. Se utiliza como gas de relleno, es decir, desplaza al oxigeno lo cual previene la
oxidacion y el enranciamiento, el desarrollo de organismos aerobios y evita el colapso del

envase (Coles & McDowell , 2003).

El didéxido de carbono también es incoloro e inodoro pero se disuelve en los tejidos
formando acido carbdnico y disminuyendo asi el pH del producto efecto que produce la
inhibicion de numerosos grupos de microorganismos, en especial mohos, levaduras y bacterias
Gram-negativas. El efecto bacteriostatico y fungistdtico aumenta al disminuir la temperatura
de almacenamiento del producto. Un efecto negativo asociado con las altas concentraciones
del CO, es el aumento en la pérdida de agua o merma del producto (Dalgaard , Gram , & Huss,
1993) y el posible colapso de los envases debido precisamente a la absorcidén por parte de los

tejidos (Coles & McDowell, 2003).

El oxigeno a pesar de ser también un gas incoloro e inodoro, al contrario que los
anteriores, es un gas altamente reactivo que provoca oxidacion y enranciamiento de las grasas,
permite el desarrollo de bacterias aerobias y favorece numerosas reacciones enzimaticas por
lo que es un agente causal del deterioro de los productos de la pesca y por tanto de ser usado

en el envasado, se hace a bajas concentraciones (Coles & McDowell, 2003).
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Ademads de la importancia del gas utilizado y el porcentaje del mismo, es importante la
relacién volumen libre (gas)/ volumen ocupado (producto), recomendandose que ésta sea de

al menos 2:1 (CETMAR cap.XI 203-219).

Existen otros factores a tener en cuenta a la hora de realizar el envasado en atmdsfera
protectora como son la calidad y el tipo de materia prima a envasar, el nivel de higiene previo
al envasado, el tipo de corte o procesado del producto y el enfriamiento (CETMAR cap.XI 203-

219).

La calidad y las caracteristicas intrinsecas de cada materia prima determinan la eficacia del
envasado en atmdsfera protectora. La calidad depende del método de pesca y del trato y el
tiempo desde el momento de la captura hasta el procesado ya que pescados de baja calidad
presentan una mayor susceptibilidad a deterioros microbianos, enzimaticos y oxidativos que

obviamente repercuten en la vida atil del producto.

La calidad higiénica de partida es extremadamente importante para lograr el objetivo que
buscamos de alargar la vida util del producto. Una de las formas de reducir la contaminacién
es mantener la higiene gracias al buen manejo de la materia prima a lo largo de toda la cadena
de produccion con sucesivos lavados y evitando la contaminacién cruzada. Ademas el
descabezado y eviscerado permite eliminar gran parte del contenido microbiano del interior y
evita proliferaciones microbianas pero a su vez, aumenta el riesgo de contaminacion del resto

de masa muscular expuesta durante la manipulacion.

El tipo de corte supone un cambio en la morfologia del producto que generalmente
implica un aumento en la relaciéon superficie-volumen corporal y por tanto una mayor

exposicién al medio y un mayor deterioro del producto.

El enfriamiento del producto a lo largo de toda la cadena de produccién permite controlar
las reacciones quimicas, enzimaticas y microbiolégicas. Como bien indica Mejia Garcia JL.
(CETMAR cap.Xl 203-219), con el enfriamiento rapido superficial previo al envasado a
temperaturas de entre -1 grados y -3 grados se retrasa el tiempo de aparicidn de
pardeamientos del musculo de pescado fresco y se disminuye el crecimiento bacteriano y por
debajo de -29C, cesa gran parte de la actividad bacteriana. Ademads, el enfriamiento evita el
colapso ya que si no existe esta refrigeracidn previa, el gas que rodea al alimento disminuye su

volumen al enfriarse, originando una depresidn que ocasiona la deformacion del envase.
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El envasado en atmédsfera protectora como hemos indicado anteriormente, alarga la vida
util del producto gracias al efecto que ejerce sobre los microorganismos y por el papel que
juega en otras reacciones fisico quimicas. A continuacidon se exponen los efectos de las
atmédsferas modificadas en diversos parametros a valorar que determinan la calidad del

producto final.

Efecto de los principales gases utilizados en las atmodsferas modificadas sobre las

propiedades fisico quimicas y microbioldgicas de los productos pesqueros:

1. Oxigeno: Como hemos indicado anteriormente el oxigeno es un gas altamente
reactivo. Permite el desarrollo de numerosos microorganismos, promueve la oxidacion
lipidica, influye en la conservacién del color de determinados productos, contribuye al

pardeamiento enzimatico y favorece el desarrollo de flavores desagradables.

La oxidacion lipidica se produce por la degradacion de radicales libres en presencia de
oxigeno y es una de las principales causas del deterioro del pescado fresco. Afecta a los
acidos grasos, principalmente a los poliinsaturados (que se encuentran en altas
concentraciones en el pescado fresco) y provoca la aparicion de olores y sabores
desagradables para el consumidor debido a la aparicion de 4cidos y aldehidos

principalmente (Fernandez & Pérez-Alvarez ,1997).

El oxigeno favorece la estabilidad del color en la carne debido a la oxidacion de la
mioglobina y a la formacidon de oximioglobina que permite el desarrollo del color
caracteristico de la carne fresca, mientras que en su ausencia, la mioglobina sufre la
reduccion a metamioglobina que proporciona colores marronaceos poco atractivos.
Puesto que la mayoria del pescado y marisco, contiene bajos niveles de mioglobina, el
nivel de oxidacion y de reduccidén de este compuesto es menos importante que en otras
carnes frescas (Coles & McDowell, 2003). Por este motivo en el envasado de productos de
la pesca se trata de disminuir al maximo el porcentaje de dicho gas en el envase salvo
excepciones como por ejemplo en el estudio de Ruiz-Capillas y Moral (2005), sobre el
envasado de atuln y otros productos similares en los que es necesaria cierta cantidad de

oxigeno para mantener el color apropiado.

Desde el punto de vista microbiolégico, el oxigeno es parte fundamental del desarrollo

de numerosos grupos de bacterias, mohos y levaduras que se pueden agrupar en funcidn
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de sus necesidades de oxigeno (Coles & McDowell, 2003) y por tanto controlar,

modificando la composicion de los envases.

- Aerobios, que incluyen al género Pseudomonas, Micrococos y algunos mohos
como el Botrytis cinérea y algunos patégenos como Bacillus cereus, Yersinia
enterocolitica, Vibrio parahaemolyticus y Campilobacter jejuni. Siendo en el pescado el
grupo mas importante el de las Pseudomonas junto con los géneros Moraxella,
Acinetobacter, Flavobacterium y algunas especies pertenecientes al género Cytophaga
(Coles & McDowell, 2003).

- Microaerdfilos, que necesitan para su desarrollo bajas concentraciones de O,
como el grupo de las Enterobacterias, Bacillus y Lactobacillus y patégenos como
Listeria monocytogenes y Escherichia coli (aunque también pueden englobarse como
aerobios facultativos) y Aeromonas hydrophilla.

- Aerobios facultativos que se desarrollan en presencia de oxigeno pero pueden
adaptarse a atmodsferas sin él. Dentro de este grupo se engloban algunas levaduras y
géneros como Shewanella putrefasciens o Brochothrix termosphacta. Algunos de los
patdgenos mas importantes pertenecen a este grupo como por ejemplo, Escherichia
coli, Salmonella, numerosas especies de Shigella y Vibrio, Staphylococcus aureus y
Listeria monocytogenes. En este grupo se engloba también a un patégeno emergente
asociado principalmente con el pescado y demds productos de la pesca como es la
especie Aeromonas hydrophilia.

- Muchos de estos microorganismos pueden ademds crecer a bajas
temperaturas (3-5 grados) dado que son psicrétrofos.

- Por ultimo aparecen los microorganismos anaerobios que son eliminados o

inhibidos por la presencia de O, como el patégeno Clostridium botullinum.

2. Nitrégeno: Dado que el nitrdgeno es un gas no reactivo, no ejerce ningun
efecto directo sobre las propiedades quimicas y bioquimicas de los alimentos ni afecta a la
carga microbiana salvo por el hecho de que puesto que se utiliza para desplazar el O, del
envase, disminuye la carga de microorganismos aerobios. El mayor efecto asociado con el
uso de N, es que evita el colapso de envases por absorcion de CO, principalmente (Coles

& McDowell, 2003).

3. Didxido de Carbono: Uno de los efectos que produce este gas se debe a su

capacidad de solubilizarse en el musculo lo cual, como ya hemos indicado produce un
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descenso en el pH que de manera indirecta, puede inhibir el crecimiento microbiano pero
también afecta de manera negativa a la capacidad de retencién de agua (Dalgaard, Gram
& Huss, 1993). El descenso de pH provoca la degradacién de numerosas proteinas y por
tanto disminuye la capacidad de retencién por parte de éstas lo cual afecta directamente a
la jugosidad y textura del musculo (Sivertsvik, 2007) y ademas produce la decoloracién de

las agallas.

Los niveles de las aminas bidgenas también pueden ser Uutiles en la estimacidn
de la frescura o del grado de deterioro de los productos de la pesca desde su formaciony
se asocia con el metabolismo bacteriano. Los niveles de histamina permitidos en el
pescado segin BOE 1993 se encuentran entre 100 y 200 ppm, el pescado que contenga
concentraciones superiores, ademds de no cumplir las exigencias vigentes, puede causar
envenenamiento o reacciones alérgicas. La histamina es producida por la descarboxilacién
microbiana del aminodacido histidina. La importancia de la estimacién de la concentracion
de histamina en el pescado y productos pesqueros esta relacionado con su impacto en
humanos en la salud y la calidad de los alimentos. En el envasado en atmdsferas
modificadas, gracias a la presencia de CO2 con marcado efecto antimicrobiano, los niveles
de histamina son menores que en el envasado en aire y por tanto se asegura la vida util

del producto (Ozogul & Polat ,2004).

Las propiedades antibacterianas del CO, que permiten extender el periodo de vida util
de los productos de la pesca, son conocidas desde hace mucho tiempo y ampliamente
probadas (Giménez & Sanchez-Escalate ,2002).

El efecto antimicrobiano del CO, se basa en tres mecanismos bdasicos; altera las
membranas celulares, produce cambios fisico-quimicos en las propiedades de las proteinas
y penetra en las membranas de las bacterias provocando cambios en el pH intracelular
(CETMAR cap.Xl 203-219). Gracias a estos mecanismo, se consigue alargar la fase de
latencia y por tanto controlar el crecimiento bacteriano. Este efecto es mayor a menor
temperatura pero no todos los microorganismos se ven afectados de la misma manera por
el CO, Los microorganismos que son inhibidos por el CO2 (generalmente a
concentraciones superiores del 20%) son Pseudomonas, Aeromonas, Bacillus,
Enterobacterias, Staphylococcus aureus y Yersinia enterocolitica. Sobre otros grupos tiene

un efecto dudoso o reducido, tales como Enterococcus, Bochothrix o Clostridium y por el
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contrario puede estimular el crecimiento de otros como algunas especies de Lactobacillus

y Clostridium botullinum. (Coles & McDowell , 2003).

El uso de atmdsferas protectoras en el envasado de pescado estd siendo ampliamente
utilizado gracias a los numerosos estudios que avalan su eficacia. No existe una Unica
atmosfera eficaz sino que ésta debe adaptarse a cada producto y a cada necesidad por lo que a
pesar del trabajo ya realizado, la investigacidon en este amplio campo sigue siendo necesaria

para mejorar la calidad de los productos pesqueros y alargar la vida util de los mismos.

