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1. RESUMEN

Para llevar a cabo el presente trabajo, se obtuvieron extractos a partir de un
subproducto de elaboracion de la cerveza, el bagazo (BSG), procedente de una
cerveceria artesana local. A este subproducto se le realizd una extraccion de compuestos
fenolicos en medio acuoso con Ultrasonidos, tras la cual, el extracto resultante se
liofilizo y se afadid en diferentes concentraciones (1000 y 3000 mg/kg) a hamburguesas
de carne de cerdo, que fueron envasadas en atmdésfera modificada y almacenadas en

refrigeracion (4+1°C) durante 9 dias.

Se realizaron analisis fisico-quimicos y microbioldgicos relacionados con la
calidad de la carne a estas hamburguesas y se compararon con muestras sin ningun tipo
de aditivo (CONTROL-) y con ascorbato sédico (1000 mg/kg carne, CONTROL+). El
color de las hamburguesas resulté afectado por los distintos tratamientos, siendo el lote
CONTROL+ el que present6 valores de luminosidad (L*) y a* més elevados tras 4 y 9
dias de almacenamiento (P<0,01). El lote CONTROL- fue el que menores valores de a*
presentd (P<0,05) durante todo el periodo de almacenamiento. Los lotes BSG 1000 y
BSG 3000 mostraron valores méas bajos del parametro a* que el lote CONTROL+, pero
mas elevados que el lote CONTROL- (sin aditivo), por lo que se pudo evidenciar su
capacidad conservante del color. En cuanto a la oxidacion lipidica, los valores de TBA
aumentaron significativamente (P<0,05) durante todo el periodo de almacenamiento,
siendo el lote CONTROL+ el que presentd reacciones de oxidacién menos intensas tras
4 (P<0,01) y 9 (P<0,001) dias de refrigeracion en comparacion con el resto de
tratamientos. La adicion de 1000 y 3000 mg/kg a las hamburguesas fue eficaz para
reducir la oxidacion lipidica frente al lote CONTROL- en el dia 4 de almacenamiento
pero fue menos efectiva para reducir la oxidacion lipidica que la adicion de ascorbato
sodico después de 9 dias (P<0,01). Los valores de oxidacidon proteica no se vieron
afectados ni por el tiempo de almacenamiento durante los 9 dias de refrigeracion ni por
la adicion de extractos. Los recuentos de bacterias acido lacticas, Enterobacterias totales
y microorganismos psicrofilos, presentaron un aumento significativo tras 4 y 9 dias
(P<0,05). Respecto a la adicién de extractos, en el dia 4, el lote BSG 1000 fue el que
menores recuentos de Enterobacterias totales y psicréfilos tuvo (P<0,001), mientras que
en el dia 9, fue el lote CONTROL- el que tuvo menores recuentos de éstos (P<0,001 y

P<0,05). En cuanto a los recuentos de bacterias acido lacticas, los lotes con extracto de



bagazo liofilizado presentaron menores recuentos que el CONTROL- después de 4 dias
de almacenamiento en refrigeracion. Por tanto, el empleo de extractos de bagazo
liofilizado podria ser de interés como aditivo en productos carnicos debido, sobre todo,
al aumento de la estabilidad lipidica y el efecto conservante del color rojo, como se
demuestra en el presente estudio en hamburguesas de carne de cerdo almacenadas

durante 9 dias bajo condiciones de refrigeracion y atmaésferas protectoras.
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2. INTRODUCCION
2.1. Historia de la cerveza

La produccion de cerveza se remonta a miles de afios. La primera receta escrita
para su elaboracidn se encontr6 en hallazgos arqueoldgicos de la antigua Sumeria. En el
antiguo Egipto, la cerveza formaba parte de la dieta basica de la poblacién, adquiriendo
una sélida dimensién industrial en la época de los faraones, (Cervecistas, 2020). En la
antigua Grecia, al tener mas terrenos dedicados al cultivo de vifiedos, la cerveza se
sustituyd por el vino, costumbre que fue tomada por el Imperio Romano, quedando la
cerveza desplazada al norte de Europa, donde existia una gran influencia de las tribus
germanicas, especialmente en Gran Bretafia, Bélgica y Alemania. Hasta el siglo V,
cuando las tribus germanicas comienzan a invadir el Imperio Romano, no seré cuando la

cerveza vuelva a adquirir protagonismo en Europa (Barber, 2014).

En la Edad Media, con Carlomagno, la cerveza adquirié un gran apogeo y se
comenzd a comercializar en grandes cantidades, aunque fue en los monasterios donde se
concentrd la mayor produccion. En el siglo XVI se comprobé que el Iupulo prolongaba
eficientemente la vida util de la cerveza, aunque no fue hasta el siglo XVII cuando
Inglaterra lo emplea en sus elaboraciones. La produccion de cerveza pasé de ser un
monopolio del clero a ser elaborada por el pueblo en el afio 1516 en Baviera. El dugue
Guillermo 1V, que tenia concesién sobre la cebada, regul6 la produccién de cerveza con
la “Ley de Pureza de 1516” el 23 de abril de 1516, donde se establecia que los
ingredientes basicos y Unicos que debia contener la cerveza son: agua, malta, IUpulo y

levadura (Cervecistas, 2020).

En el siglo XVI hubo importantes avances tecnologicos en la industria
cervecera. Los monasterios de Baviera, por prohibicion del Duque Alberto V de
Baviera, tuvieron que dejar de elaborar durante los meses estivales, por lo que solo la
podian almacenar. Estas circunstancias provocaron la produccion de la cerveza tipo

Lager, con un sabor méas acentuado y una apariencia més clara (Cervecing, 2017)

En 1842, un maestro cervecero aleman, de Pilsen, comenzd a controlar la
temperatura en el malteado de la cebada para poder conseguir un color dorado. La
seleccion de las levaduras ayudd a la fermentacion, consiguiendo una mayor

transparencia. Con este estilo, Pilsen, se consagro uno de los estilos mas consumidos en
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el mundo. Durante la revolucion industrial, en Inglaterra, se comenzo a vender cerveza
en los pubs. La cerveza se fue convirtiendo en una bebida popular, que con ayuda de la
microbiologia, con el descubrimiento de la naturaleza de las levaduras, los medios de
transportes u otras innovaciones como la refrigeracion o el envasado, permitié que se

pudiera elaborar durante todo el afio (Cervecistas, 2020).

Actualmente, a la hora de beber una cerveza, se tiene en alta estima la diversidad
y la calidad, con ello surgen nuevas tendencias para recuperar aquellas cervezas mas
tradicionales perdidas por el paso del tiempo como las cervezas de trigo Belgas, las

amargas o las Indian Pale Ale (IPA) (Cervecing, 2017).
2.2. El sector cervecero

El consumo de cerveza en los hogares espafioles al finalizar el afio 2020 ha
incrementado un 29% con respecto al afio anterior, recuperando, de esa forma el
descenso puntual que habia sufrido el consumo de cerveza desde el afio 2008. En el afio
2020 hubo un crecimiento con relacion al consumo per cépita, cerrando en 23,31 litros
por personas, supone una variacion del 28,7%, el equivalente a consumir 5,20 litros por
persona y periodo de estudio (MAPA, 2021).

TABLA 2. 1. Resultados totales del consumo de cerveza en Esparia en 2020 y la
variacion con respecto al afio 2019. (Fuente: Informe del consumo de alimentacion en
Espafia 2019, MAPA)

Consumo doméstico de % Variacion 2019 vs
Cerveza en 2019 2018
Volumen (miles L) 1.077.466,35 29%
Valor (miles €) 1.485.407,75 34.3%
Consumo x capita (L) 23,31 28,7%
Gasto x capita (€) 23,13 34%
Parte de mercado volumen (%) 3,38 0,47%
Parte de mercado valor (%0) 1,87 0,28%
Precio medio (€/L) 1,38 4,1%

La compra de cerveza representd el 1,87% del presupuesto que los hogares

espafoles destinaron a la compra de alimentacion y bebidas para el hogar en 2020, lo




que supone un incremento del 0,28% respecto al afio anterior. Esto equivale a un gasto
medio por persona y afio de 23,13€, que se traduce en un aumento del 34% respecto al
mismo periodo del afio anterior (MAPA, 2021). Estos valores son presentados en la

TABLA 2.1, junto con otros valores de consumo de cerveza en Espaia.

Las Comunidades Autonomas como Islas Baleares, La region de Murcia
Andalucia y la Comunidad de Madrid son las que mayor volumen de cerveza han
consumido en el afio 2020 (MAPA, 2020).

En 2018 Espafia fue la cuarta productora de cerveza a nivel Europeo por detras
de Alemania, Polonia y Reino Unido, con una produccion de casi 40.000 HL (Brewers
of Europe, 2019).

Los mayores productores de cerveza en Espafia son Mahou-San Miguel,
Heineken Espafia y Grupo Damm con una produccion del 91%. Le siguen Hijos de
Riviera, Compariia Cervecera de Canarias S.A. y Grupo Agora (De Urbina Criado et al.,
2015).

Dentro del sector de la cerveza se encuentra un mercado alternativo en pleno
auge: la cerveza artesanal o craft beer. Esta prioriza el empleo de materias primas de
buena calidad, realizando la gran parte del proceso de elaboracion de forma manual. Las
etapas claves del proceso en la que se puede diferenciar a una cerveza artesana de una
industrial es la pasterizacion, que en la cerveza artesana no se lleva a cabo (Alban et al.,
2015), no se les puede afiadir nada de indole artificial como aditivos o coadyuvantes
tecnoldgicos y no se filtran, por lo que la bebida resultante presenta cierta turbidez
(Martinez, 2015)

Aunqgue el movimiento de la cerveza artesanal tuvo lugar en EE. UU., existe un
mayor nimero de fabricas en Europa que en EE. UU. Los 10 paises que mas producen
cerveza artesana son EE. UU., Reino Unido, Alemania, Italia, Espafia, Francia, Canada,
Holanda, Suiza y Australia (Agrodigital, 2017).

La fabricacion de cerveza artesanal consiste en la “elaboracion conforme a 10
establecido en la presente norma de calidad, mediante un proceso que se desarrolle de
forma completa en la misma instalacion y en el que la intervencion personal constituye

el factor predominante, bajo la direccion de un maestro cervecero 0 artesano con



experiencia demostrable y primando en su fabricacion el factor humano sobre el
mecénico, obteniéndose un resultado final individualizado, que no se produzca en
grandes series, siempre y cuando se cumpla la legislacion que le sea aplicable en
materia de artesania” (B.O.E., 2016).