Mientras que un pescado fresco, mantenido en refrigeracién puede tener una vida Util
maxima de 7 dias aproximadamente (Pastoriza & Sampedro,1998) (aunque en muchas
ocasiones desarrolla olores y flavores desagradables incluso antes, segln las caracteristicas del
producto), el uso combinado con las atmdsferas protectoras puede duplicar este tiempo
alcanzandose 14 dias (Torrieri & Cavella, 2006), o incluso mas si se combinan con otras

tecnologias también en desarrollo.

2. OBJETIVO

El objetivo del presente estudio es realizar una estimacion de la vida util de distintas especies
de pescado (merluza, perca y bonito), envasadas en atmdsfera modificada con diferentes
envases y atmdsferas de gases, mantenidos a refrigeracion en cdmara a 3-4 grados, analizando
diferentes pardmetros de calidad y optimizando la proporcién éptima de gases para la mejor

conservacién de cada especie.
Los parametros estudiados fueron los siguientes:

e Gases del espacio de cabeza de los envases
e pH

e Color

e Oxidacidn lipidica

e Andlisis microbiolégico

e Analisis sensorial
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3. MATERIAL Y METODOS

Para la realizacion del presente estudio, se utilizaron muestras de merluza, perca, y bonito

envasadas en distintas composiciones de gases.

Se realizaron 3 pruebas con las tres especies mencionadas que se organizaron de la siguiente

forma:

12 PRUEBA con merluza:

Tratamiento 1: Envase en formato macro (285 x 390). Varios filetes de un mismo pez en

una atmodsfera de conservacion con 50 % CO, /50 % N,.

Tratamiento 2: Envase en formato macro (285 x 390). Varios filetes de un mismo pez en

una atmésfera de conservacion con % 50 CO, /40 % N2 / 10 % O2.

292 PRUEBA con perca:

Tratamiento 1: Envase en formato macro (285 x 390). Varios filetes de un mismo pez en

una atmésfera de conservacion con 50 % CO, / 50 % N..

Tratamiento 2: Envase en formato macro (285 x 390). Varios filetes de un mismo pez en

una atmoésfera de conservacion con % CO2 /40 % N2 / 10 % O2.

392 PRUEBA con bonito:

Tratamiento 1: Envase en formato macro (285 x 390). Varios filetes de un mismo pez en

una atmésfera de conservacion con 50 % de CO, y 50 % de N,.

Tratamiento 2: Envase con formato macro (285 x 390). Varios filetes de un mismo pez

en una atmdsfera de conservacién con 40 % de CO,, 30 % de N, y 30 % de O,.

Tratamiento 3: Envase con formato supermercado (280 x 150). Un Unico filete con una

composicion de gases de 40 % de CO,, 30 % de O, y 30 % de N,.

Tratamiento 4: Envase con formato supermercado (280 x 150). Un unico filete con una

composicion de gases de 40 % de CO,, 30 % de O, y 30 % de Ar.

Las muestras correspondientes a los tratamientos 1 y 2 de las tres pruebas fueron
colocadas en camara fria en oscuridad a aproximadamente 4 2C, mientras que las bandejas

formato supermercado (tratamientos 3 y 4 de la tercera prueba) se colocaron en una camara
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de refrigeracién a 4 2C + 1 con 14 horas de luz estdndar a lo largo del tiempo de estudio. Con

esto se intentaron asemejar las condiciones a las encontradas a nivel de mercado.

3.1 Concentracion de gases en el espacio de cabeza

Se midié la concentracidn de gases en el espacio de cabeza de los envases a dia 0, dia 4, dia
7 y dia 10 de conservacion en refrigeracion, con un medidor de gases (Witt-Gasetechnic,
Oxybaby, M02/C0O2, Witten, Germany) para conocer la evolucién de la atmdsfera a lo largo del

tiempo.

3.2 Medida del pH

El pH de las muestras se midid por homogenizacidon de 3 gr de musculo en 30 ml de agua
destilada durante 10 segundos a 13.000 rpm con un Ultra-Turrax T25 (Janke & Kunkel, Staufen,

Germany) utilizando un pH metro modelo 2001 (Crison Basic 20, Barcelona, Espafia).

3.3 Medida del color

El color de las muestras se determiné por medida de los valores L* (luminosidad), a* (indice
de rojo) y b* (indice de amarillo) en la superficie del musculo mediante el uso de un
espectrofotometro de reflectancia (Minolta CM-2002; Osaka, Japén). La medida se realizé 5
minutos después de la apertura del envase y se realizaron diez réplicas para cada tratamiento.
Este sistema, permite medir la cantidad de luz que se refleja sobre la superficie, y mediante el
método Cielab, descompone el color en tres pardametros que se corresponden con una
representacion tridimensional del espectro de colores en ejes de coordenadas. Los pardmetros
medidos son L* (luminosidad) que es la cantidad de luz reflejada o claridad, y dos parametros

de cromaticidad que definen el color, siendo a* el indice de rojo y b*, el indice de amarillo.

3.4 indice de oxidacién del dcido Tiobarbitrico (TBA)

La oxidacion lipidica se produce por la degradacién de radicales libres en presencia de
oxigeno y es una de las principales causas del deterioro del pescado fresco. Afecta a los acidos
grasos, principalmente a los poliinsaturados (que se encuentran en altas concentraciones en el
pescado fresco) y provoca la aparicion de olores y sabores desagradables para el consumidor
debido a la aparicién de 4&cidos y aldehidos principalmente (Fernandez, Pérez-Alvarez,

Fernandez-Lopez, 1996).
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Dado que uno de los principales productos de la reaccion inicial de los hidroperéxidos
presentes en la muestra, es el malonaldehido (MDA), cuantificaremos la oxidaciéon lipidica

como mg de malonaldehido por kg de muestra.

Utilizando el método del 2-acido tiobarbiturico (TBA) descrito por Pfalzgraf, Frigg &
Steinhart (1995), cuantificamos la oxidacion lipidica de las muestras a lo largo de todo el
periodo de almacenamiento. El método descrito se basa en la determinacion de las sustancias
reactivas al acido tiobarbiturico presentes en 10 gr de musculo y los valores se obtienen en
base a una curva patrén de malonaldehido y se expresan como mg de malonaldehido por kg

de musculo.

Se homogeneizaron 10 g de musculo de pescado con 20 ml de acido tricloracético (TCA
10%) en tubos de plastico en un Ultra-Turrax (JANKE & KUNKEL Modelo T25, Alemania) unos
90 segundos a 20.000 r.p.m aproximadamente. Los tubos se centrifugaron durante 30 min a
4000 r.p.m a 4 °C en una centrifuga refrigerada a 10 °C (Jouan CR 411). Después de la
filtracion, se tomaron 2 ml del homogeneizado en un tubo mezclado con 2 ml de una solucién
20 mM de acido tiobarbiturico (TBA) recién preparada. Por cada muestra se prepararon dos
tubos. Los tubos se homogeneizaron con un rotatubos durante 30 segundos y luego se
incubaron a una temperatura de 97 °C durante 20 minutos en un bafio de agua termostatico

(Grant W14).

Previamente a la lectura de las absorbancias a 532 nm de las muestras en el espectrofotometro
(Unicam 5625 UV/VIS, Cambridge, UK), los tubos se enfriaron en agua hasta alcanzar la temperatura

ambiente y el aparato se calibré mediante un blanco (2 ml de TBA + 2 ml de agua destilada).

Los resultados fueron calculados mediante una curva patrén usando 1,1,3,3 tetrametoxipropano
(TMP) , se uso esta sustancia ya que el malonaldehido puede obtenerse por hidrdlisis acida del TMP

en una reaccion equimolecular.

Las medidas fueron expresadas como sustancias reactivas al acido 2-tiobarbiturico (TBARS) en mg

de malonaldehido/kg de muestra usando para ello la siguiente férmula:

2,884 x [Abs/(Pendiente de la recta x 10™)] = mg de malonaldehido / kg de muestra

10
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3.5 Andlisis microbiolégicos

Se analizé la presencia de microorganismos aerobios mesdfilos totales, psicrotrofos totales y
enterobacterias asi como la Ausencia/Presencia de Listeria monocytogenes, Samonella/Shigella

en todas las muestras.

La legislacién vigente (BOE num. 195. del 15/08/91), donde se recopilan las normas
microbioldgicas exigidas para los diferentes alimentos, nos informa de los limites establecidos

para pescado fresco:

- Aerobios mesdfilos: 10° UFC/g.
- Enterobacterias: 10® UFC/g.

- Salmonella/Shigella: Ausencia en 25 g.

-Para el recuento de microorganismos totales se utilizd el método de recuento en placa,
usando agar PCA (Merck; Darmstadt, Germany). Se llevaron a cabo diluciones, partiendo de 10
gr de musculo y 90 ml de agua de peptona esterilizada al 0.1 % y 1 % de Cloruro de Sodio. La
muestra se sometié a homogeneizacion durante un minuto (IUL, Masticator, Barcelona, Espafia)
y se prepararon diluciones seriadas a partir de 1 ml de esta muestra inicial en 9 ml de agua de
peptona al 0.1 %. Cada dilucidn se sembré por duplicado, para ello, se tomé un ml de muestray
se realizé una siembra en masa con agar PCA.

-Aerobios mesdfilos totales se incubaron las muestras durante 48 horas en estufa a 37°C
1°C, en psicrotrofos 7 dias a 10 °C £ 1°Cy en el caso de enterobacterias durante 24 horas a 372C
+ 19C. En base a la morfologia observada se contaron las colonias y los datos se expresaron

como logaritmo del nimero de unidades formadoras de colonias por gramo de pescado (UFC

gr’).

-Para contabilizar Enterobacterias se siguid el mismo procedimiento que para los
microorganismos totales pero sembrando en el medio selectivo de enterobacterias agar VRBG

(Merck; Darmstadt, Germany).

-Para la investigacion de Salmonella spp. se utilizé el método horizontal para la deteccion de
Salmonella spp. (UNE-EN ISO 6579:2003). Este método se basa en la investigacion de Salmonella

en cuatro etapas sucesivas:
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Preenriquecimiento en medio no selectivo: Siembra de 25 g de musculo en 225

mL de agua de peptona tamponada y posterior homogeneizacidon durante un
minuto (IUL, Masticator, Barcelona, Espana) e incubacién a 372 C + 19C
durante 24 horas.

Enriguecimiento _en medios selectivos liquidos: Con el cultivo del

preenriquecimiento: Siembra de 1 mL en Caldo Tetrationato (Merck;
Darmstadt, Germany), e incubacién a 372C + 1°C vy 0,1 mL en Rappaport
Vassiliadis (Merck; Darmstadt, Germany) e incubacion 42°C + 1°2C, ambos
durante 24 horas.

Aislamiento e identificacion: A partir de los cultivos anteriores se sembraron

dos medios sélidos, agar rojo fenol verde brillante y otro medio selectivo agar
XLD (Merck; Darmstadt, Germany). Ambos se incubaron a 372 C £12C durante
48 horas.

Confirmacién bioquimica: En caso de crecimiento de colonias tipicas en los

medios selectivos agar XLD y agar rojo fenol verde brillante (Merck; Darmstadt,
Germany) se aisla una colonia en medio no selectivo TSA (Merck; Darmstadt,
Germany) e incubacidn a 372C 24 + 2 h obteniendo asi cultivo puro. A partir de
este se realiza la identificacion bioquimica mediante la galeria APl 20E

(Biomerieux; France).

Para la investigacidn de Shigella se siguié el mismo procedimiento que para

Salmonella sembrando a partir de Caldo Tetrationato en agar XLD (Merck; Darmstadt,

Germany) selectivo para este microorganismo determinando la presencia/ausencia en

25 g de musculo, basandose en la morfologia de las colonias observadas.

Para la investigacién de Listeria monocytogenes se utiliz6 el método

horizontal para la deteccién y el recuento de Listeria monocytogenes. Parte 1: Método

de deteccion (UNE-EN ISO 11290-1:1997). Este método se basa en la investigaciéon de

Listeria monocytogenes en cuatro etapas sucesivas:

Enriguecimiento primario: en Caldo Fraser media concentracién. Incubacién 37

Cdurante24 +2h.

Enriguecimiento secundario: 0,1 ml de cultivo primario en 10 ml de Caldo

Fraser a concentracion completa. Incubacién 37°C durante 48 £ 2 h.

12
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e Aislamiento e identificacién:Se sembrd el indculo en superficie de Agar

PALCAM (Merck; Darmstadt, Germany) y Agar OAA (Biomerieux; France).
Incubacién: Aerdbica a 37°C durante 48 + 2 h. En base a la morfologia
observada se determind la Presencia/Ausencia de Listeria monocytogenes en
25 g de musculo en base a la morfologia de las colonias observadas.

e Confirmacidn bioquimica: En caso de crecimiento de colonias tipicas en los

medios selectivos PALCAM y OAA se aisla una colonia en medio no selectivo
TSA (Merck; Darmstadt, Germany) e incubacién a 372C 24 + 2 h obteniendo
asi cultivo puro. A partir de este se realiza la identificacién bioquimica

mediante la galeria API Listeria (Biomerieux; France).

3.6 Andlisis sensorial

Para la realizacién del analisis sensorial se utilizd un panel de siete catadores entrenados que
evaluaron diferentes parametros en los filetes cocinados. Siguiendo las directrices del Cddex
alimentarius para la evaluacion sensorial del pescado y los mariscos en el laboratorio los filetes
fueron cocinados al vapor hasta alcanzar una temperatura interna de 65-702 C y servidos a los
catadores todavia calientes. En estas muestras se evaluaron varios atributos usando escalas no
estructuradas con valores comprendidos entre cero y diez, siendo la puntuacién de cinco el

umbral de aceptacion.

A la hora de evaluar el producto se utilizé el método descrito por Giménez, B; Roncalés, P. y
Beltran, J.A (2005) con pequenas variaciones y la preparacién y presentacion de las muestras asi
como el acondicionamiento de la sala de catas (aislamiento de los catadores, iluminacién) se

llevé a cabo segln un cddigo de practicas estandar (Botta , 1995).

Los parametros evaluados fueron; aspecto (nada atractivo> muy atractivo), olor
caracteristico (ausente=> muy intenso), firmeza (nada firme-> muy firme), jugosidad (nada
jugoso = muy jugoso), intensidad de flavor a fresco (ausente = muy intenso), intensidad de
flavor indeseable (ausente - muy intenso) y apreciacidn global (me disgusta mucho— me gusta

mucho).

13
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4. RESULTADOS Y DISCUSION MERLUZA

4.1 Concentracion de gases en el espacio de cabeza

La concentracién de gases en el espacio de cabeza sufre una evolucion a lo largo del tiempo,
y genera un microambiente determinado en el interior del envase. Dichas variaciones se deben

a la interaccién con la muestra y al crecimiento microbiano.

Progresion % CO2 —+—TTO 5050 Progresion % 02 =+=TT0 5050

G —-TTo 501040 10 ' =TT 501040
45 4 L \

Y CO2
e
/.
e OZ
.

0 2 4 £ 8

Tiempo (Dias) Tie rr:J po (Dias)

Figura 1. Evolucion de la proporcién de CO,y O, en las bandejas.

Tal y como observamos en las gréficas (figura 1), la concentracion de gases es ligeramente
diferente en los dos tipos de atmdsfera, partiendo en ambos casos de concentraciones de CO,

en torno al 40%, y de 1 % y 10 % en el caso del O, para 50/50 y 50/40/10 respectivamente.

e Atmosfera 50/50: la concentracion de CO, desciende desde un 40 % inicial hasta

valores en torno a 30-35 %. Este descenso puede ser atribuido a la solubilizacion de
este compuesto en la fraccién liquida del musculo (Ruiz-Capillas & Moral, 2001). Por

otro lado, los valores de O, son practicamente inexistentes o residuales.

e Atmdsfera 50/40/10: en este caso se observa un ligero despunte de la proporcion de

CO, a partir del dia 4 mientras que el O, comienza a disminuir también a partir de ese
dia. Este hecho podria explicarse por el consumo de oxigeno por parte de la flora
aerobia existente, cuya disminucién ha generado que la proporcién de CO, existente

sea mayor, al ocupar éste el lugar dejado por el O,.
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4.2 Medida del pH

En lo que a pH se refiere, vemos como la evolucidn de ambos tratamientos es muy similar
en el tiempo. En general, observamos una ligera subida del pH desde valores en torno a 6,65
hasta 6,80 aproximadamente (figura 2). Este ascenso puede ser debido a la liberacion de
compuestos compuestos bdsicos como amonio, trimetilamina y otras aminas bidgenas
producidas a consecuencia del deterioro del musculo por parte de las bacterias (Ruiz-Capillas &

Moral, 2001).

oH ~~TTO 5050
7.00 - --TT(050M10/40
| .‘Aﬁ‘\"
I 6,90 -
o
6,00 -
5.5'0 T T T 1
0 2 4 6 3

Tiempo (Dias)

Figura 2. Evolucidn del pH a lo largo del tiempo.

Tabla 1. Estudio estadistico de la evolucion del pH a lo largo del tiempo.

Tratamiento Dia 0 Dia 4 Dia 7
pH 50 % CO2 /50 % N2 6,65 + 0,08 6,76 £ 0,11 6,80 + 0,05
50% C02/40%N2/10%02  6,65+0,08 6,89+ 0,20 6,82 £ 0,10
Sign. ns ns ns

Medias de los valores con sus respectivas desviaciones tipicas; ns = p>0.1; t = p<0.1; * = p<0.05; ** =
p<0.01; *** = p<0.001.

Pese a que como se puede observar en la tabla 1, el estudio estadistico no detecta
diferencias significativas entre ambos tratamientos, la atmdsfera 50/40/10 presenta valores
medios ligeramente superiores a la atmdsfera que no presenta oxigeno, probablemente
debido a una mayor produccién de los anteriormente citados compuestos basicos por parte de

la flora aerobia, l6gicamente beneficiaria de la presencia de O,.
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4.3 Medida del color

Analizaremos los resultados de las dos atmdsferas en cada uno de los tres pardmetros por

separado, para luego expresarlos conjuntamente en el analisis estadistico.

L* Dorsal —+~TT0 50150 @ Dorsal ~=TT0 5050

55 4 —=-TT0 50H0%
o TTO 501040 Tiempo (Dias] ~B=TT0 5040140
51 4 05,
4 0-
47 5
" 0590 : 6 8
44 ‘
41 154
90 A
7 “1
B - - A

0 2 4 8 8 4

Tiempo (Dias) 35
b* Dorsal ——TTO 50050
~=-TTO 501040

Tiempo (Dias)
Figura 3. Evolucion de la luminosidad, indice de rojo e indice de amarillo a lo largo del tiempo.

Los valores de L* comienzan con un valor medio de 46,86 + 1,78, para lentamente ir
ascendiendo hasta valores de 52,24 + 3,23 (figura 3) en el caso de MAP 50/50 y de 53,95 + 0,95
en el caso de MAP 50/40/10.

Como vemos, existe un incremento en el caso de la atmdsfera 50/40/10, mientras que la
atmdsfera 50/50 mantiene valores estables en los dias 4 y 7. La légica evolucién de la
luminosidad seria hacia valores mas bajos (mas oscuro), pero en este caso la variabilidad
individual puede estar jugando un papel importante, puesto que en cada punto de analisis los

animales son diferentes y su valor de L* per se puede ser muy diferente.

En lo que al indice de rojo (a*) se refiere, el punto de partida se ha situado en -2,98 + 0,61
para evolucionar hacia -2,33 + 0,42 (50/50) y -1,40 + 0,94 (50/40/10). Cabe destacar que
ambos tratamientos han obtenido siempre valores negativos (figura 3), lo que indica que una
cromaticidad mas cercana al verde que al rojo, habiendo a dia 7 un pequefio aumento en el

caso de la atmdsfera 50/40/10 y un pequefio descenso en el caso de la atmdsfera 50/50.

16
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En cuanto al indice de amarillo (b*), partimos de -2,09 + 1,23 para ir ascendiendo
progresivamente hasta -0,95 + 1,39 (50/50) y 1,63 + 2,18 (50/40/10). Por lo tanto, parece
existir una evolucion desde valores negativos (cromaticidad azul) hacia valores positivos

(cromaticidad amarilla), especialmente en el caso de la atmdsfera 50/40/10, donde la

presencia de O, favorece el incremento del indice de amarillo (figura 3).

Tabla 2. Estudio estadistico de la evolucion de los parametros de color.

17

Tratamiento Dia 0 Dia 4 Dia?7

L* 50 % CO2 / 50 % N2 46,86 + 1,78 51,73+1,5 52,24 + 3,23
50% C0O2/40% N2 /10 % 02 46,86 +1,78 49,83+3,00 53,95+0,95

Sign. ns t ns
a* 50 % CO2 / 50 % N2 -2,98+0,61 -1,73+0,35 -2,33+0,42
50 % CO2 /40 % N2 / 10 % 02 -2,98+0,61 -2,13+0,26 -1,40+0,94

Sign. ns o ok
b* 50 % CO2 / 50 % N2 -2,09+1,23 -1,88+1,12 -0,95+1,39
50% C02 /40 % N2 /10 % 02 -2,09+1,23 -1,21+1,71 1,63+2,18

Sign. ns ns ok

Medias de los valores con sus respectivas desviaciones tipicas; ns = p>0.1; t = p<0.1; * = p<0.05; ** =
p<0.01; *** = p<0.001.

Una vez realizado el anadlisis estadistico (tabla 2) de los datos obtenidos por el Minolta,
vemos que en cuanto a los valores de luminosidad, sélo se detecta una tendencia a que haya
diferencias entre los dos tipos de atmésfera a dia 4, siendo mas luminosas en este caso las
muestras almacenadas en 50/50. En el caso del indice de rojo, se encuentran diferencias
significativas a dia 4 y 7 entre ambos tratamientos , aunque la tendencia se invierte, siendo a
dia 4 mayores los valores en la atmésfera 50/50, ocurriendo lo contrario a dia 7. Como hemos
comentado anteriormente en el caso del indice de amarillo, la presencia de O, favorece valores
mas elevados, lo que queda reflejado en este caso, donde se encuentran diferencias

significativas entre atmadsfera 50/40/10 (con un indice mayor) y la 50/50.
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4.4 indice de oxidacién del dcido tiobarbitirico (TBA)

Oxidacién lipidica —+—TTO 50/50
—=—TTO 50/10/40

o o o
o o
g 8 - B

0,04 -
0,02 4
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(=)

0 1 2 3 4 5 5] 7 8
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Figura 4. Evolucion de la oxidacidn lipidica expresada en mg malonaldehido/kg a lo largo del tiempo.

En todo momento la cantidad de malonaldehido cuantificada ha ofrecido valores muy
bajos, no siendo en ninglin momento superiores a 0,1 mg/kg (figura 4), lo que ofrece sin duda
una valoracion muy positiva acerca del efecto de ambas atmdsferas, puesto que el valor
considerado como limite aceptable en el pescado se sitia en torno a 1-2 mg de MDA/kg

(Connell JJ, 1975).