En los ultimos afios se ha podido observar un incremento acelerado de las
microcervecerias en Extremadura. EI boom de la cerveza artesana estd dejando de ser
una simple moda y pasa a ser una tendencia asentada. La cerveza artesana es un
producto de alta gama en el que se emplean materias primas de alta calidad, en el
proceso se permite una fermentacién natural, sin filtrado y sin carbonatacion artificial
(Extremadura21, 2016).

En la provincia de Badajoz nos podemos encontrar con las marcas Piporra
(Aceuchal), Ballut (Badajoz), Soto (Barcarrota), La Bicha (Cabeza del Buey), La
Siberia (Herrera del Duque), La Loba (Mérida) Arcadia (Villafranca de los Barros),
Sevebrau (Villanueva de la Serena) y Jara (Villanueva del Fresno); mientras que en
Céceres se dispone de Mangurria (Caceres), Ambroz (Hervas), Blomberg (Plasencia),
Montefia (Plasencia), Belona (Trujillo) y Cerex (Zarza de Granadilla) (Extremadura2l,
2016).

Uno de los grandes problemas que tienen las cervecerias artesanales es la
limitacion de su sostenibilidad econdmica en cuanto a equipos e instalaciones como los

costes de impuestos y consumo de energia (Albanese et al., 2018).

El subproducto mas importante que se genera en este tipo de industrias es el
bagazo, malta agotada en la maceracion, resultante del filtrado del mosto de cerveza,
representando el 85% del total de subproductos. Se generan unos 20 kg por cada 100 L

de cerveza (Nigan, 2017).
2.3. El sector de la cerveza durante la crisis de la COVID-19

Normalmente una de cada tres cervezas se consume en un pub, restaurante o
cafeteria. Para los cerveceros es la ruta mas valiosa de mercado y en el caso de
cervecerias mas pequefias es su Unica forma de llegar al consumidor. Como
consecuencia de la COVID-19 y del confinamiento al que la mayoria de paises se vieron

forzados durante unos tres meses, las cervezas se dejaron estropear en bares y fabricas,
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llegando incluso a tener que ser destruidas. Con los eventos, festivales y reuniones
sociales privadas prohibidos, en la mayoria de los paises se redujo de manera
significativa el consumo de cerveza (Reconnect Beer, 2020).

El sector de la cerveza se ha visto realmente afectado con la crisis de la Covid-
19, segun indica Jacobo Olalla en su entrevista para CELCE MAGAZINE, las ventas
globales han experimentado un descenso desde el comienzo de la pandemia. A causa de
los diversos cierres que ha tenido la hosteleria, el 2020 ha finalizado con un acumulado
de caida de consumo en la hosteleria de mas del 40%, (Varela, 2021). Debido a ello
muchas cervecerias han tenido que modificar sus modelos de negocios o desarrollar
todo tipo de iniciativas alejadas de la produccion de cerveza para dar un servicio a la
sociedad, y sobre todo, al sector sanitario, ofreciendo sus instalaciones y equipos para
producir mascaras de protecciones facial, fabricacion de soluciones hidroalcoholicas y
alcohol de 96°. Otra de las iniciativas fue sumarse a la campana “Food4Heroes”, en la
que se dotaba de comida y bebida al personal sanitario (Merita, 2020). Para
promocionar el consumo de cerveza, hubo cervecerias, como la Compafiia Cervecera de
Canarias, que vendieron tickets a sus clientes por cerveza que se podrian disfrutar una
vez se permitiese la reapertura de los bares, de esta forma podian tener la liquidez que
en ese momento les era crucial. O como el grupo Mahou-San Miguel, que repuso los
barriles que quedaron abiertos cuando se decretd el Estado de Alarma (Merita, 2020).
También se llevaron a cabo la venta online de los pequefios productores de cerveza,
debido a que las grandes superficies retiraron de sus lineales estos productos por su

mayor precio, seguin explica Mateo Sanz en La Vanguardia (La Vanguardia, 2020).
2.4. Calidad de la carne

La calidad de la carne se define en funcion de su composicion y de factores de

palatabilidad como aspecto, olor, firmeza, jugosidad, ternura y sabor.
2.4.1. Color

El color es el atributo més importante en la evaluacion de los productos
alimentarios debido a que se puede emplear para determinar parametros como la

seguridad, maduracion o frescura (Saluefia et al, 2019).
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Es un parametro clave para la decision de compra de los consumidores, ya que

uno de cada dos consumidores rechaza el producto cuando el color no es rojo brillante.

En la carne, el pigmento responsable del color es la mioglobina, pudiéndose
encontrar como deoximioglobina, oximioglobina y metamioglobina en funcion del
estado quimico en el que se encuentre, reducido, oxigenado u oxidado respectivamente
(Saluenia et al, 2019). En la FIGURA 2.1 se puede observar los diferentes estados de la
mioglobina.

F eZ+

oxigenacion + Oz

-<

DEOXIMIOGLOBINA OXIMIOGLOBINA
Rojo purpura 34 Rojo vivo

METAMIOGLOBINA
Rojo pardo

FIGURA 2. 1 Transformaciones de la mioglobina en la carne. (Fuente: Lawrie, 1998)

La mioglobina, en ausencia de oxigeno se encuentra en su estado reducido. En
cuanto la superficie de la carne entra en contacto con el aire, la deoximioglobina se
transforma en oximioglobina, adquiriendo la carne un color rojo brillante. Cuando la
mioglobina se oxida progresivamente favorece el pardeamiento y, por tanto, pierde su
atractivo aspecto. Cuando la carne se expone al aire se produce la oxigenacion de la
mioglobina, formando el compuesto oximioglobina que imparte un color rojo brillante.
Bajo la capa roja brillante de tejido oxigenado se sitia una fina marrén, en principio,
apenas apreciable (metamioglobina) y en la profundidad, la capa purpura
(deoximioglobina). La formacion de metamioglobina es el mayor problema para

preservar un color estable en la carne (Saluefia et al, 2019). En contacto con el aire
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existe una tendencia de la carne a oxidarse, pero la reaccion es paulatina en condiciones

adecuadas de conservacion.

Los cortes frescos retienen el color rojo brillante atractivo aproximadamente
durante unas 72 horas o mas si las condiciones de comercializacion son buenas
(temperatura, iluminacion, gases...). Por el contrario, la decoloracion marron
responsable de la pérdida de calidad se puede acelerar tanto por la actividad enzimatica
muscular como por el crecimiento microbiano (Mateo, 2007).

2.4.2. Estabilidad oxidativa

La oxidacion de la carne puede ocurrir en cualquier momento entre el sacrificio
del animal y la utilizacion de la carne por el consumidor. En el momento de sacrificio,
se inactivan los mecanismos biol6gicos de proteccion frente a la oxidacién in vivo, se
produce el cese del flujo sanguineo, acumulacion de &cido lactico en los tejidos,
descenso de pH y cese de los mecanismos celulares capaces de controlar los procesos
oxidativos (Campion, 2013). Incluso se puede dar la posibilidad de que un estado de
estrés conduzca a una alteracion del estado fisioldgico del animal, posibilitando una
alteracion oxidativa de la carne obtenida después del sacrificio del animal (Coma et al.,
1999).

El mecanismo general de oxidacion de los lipidos consta de tres fases, como
puede observarse en la FIGURA 2.2: la fase de iniciacién, donde se forman los radicales
libres, la fase de propagacion, con las reacciones en cadena de los radicales libres; y la
fase de terminacién con la formacidn de productos no radicales libres (Santos-Fandila et
al., 2014).

El proceso oxidativo en la carne se inicia con la aparicion de radicales libres.
Estos radicales se forman en los procesos de reduccién del oxigeno molecular a agua en
el tejido muscular, derivando en anién superéxido (0?), peréxido de hidrégeno (H,0,)
y radical hidroxilo (OH"). El radical hidroxilo es altamente reactivo, teniendo una gran
afinidad por los dobles enlaces de los &cidos grasos insaturados de las membranas
lipidicas (Campion, 2013). De hecho, los lipidos que tienen una mayor tendencia a
sufrir oxidacién son los acidos grasos insaturados, oleico, linoleico y linolénico (Santos-
Fandilla et al., 2014).
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En la etapa inicial también se produce la formacion de radicales aquilo a partir
de lipidos insaturados que pierden un hidrogeno labil adyacente al doble enlace por la
influencia de factores como el calor, la luz o iones metalicos. Es un proceso lento hasta
que la concentracién de radicales alcanza un valor critico, donde comienza un
mecanismo de propagacion acelerado. Esto conlleva una réapida produccién de los
compuestos primarios de la oxidacion: los hidroperoxidos, los cuales se forman por la
reaccion de los radicales libres con el oxigeno molecular. Los hidroperoxidos, al ser
muy labiles se descomponen produciendo los radicales ROO™ y RO". Estos dan lugar a
productos secundarios de la oxidacidn, compuestos volatiles y no volatiles de bajo peso
molecular como los hidrocarburos, aldehidos, cetonas, alcoholes, &cidos, etc., varios de
los cuales causan el aroma y sabor tipicos de la rancidez (Venegas y Pérez, 2018).

1. Iniciacion

RH + O ——— R- + -O0OH

Acido Graso Acido Graso  Radical Libre

2. Propagacion
R-+ 0, ——— s ROO-
Radical peroxilibre
ROO- +RH ——— R- + ROOH
Hidroperoxidos
3. Finalizacion
R-+ R- —— RR
R- + ROO-———ROOR
ROO- + ROO- —>ROOR + 0O,

Productos no
radicales

FIGURA 2. 2 Mecanismo de auto-oxidacion de lipidos (Fuente: Barbero Lépez, M.,
2017)

2.4.3. Calidad higiénico-sanitaria de la carne y productos carnicos frescos
picados

Siguiendo lo establecido en el Capitulo 11 de la Seccion V del Reglamento (CE)
N° 853/2004, la operaciones a las que se someta la carne tienen que impedir o reducir al

minimo la contaminacion microbiana. Asi la carne utilizada para la elaboracion de
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productos carnicos frescos, se tiene que mantener a una temperatura inferior a 7 °C. La
produccion de carne picada a partir de carne refrigerada debe hacerse dentro de los 6
dias siguientes al sacrificio. Finalmente, inmediatamente tras su preparacion, la carne

picada ha de refrigerarse a una temperatura interna no superior a 2 °C.