Tabla 3. Estudio estadistico de la evolucion de la oxidacion lipidica.
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Tratamiento Dia0 Dia 4 Dia7
TBA 50 % CO2 / 50 % N2 0,097+0,02 0,072+0,01 0,086+0,01
50% C0O2/40% N2 /10 % 02 0,097+0,02 0,071+0,01 0,094 +0,02
Sign. ns ns ns

Medias de los valores con sus respectivas desviaciones tipicas; ns = p>0.1; t = p<0.1; * = p<0.05; ** =
p<0.01; *** = p<0.001.

De nuevo el analisis estadistico no arroja diferencias entre los tratamientos (tabla 3) si bien
observamos a dia 7 cantidades de malonaldehido mas elevadas en el caso de la atmdsfera con
10 % de 02, lo que entra dentro de la ldgica dadas sus obvias mejores condiciones “pro-

oxidantes”.
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4.5 Andlisis microbioldgicos
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Figura 5. Evolucion de la poblacion de enterobacterias , meséfilos y psicrétrofos.

Los recuentos iniciales de enterobacterias a dia 4 (figura 5), se encuentran proximos al
limite pero dentro de los limites legales (10*° UFC/g). A dia 7 vemos como la atmdsfera
50/40/10 nos da recuentos ligeramente por encima de lo permitido, mientras que la atmdsfera
50/50 experimenta una ligera caida. Si bien esta ultima evolucién no es légica puede explicarse
por el hecho de que la carga microbiana inicial en los animales analizados el dia 7 fuera inferior

que los empleados a dia 4.

En el caso de microorganismos aerobios mesdfilos, los bajos recuentos obtenidos en todos
los puntos analizados nos indican una buena calidad higiénica, estando siempre muy por
debajo del limite establecido (figura 5) en este caso (10° UFC/g). Ambos tratamientos

experimentan una légica subida, y parecen desarrollar una evolucidn similar.

En el caso de microorganismos aerobios psicrotrofos, aunque la legislacion no hace

mencidn explicita de ellos, quiza dado su elevado tiempo de incubacién (7 dias), cabe resefiar
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que no es hasta dia 7 cuando se superan los valores limite (10° UFC/g), viéndose un aumento
del recuento a lo largo del estudio, siendo eso si discreto, y sin apreciarse diferencias visibles
entre ambas atmdsferas.
Tabla 4. Estudio estadistico de la evolucidon de la flora microbioldgica.
Tratamiento Dia0 Dia 4 Dia7
Enterobacterias 50 % CO2 /50 % N2 2,96 £0,17 2,74+£0,35 2,39+0,09
50% C02/40% N2 /10 % 02 2,96 +0,17 2,67+0,40 3,12+0,33
Sign. ns ns *E
Mesdfilos 50 % CO2 /50 % N2 2,41+0,15 2,40+£0,19 3,43+0,49
50% C02 /40 % N2 /10 % 02 2,41+0,15 2,62+0,37 3,49+0,58
Sign. ns ns ns
Psicrotrofos 50 % CO2 /50 % N2 5,077 £ 0,56 5,60+0,16 6,43 +0,02
50% C02/40% N2 /10 % 02 5,077 £ 0,56 581+0,06 6,34+0,21
Sign. ns t ns

Medias de los valores con sus respectivas desviaciones tipicas; ns = p>0.1; t = p<0.1; * = p<0.05; ** =

p<0.01; *** = p<0.001.

El estudio estadistico sdélo nos alumbra diferencias significativas en el recuento de

enterobacterias a dia 7 (tabla 4) , siendo como hemos visto la atmdsfera 50/40/10 la que

presenta una mayor carga microbiana. La misma tendencia se observa a dia 4 en el caso de los

microorganismos psicrotrofos.

Investigacion de Salmonella spp./Shigella y Listeria monocytogenes en merluza

Tabla 5. Resultados del estudio de presencia/ausencia de Salmonella spp. y Shigella

Tratamiento | Dia 0 Dia 4 Dia 7 Dia 10

Tratamiento 50 / 50
Tratamiento 50 /40 / 10

Ausencia en 25 g. Ausenciaen 25g. Ausencia en 25g.
Ausencia en 25 g. Ausenciaen 25g. Ausencia en 25g.

Tabla 6. Resultados del estudio de la presencia/ausencia de Listeria monocytogenes

Ausencia en 25 g.
Ausencia en 25 g.

Tratamiento | Dia 0 Dia 4 Dia7 Dia 10
Macro 50 / 50 Ausencia en 25 g. Ausenciaen 25g. Ausencia en 25g. Ausencia en 25g.
Macro 40/30/30 Ausencia en 25 g. Ausenciaen 25g. Ausencia en 25g. Ausencia en 25g.
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Como podemos observar, no se ha detectado presencia de ninguno de los microorganismos
patdgenos a estudio en ninguna de las muestras analizadas (tablas 5 y 6), cumpliendo de este

modo los criterios promulgados por la normativa.

4.5 Andlisis sensorial

Como hemos comentado previamente, sin duda el analisis sensorial supone uno de los
pardmetros mas utiles a la hora de determinar la vida util del pescado fresco ya que es el
indicador que el consumidor va a utilizar en realidad, y por lo tanto el mejor reflejo de la

aceptabilidad final del producto a nivel de mercado.

Analizaremos la evolucion en el tiempo de cada una de las atmdsferas por separado para

luego ver las diferencias o no entre ellas cada uno de los dias con el estudio estadistico.

Valoracion sensorial merluza 50/50 Valoracion sensorial merluza 50/40/10
ASPECTO ASPECTO
10 10
ACTPTABILIDAD . OLOR ACEPTABILIDAD OLOR
=4=Dia( \ =—Dial
=B=Diad =B-Diad
\ Dia? . Dia7
FLAVOR INDESEABLE FIRMEZA FLAVORINDESEABLE + FIRMEZA
D210 —=Dia10
FLAVOR FRESCO JUGOSIDAD FLAVORFRESCO — " JUGDSIDAD

Figura 6. Analisis sensorial de las bandejas 50 % CO, / 50 % N,y 50 % CO, /40 % N, /10 % O,.

Observamos una progresiva caida de las valoraciones desde dia 0 hasta dia 10 (figura 6),
siendo éstas durante los 7 primeros dias (objetivo de este trabajo) siempre superiores a 5, para
caer en muchos parametros por debajo del aprobado a dia 10. Las mejores valoraciones se
aprecian légicamente a dia 0, siendo bastante similares los dias 4 y 7, mientras que a dia 10 ya

se observa un claro descenso.

En el caso de las muestras almacenadas en atmdsfera 50/40/10, vemos una evolucion
similar a la atmdsfera 50/50, si bien vemos como en el caso de la firmeza las valoraciones a dia
0 y 4 son bastante similares, para posteriormente ir descendiendo. De todos modos, del
mismo modo que ocurria con la atmdsfera 50/50, no es sino hasta dia 10 cuando comienzan

las calificaciones por debajo de 5, considerado como el limite para cada uno de los pardmetros.
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El analisis estadistico nos muestra que no se encontraron diferencias significativas entre los

dos tratamientos a lo largo del tiempo (tabla 7), aunque en algunos casos, la elevada

desviacidn tipica debido a la dispersidn de las valoraciones puede haber tenido alguna

influencia.

Pese a ello, si que observamos que los valores medios de aceptabilidad son algo mas bajos

hasta dia 7 para la atmdsfera 50/50, lo que coincide con valoraciones ligeramente mas

elevadas en lo que a flavor indeseable se refiere.

Tratamiento Dia0 Dia 4 Dia7 Dia 10

Aspecto 50 % CO2 /50 % N2 8,57+0,51 7,00+0,68 593+1,21 5,71+1,50
50%CO2/40%N2/10% 02 8,57+0,51 6,86+0,66 650+0,76 6,14 +1,07

Sign. Ns ns ns ns
Olor 50 % CO2 /50 % N2 8,36+0,63 650+0,94 6,14+1,56 4,00+0,58
50% C02 /40 % N2 /10 % 02 8,36+0,63 6,64+1,28 6,43+1,09 4,43 £0,54

Sign. Ns ns ns ns
Firmeza 50 % CO2/ 50 % N2 7,79+0,80 6,79+0,70 550+1,40 4,71£0,76
50 % CO2 /40 % N2 /10 % 02 7,79+0,80 6,79+0,70 5,79+1,19 4,86+ 1,07

Sign. Ns ns ns ns
Jugosidad 50 % CO2 /50 % N2 7,93+0,48 564+1,08 514+095 4,71+1,11
50% C02/40% N2 /10 % 02 7,93+0,48 593+1,27 5,36+0,84 4,86+1,07

Sign. ns ns ns ns
Flavor a fresco 50 % CO2 /50 % N2 8,64+0,50 6,50+1,02 5,50+1,45 4,14+1,22
50 % CO2 /40 % N2 /10 % 02 8,64+0,50 6,64+1,01 593+1,14 4,00+0,82

Sign. ns ns ns ns
Flavor indeseable 50 % CO2 /50 % N2 0,00+0,00 0,00+0,00 0,50+0,65 2,71+1,70
50% C02 /40 % N2 /10 % 02 0,00+0,00 0,00+0,00 0,21+0,43 2,57+1,51

Sign. ns ns ns ns
Aceptabilidad 50 % CO2 /50 % N2 8,50+0,52 6,57+0,94 5,86+1,29 3,86 +0,69
50 % CO2 /40 % N2 /10 % 02 8,50+0,52 6,71+1,07 6,21+0,98 3,43+1,51

Sign. ns ns ns ns

Medias de los valores con sus respectivas desviaciones tipicas; ns = p>0.1; t = p<0.1; * = p<0.05; ** = p<0.01; *** =

p<0.001.

Tabla 7. Estudio estadistico de los resultados del analisis sensorial.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION EN PERCA

5.1 Concentracion de gases en el espacio de cabeza

Se observa una ligerisima disminucién de las concentraciones de CO, a lo largo del tiempo,
algo mas visible en la atmdsfera 50/40/10, debido a la solubilizacién de una pequefia proporcion

de este compuesto en la fraccion liquida del musculo (Ruiz-Capillas & Moral, 2001).

Progresion s C02 |+ T10%050 Progresion% 02 |~ TIO%™
+-TTOS0M040 —+-TT050/1040

] 10/’4\\1

Ndjj_ 8-
0" ag
One = 2 0
2 24 -
G N
< i j ips : —
o1 2 306 7 0 1 2 3 4 5 & 7

Iy
Tiempo (Dias] Tiempo {Dias)

Figura 7. Evolucion de la proporcion de CO,y O, en las bandejas a lo largo del tiempo.

En la progresidon del oxigeno a lo largo de los 7 dias de almacenamiento se observan
pequefias variaciones, que pueden ser causadas por crecimiento el microbiano en el interior del

envase, aunque en general la proporcidn parece mantenerse bastante constante (figura 7).

5.2 Medida del pH

Los valores iniciales de pH de los dos tratamientos (por duplicado) de perca en el punto de
control inicial, dieron un valor medio de 6,55 + 0,11. Tras el estudio del pH una semana después
se observaron pequefias variaciones con valores medios de 6,48 + 0,04 para el tratamiento 50 %

CO2/50% N2y 6,64 +£0,12 para el tratamiento 50 % CO2 /40 % N2 / 10 % O2 (figura 8).
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| ——TTO 50/50 ——TTO 50H0/40 |

Figura 8. Evolucion del pH a lo largo del tiempo.
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Tabla 8. Estudio estadistico de los valores de pH a lo largo del tiempo.

Tratamiento Dia 0 Dia 4 Dia7
pH 50 % CO2 / 50 % N2 6,55+0,11 6,70+0,18 6,48 +0,04
50%C02/40%N2/10% 02 6,55+0,11 6,51+0,40 6,64+0,12
Sign. ns * ok

Medias de los valores con sus respectivas desviaciones tipicas; ns = p>0.1; t = p<0.1; * = p<0.05; ** =
p<0.01; *** = p<0.001.

El estudio de los valores obtenidos indica que el pH se mantiene muy constante a pesar de
pequeias variaciones en ambas atmdsferas. Se observan diferencias significativas entre ambos
tratamientos a dias 4 y 7 (tabla 8), aunque las tendencias se invierten. De todos modos, aunque
existan diferencias a nivel estadistico dada la homogeneidad de los datos, las diferencias

observables entre las medias no son excesivamente importantes.

5.3 Medida del color

En el punto de control inicial (dia 0), se midié por espectrofotometria de refractancia el color
las dos muestras de control iniciales, se expresé como media de las diez medidas realizadas en

cada una de ellas.

L' Dorsal

——TI0 50550 a Dorsal ——TTO5050
=&=TI0 5071040 =5=TT050/10140
85
) 1
60 - 054 Dias de almacenamiento
55 0
50 | 05 2 3
454 451
) g
e
15 ; : ; 2

Dias de almacenamiento

b* Dorsal ——TTOE050
~a-TTOEN 04D

[

Dias de almacenamiento

1:3%5?

N A

Figura 9. Evolucion de la luminosidad (L*), indice de rojo (a*) y indice de amarillo (b*) a lo largo del

tiempo.
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Como podemos apreciar en la grafica (figura 9), la atmdsfera con oxigeno ha presentado en
todo momento (exceptuando légicamente el punto inicial) valores de luminosidad superiores a

la atmdsfera 50/50.

Observamos una tendencia similar en ambos tratamientos, partiendo inicialmente de valores
negativos (-3,01) y por lo tanto mas préximos al verde, para progresivamente ir ascendiendo

hacia valores mas neutros, especialmente en el caso de la atmdsfera 50/50.

Del mismo modo que ocurre en el indice de rojo, parece ser que (exceptuando una ligera
caida en la atmdsfera 50/40/10 a dia 4) existe un ascenso de los valores a lo largo del tiempo,

siendo la atmédsfera 50/50 la que presenta en general un mayor indice de amarillo.

Tabla 9. Estudio estadistico de la evolucion de los parametros de color a lo largo del tiempo.

Tratamiento Dia 0 Dia 4 Dia7

L* 50 % CO2 /50 % N2 42,23+3,92 47,11+£3,93 47,32+1,28
50% C02/40%N2/10% 02 42,23+3,92 61,11+4,10 53,79+5,24

Sign. ns Rk ok
a* 50 % CO2 /50 % N2 -3,01+0,36 -1,78+0,28 -0,24+1,89
50%C02/40%N2/10% 02 _3,01+0,36 _-1,99+0,37 -1,11+0,69

Sign. ns ns ns
b* 50 % CO2/ 50 % N2 2,370,442 _2,08+1,10 -1,50£ 4,28
50%C02/40%N2/10% 02 _2,37+0,42 _4,62+0,98 -0,80+1,37

Sign. ns Ak ns

Medias de los valores con sus respectivas desviaciones tipicas; ns = p>0.1; t = p<0.1; * = p<0.05; ** =

p<0.01; *** = p<0.001.

Estadisticamente, se encuentran diferencias significativas en lo que a luminosidad (dias 4 y 7)
e indice de amarillo (dia 4) se refiere. Como acabamos de comentar en las graficas, en el caso de
la luminosidad la atmdsfera con oxigeno presenta resultados mads elevados, mientras que en el

caso del indice de amarillo la tendencia se invierte (tabla 9).
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5.4 indice de oxidacién del Acido Tiobarbitirico (TBA)

Los resultados obtenidos (figura 10), muestran unos valores bajos en general para todos los
tratamientos a lo largo de todo el periodo de almacenamiento, no superando en ningun caso

1-2 mg de MDA.kg " que se considera el valor limite aceptable en el pescado. (Connell JJ,

i ST ——TTO 50/50
Oxidacion lipidica
P —=—TTO 50/10/40

1975).

E D T T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 T
Tiempo (Dias)

Figura 10. Evolucién de la oxidacién lipidica expresada en mg malonaldehido / kg de muestra.

En los dos casos analizados se observan valores muy bajos de malonaldehido tanto para el
dia inicial como para los analizados a dia 7, lo cual pone de manifiesto la eficacia protectora de
la atmdsfera utilizada en los dos tratamientos. En el Tto. 50/50 hay valores algo mas bajos que
para el Tto. 50/10/40, aunque estadisticamente no salen diferencias significativas entre los dos

tratamientos (tabla 10).

Tabla 10. Estudio estadistico de la evolucion de la oxidacion lipidica.

Tratamiento Dia 0 Dia 4 Dia 7
TBA 50 % CO2 /50 % N2 0,11+0,52 0,18+0,11 0,09%0,01
50%CO2/40%N2/10%02 0,11+0,52 0,11+0.03 0,10+0,02
Sign. ns ns ns

Medias de los valores con sus respectivas desviaciones tipicas; ns = p>0.1; t = p<0.1; * = p<0.05; ** =
p<0.01; *** = p<0.001.

No se encontraron diferencias significativas entre las dos atmdsferas en ninguno de los dias

del estudio.
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5.5 Andlisis microbioldgicos
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Figura 11. Evolucidn del recuento de enterobacterias, mesofilos y psicrotrofos.

En enterobacterias el limite maximo permitido en pescado fresco, segun el BOE nim. 195.
Del 15/08/91, es de 3 Log UFC/g no superando en ninguno de los dos tratamientos los niveles
legales, a excepcidon del dia 4, donde el tratamiento 50/50 si que muestra recuentos por
encima de 10° UFC/g (figura 11). Debido a que el siguiente punto de esta atmdsfera obtiene
recuentos mds bajos, podriamos achacar este incremento a la variabilidad individual entre
muestras, dado que probablemente la carga microbiana inicial en las muestras empleadas a

dia 4 puede ser mayor que las demas.

El recuento inicial de mesdfilos es bajo para los dos tratamientos, para comenzar un
ascenso progresivo durante los dos siguientes dias a estudio. Sin embargo, la evolucién de
ambas atmodsferas es similar y no se observan diferencias resefiables en ambos

comportamientos.

En ningln caso se supera el valor maximo aceptable por gramo de alimento de 10° UFC
(BOE nuim. 195. Del 15/08/91), aunque se aprecia como a dia 7 los recuentos ya se encuentran
muy proximos al limite. Esto indica una buena calidad microbioldgica del producto para los dos

tipos de tratamientos a lo largo de 7 dias.
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En el caso de los microorganismos psicrétrofos si parece que la atmédsfera juega un papel
diferenciador, puesto que el recuento para MAP 50/40/10 es mayor (6,68 + 0,08) que para
MAP 50/50 (5,94 + 0,10) superando en el primer caso, a dia 7, los limites legales permitidos
(10° UFC/g). Dado que se tratan de microorganismos aerobios, y que el tiempo de incubacion
en este caso es mayor (7 dias) la presencia de oxigeno si que parece haber favorecido el

crecimiento microbiano.

Tabla 11. Estudio estadistico del analisis microbioldgico.

Tratamiento Dia0 Dia 4 Dia7
Enterobacterias 50 % CO2 /50 % N2 1,69£0,24 2,91+1,02 2,16%0,37
50%CO2/40%N2/10%02 1,69+0,24 2,50+0,52 2,77+0,03
Sign. ns ns *

Mesofilos 50 % CO2 /50 % N2 2,80+0,11 4,51+046 4,83+0,41
50%CO2/40%N2/10%02 2,80+0,11 4,60+0,17 5,24+0,68

Sign. ns ns ns
Psicrotrofos 50 % CO2 / 50 % N2 4,22+0,22 6,10+0,85 5,94+0,10
50%CO2/40%N2/10% 02 4,22+0,22 5,38+1,32 6,68+0,08

Sign. ns ns Rk

Medias de los valores con sus respectivas desviaciones tipicas; ns = p>0.1; t = p<0.1; * = p<0.05; ** =
p<0.01; *** = p<0.001.

Sélo se han detectado diferencias significativas a dia 7 en enterobacterias y aerobios
psicrotrofos, existiendo en este Ultimo caso un elevado nivel de significacion (***). En ambos
casos, la atmésfera con oxigeno presenta los valores mas elevados, por lo que como hemos
comentado la presencia de este gas ha facilitado un mayor crecimiento. En el caso de los
aerobios meséfilos no se encuentran diferencias pero si que puede apreciarse como los valores
medios de los recuentos son también mas elevados en el caso de la atmdsfera con oxigeno

(tabla 11).

Investigacidn de Salmonella spp./Shigella y Listeria monocytogenes en perca

Tabla 12. Resultados del estudio de presencia/ausencia de Salmonella spp. y Shigella.

Tratamiento | Dia 0 Dia 4 Dia7 Dia 10

Tratamiento 50 / 50 Ausencia en 25 g. Ausenciaen 25g. Ausencia en 25g. Ausencia en 25 g.
Tratamiento 50 / 40 / 10 | Ausencia en 25 g. Ausencia en 25g. Ausencia en 25g. Ausencia en 25 g.
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Tabla 13. Resultados del estudio de la presencia/ausencia de Listeria monocytogenes

Tratamiento | Dia0 Dia 4 Dia 7 Dia 10

Macro 50 / 50 Ausencia en 25 g. Ausencia en 25 g. Ausencia en 25g. Ausenciaen 25g.
Macro 40/30/30 Ausencia en 25 g. Ausenciaen 25g. Ausencia en 25g. Ausencia en 25g.

Tras la realizacion del estudio sobre la posible presencia de Salmonella spp. Y Listeria
monocytogenes en perca se determind ausencia de ambos microorganismos en todas las

muestras analizadas.

5.6 Anadlisis sensorial

Valoracion sensorial perca 50/50 Valoracion sensorial perca 50/40/10

_5ti?EC' 0 ASPECTO
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Figura 12. Evolucién del analisis sensorial de las atmésfera 50/50 y 50/40/10 a lo largo del tiempo.

En las graficas se muestran los resultados obtenidos para el pescado cocinado. Los valores
resultantes son una media de las valoraciones de los siete catadores para las muestras

evaluadas.

En los ejemplares de perca estudiados, partiamos de una buena calidad higiénica que junto
con el correcto envasado y el almacenado de las muestras han permitido controlar el
crecimiento bacteriano y mantenerlo en unos niveles aceptables lo que ha determinado, junto

con los bajos niveles de oxidacion obtenidos, la buena calidad organoléptica de las muestras.