Los parametros microbioldgicos que se indican en la TABLA 2.2 son los que se
deben considerar como referencia en los productos carnicos picados, segun el
Reglamento (CE) N° 2073/2005, relativo a los criterios microbiol6gicos aplicables a los

productos alimenticios.

TABLA 2. 2. Parametros microbioldgicos de referencia en los productos carnicos
picados (Reglamento (CE) N°2073/2005).

Plan de toma de o
) Microorganismos
alimentos
n c m M
Recuentos de colonias 5x10° 5x10°
) 5 2
2.1.6. Carne aerobias ufc/g ufc/g
picada
E. coli 5 2 50 ufc/g | 500 ufc/g

ufc: unidades formadoras de colonias; n: nimero de unidades de componen la muestra; c¢: nimero de unidades de
muestreo con valores superiores a m o comprendidos entre m y M; m: limite microbiol6gico que separa la calidad
aceptable de la rechazable; M: los valores de recuentos microbianos superiores a M son inaceptables, el alimento

representa un riesgo para la salud.

2.5. Estrategias para prolongar la vida util de los productos carnicos

La vida util de un alimento, se define como el periodo de tiempo entre el
envasado de un producto y su uso final, en el que las propiedades del producto siguen

siendo aceptables para el consumidor (Lorenzo y Gémez, 2012).

La carne, debido a su alto contenido de actividad de agua y a su contenido en
nutrientes, hace que sea un medio de cultivo perfecto para la proliferacion de
microorganismos, teniendo como consecuencia un corto periodo de vida util, de 6 a 10
dias (Gutiérrez et al., 2011).

15




Las hamburguesas y otros productos elaborados a partir de carne picada
presentan una menor vida Util que la carne fresca entera y requiere la adicion de
conservantes para alargar el periodo de conservacion mas alla de 2-3 dias, (Escalante et
al., 2008, Pérez-Mateos et al., 2019). Esto se debe a que tiene una mayor superficie de
contacto con el aire que le rodea, por lo que es mas susceptible de sufrir rapidamente
reacciones de oxidacion. (Escalante et al., 2008). Al aumentar la superficie de contacto,
todo el sustrato disponible es aprovechado por los microorganismos que logran
proliferar por toda la superficie de manera homogénea (Monteagudo, 2018). Para evitar

0 minimizar lo expuesto anteriormente, es importante el empleo de antioxidantes.
2.5.1. Refrigeracion

Se entiende por alimento refrigerado a “aquel que ha sido enfriado hasta la
temperatura 6ptima de almacenamiento, de forma que en todos sus puntos aquella sea

superior a la de su punto de congelacion” (B.O.E., 1985)

Normalmente, en el caso de productos carnicos, la refrigeracion se combina con

el envasado en vacio o el envasado en atmésferas modificadas.
2.5.2. Envasado en atmésferas modificadas

El envasado en atmosferas modificadas (EAM) o protectoras (EAP) implica
instaurar una mezcla de gases definida alrededor del alimento dispuesto en un envase
cerrado herméticamente, con el objetivo de inhibir o detener el progreso de agentes
alterantes sin que lleguen a modificar las propiedades sensoriales del producto (Pereda,
2016).

Los gases mas empleados son el oxigeno, didxido de carbono y nitrégeno. El O,
se emplea para dar estabilidad al color rojo brillante que proporciona la oximioglobina,
no obstante hay que tener mucha cautela en la concentracion en la que se emplea, puesto
que en ciertas cantidades se favorecen las reacciones de oxidacion de lipidos. ElI CO,
inhibe el crecimiento de microorganismos aerobios debido a la disminucion del pH y a
su actuacion en el sistema enzimatico de los microorganismos, no asi con las bacterias
acido lacticas (Martin, 2013), en las que favorece su proliferacién; sin embargo,
presenta el problema de poder originar el colapso del envase por su solubilidad en agua
y grasa. Debido a ello hay que adecuar su concentracién con el resto de los gases. EI N,
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es un gas inerte con una baja solubilidad en agua y grasa, se emplea para desplazar al

oxigeno y evitar el colapso por la absorcion del CO,, (Cabanillas, 2016).

Las carnes rojas frescas se suelen envasar con un 70-80% de oxigeno y entre
20% y 30% de didxido de carbono. Esos niveles de oxigeno proporcionan un color
estable de carne roja, haciéndolo atractivo para el consumidor. Sin embargo, niveles de
CO; inferiores al 15% no inhiben satisfactoriamente el desarrollo de microorganismos y
niveles superiores pueden provocar el colapso del envase debido a que lo absorbe el
tejido de la carne. No obstante una alta concentracion de oxigeno puede causar la
oxidacion de lipidos y proteinas conllevando una pérdida de la calidad de la carne

(Lorenzo y Gomez, 2012).
2.5.3. Aditivos

Como se cita en el Reglamento (CE) N° 1333/2008 del Parlamento Europeo y
del Consejo de 16 de diciembre de 2008 sobre aditivos alimentarios, “un aditivo
alimentario es toda aquella sustancia que normalmente no se consuma como alimento en
si misma ni se use como ingrediente caracteristico de los alimentos, tenga o no valor
nutritivo, y cuya adicion intencionada — con propdsito tecnolégico — a un alimento
durante su fabricaciéon, transformacion, preparacion, tratamiento, envasado, transporte o
almacenamiento tenga por efecto, o quepa razonablemente prever que tenga por efecto,
que el propio aditivo o sus subproductos se conviertan directa o indirectamente en un

componente del alimento™.

Existen distintas clases funcionales de aditivos alimentarios (Reglamento (CE)
N° 1333/2008, 2008), edulcorantes, colorantes, conservadores, antioxidantes, soportes,
acidulantes, correctores de la acidez, antiaglomerantes, antiespumantes, agentes de
carga, emulgentes, sales de fundido, endurecedores, potenciadores del sabor,
espumantes, gelificantes, agentes de recubrimientos, humectantes, almidones
modificados, gases de envasado, gases propelentes, gasificantes, secuestrantes,

estabilizantes, espesantes y agentes de tratamiento de harinas.

El tipo de aditivo en el que se centra esta investigacion son los antioxidantes,
que son las “sustancias que prolongan la vida 1til de los alimentos protegiéndolos del
deterioro causado por la oxidacion, como el enranciamiento de las grasas y los cambios
de color” (Reglamento (CE) N° 1333/2008).
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Los aditivos que se permiten afiadir a los preparados de carne (“carne fresca,
incluida la carne troceada, a la que se han afadido productos alimentarios, condimentos
o aditivos, o que ha sido sometida a transformaciones que no bastan para alterar la
estructura interna de la fibra muscular ni, por lo tanto, para eliminar las caracteristicas
de la carne fresca” (Reglamento (CE) N° 853/2004)) segun indica el Reglamento (UE)
601/2014 son acetato potésico (E-261), acetato de sodio (E-262), &cido ascorbico (E-
300), ascorbato sddico (E-301), ascorbato calcico (E-302), lactato sddico (E-325),
lactato potésico (E-326), acido citrico (E-330), citratos de sodio (E-331), citratos de

potasio (E-332) y citratos de calcio (E-333), todos ellos en quantum satis.

Los aditivos normalmente se afladen para evitar 0 minimizar procesos de
oxidacién o actividad de microorganismos durante el almacenamiento y distribucion
(Garciano et al., 2017).

En la industria carnica es muy importante el empleo de antioxidantes debido a
que en el procesado de la carne y/o productos carnicos, se van a dar una serie de
fendmenos oxidativos que pueden generar cambios en el color, aroma, sabor y textura
del producto, alterando asi la calidad organoléptica del mismo (Armenteros et al., 2012).
Para evitar esos cambios, tradicionalmente, se han empleado antioxidantes sintéticos
como el butil-hidroxi-anisol (E-320) (BHA), butil-hidroxi-tolueno (E-321) (BHT),
galato de propilo (PG) y terbutil-hidroquinona (TBHQ), (Armenteros et al., 2012). Estos
tipos de antioxidantes sintéticos estan siendo rechazados por los consumidores debido a
su potencial toxicidad declarada (Munekata et al., 2020), puesto que cada vez hay mas
evidencia cientifica que demuestra que la carne procesada pueden aumentar el riesgo de
enfermedad coronaria, diabetes tipo Il y cancer colorrectal (Shan et al., 2017; Shan et
al., 2017).

Los aditivos de origen natural obtenidos quimica o biotecnolégicamente son
aquellos que si bien tienen un origen natural, se obtienen mediante procesos quimicos o
biotecnologicos por motivos econdmicos. En cualquier caso su composicion quimica

queda invariable (Vega, 2004).

En los ultimos tiempos, la seguridad y aprobacion, nivel de uso, tipo y
aplicacion de antioxidantes sintéticos y su regulacién en la mayoria de los paises es una

de las principales preocupaciones, (Zhang et al., 2018). Debido a ello y a que hoy en dia
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los consumidores prestan una especial atencion a la composicion de los alimentos que
ingieren, y concretamente a que éstos estén exentos de compuestos o aditivos que se
perciben como compuestos quimicos perjudiciales para la salud (Garciano et al., 2017).
Cada vez es mas habitual que los consumidores prefieran alimentos minimamente
procesados, y cuando escogen alimentos procesados, que contengan menor cantidad de
aditivos o bien éstos sean aditivos considerados naturales (Carocho et al., 2014). Como
consecuencia de ello, en la industria alimentaria se han introducido varios antioxidantes
de origen vegetal como extractos de romero, clavo, orégano y salvia (Kim et al., 2013),
hierbas, especias, extractos de uva, verduras y productos de semillas oleaginosas (Selani
et al., 2011; Sampaio et al., 2012; Kim et al., 2013).

Existen antioxidantes naturales que se emplean con frecuencia para inhibir o
reducir la oxidacion de algunos alimentos, como el acido ascorbico en los zumos de
frutas para evitar el pardeamiento y los tocoferoles en aceites y emulsiones para evitar el

enranciamiento (Durén, 2001).

En las dltimas dos décadas se ha demostrado que los alimentos ricos en
compuestos bioactivos como polifenoles, vitaminas, acidos grasos omega-3 o0
fitoesteroles se pueden emplear como alimentos funcionales. La estabilidad en el
alimento y la solubilidad de los compuestos biolégicos son los factores que mas afectan
a la biodisponibilidad y las propiedades funcionales, que estdn potentemente
influenciadas por pardmetros como la luz, la temperatura, oxigeno, humedad o pH,
(Delfanian y Sahari, 2020).

Como se ha comentado anteriormente, en la carne picada durante el procesado,
se rompen las fibras musculares facilitando la interaccion de los lipidos con los agentes
prooxidantes, acelerando asi el proceso de oxidacién de los lipidos (De los Santos,
2018), por lo que la necesidad de aditivos que controlen estas reacciones es

considerable.

Diferentes estudios avalan el efecto positivo de diferentes antioxidantes
naturales en carne picada. EI romero contiene un elevado nivel de polifenoles con una
gran actividad antioxidante (Fernandez-Lopez et al., 2005). EI empleo de romero en
conjunto con &cido ascorbico fue eficaz en la inhibicion de la oxidacién de lipidos segln
el estudio de Sanchez-Escalante et al. (2001). De los Santos (2018) alargo la vida util de
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hamburguesas empleando romero y té verde como antioxidantes naturales. En el estudio
llevado a cabo por Ortega (2015) se comprob6 que se podian emplear extractos de hojas
de Agave vivipara como antioxidante natural en hamburguesas de cerdo almacenadas a
4 °C durante 10 dias. Garcia (2017) observaron que el extracto de bagazo podria ser

empleado para reducir la formacién de hidroperoxidos en hamburguesas.

A excepcion de este Gltimo estudio mencionado (Garcia,2017), apenas hay
investigaciones sobre el papel antioxidante del bagazo de cerveza y no se ha podido
encontrar ningdn trabajo cientifico en el que se afiadiera a matrices alimentarias o
concretamente, carnicas, , Por todo ello, y considerando el potencial de los extractos de
bagazo ya evidenciado en por otros autores y en un trabajo previo en nuestro
laboratorio, se pretende con este Trabajo Fin de Maéster, continuar con esta linea de
investigacion y comprobar el efecto antioxidante y antimicrobiano del extracto de
bagazo liofilizado aplicado en hamburguesas de cerdo envasadas en atmosfera

modificada y almacenadas bajo condiciones de refrigeracion.
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3. PLANTEAMIENTOS Y OBJETOS

El deterioro de la calidad de la carne y productos cérnicos se debe a distintos
factores entre los cuales destaca el crecimiento microbiano, el deterioro de color y los
fendmenos de oxidacion (Dominguez et al., 2019). Estos procesos generan una serie de
compuestos que afectan al aroma, textura y color de la carne, lo que puede llegar a
suponer el rechazo del consumidor. Es por ello que las industrias agroalimentarias
buscan nuevas tecnologias para prolongar la vida util de los productos. Una de estas
tecnologias es el envasado en atmosferas modificadas que combinado con bajas
temperaturas de refrigeracion se ajusta de mejor forma a la demanda de los

consumidores.

Por otra parte, las industrias agroalimentarias generan una gran cantidad de
residuos y subproductos que deben de ser revalorizados, para tener el menor impacto
medioambiental posible y, de esta forma obtenerse paralelamente un beneficio tanto
econdmico como nutritivo. A esta situacion hay que afadir el hecho de que los
consumidores optan cada vez mas por la adquisicion de productos considerados
naturales, sin aditivos “artificiales”. Debido a ello, cada vez se realizan mas estudios
sobre compuestos presentes en los subproductos agroalimentarios generados por estas

industrias, que puedan potencialmente sustituir a tales aditivos “artificiales”.

Las industrias cerveceras generan una gran cantidad de bagazo, que es
subproducto resultante del filtrado. EI extracto acuoso de bagazo es rico en compuestos
antioxidantes, lo que se ha podido demostrar en investigaciones anteriores en nuestro
laboratorio (Andrés et al., 2020), por lo en el presente trabajo, que es la natural
continuacion del anterior, se aplican extractos acuosos liofilizados de bagazo en un
producto carnico picado con el fin de alargar su vida Gtil durante su almacenamiento en

refrigeracion.

Por todo ello, los objetivos concretos de este Trabajo de Investigacion son los

siguientes:

— Determinar la capacidad para conservar el color rojo (parametro a*) del extracto
acuoso liofilizado de bagazo de cerveza artesanal durante el almacenamiento de
hamburguesas y comparar la eficacia del mismo con la del ascorbato sédico (E-
301), empleado muy frecuentemente por las industrias carnicas.
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Determinar la eficacia antioxidante del extracto acuoso liofilizado de bagazo de
cerveza artesanal durante el almacenamiento de hamburguesas y comparar con
la eficacia de un aditivo comercial normalmente utilizado, el ascorbato sédico
(E-301).

Determinar la eficacia antimicrobiana del extracto acuoso liofilizado de bagazo
de cerveza aplicado en hamburguesas durante el periodo de almacenamiento
envasadas en atmosferas modificadas y bajo condiciones de refrigeracion y

compararla con un aditivo comdnmente empleado, ascorbato sédico (E-301).
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4. MATERIAL Y METODOS
4.1. Reactivos

Los reactivos y productos quimicos que se han empleado en esta investigacion
fueron suministrados por distintas marcas comerciales: galato de propilo (PG) Panreac
(Barcelona, Espafia), acido etilendiaminotetraacético (EDTA) Scharlau (Sentmenat,
Espafa), acido tricloacético (TCA) Panreac, (Barcelona, Espafia), acido tiobarbitirico
(TBA) (Darmstadt, Alemania), sodio dodecil sulfato Panreac, (Barcelona, Espafia), 5,5’-
ditiobis (2-acido nitrobenzoico) (DTNB) Sigma-Aldrich (Steinhem, Alemania), metanol
absoluto (99,5%) Scharlau (Sentmenat, Espafia).

4.2. Obtencidn de las muestras de carne

Las muestras de carne picada empleadas corresponden a la zona denominada
informalmente “paleta” de cerdo blanco, procedentes de una carniceria local de

Badajoz.
4.3. Obtencion de los extractos de subproductos

Se obtuvo bagazo de cerveza, donado por la Cerveceria Artesana Natural
Extremefia Ballut, ubicada en la ciudad de Badajoz. El bagazo se obtuvo del proceso de
elaboracion de cerveza de trigo en la que se emplearon maltas de trigo y cebada a partes
iguales, dos tipos de lGpulo, semilla molturada de cilantro, piel de naranja y levadura
WO06.

La composicion quimica del bagazo empleado se puede observar en la TABLA
4.1.

TABLA 4.1. Composicion quimica del bagazo obtenido después de la elaboracion de la
cerveza de trigo en porcentaje (%) (Fuente: Elaboracion propia).

Humedad Grasa Proteinas Fibra Cenizas

75,00+0,20 39,40+0,15 20,42+0,12 7,10+0,70 1,15+0,10
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Una vez obtenido el bagazo, éste se congel6 rapidamente a -20°C para evitar su
fermentacion. Para poder llevar a cabo las determinaciones quimicas del bagazo, se
descongelé y se desecO hasta alcanzar una humedad de 6,25%, en una estufa de
desecacion (Selecta modelo CONTERM 80L, Badajoz, Espafia) a la temperatura de 100
°C y durante un periodo de tiempo de 10 horas. Tras ello se guardaron las muestras en
bolsas de polietileno, se sellaron y se almacenaron en un lugar oscuro y seco para la

posterior extraccion.

La extraccion se realizd con agua destilada, en las condiciones de tiempo,
temperatura y relacion solido/liquido consideradas Optimas segun una investigacién
anterior realizada (Andrés et al., 2020). Dichas condiciones fueron, 30°C al bafio maria
en agitacion constante durante 121,9 minutos y con un ratio de 10 mL de agua por cada
gramo de bagazo. Para aumentar el rendimiento de la extraccion se aplicaron
ultrasonidos durante todo el proceso de obtencién del extracto (Ultraschall seit 1955,

Bandelin, Berlin, Alemania).

Una vez terminada la extraccion, la mezcla de agua destilada y bagazo se filtro
empleando un tamiz con un tamafio de poro de 45 um (Filtra, Badalona, Espafia) y se
liofiliz6 (Telstar, Lyobeta, Barcelona). El liofilizado resultante, mostrado en la
FIGURA 4.1, se guardd en vasos de plastico (Anaclin S.L., Madrid), que se sellaron con
parafilm y se guardaron en oscuridad, para preservar la actividad antioxidante, hasta su

utilizacion.

FIGURA 4. 1. De izquierda a derecha: bagazo liofilizado en bandeja y bagazo
liofilizado envasado para su posterior uso en la investigacion. (Fuente: Elaboracion

propia)

4.4. Preparacion y envasado de las muestras

Se obtuvieron 4 lotes experimentales compuestos cada uno por 6 muestras que
se analizaron en 3 dias diferentes, haciendo un total de n=72; un lote control negativo
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(CONTROL-) al que no le adiciono extracto, un lote control positivo (CONTROL+) al
que se le adiciond 1000 mg de &cido ascorbico por cada kg de carne, un lote BSG 1000
al que se le afiadi6 1000 mg de bagazo liofilizado por cada kg de carne y un lote BSG
3000 al que se le afiadié 3000 mg de bagazo liofilizado por cada kg de carne. Dichos
extractos se afiadieron y mezclaron con la carne picada. Para cada lote se empled 5 mL

de agua por cada 100 gramos de carne.

Se emplearon 4 boles de acero inoxidable en los que se incluyeron 2 kg de carne
en cada uno. Cada uno de ellos representaba un lote, en los que se mezclé la carne
picada, los extractos y el agua, necesarios para cada lote, como se ha explicado en el

parrafo anterior.