Esto queda reflejado en las valoraciones del andlisis sensorial, que hasta dia 10 no aportan

calificaciones por debajo del 5, lo que indica la buena conservacién de las muestras.
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Dia 0 Dia 4 Dia7 Dia 10
Aspecto 50 % CO2 / 50 % N2 8,57+0,51 7,00+0,68 593+1,20 5,57+1,39
50%CO2/40%N2/10%02 8,57%0,51 6,86+0,66 6,50+0,76 5,14+ 1,07
Sign. ns ns ns ns
Olor 50 % CO2 / 50 % N2 8,36+0,63 6,50+0,94 6,14+1,56 5,43+0,97
50%C02/40%N2/10%02 8,36+0,63 6,64 £1,27 6,43+1,09 5,29+1,50
Sign. ns ns ns ns
Firmeza 50 % CO2 / 50 % N2 7,79+0,80 6,79 £0,70 550+1,40 5,57+0,53
50%C02/40%N2/10%02 7,79+0,80 6,79 £0,70 5,79+1,19 5,43+1,13
Sign. ns ns ns ns
Jugosidad 50 % CO2 / 50 % N2 7,93+0,47 5,64 £1,08 5,14+0,95 5,29+0,76
50%C02/40%N2/10% 02 7,93+0,47 5,93 +£+1,27 5,36+0,84 5,14+0,90
Sign. ns ns ns ns
Flavor a fresco 50 % CO2 / 50 % N2 8,64+0,50 6,50 £1,02 550+1,45 5,29+0,76
50%C02/40%N2/10%02 8,64+0,550 6,64 £1,00 593+1,14 5,14+0,90
Sign. ns ns ns ns
Flavor
indeseable 50 % CO2 / 50 % N2 0 0 0,50+0,65 0,71+0,76
50% C0O2/40% N2 /10 % 02 0 0 0,21+0,43 1,71+1,38
Sign. ns ns ns ns
Aceptabilidad 50 % CO2 /50 % N2 8,50+0,52 6,57 £0,94 5,86+1,29 5,14+0,90
50% C02/40%N2/10% 02 8,50%0,52 6,71 £1,07 6,21+0,97 4,14+1,77
Sign. ns ns ns ns

Medias de los valores con sus respectivas desviaciones tipicas; ns = p>0.1; t = p<0.1; * = p<0.05; ** =

p<0.01; *** = p<0.001.

Como podemos observar en los datos hasta dia 7 son bastante aceptables, solamente a dia

10 en la aceptabilidad general y flavor indeseable el tratamiento de perca con 50 % de CO2,10 %

de 02 la puntuacién esta fuera de lo aceptable organolépticamente , lo que hace pensar que la

atmdsfera 50/50 daria mejores resultados, ya que a dia 10 las puntuaciones estan mejor

valoradas. Por lo general no hay diferencias significativas entre un tratamiento y otro (tabla 14).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION BONITO

6.1 Concentracion de gases en el espacio de cabeza

Como se ha citado en los anteriores experimentos de merluza y perca la concentracién de
gases del espacio de cabeza, sufre una evolucidon a lo largo del tiempo, y genera un
microambiente determinado en el interior del envase. Dichas variaciones se deben a la

interaccion con la muestra y al crecimiento microbiano.

En nuestro caso, en lo referido al CO, (figura 13) se observa una ligera disminucién de las
concentraciones a lo largo del tiempo en el tratamiento macro 50 / 50 (Unico formato con
ausencia de O,) debido probablemente a la solubilizacién de una pequefia proporcién de este
compuesto en la fraccidon liquida del musculo (Ruiz-Capillas & Moral, 2001). En el resto de
tratamientos se observa un pequefio aumento en la concentraciéon de CO, que como vemos en
la figura 13 va en relacién a la disminucién progresiva del O, en el envase. Esto por tanto no
indica que la cantidad de CO2 haya aumentado, sino que al haber disminuido la cantidad de O,

la proporcidon de CO2 aumenta respecto al valor inicial.

Progresion % CO,

Progresion % 0,

Dias
—+—TT0 40/30/30 N super —=—TT0 40/30/30 Ar super ——TT0 40/30/30N super —=-TT040/30/30Ar super
TT0 50/50 N macro —=TT0 40/30/30 N macro TT050/50N macro ——TT040/30/30N macro

Figura 13. Evolucidn de la proporciéon de CO,y O, en las bandejas a lo largo del tiempo.

En la progresidon del oxigeno a lo largo de los 10 dias de almacenamiento se observa una
constante disminucion en todos aquellos tratamientos con presencia de este gas, debido
probablemente al consumo causado por el crecimiento el microbiano en el interior del envase

(Sivertsvik, 2005).
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6.2 Medida del pH

Las medidas de pH sufren un pequefio incremento el dia 4 respecto a los valores iniciales,
especialmente en los tratamientos con atmédsfera 40 / 30 / 30 (N,) para posteriormente
mantenerse mas o menos constante hasta el dia 10 (figura 14). Este incremento puede deberse
a la presencia de sustancias bdsicas como amonio y TMA producidas por la accidn bacteriana en
el muasculo (Hebard et al., 1982). Pese a que algunos estudios en tunidos en atmésfera
modificada revelan un aumento constante del pH a lo largo del tiempo (Ruiz-Capillas, 2004;
Lopez-Galvez et al., 1995), la solubilidad de una parte del CO, formando acido carbédnico y por

tanto acidificando el medio (Daalgard, P., 1993) podria contrarrestar este efecto.

pH

Dias

—+—TT0 40/30/30 N super —B-TT0 40/30/30 Ar super
TTO 50/50 N macro ==TT0 40/30/30N macro

Figura 14. Evolucion del pH a lo largo del tiempo.

Tabla 15. Estudio estadistico de los valores de pH a lo largo del tiempo.

Tratamiento Dia0 Dia 4 Dia 7 Dia 10
pH Macro 50/50 5,80+0,01° 585+0,01° 5,80 +0,02° 5,75 +0,05°
Macro 40/30/30 560+0,01° 594+0,03" 573 +0,13° 5,83 +0,09°

Super 40/30/30(N;)  573+001° 589+014®® 588 +0,03° 5,84 +0,06°
Super 40/30/30 (Ar) 5,80 +0,02° 5,82+0,06° 5,79 +0,08° 5,82 +0,08"

Sign ok ok * %% *

Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas entre las medias de los valores; ns = p>0,1; t = p<0,1; * =
p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.

El estudio de los valores obtenidos indica que el pH se mantiene constante a pesar de
pequefias variaciones en los cuatro tipos de tratamientos. Se observan diferencias significativas
a nivel estadistico (tabla 15), éstas parecen deberse mas a la poca dispersidon de datos en todos

los grupos que a diferencias resefiables entre las medias. Ademas, las diferencias encontradas
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no parecen seguir un mismo patrén en todos los puntos de estudio. A excepcion del punto
inicial, la bandejas con argén han mostrado los valores mds elevados, aunque como hemos

comentado, las diferencias son de apenas unas décimas y por tanto no muy a tener en cuenta.

6.3 Medida del color

En el punto de control inicial (dia 0), se midié por espectrofotometria de refractancia el color

las cuatro muestras iniciales y se expresé como media de las diez medidas realizadas en cada

una de ellas.
5 L* Dorsal 15 a* Dorsal
45 15
Pl —
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30

; 05 / 2 N P 0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 45

X Dias de almacenamiento
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——T70 40/30/30N super —2-TT040/30/30 Ar super ——TT040/30/30N super -2-TT040/30/30 Ar super
TT0 50/50N macro ==TT040/30/30N macro TT050/50N macro ==TT040/30/30N macro

10 - b * Dorsal

0 T \ \

0 2 4 B 8 10
Dias de almacenamiento
——TT040/30/30N super =8-TT040/30/30 Ar super
TTO 50/50 N macro ==TT0 40/30/30 N macro

Figura 15. Evolucion de la luminosidad (L*), a indice de rojo (a*), lo indice de amarillo (b*) largo del

tiempo.

Como podemos apreciar en la grafica (figura 15), las dos atmdsferas en formato macro
presentan valores relativamente constantes a lo largo de los 10 dias. Sin embargo, se observa
como las muestras en formato super, partiendo inicialmente con una luminosidad mas baja, van

progresivamente aumentando hasta el Ultimo dia de estudio.

En cuanto al indice de rojo, también podemos observar diferencias en funcién del formato de
envasado. Las muestras envasadas en formato macro parecen tener mayores valores (es decir,

positivos, mds cercanos al rojo) que las muestras en formato stper (en torno a 0, por tanto en
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un punto intermedio entre las cromaticidades roja y verde). De todos modos conforme avanzan

los dias todos los tratamientos parecen tender hacia un valor de 0.

En el indice de amarillo no parece apreciarse ninguna tendencia que difiera de los demas, de

hecho en todas ellas la evolucién es muy similar. Cabe destacar que los valores son siempre

positivos, lo que nos indica una mayor intensidad de la cromaticidad del amarillo.

Tabla 16. Estudio estadistico de los valores de color a lo largo del tiempo.

Tratamiento Dia 0 Dia 4 Dia7 Dia 10
L* Macro 50 / 50 40,07 +1,23° 44,73+2,43° 40,72+3,84°° 47,07 +2,54°
Macro 40/ 30/ 30 39,34+1,63° 38,49+3,87° 44,49+3,18° 42,95 +4,23°
Super 40 /30/30(N2) 33,56+0,99° 38,68+2,72° 39,81+2,77° 44,29+2,01%°
Super 40/30/30 (Ar) 30,52+1,50° 39,41+2,04° 42,72+4,27° 44,72 +2,42°
Sign. Kk ok Kk ok * % % * %k
a* Macro 50 / 50 1,57+0,19° 3,21+3,59° 0,24+0,73° -0,33+0,29"
Macro 40 / 30 / 30 1,14+0,42° 2,43+1,06° 1,48+0,68° 0,97 +0,88°
Super40/30/30(N2) -0,48+0,28° -0,20+1,19° -0,17+1,25"° -0,57 +0,30°
Super40/30/30(Ar) 0,36+0,56° 0,86+1,11° -0,45+0,77° -0,53+0,70°
Sign. *k K %k % * %k % * %k
b* Macro 50 / 50 735+0,89° 538+1,00° 7,06+383" 6,55+0,51%
Macro 40/30/ 30 396+065° 801+1,73° 954+1,72° 5,90+1,38
Super40/30/30(N2) 3,71+0,19° 540+1,41° 6,38+1,04° 6,74+1,11°
Super40/30/30(Ar) 2,56+0,39° 6,95+1,25° 7,82+1,44° 6,92+1,59"
Sign. * %k %k * %k %k %k k t

Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas entre las medias de los valores; ns = p>0,1; t = p<0,1;
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.

Estadisticamente se han encontrado diferencias significativas entre los tratamientos, tanto

en luminosidad, indice de rojo e indice de amarillo (tabla 16).

En cuanto a los valores de L*, vemos diferencias muy significativas en todos los puntos de
estudio, aunque la tendencia respecto al orden de los grupos no es siempre la misma. Si que
podemos observar que, en general, las muestras formato supermercado han mostrado valores

mas bajos, si bien esto no se cumple todos los dias analizados.

Sobre el indice de rojo también podriamos comentar algo similar, puesto que existen
diferencias muy significativas entre los tratamientos en todos los puntos y, a excepcidn del dia O,
las muestras en formato supermercado también experimentan valores mas bajos que las

envasadas en formato macro.
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En el indice de amarillo, pese a encontrarse diferencias significativas entre los grupos, no
parece que éstas sigan una evolucién légica y continuada en el tiempo, puesto que los

tratamientos con valores maximos y minimos se alternan en los diferentes puntos de control.

6.4 indice de oxidacidn del Acido Tiobarbitirico (TBA)

Los resultados obtenidos (Fig. 16), muestran unos valores bajos a dia 7 para los formatos

macro siendo la atmdsfera mas efectiva frente a la oxidacién el tratamiento macro 50 % CO, /

50 % N.

En formato supermercado los dos tipos de tratamientos siguen una evolucion similar,
mostrando valores mas elevados que los obtenidos en el formato macro, el cual en ningun
momento supera los 2 mg de MDA.kg ™' que se considera el valor limite aceptable en el

pescado (Connell JJ, 1975).

MALONALDEHIDO BONITO FRESCO

_ L] w
[ B SC RS, B JU RS |
I L L L L

mg MAD/Kg musculo

o
o O =

—+—TTO 40/30/30 N super —=—TT0O 40/30/30 Ar super
TTO 50/50 N macro ==TT0 40/30/30N macro

Figura 16. Evolucién de la oxidacion lipidica expresada en mg malonaldehido / kg de muestra

Tratamiento Dia 0 Dia 4 Dia?7 Dia 10
TBA Macro 50 / 50 0,06 +0,09° 0,62+0,36 1,00+0,42° 0,83+0,22°
Macro 40/30/ 30 0,10+0,01° 1,39+0,51 1,50+1,56°° 1,67 +0,02°

Super40/30/30(N2) 0,02+0,06° 235+1,60 3,38+1,59" 3,804+0,90
Super40/30/30(Ar) 1,25+0,18" 3,50+1,66 3,25+0,46° 3,90+ 1,42°

*
kk x ns *

Sign.

Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas entre las medias de los valores; ns = p>0,1; t
= p=0,1; * = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.

Tabla 18. Estudio estadistico de los valores de TBA a lo largo del tiempo.
Estadisticamente (tabla 18) se observan diferencias muy significativas entre los cuatro grupos

a dia 0, donde el formato super con argdn presenta los mayores valores, seguido del formato
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macro 40 / 30 / 30, después el formato macro 50 / 50 y por ultimo el formato stper con
nitrégeno. Los dias 7 y 10 también se encuentran diferencias, aunque con menor significacion,

entre las muestras en formato macro (menor oxidacién) y las muestras formato super.

Pese a observarse valores medios de oxidacion elevados en el caso del formato
supermercado, es necesario resefiar la alta desviacidn tipica entre las diferentes réplicas
empleadas, lo que nos indica que en este caso la variabilidad individual ha jugado un papel

importante.

En cuanto a la accién de las atmdsferas, no parece que éstas supongan un factor demasiado
relevante para este parametro, lo que entra en concordancia con algun estudio realizado con

filetes de atun (Lopez-Galvez et al., 1995).

6.5 Andlisis microbioldgicos

30 Enterobacterias 50 Aerobios mesofilos

o
[

LOG UFC/g
~
[=]

LOG UFC/g

Dias Dias
=4=NMACRO 50/50 - MACRO 40/30/30 =4#=NMACRQ 50/50 == MACRO 40/30/30

SUPER40/30/30 (N2) == SUPER40/30/30 (Ar) SUPER40/30/30(N2) === SUPER40/30/30 (Ar}

80 Aerohios psicrotrofos

15

7.0 /.
6,5
6,0 )
55
50
45
40

LOF UFC/g

0 2 4 6 8 10

Dias
=4=MACRO 50/50 == MACRO 40/30/30

SUPER40/30/30 N2) === SUPER 40/30/30 [Ar)

Figura 17. Evolucidn del recuento de enterobacterias, mesofilos y psicrétrofos.

En lineas generales, observamos que los cuatro tratamientos han experimentado una
evolucidn similar en el tiempo (figura 17), no superandose en ningin momento el valor

méximo permitido (10° UFC/g) a lo largo de los 10 dias del estudio. Por otro lado, se aprecian
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valores de recuento mds elevados en el caso de las muestras envasadas en formato super que
en aquellas envasadas en formato macro, lo que quedara mas detalladamente explicado en el

estudio estadistico.

En cuanto al recuento de aerobios mesdfilos, la tendencia no es del todo igual a lo
observado en el caso de enterobacterias, ni tampoco como veremos posteriormente con los
microorganismos psicrétrofos. En este caso, las muestras envasadas en formato macro han
mostrado recuentos mas elevados, quedando a dia 10 fuera del limite permitido (10° UFC/g).
De todos modos, en algunos puntos se han encontrado diferencias entre atmdsferas para un
mismo tipo de envase (ver tabla 19). Por ultimo destacar que hasta el dia 7 los cuatro

tratamientos han experimentado unos resultados microbioldgicos no demasiado elevados.

Aunque la legislacion no haga mencién expresa de este tipo de microorganismos, su
estudio es importante para hacernos una idea de la calidad organoléptica del producto. Al
igual que ocurre en el caso de las enterobacterias, las muestras envasadas en bandeja
individual han experimentado mayores recuentos. Partiendo de recuentos iniciales altos, se
observa una tendencia al alza especialmente en el caso del formato super con argén, donde a
dia 4 se superan las 10° UFC/g. Sin embargo, las bandejas formato macro se mantienen por
debajo de dicho limite hasta dia 7 inclusive. Posteriormente veremos cémo estos valores se

correlacionan con los resultados de la evaluacidn sensorial.
Tabla 19. Estudio estadistico del analisis microbiolégico.

Tratamiento Dia 0 Dia 4 Dia 7 Dia 10

Enterobacterias Macro 50 / 50 1,5+ 0,28° 1,22+0,29 1,3+0,00° 1,88 +0,36™

Macro40/30/30 2,26 +0,05° 1,54+0,07 2,050,06° 1,48 +0,00°

Super40/30/30(N2) 2,19+0,06° 1,71+0,58 2,09 +0,68° 2,51 0,96

Super 40 /30/30 (Ar) 1,77+0,25% 1,72+0,50 2,30+0,60° 2,81 +0,43°
Sign. * ns * *

Meséfilos Macro 50 / 50 3,38 +0,00° 4,41 £ 0,39° 4,08+0,00 7,00 0,04
Macro40/30/30  2,19+0,01° 4,80+0,13° 3,49+0,00 7,32+0,09°
Super 40 /30 /30 (N2) 2,78 +0,03° 2,87 +0,83" 3,53+0,73 3,78 +0,54°

Super 40 /30 /30 (Ar) 2,40+0,13" 3,61+0,69°° 3,24+0,41 4,30+0,57°
Sign. * ook ok ok ns sk o
Psicrotrofos Macro 50 / 50 4,93 +0,05° 5,48 +0,07° 5,65+0,35° 7,56+1,79

Macro40/30/30 5,44 0,0Sb 5,18+0,75° 5,71+0,66° 7,24+0,70
Super40/30/30(N2) 5,98+ 0,00° 5,68 +0,55" 6,55+ 0,59b 6,72 +0,76
Super40/30/30(Ar) 6,00+ 0,01° 6,48 + 0,61b 6,82 0,61b 7,58+0,43

sign. * %% * % * % ns

Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas entre las medias de los valores; ns = p>0,1; t = p<0,1; * =
p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.
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Una vez realizado el estudio estadistico vemos como en lo que a enterobacterias se refiere,

se encuentran diferencias significativas a dia 0 entre el formato macro 50/50 (recuentos mas
bajos) y las atmdsferas con O, y N, en ambos formatos, a dia 4 entre el formato macro 50/50 y
el resto de tratamientos y a dia 10 entre el formato macro 40/30/30 y el formato stper con Ar,

quedando los otros dos en una posicién intermedia (tabla 19).

En el caso de aerobios mesdfilos, se detectan diferencias muy significativas entre los
tratamientos a dias 0, 4 y 10. A dia 0 existen diferencias entre todos los tratamientos, siendo el
formato macro 40/30/30 el que mostré valores mas bajos, seguido del stiper con Ar, stper con
N, y macro 50/50. A dia 4 ya comienzan a vislumbrarse diferencias en funcién del formato,
siendo éstas entre los dos formatos con atmdsfera 40/30/30 con N2, donde el formato super
mostré recuentos mas bajos y quedando los otros dos tratamientos en una posicidn
intermedia. A dia 10, las diferencias ya se deben unicamente al tipo de formato, con valores

mayores en el tipo macro (tabla 19).

Para los microorganismos psicrotrofos, las diferencias (con alto grado de significacion) se
dan a dias 0, 4 y 7, no observandose por el contrario a dia 10. En este caso vemos como las
muestras almacenadas en formato macro con atmdsfera 50/50 presentan los mejores
resultados, habiendo diferencias entre éstas, las envasadas en formato macro 40/30/30 y los
dos tratamientos en bandeja super para dia 0. A dia 4 las muestras individuales con Ar se
diferencian del resto (mayor recuento), y por ultimo, a dia 7 ya se observa una clara
diferenciacidon en funcién del formato, siendo el tipo macro el que obtuvo mejores valores

(tabla 19).

Investigacién de Salmonella spp./Shigella y Listeria monocytogenes en bonito

Tabla 20. Resultados del estudio de presencia/ausencia de Salmonella spp. y Shigella

Tratamiento

Dia 0

Dia 4

Dia7

Dia 10

38

Macro 50 / 50 Ausencia en 25 g. Ausenciaen 25g. Ausencia en 25g. Ausenciaen25g.
Macro40/30/30 Ausencia en 25 g. Ausenciaen 25g. Ausencia en 25g. Ausenciaen25g.
Super 40 /30 /30 (N2) [ Ausencia en 25 g. Ausencia en 25g. Ausencia en 25g. Ausencia en 25 g.

Super 40 /30 / 30 (Ar)

Ausencia en 25 g.

Ausencia en 25 g.

Ausencia en 25 g.

Ausencia en 25 g.
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Tabla 21. Resultados del estudio de la presencia/ausencia de Listeria monocytogenes

Tratamiento

Dia 0

Dia 4

Dia?7

Dia 10

Macro 50 / 50
Macro 40/ 30/ 30
Super 40 / 30 / 30 (N2)
Super 40 /30 / 30 (Ar)

Ausencia en 25 g.
Ausencia en 25 g.
Ausencia en 25 g.
Ausencia en 25 g.

Ausencia en 25 g.
Ausenciaen 25 g.
Ausenciaen 25 g.
Ausenciaen 25 g.

Ausencia en 25 g.
Ausencia en 25 g.
Ausencia en 25 g.
Ausencia en 25 g.

Ausencia en 25 g.
Ausencia en 25 g.
Ausencia en 25 g.
Ausencia en 25 g.

Tal y como podemos apreciar en ambas tablas, no se detectd presencia ni de Salmonella spp.,

Shigella, y/o Listeria monocytogenes en ninguna de las muestras analizadas (tablas 20y 21).

4.6 Andlisis sensorial

El andlisis sensorial es uno de los parametros mas utiles a la hora de determinar la vida util y

la calidad organoléptica del pescado fresco ya que es el indicador que el consumidor va a utilizar

en realidad en la vida diaria.

La calidad organoléptica del pescado fresco depende fundamentalmente de dos factores.

Por un lado la flora presente (que determina el grado de descomposicion) y por otro la

oxidacion de la muestra, ambos responsables de la aparicion de sabores y olores

desagradables y de alteraciones en la textura y la apariencia del filete.