Una vez conseguida una mezcla homogénea, se procedié a la formacion de las
hamburguesas en una hamburguesadora (Mainca modelo MH-100, Barcelona, Espafia).
Las hamburguesas ya formadas, se pesaron en una balanza para controlar que pesaran
alrededor de 80 g. Se hicieron 24 hamburguesas de cada lote, para poder realizar la
toma de muestras en 3 dias diferentes. Posteriormente, se envasaron las hamburguesas
en barquetas de polipropileno (130x160x50 mm?, Sarabia Plastics, Alicante) y se
sellaron con una pelicula de poliéstermetilcelulosa PLPMC (Wipack, Hamburgo,
Alemania) con permeabilidad al oxigeno de 114cm®cm?/24 horas, empleando un
equipo de envasado (Smart 500, ULMA, Sevilla, Espafia) para poder introducir una
mezcla de gases en cada envase de concentracion 70% O, y 30% CO,. Los envases se
almacenaron en una camara frigorifica con temperatura de 4 °C. Las muestras fueron
tomadas a los dias 0, 4 y 9 de almacenamiento para su analisis. Este consistid en un
analisis microbioldgico (n=3) y un andlisis fisico-quimico, empleando la otra mitad de
las muestras de cada lote (n=3). El resto de muestras se envasaron a vacio en bolsas y se
almacenaron en congelacién a una temperatura de 80 °C bajo cero para su posterior

analisis.
4.5. Analisis de las caracteristicas fisico-quimicas de las muestras

Todas las determinaciones se realizaron en los dias 0, 4 y 9 de almacenamiento

en refrigeracion.
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4.5.1. Andlisis de las mermas durante el almacenamiento

Las hamburguesas se pesaron el dia de su elaboracion, dia 0 y en los 4 y 9 dias
posteriores de su almacenamiento en refrigeracion para poder calcular la pérdida de

peso, expresada en porcentaje (%).
4.5.2. Determinacion de la humedad

La determinacion de la humedad se realiz6 segin el método descrito por la
Norma I1SO-1442. Se emplearon cépsulas de porcelana desecadas en una estufa a una
temperatura de 105°C. Se mantuvieron en un desecador a temperatura ambiente para
conseguir su atemperado y fueron pesadas en la balanza de precision (1-2 gramos). Una
vez pesadas, fueron introducidas de nuevo en la estufa a la misma temperatura indicada
anteriormente, y se dejé hasta pesada constante (24 horas). Para ver la pérdida de
humedad se repitio el proceso, se sacaron las capsulas de la estufa y se dejaron
atemperar en un desecador para su posterior pesada en la balanza de precision. El
calculo de la humedad se realiz6 por la diferencia de pesada entre el peso inicial de la
capsula y el peso final de la capsula méas la muestra desecada.

4.5.3. Analisis de la evolucion de la composicion de gases en el espacio de cabeza

La composicion de gases resultante del espacio de cabeza de cada envase se
midi6 con un analizador de gases (Chekpoint, PBI Dansesor). Se introdujo la sonda del
equipo en cada bandeja, a través de la pelicula de PLPMC.

4.5.4. Determinacién de pH

El pH se determin6é empleando un pH-metro de puncion (HANNA, model HI
99136, USA)

4.5.5. Evaluacion instrumental del color

La medicidn del color se realizé sobre la superficie de las hamburguesas tras la
apertura de las bandejas, de acuerdo con las recomendaciones de determinacion de color
de la AMSA (2011)

Se hicieron tres medidas en areas diferentes de la superficie de la hamburguesa,

determinando las coordenadas de luminosidad (L*), intensidad del color rojo (a*, rojo £
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verde) e intensidad del color amarillo (b*, amarillo + azul), empleando un colorimetro
de reflactancia (Minolta Chroma Meter Measuring HeadCR-300equipped with Data
Processor DP-301, Monolta, Osaka Japan).

4.5.6. Determinacion del grado de oxidacion lipidica

El propdsito del analisis es cuantificar las sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico reactivo (TBA reactive substances, TBARS). Esos compuestos son
principalmente los procedentes de la oxidacion de lipidos (aldehidos principalmente). El
producto de la reaccion forma un pigmento rojo con absorbancia maxima a 532 nm

(Sorensen y Jorgensen, 1996).

El método utilizado (Sorensen y Jorgensen, 1996) consistié en pesar 5 gramos de
la muestra de hamburguesas en tubos de centrifuga donde se les afiadieron 15 mL de
solucion TCA al 7.5% con PG (propilato) al 0.1% y EDTA al 0.1% (Acido
etilendiaminotetraacético). Tras ello se mezclé en un homogeneizador (Ultra turrax,
SORVAL OMNIMIXER, Nueva York, US), durante 45 segundos a un nivel 4. Una vez
que la mezcla quedd homogeneizada se centrifugd a 10000 rpm durante 15 minutos y a
2 °C (EPPENDORF mod. Centrifuge5810-R, Berlin, Alemania). Finalizada la
centrifugacion se procedié a extraer 3 mL del sobrenadante de cada muestra y se
traspasé por duplicado a un tubo Kimax adicionandole finalmente 3 mL de la solucion
de TBA (0,02 M) preparada en el mismo dia. Los tubos fueron agitados y se incubaron
en bafio maria a 100 °C durante 40 minutos para que tuviera lugar la reaccion.
Posteriormente, se sacaron los tubos, se enfriaron y se metieron en una batea con hielo
para mantener temperatura de refrigeracion. Por ultimo se midio la absorbancia a 532 y
600 nm utilizando un espectrofotometro (Thermo Fisher Scientific, mod. Biomate 3,
Madison, US)).

4.5.7. Determinacion del grado de oxidacion proteica

El grado de oxidacion proteica fue estimado midiendo el contenido en grupos
tioles libres, siguiendo el método descrito por Batifoulier (2002). Para ello, se peso 2 g
de muestra triturada en tubos de centrifuga en la balanza de precision y fueron
homogeneizadas en 10 mL de tris buffer 1 (solucion formada por 2,4228 g por L de
agua destilada, de pH 7,4), en el homogeneizador (Ultra turrax SORVAL
OMNIMIXER, Nueva York, US) en frio a velocidad 4 durante 1 minuto.
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Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 2500 rpm durante 15 minutos a 4 °C. Se
tomaron 250 pL del sobrenadante, al cual se afiadié 750 pL de tris buffer 2 (solucion
formada por 12,114 g de Tris, 0,2326 g de etilendiaminatetraacético (EDTA), 5 g de
sodio dodecil sulfato por 500 mL de agua destilada, de pH 8,4), 50 uL de 5,5'- Ditiobis
(2-4cido nitrobenzoico) 0,01 M (DTNB) y 3950 pL de metanol absoluto. Seguidamente,
las muestras se agitaron en agitatubos y se dejaron en reposo durante 15 minutos para la
estabilizacion del color, se centrifugaron a 2500 rpm durante 15 minutos a 4 °C.
Finalmente, se midio la absorbancia a 412 nm, para ello contra un blanco con 250 L de

tris buffer 1 en lugar de sobrenadante de la muestra.
4.5.8. Analisis microbioldgico

El analisis microbiol6gico de las muestras se llevd a cabo en una campana de
flujo laminar en el laboratorio de INTAEX. Los recuentos microbioldgicos se realizaron
partiendo de 10 gramos de muestra tomados asépticamente, e introducidos en bolsas
Stomacher. A las muestras se les afiadieron 90 mL de agua de peptona al 1% (Sharlab) y
se homogeneizaron en un Stomacher. Con dichas bolsas, provistas de filtros, se
realizaron 8 diluciones decimales en agua de peptona al 1%, a partir de las cuales se
realizaron las siembras en los diferentes medios de cultivos, segin el tipo de
microorganismo a determinar. Para la determinacion de aerobios psicrofilos se empled
una temperatura de incubacién de 4 °C. Para el recuento de Enterobacterias se procedio
a la siembra en superficie, empleando una varilla de vidrio acodada, de 0.1 mL de cada
una de las diluciones sobre el medio selectivo VRBG, incubandose a 30 °C durante 24
horas para su posterior recuento. Por Ultimo, para el recuento de bacterias &cido-lacticas
se empled el medio MRS, tras su siembra se incubé a 37 °C durante 48 horas en

condiciones anaerdbicas.

Los recuentos se expresaron como Logio de las unidades formadoras de colonias
(UFC).

4.5.9. Andlisis estadistico

Los resultados fueron expresados como media * error estandar de la media para
los lotes en estudio. Los datos obtenidos se analizaron empleando el analisis
unidireccional de la varianza (ANOVA) utilizando el programa SPSS v.15.0 (SPSS

Institute Inc., Cary, NC) con la finalidad de evaluar el efecto de la adicién de los
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extractos y el efecto del almacenamiento en condiciones de refrigeracion de las
muestras de carne picada. En los casos en los que el efecto de algunas de estas variables

independientes fue significativo, las medias se compararon mediante prueba de Tukey
(p<0.05)
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Evolucion del contenido de O, y CO, de gases en el espacio de cabeza y merma

de peso, contenido de humedad y pH

En la TABLA 5.1 se presentan los valores de porcentaje de O,, CO, y humedad,

asi como el pH y mermas de peso (%) durante los 9 dias de almacenamiento de las

hamburguesas.

TABLA 5. 1. Efecto del tiempo de almacenamiento y extracto afiadido en parametros
generales de hamburguesas de cerdo frescas envasadas en MAP y almacenadas durante
9 dias en refrigeracion (4 + 1°C).

Dia LOTE % O, % CO; % Humedad pH %mermas

0 BSG1000 68,66+0,87% 31,34+0,34° 73,63+0,76' 4,94+0,04b’ -
BSG 3000  68,73+0,23' 31,27+0,98° 73,59+0,34! 5,22+0,05a° -
CONTROL- 67,33+0,76 32,67+0,54° 73,45+0,32*  4,90+0,03c? -
CONTROL+ 68,01+0,89 31,99+0,71° 73,38+0,45' 5,27+0,00a -
Plote ns ns ns Fkk -

4 BSG 1000 56,00+1,19% 36,90+0,93b%> 72,06+0,04c! 5,07+0,05b> 1,71+0,02b
BSG 3000  56,43+1,07° 37,67+0,15a> 73,54+0,10a' 4,92+0,05¢® 1,00+0,01c
CONTROL- 57,93+1,69% 33,77+0,85¢c* 72,15+0,07¢®> 5,08+0,01b 1,93+0,04a
CONTROL+ 57,27+1,15% 36,63+0,59b? 72,83+0,04b?> 5,31+0,00a> 1,02+0,08c
Plote— ns * * Kkk *k

9 BSG1000 51,37+1,11% 42,17+0,73a' 70,31+0,02a®> 5,52+0,06a' 4,46+0,03
BSG 3000  51,57+0,70° 42,80+0,50a' 70,15+0,09ab> 5,46+0,05b' 4,67+0,28
CONTROL- 50,50+0,55% 38,00+1,24c' 70,06+0,06b° 5,20+0,07¢c' 4,44+0,15
CONTROL+ 53,30+1,10° 40,50+0,42b' 70,03+0,04b°® 5,51+0,03a' 4,63+0,06
Plote— * * * *k ns

CONTROL- (hamburguesa sin extracto agregado); CONTROL+ (hamburguesa con 1000 mg ascorbato sédico/kg carne); BSG
1000 (hamburguesa con 1000 mg de extracto de bagazo liofilizado por kg de carne); BSG 3000 (hamburguesa con 3000 mg de
extracto de bagazo liofilizado por kg de carne).

a-c, los valores con letras diferentes en el mismo dia de almacenamiento son significativamente diferentes debido al efecto lote (p
<0.05); 1-2-3, los valores con diferentes nimeros en el mismo lote son significativamente diferentes debido al efecto dia de

almacenamiento (p <0.05). Niveles significativos: ns: no significativo; *: P <0.05; **: P <0.01; ***: P <0.001.

El contenido de oxigeno en el espacio de cabeza de los envases se redujo
significativamente (P<0,05) desde contenidos iniciales de 67,33-68,73% hasta 50,50-
53,50% después de 9 dias de almacenamiento. Por el contrario, el contenido de CO,
aumento, también significativamente (P<0,05), durante el periodo de refrigeracién
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desde valores iniciales de 31,27-32,67% hasta 38,00-42,80%. EI oxigeno es un gas muy
reactivo por lo que durante el almacenamiento de los alimentos y de la carne en
concreto, puede intervenir en el proceso de oxidacion de las grasas, mioglobina, etc.
(Zakrys-Waliwander et al., 2012). Considerando esta informacion, la evolucién del
contenido de oxigeno en todos los lotes del presente trabajo es logica y de hecho
coincide con los resultados de trabajos previos realizados en nuestro laboratorio (Andrés
et al., 2017) y por otros autores (Bolumar, 2016, Esmer, 2017; Jiménez, 2018, Baltasar
et al., 2019). El CO, es el subproducto del metabolismo de bacterias acido-lacticas
(Adams et al., 2015), por lo que atendiendo a los resultados obtenidos del analisis
microbioldgico mostrados en la TABLA 5.4, que se comentaran en el apartado 5.4, es
esperable que los porcentajes de CO, aumenten en el tiempo de almacenamiento como
asi ha ocurrido y puede observarse en la TABLA 5.1. De hecho, se ha calculado una
correlacion significativa positiva entre el contenido de CO, y el recuento de
microorganismos 4cido-lacticos (R?=0,924; P<0,001). Estos resultados obtenidos

coinciden con otras investigaciones (Esmer, 2017).

Respecto a las diferencias entre lotes, la adicion de ascorbato sddico
(CONTROL+) o extractos de bagazo (BSG 1000 y BSG 3000) no afectdé de forma
significativa al porcentaje de oxigeno en el espacio de cabeza de los envases (P>0,05), a
excepcion del dia 9 de almacenamiento, donde se puede observar que las hamburguesas

sin aditivos tuvieron el porcentaje de oxigeno mas bajo (P<0,05).

Respecto al CO,, este mostrd0 porcentajes mas elevados en lotes de

hamburguesas con extractos de bagazo, después de 4 y 9 dias (P<0,05).

En cuanto al contenido de humedad de las muestras de hamburguesas empleadas
en este estudio, este parametro disminuy6 de forma significativa (P<0,05) desde valores
iniciales de 73,38-73,63% hasta valores finales de 70,03-70,31%. Esta evolucion
coincide con otros trabajos de investigacion previos (Calderon, 2015; Jiménez, 2018) y
se traduce en pérdidas de peso (mermas) de las hamburguesas durante el
almacenamiento, que ademas fueron mas intensas después de 9 dias, coincidiendo con
el parametro humedad. La pérdida de humedad de la carne puede causar pérdida de peso
en las hamburguesas (Cabo de Castro et al., 2009). En la TABLA 5.1 puede observarse
que los porcentajes de mermas después de 4 dias variaron entre 1,00 y 1,73% Yy fueron

sustancialmente superiores, 4,44 y 4,46%, despues de 9 dias.
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Respecto a los tratamientos aplicados, si bien se observa un efecto significativo
sobre la humedad, lo cierto es que no se aprecia una tendencia consistente. Después de 4
dias, fue el lote BSG 3000 (3000 mg extracto de bagazo liofilizado/kg carne) el que
presentd mayores valores de humedad (P<0,05), mientras que despues de 9 dias, este
fue el lote BSG 1000 (P<0,05).

Ramirez-Rojo et al. (2019) observaron que la adicién de extractos de hojas de
mezquite (Prosopis velutina) no influyé en el contenido de humedad en hamburguesas
de cerdo; al igual que Rodriguez-Carpena et al. (2011), empleando extractos de piel y
semillas de aguacate como antioxidante natural en hamburguesas de cerdo, o Soriano et
al. (2018) en hamburguesas de cerdo con extractos de madera de roble. No se han
encontrado trabajos de investigacion en los que se haya utilizado extracto de bagazo

cervecero en hamburguesas, por lo que no es posible la comparacion de resultados.

Considerando la relacion entre humedad y mermas, no sorprende que el
porcentaje de mermas también se viera afectado por la adicion de extractos, al menos
después de 4 dias (P<0,05). De hecho, fue el lote BSG 3000 el que presentd las menores
mermas después de 4 dias (P<0,05), y el lote BSG 1000 (1000 mg extracto de bagazo
liofilizado/kg carne) lo fue después de 9 dias, si bien no de forma estadisticamente
significativa (P>0,05). El coeficiente de correlacion entre el porcentaje de humedad y de
mermas fue de R?=-0,985, P<0,001.

Los valores de pH oscilaron desde valores iniciales de 4,94-5,27 hasta valores
finales de 5,20-5,52 pudiéndose observar un aumento significativo de este parametro
durante el tiempo de almacenamiento (P<0,05). Los valores de pH estuvieron durante
todo el experimento por debajo de 6,00, siendo normal para las hamburguesas de carne
(Andrés et al., 2017; Zamuz et al.,, 2018). El aumento del pH a lo largo del
almacenamiento puede deberse a la presencia de compuestos basicos y nitrégeno
formado durante la protedlisis debida al aumento de bacterias (Muthukumar et al., 2014;
Boskovic, 2017), aumento que efectivamente tuvo lugar de forma significativa en este
trabajo de investigacion, como se comentara en el apartado 5.4. De hecho, se ha
calculado una correlacion estadisticamente significativa entre el valor pH y el recuento
de microorganismos Enterobacterias totales, Psicrofilos y Bacterias acido lacticas
(R?=0,618; 0,545 y 0,530, respectivamente, P<0,001). Los resultados de pH obtenidos

concuerdan con los reportados por Gao et al. (2019) que observaron un aumento de pH
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en hamburguesas tratadas con extracto de romero tras 5 dias de almacenamiento. Por el
contrario, Andrés et al. (2017), Pateiro et al. (2018), Soriano et al. (2018), Soji¢ (2020)
Zamuz et al. (2018) y Ramirez-Rojo et al. (2019) reportaron una disminucion de los
valores del pH durante el almacenamiento, lo que podria estar debido a un aumento de
bacterias acido lacticas (Pateiro et al., 2018; Zamuz et al., 2018) o por la acidificacion
causada por el &cido carbénico formado al difundirse el didxido de carbono y reaccionar
este con el agua de las hamburguesas (Soriano et al., 2018).

En cuanto al efecto del tratamiento aplicado en las muestras, despues de 4 dias
de almacenamiento pudo verse que el lote BSG 3000 fue el que menor valor de pH
presentd y el lote CONTROL+ (con ascorbato sddico) el de mayor pH (P<0,001).
Después de 9 dias, el efecto fue diferente, siendo el lote CONTROL- el que menos pH
y BSG 1000y CONTROL+ el de mayor pH. Las hamburguesas tratadas con
antioxidantes mostraron un pH mayor que las que no tuvieron ningun tipo de
tratamiento (CONTROL-), coincidiendo con los resultados obtenidos por Ifesan et al.
(2009) y Andrés et al. (2017). Ramirez-Rojo et al. (2019) observaron que hamburguesas
tratadas con extracto de hoja de mezquite presentaron valores de pH mas elevados que
las tratadas con antioxidantes sintéticos, acido ascorbico y BHT. Zamuz et al. (2018)
reportaron que los extractos de castafias en hamburguesas provocaron una disminucién
de pH en hamburguesas (indicaron una disminucion de los valores del pH explicandolo
como la consecuencia de la accion de las bacterias acido lacticas). Por el contrario,
Lorenzo et al. (2014) demostraron en su investigacion con extractos de té, uva, castafia
y algas aplicados en hamburguesas de cerdo, que la adicion de estos extractos no
tuvieron diferencias significativas, obteniendo valores mas bajos aquellas hamburguesas

tratadas con extracto de té, uva 'y BHT que las tratadas con castafia y algas.

No se han encontrado trabajos de investigacion en matrices carnicas en los que
se haya afadido extractos de bagazo liofilizado de cerveza, por lo que es complicado

comparar los resultados obtenidos.
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5.2. Medicion instrumental del color

En la TABLA 5.2 se pueden observar la evolucion de los pardmetros de color en
las hamburguesas durante los dias de almacenamiento de las muestras sin la adicion de
extracto (CONTROL-), con la adicion de ascorbato sdédico (CONTROL+) y con la
adicion de los extractos de bagazo (BSG 1000 y BSG 3000).

TABLA 5. 2. Efecto del tiempo de almacenamiento y extracto afiadido en color medido
instrumentalmente en hamburguesas de cerdo frescas envasadas en MAP y almacenadas
durante 9 dias en refrigeracion (4 £ 1°C).