A continuacion, expondremos las graficas de la evolucion de las valoraciones del analisis

sensorial, comparando las diferentes atmdsferas para los dos formatos:

ASPECTO

ACEPTABILIDAD

FLAVOR
INDESEABLE

FLAVORFRESCO

OLOR

FIRMEZA

JUGOSIDAD

Macro40/30/30

ACEPTABILIDAD -

=4=Dia0

—&-Diad
FLAVOR |

Dia7 INDESEABLE

—==Dial0

FLAVORFRESCO

ASPECTO
10

Macro 50/50

OLOR

==Dia0
~B-Diad
7 FIRMEZA D7

=== Dia 10

JUGOSIDAD

Figura 18. Analisis sensorial de las atmdsferas empleadas en el formato macro.
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Tal y como observamos en las graficas (figura 18), en ambos tipos de atmdsfera para el
formato macro las valoraciones han sido muy similares y han llevado una evolucién bastante
parecida. Las valoraciones han sido superiores a 5 en todos los puntos de control a excepcion
del flavor a fresco en la atmdsfera 40 / 30 / 30, donde a dia 10 los valores medios fueron
ligeramente inferiores a 5. En general apreciamos puntuaciones ligeramente superiores para la
atmadsfera 50 / 50, donde la ausencia de oxigeno ha podido tener alguna influencia, aunque
como veremos en el andlisis estadistico, apenas se aprecian diferencias significativas entre
ambas. Esto nos indica una buena aceptacidon de este tipo de formato por parte de los
catadores, ya que se ha mantenido el aprobado en todos los parametros (excepto el sefialado

anteriormente) hasta el ultimo dia de ensayo.

sspecro Super 40/30/30 (N2) o 0 Super 40/30/30 (Ar)

ACEPTABILIDAD ACEPTABILIDAD OLOR

——Dia0 —=Dia0
~#-Diad —&-Dia4
FLAYOR | , FLAVOR | 4
INDESEABLE Dia7 INDESEABLE FIRMEZA Dia?
——Dial0 —=Dia10
FLAVORFRESCO—JUGOSIDAD FLAVORFRESCO—JUGOSIDAD

Figura 19. Analisis sensorial de las atmosferas empleadas en el formato super.

Del mismo modo que ocurre en el caso del formato macro , no existen apenas diferencias
en cuanto a la evolucion del analisis sensorial (figura 19) entre las dos atmdsferas utilizadas en
el formato bandeja super (ver mas detalladamente en el estudio estadistico). Si bien, en este
caso no podemos hablar de que las valoraciones hayan sido superiores a 5 en todos los dias de
analisis como ocurria en el caso del formato macro. Vemos como principalmente a dia 10, y en

algun parametro a dia 7, obtenemos valoraciones que no alcanzan el aprobado.

Ahora nos fijaremos en probablemente el parametro mds representativo de la calidad
sensorial de las muestras, como es la aceptabilidad global (figura 20), para hacer una
comparativa de los cuatro tratamientos a la vez, lo que nos dara visualmente una idea mas

clara de la tendencia que desarrolla cada uno de ellos.
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0 Aceptabilidad
9
8
g
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>
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4
3
0 2 4 6 8 10 12
——MACRO 50/50 Dias g MACRO 40/30/30
SUPER40/30/30 (N2) —=SUPER40/30/30 (Ar)
Figura 20. Evolucién de la aceptabilidad global de los dos formatos de envasado y sus atmadsferas
correspondientes.

Esta grafica (figura 20) nos muestra una légica disminucién de las puntuaciones de los
cuatro tratamientos estudiados, si bien podemos resaltar una visible diferenciacién
(especialmente a partir del dia 4) entre las muestras envasadas en formato macro (mejor
aceptadas sensorialmente) y las muestras envasadas en formato super.

Estos resultados se relacionan con los obtenidos a nivel oxidativo y microbioldgico
(enterobacterias y aerobios psicrotrofos) que como hemos apuntado previamente son los
factores de mayor influencia a nivel sensorial.

Tabla 22. Estudio estadistico de los resultados del analisis sensorial.
Tratamiento Dia0 Dia4 Dia 7 Dia 10
Aspecto Macro 50 / 50 8,00+0,71 6,93 1,12b 575+1,12 5,79 £1,03
Macro40/30/30 8,25+0,61 6,64+ 0,95ab 5,71+1,46 5,32 +1,09
Super40/30/30(N2) 8,25+0,88 6,34+ 0,993b 5,57 +1,21 5,07 £1,03
Super40/30/30(Ar) 8,08+0,92 5,98+1,39° 5,77 £1,20 5,20+ 0,92
Sign. ns t ns ns
Olor caracteristico Macro 50 / 50 8,17 +0,52° 6,5+1,41 6,14 + 1,08 5,36 = 1,13b
Macro40/30/30 825+0,42° 689+084 539+151 514+1,20%
Super 40 /30/30(N2) 9,00£0,00° 6,73+127 520+1,56 4,75+1,27%
Super 40/30/30(Ar) 9,00+ 0,00b 6,11 +1,34 534+1,16 4,41+1,03°
Sign. ok ns ns t
Firmeza Macro 50 / 50 7,58+0,49° 6,57 +1,02 6,14 £ 1,08 5,54 +1,08
Macro40/30/30 8,42 t 0,49b 6,54 + 0,95 5,68 +1,23 5,43 +1,11
Super40/30/30(N2) 8,58+ O,49b 6,68 £ 0,81 5,68 +1,01 5,14 +£1,03
Super40/30/30(Ar) 8,25+ 0,42b 6,52 + 0,86 5,50+ 0,84 5,30+ 1,05
Sign. ok ns ns ns
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Jugosidad Macro 50 / 50 7,67+0,82 6,75 0,61bc 6,00+154 5,79 0,99b
Macro40/30/30 7,17+0,68 6,89+0,86° 625+1,12 5729+1,07"
Super40/30/30(N2) 6,83+1,03 5,77+0,79° 541+1,05 4,89+1,07°
Super40/30/30(Ar) 7,17+0,26 6,30+ 0,81b 5,43+1,49 5,04+0,94°
Sign. ns Hokk ns t
Flavor a fresco Macro 50 / 50 8,25+0,61 7,32% 1,20b 5,93+1,48 5,43 + 1,07
Macro 40/30/30 8,58+0,49 7,32+ 0,97b 5,68 1,25 4,71+1,63
Super40/30/30(N2) 858+0,49 6,46+1,04° 523+143 4,52+1,16
Super40/30/30(Ar) 8,58+0,49 6,86+ 1,28ab 498 +1,74 4,57 £1,20
Sign. ns t ns ns
Flavor indeseable Macro 50 / 50 0,17+0,26 0,39+0,63 0,86+0,89° 1,36+1,01°
Macro40/30/30 0,08+0,20 0,21+0,43 1,00+0,73° 1,50+ 1,33ab
Super40/30/30(N2) 0,00+0,00 0,73+0,89 1,64+ 1,19ab 2,36 1,35b
Super40/30/30(Ar) 0,17+0,41 0,71+0,96 2,14+1,87° 2,29+1,49°
Sign. ns ns * *
Aceptabilidad Macro 50 / 50 8,67+0,52 7,29+1,14 579+1,27° 553+1,12°
Macro40/30/30 850+045 7,21+099 575% 1,12b 5,04 + 1,393"’
Super40/30/30(N2) 883+052 646+1,16 4,96+1,45"° 434+1,29°
Super40/30/30(Ar) 8,67+0,552 6,86+1,25 4,82+ 1,29b 4,52 +1,21°
Sign. ns ns * *

Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas entre las medias de los valores; ns = p>0,1; t = p<0,1; * = p<0,05; ** =
p<0,01; *** = p<0,001.

Una vez realizado el analisis estadistico, se han detectado diferencias significativas en
algunos parametros en los diferentes dias del estudio (tabla 22). En el punto inicial, existen
diferencias con alta significacién en cuanto a olor caracteristico y firmeza. En el primer caso,
éstas se han dado entre las muestras con formato macro (menor puntuacién) y las bandejas
superes. En cuanto a la firmeza, las diferencias existen entre las muestras macro 50/50 y el

resto, teniendo las primeras puntuaciones algo inferiores.

El dia 4, se han encontrado diferencias muy significativas en jugosidad, en concreto entre el
tratamiento macro 40/30/30 (mayor valoracidn, por tanto mas jugoso), el formato super
40/30/30 (Ar) y por ultimo y peor valorado el formato stiper 40/30/30 (N,). El formato macro
50/50 queda entre los dos primeros sin haber diferencias entre ellos. También existe una
tendencia en aspecto y flavor a fresco, siendo en ambos casos las muestras del formato macro

mejor valoradas.

El dia 7 se encuentran diferencias significativas en cuanto a flavor indeseable, entre el

formato super con argén (mayor puntuacion) y los dos formatos macro, y también
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aceptabilidad, dandose diferencias entre los dos formatos macro (mejor valorados) y el

formato super con argon.

El dltimo dia del estudio se detectaron diferencias significativas en flavor indeseable y
aceptabilidad, y una tendencia en olor caracteristico y jugosidad. En todas ellas, el tratamiento
macro 50/50 obtiene las mejores calificaciones, habiendo diferencias entre éste y los dos

formatos superes, quedando el formato macro 40/30/30 en una posicion intermedia.

7. CONCLUSIONES EN MERLUZA

Basandonos en los bajos niveles de oxidacién y recuentos microbioldgicos, podemos
afirmar que las muestras de merluza alcanzan unos aceptables niveles de conservacién a lo
largo de los 7 dias tras su envasado, por lo que la atmdsfera modificada ha supuesto un

incremento de la vida util del producto.

En rasgos generales, la atmdsfera 50 % CO, / 50 % N, ha mostrado ligeramente mejores
resultados que la atmdsfera 50 % CO, / 40 % N, / 10 % O,. Este hecho queda especialmente

reflejado en oxidacidn y carga microbioldgica.

8. CONCLUSIONES EN PERCA

En los estudios efectuados para los dos tipos de tratamientos, los resultados en cuanto a
conservacioén de propiedades organolépticas del producto y flora microbiana son satisfactorios
(cumplen los limites legales, segin el BOE num. 195. Del 15/08/91, en el periodo de

conservacién de 7 dias).

Entrando mas en detalle se podria pensar que la proporcion de gases 50/50 mejora
ligeramente los resultados en cuanto a calidad organoléptica, flora microbiana, TBA y color

alargando minimamente la vida util en el producto.

9. CONCLUSIONES BONITO

En general podemos decir que ambos tipos de envasado, en las diferentes atmdsferas
estudiadas, han sido efectivos para mantener la calidad organoléptica del producto a lo largo

de los 10 dias del experimento.

Especialmente, esto queda reflejado desde un punto de vista microbioldgico, donde
practicamente no se superan los limites establecidos por la legislacién en ningun punto. En

cuanto a la influencia del tipo de envase, parece ser que las muestras envasadas en formato
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macro han experimentado una mejor conservacion, y dentro de éstas, la atmdsfera 50 % CO, y

50 % N, ha mostrado en general mejores resultados.

En cuanto al analisis sensorial, se ha observado una correlacién con los resultados
obtenidos en microbiologia, ya que las muestras en formato macro han tenido una mejor
aceptacion por parte del panel de consumidores, siendo de nuevo la atmésfera 50 % CO, y 50
% N, la mejor valorada, aunque sin demasiadas diferencias respecto a la atmdsfera 40 % CO, /

30%0,/30%N,.

Otro parametro que parece haber sido afectado por las diferentes condiciones a las que
han sido sometidas las muestras es la oxidacién. Aqui las muestras en formato macro han
mostrado valores mucho mas bajos, y en ningin momento han superado los limites de

aceptabilidad.

En el resto de parametros no se han observado claras diferencias en funcién del tipo de
envasado y/o la atmdsfera empleada, si bien el indice de rojo (color) ha sido superior en las

muestras en formato macro.

Por tanto, en general el formato macro ha resultado ser algo mas efectivo que el formato
supermercado, siendo cierto que las condiciones de almacenamiento del primero (camara fria
a oscuridad, y por tanto sin efecto de la luz) no son las mismas que en el formato super ni

representan las condiciones de mercado.

No se han observado diferencias muy destacables entre los tipos de atmésfera empleados,
aunque la ausencia de oxigeno en la atmodsfera 50 / 50 ha supuesto un freno para el

crecimiento microbiano con la consecuente repercusion a nivel sensorial.
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TRAT. PERCA 50% CO, /50 % N, TRAT.PERCA50%CO,/10% 0O,/ 40 % N
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