Dia LOTE L* a* b*

0 BSG 1000 48,74+1,71° 11,73+0,60" 12,94+0,62
BSG 3000 51,45+3,55 10,63+1,40* 11,71+0,46
CONTROL- 50,67+1,87> 11,67+0,841 13,36+0,32
CONTROL+ 45,08+2,00 13,90+1,43! 12,84+0,79
Plote ns ns ns

4 BSG 1000 56,24+1,49a" 7,73+0,450% 12,16+0,90
BSG 3000 53,35+0,31b 6,6310,33c? 11,47+1,44
CONTROL-  54,56+1,01b? 7,67+0,30b% 13,00+0,91
CONTROL+  46,66+0,55¢ 9,90+0,36a° 14,53+0,35

Plote— **x **kk nS

9 BSG 1000 56,12+0,72a’ 4,93+0,12b° 13,39+0,38
BSG 3000 54,71+1,44b 4,35+0,53¢> 15,12+0,64
CONTROL-  57,52+1,56a' 4,21+0,28d° 14,06+0,61
CONTROL+  49,07+0,58¢c 5,55+0,17a° 12,37+0,08
Plote *%* * *

CONTROL- (hamburguesa sin extracto agregado); CONTROL+ (hamburguesa con 1000 mg ascorbato sodico/kg carne); BSG
1000 (hamburguesa con 1000 mg de extracto de bagazo liofilizado por g de carne); BSG 3000 (hamburguesa con 3000 mg de
extracto de bagazo liofilizado por kg de carne).

a-c, los valores con letras diferentes en el mismo dia de almacenamiento son significativamente diferentes debido al efecto lote (p
<0.05); 1-2-3, los valores con diferentes nimeros en el mismo lote son significativamente diferentes debido al efecto dia de

almacenamiento (p <0.05). Niveles significativos: ns: no significativo; *: P <0.05; **: P <0.01; ***: P <0.001.

Los valores de luminosidad medida instrumentalmente en la superficie de las
hamburguesas aumentaron desde valores iniciales de 45,08-51,45 hasta 49,07-57,52. No
obstante este aumento no fue estadisticamente significativo en todos los lotes, solo para
el lote CONROL - (sin aditivo) en el dia 4 de almacenamiento. De forma similar
Pateiro et al. (2018) demostraron en su estudio con extractos de semillas de guarana en
hamburguesas que la luminosidad apenas se vio afectada durante el almacenamiento
aunque se tuvo un pequefio aumento de los valores del parametro L*, lo que podria estar

relacionado con las reacciones de oxidacion y la disponibilidad de agua en la superficie.
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Franco et al (2012) demostraron que el valor L* aumento durante el tiempo de
almacenamiento de filetes de res tratadas con extractos de romero y semilla de uva.
Andrés et al, (2017), en su investigacion con subproductos de tomates aplicado a carne
de cordero, reportaron que los valores de L* aumentaron de forma significativa durante
el almacenamiento. Sin embargo, Andrés et al. (2017) observaron que el parametro L*
tuvo una tendencia decreciente durante el almacenamiento de hamburguesas tratadas
con extractos de tomate, subproductos de uva tinta, aceituna y granada. Zamuz et al.
(2018) demostraron que los valores de luminosidad disminuyeron durante todo el
almacenamiento en su investigacion con extractos de cascara, fresa y hojas de castafia
en hamburguesas, y De los Santos (2018) y Soriano et al. (2018) en sus estudios de
adicién de romero y té verde y extractos de madera de roble en hamburguesas,
respectivamente, observaron que el parametro L* se mantenia constante a lo largo del

tiempo de almacenamiento.

Respecto al indice de color rojo (a*), se aprecia que éste disminuyo
significativamente en todos los lotes de forma significativa (P<0,05), desde los valores
iniciales 10,63-13,90 hasta 4,21-5,55. No se aprecian, sin embargo diferencias
significativas respecto al parametro b* (P>0,05). El pardmetro a* esta relacionado con
la capacidad enzimatica reductora de la carne, para retrasar la formacion de
metamioglobina asi como con la oxidacion lipidica (De los Santos, 2018), lo que
explica que el CONTROL+ (con 1000 mg ascorbato sddico/kg carne) presentara
coloraciones mas rojas. De hecho, en este trabajo se ha observado que el indice a* se
correlaciona negativa y significativamente con los valores de oxidacién lipidica (TBAR-
s) (R%=0,785, P<0,001).

En relacion al efecto de la adicion de extractos, el lote CONTROL+ con 1000
mg de ascorbato sddico/kg de carne y el lote CONTROL- (sin ningun aditivo), tuvieron
los mayores valores de L*. Por otra parte, la intensidad del color rojo (a*), resultd
también afectada por el tipo de tratamiento dado a la hamburguesa. El lote CONTROL+
fue el que present6 valores mas elevados de a* después de 4 y 9 dias de almacenamiento
(P<0,05) y el lote sin aditivos (CONTROL-), el que menos intensidad de color rojo

presentd después de 9 dias de almacenamiento (P<0,05).

Aunque los lotes BSG 1000 (1000 mg extracto de bagazo liofilizado/kg carne) y

BSG 3000 (3000 mg extracto de bagazo liofilizado/kg carne) presentaron valores mas
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bajos del parametro a* que el lote CONTROL+, aquellos presentaron valores mas
elevados que el lote CONTROL- (sin aditivo), por lo que se pudo demostrar su
capacidad conservante del color. Ramirez-Rojo et al. (2019) obtuvieron mejores valores
para el pardmetro a* en las hamburguesas tratadas con extractos de semilla de guarana
que aquellas tratadas con BHT, lo que atribuyeron a una menor oxidacion del atomo de
hierro del grupo hemo y por lo tanto una menor formacion de metamioglobina. De la
misma manera, Zamuz et al. (2018) demostraron que las hamburguesas con extractos
obtuvieron mejores resultados que las tratadas con BHT. De los Santos (2018) obtuvo
resultados similares, al lograr mejores valores de color rojo para las hamburguesas
tratadas con extracto de té verde. Otra investigacion, la realizada por Rodriguez-
Carpena et al. (2011), comprob6 que las hamburguesas tratadas con extractos de piel y

semilla de aguacate mostraron una mejor conservacion de color.
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5.3. Estabilidad oxidativa de lipidos y proteinas

En la TABLA 5.3 se muestran los valores de oxidacion lipidica expresada en mg

MDA/Kg de carne y de oxidacién proteica expresada en nmol tiol/mg proteina.

TABLA 5. 3. Efecto del tiempo de almacenamiento y extracto afiadido sobre la
estabilidad oxidativa en hamburguesas de cerdo frescas envasadas en MAP y

almacenadas durante 9 dias en refrigeracion (4 £ 1°C).

Dia LOTE mg MDA / kg carne nmol tiol/mg prot

0 BSG 1000 0,03510,0022 296,94+10,96
BSG 3000 0,0324_r0,0013 291,28+8,57
CONTROL-  0,031+0,003° 311,27+8,57
CONTROL+ 0,032+0,003 303,62+7,52
I:)Iote ns ns

4  BSG 1000 0,200+0,017b* 253,85+20,60
BSG 3000 0,182+0,032c>  273,08+16,33"2
CONTROL- 0,247+0,036a’ 250,37+29,71
CONTROL+ 0,047+0,002d* 247,85+10,92
Plote ** ns

9 BSG 1000 0,198+0,011¢! 200,53+30,45
BSG 3000 0,32110,026a1 240,34+4,92
CONTROL- 0,280+0,011b* 233,14+9,41
CONTROL+ 0,05410,002d1 263,52+12,41
I:)Iote Hx ns

CONTROL- (hamburguesa sin extracto agregado); CONTROL+ (hamburguesa con 1000 mg ascorbato sédico/kg carne); BSG
1000 (hamburguesa con 1000 mg de extracto de bagazo liofilizado por kg de carne); BSG 3000 (hamburguesa con 3000 mg de
extracto de bagazo liofilizado por kg de carne).

a-c, los valores con letras diferentes en el mismo dia de almacenamiento son significativamente diferentes debido al efecto lote (p
<0.05); 1-2-3, los valores con diferentes nimeros en el mismo lote son significativamente diferentes debido al efecto dia de

almacenamiento (p <0.05). Niveles significativos: ns: no significativo; *: P <0.05; **: P <0.01; ***: P <0.001.

En cuanto a la evolucion lipidica en los diferentes lotes a lo largo de los 9 dias
de almacenamiento en refrigeracion, se observo el aumento significativo (P<0,05) en
todos los lotes, desde valores de 0,031-0,035 mg MDA/Kkg carne hasta valores finales de
0,054-0,321 mg MDA/kg carne. Esta evolucion es esperable debido a las reacciones de
oxidacion que se dan en el almacenamiento, mas aun cuando los porcentajes de oxigeno
son tan elevados como en el presente estudio. Esta evolucion ascendente ha sido
reportada en multitud de trabajos de investigacion centrados en hamburguesas
almacenadas en atmosferas modificadas en distintas condiciones (Jia et al., 2012;
Lorenzo et al., 2014; Villalobos-Delgado et al., 2015; Andrés et al., 2017; Andres et al.,

2017; Zamuz et al., 2018). Respecto al efecto de los distintos tratamientos sobre la
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oxidacion lipidica, en la TABLA 5.3 puede observarse que el lote que menos reacciones
de oxidacion sufrié fue el lote CONTROL+ (1000 mg ascorbato sodico/kg carne) y el
que se oxidd de forma mas intensa fue el lote CONTROL- (sin adicion de ningln
aditivo o extracto), lo cual entra dentro de los resultados esperables. El ascorbato sodico
participa en las reacciones redox donando electrones terminando la propagacion de las
reacciones de los radicales libres, y por tanto, inhibiendo la oxidacién de lipidos
(Berardo et al., 2016). Existe diversa bibliografia en la que, al igual que en el presente
trabajo de investigacion, se demuestra el efecto antioxidante del ascorbato sodico
(Soriano et al., 2018; Ramirez-Rojo et al., 2019; Librea et al., 2020). De hecho, el
ascorbato sédico se utiliza como aditivo (E-301) permitido en productos carnicos y es

uno de los més utilizados actualmente.

Por otra parte, los lotes de hamburguesas con extracto de bagazo afiadido (BSG
1000 y BSG 3000) fueron eficaces para reducir la oxidacion lipidica frente al lote
CONTROL- en el dia 4 de almacenamiento. Esta eficacia se debe a la presencia de
compuestos fendlicos en los extractos, lo que permite inhibir la formacion vy
propagacion de radicales libres (Rodriguez-Carpena et al. 2011; Mariem et al., 2014,
Zhang et al., 2016; Andreés et al., 2017; Lorenzo et al., 2018). No obstante la adicion de
1000 o 3000 mg/kg fue menos efectiva para reducir la oxidacion lipidica que la adicion
de ascorbato sodico después de 9 dias (P<0,001). Este resultado pudo observarse en
otras investigaciones previas (Andrés et al., 2017; Zamuz et al., 2018), donde también
observaron una mayor eficacia de ascorbato sédico en comparacion con extractos de
tomate, uva tinta, aceitunas y granada y extractos de castafa, respectivamente, afiadidos
a hamburguesas. Por el contrario, existen estudios en los que se ha demostrado que
hamburguesas tratadas con extractos naturales mostraron mayor capacidad antioxidante
frente a las tratadas con ascorbato sédico (Soriano et al., 2018) o frente a las tratadas
con BHT o BHA (Lara et al., 2011; Jia et al., 2012; Lorenzo et al., 2013; Pateiro et al.,
2018; Ramirez-Rojo et al., 2019). De diferente manera, Andrés et al. (2017) no vieron
efecto antioxidante de los extractos de subproductos de tomate en carne de cordero. No
se ha podido encontrar trabajos de investigacion con extractos de bagazo afiadidos a
hamburguesas y otros productos carnicos, por lo que no es posible realizar una
comparacion mas concreta de los resultados de la oxidacion lipidica. No obstante, hay
que destacar que estos resultados demuestran, que la adicion de extracto de bagazo

obtenido mediante el sistema de extraccion desarrollado en un trabajo de investigacion
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anterior en nuestro laboratorio (Andrés et al., 2020) es eficaz para controlar las
reacciones de oxidacion lipidica en un producto carnico como hamburguesa,
almacenado en refrigeracion. Por otra parte, resulta resefiable que el lote BSG 3000
presentd menor oxidacion lipidica que el lote BSG 1000, mientras que después de 9 dias
de almacenamiento, ocurrio lo contrario, el lote BSG 1000 freno de forma maés eficaz la
oxidacion lipidica frente al lote BSG 3000, en el que los valores de oxidacion lipidica
fueron mas elevados. El efecto prooxidante de algunos compuestos a priori,
antioxidantes, ya ha sido evidenciado en estudios previos en matrices carnicas, en los
cuales se han empleado extracto de ajo o aceite esencial de ajo (Nieto et al., 2012;
Paula, 2017; Silva y Arantes, 2019), extracto de hoja de olivo (Al-Rimawi et al., 2017),
extractos de romero y pitanga (Vargas et al., 2016) y extractos de alga parda (Moroney
et al., 2013), todos estos extractos presentaron un efecto prooxidante en hamburguesas
debido a las propiedades reductoras de los constituyentes del extracto que mantienen el
hierro hemo en la forma ferrosa en la reaccion de Fenton y por lo tanto, la
descomposicion de hidrogeno a radicales hidroxilo catalizaria la oxidacion lipidica
(Paula, 2017 ), a su empleo en elevadas concentraciones (Nieto et al., 2012; Al-Rimawi
et al., 2017; Silva y Arantes, 2019) o su interaccion con iones metalicos como el hierro
o el cobre, los cuales promueven la oxidacion de lipidos en productos carnicos
(Moroney et al., 2013; Vargas et al., 2016; Al-Rimawi et al., 2017).

Por otra parte, se observo que los valores de grupos tiol libres (nmol tiol/mg
prot) disminuyeron desde valores de 291,28-303,62 nmol tiol/mg prot hasta 200,53-
263,52 nmol tiol/mg prot, aunque no fue una disminucién estadisticamente significativa
(P>0,05) a lo largo de tiempo de almacenamiento (P>0,05). Como consecuencia de la
oxidacion proteica los grupos sulfhidrilo forman enlaces disulfuros inter e
intramoleculares, por lo que la concentracién de los grupos sulfhidrilo disminuye con la
evolucion ascendente de las reacciones de oxidacion (Lund et al., 2011). Otros autores,
en sus estudios con hamburguesas tratadas con extractos naturales (extracto de uva
blanca, extractos de grosellas negras y extractos de tomate, uva tinta, aceituna y
granada) envasadas en atmosferas modificas y almacenadas bajo condiciones de
refrigeracion, observaron que durante el tiempo de almacenamiento se produjo la
pérdida de grupos sulfhidrilos y por lo tanto, las reacciones de oxidacion proteica tenian
lugar de forma sustancial (Jongberg, et al., 2011; Jia et al., 2012; Andrés et al., 2017), lo

cual no ocurre en el presente trabajo.
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Respecto al efecto de la adicion de ascorbato sodico o de extractos liofilizados
de bagazo en los valores de oxidacion proteica este no fue estadisticamente significativo
en ninguno de los dias de toma de muestras (P>0,05). Pateiro et al., (2018) y Zahid et
al., (2018) tampoco observaron diferencias significativas en hamburguesas refrigeradas
para este parametro debidas a la adicion de extracto de semilla de guarana y extractos de
hilo dorado y clavo, respectivamente. Por el contrario, otros estudios si que han
observado que extractos de romero y de hoja de pitanga roja frenaron mejor la
oxidacion proteica en hamburguesas que aditivos como el BHT (Lara et al., 2011;
Lorenzo et al., 2018)
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5.4. Anélisis microbioldgico

En la TABLA 5.1 se presentan los recuentos obtenidos para Enterobacterias
totales, microorganismos Psicrofilos y Bacterias acido-lacticas.

TABLA 5. 4. Efecto del tiempo de almacenamiento y extracto afiadido sobre el recuento
microbiano (expresado en log;o ufc/g) de hamburguesas de cerdo frescas envasadas en
MAP y almacenadas durante 9 dias en refrigeracion (4 + 1°C).

Dia LOTE Enterobacterias totales Psicrofilos Bacterias acido-lacticas

0 BSG 1000 3,22+0,08° 5,45+0,12° 2,55+0,12°
BSG 3000 3,56+0,09° 5,67+0,14° 2,49+0,07°
CONTROL- 3,45+0,11° 5,89+0,09° 2,67+0,09°
CONTROL+ 3,60+0,10° 5,76+0,11° 2,34+0,10°
Plote ns ns ns

4  BSG 1000 4,83+0,02d? 8,02+0,06¢° 6,09+0,01b%
BSG 3000 5,24+0,02b? 8,460,043 5,99+0,03b?
CONTROL- 5,09+0,04¢ 8,16+0,05b? 6,13+0,01a°
CONTROL+ 5,56+0,053 8,44+0,01a° 5,79+0,02b?
Plote **k* ***x **k*k

9 BSG 1000 6,33+0,08b* 9,09+0,16h* 7,46+0,07*
BSG 3000 6,24+0,06b* 9,48+0,01a’ 7,480,041
CONTROL- 5,94+0,02¢! 9,00+0,07b* 7,370,121
CONTROL+ 6,66+0,03a* 9,41+0,04a* 7,50+0,061
PIote e * ns

CONTROL- (hamburguesa sin extracto agregado); CONTROL+ (hamburguesa con 1000 mg é&cido ascérbico/kg carne); BSG 1000
(hamburguesa con 1000 mg de extracto de bagazo liofilizado por kg de carne); BSG 3000 (hamburguesa con 3000 mg de extracto
de bagazo liofilizado por kg de carne).

a-c, los valores con letras diferentes en el mismo dia de almacenamiento son significativamente diferentes debido al efecto lote (p
<0.05); 1-2-3, los valores con diferentes nimeros en el mismo lote son significativamente diferentes debido al efecto dia de

almacenamiento (p <0.05). Niveles significativos: ns: no significativo; *: P <0.05; **: P <0.01; ***: P <0.001.

Los recuentos iniciales de Enterobacterias totales y de psicrofilos
(microorganismos aerobios totales) fueron de 3,22-3,60 logy ufc/g y 5,45-5,89 logio
ufc/g respectivamente, los cuales aumentaron de forma estadisticamente significativa
después de 4 y 9 dias de almacenamiento en condiciones de refrigeracion (P<0,001 y
P<0,05), hasta valores finales de 5,94-6,66 log;, ufc/lg y 9,00-9,48 logio ufc/g,
respectivamente. Estos valores se encuentran dentro de los limites establecidos por el
Reglamento (CE) N° 2073/2005, relativo a los criterios microbioldgicos aplicables a los
productos alimenticios, mostrados en la TABLA 2.2. Otros autores como Lorenzo et al.
(2013), Zhang et al. (2016) y Andrés et al, (2017) observaron también que los recuentos

de Enterobacterias totales y microorganismos psicréfilos aumentaron también durante
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todo el almacenamiento bajo condiciones de refrigeracion en hamburguesas de cerdo,
lomos de cerdo y hamburguesas de cordero, respectivamente, envasadas en atmdsferas
modificadas. Estos recuentos se deben a distintos factores como la posible
contaminacion inicial que puede haber en material y equipos, a que en el proceso de
picado se aumenta la temperatura de la carne, a la contaminacion inicial de las piezas
carnicas utilizadas, etc. todo ello favoreceria la proliferacion de microorganismos

psicrofilos como el desarrollo de Enterobacterias (Ortega-Blazquez, 2014).

En cuanto a la evolucion de las bacterias acido-lacticas, los recuentos
aumentaron desde valores iniciales de 2,34-2,67 ufc/g hasta valores finales de 7,37-7,50
ufc/g, durante el periodo de almacenamiento. Las bacterias &cido lacticas forman parte
de la flora microbiana natural de las carnes envasadas en atmosferas modificadas
(Lorenzo et al., 2014). Los lotes BSG 1000 y BSG 3000 fueron los que menores valores
presentaron en el recuento de bacterias acido lacticas tras 4 y 9 dias de almacenamiento.
Las bacterias acido-lacticas son anaerobias, pero no sensibles al O, por lo que pueden
crecer tanto en presencia como en ausencia del mismo (Liziano, 2013), hasta niveles de
10" ufc/cm® (Zhang y Zhang, 2017). Pueden llegar a considerarse como especies
bacterianas alterantes debido a que su actividad metabdlica puede provocar acidez,
decoloracién, produccion de gas, pérdida de sabores y olores, exudado lechoso,
hinchazén del envase, cambios en el pH, sin tener que afectar a la inocuidad del

producto, pero si a su calidad sensorial (Salgado et al., 2013).

Con respecto al efecto de la adicion de extractos, el lote BSG 1000 (1000 mg de
extracto de bagazo liofilizado/kg carne) fue el que menores recuentos de
Enterobacterias totales y psicréfilos presentd (P<0,001), después de 4 dias de
almacenamiento en refrigeracién. Estos resultados concuerdan con Lorenzo et al.
(2013), Zhang et al. (2016) y Andrés et al, (2017), cuyas investigaciones mostraron
mejores resultados las hamburguesas tratadas con extractos naturales. Hubo diferencias
estadisticamente significativas (P<0,001), tras 4 dias de almacenamiento, en el recuento
de bacterias acido-lacticas siendo el CONTROL-, el que mayores valores presento,
condiciendo con Lorenzo et al., (2013) y Zamuz et al., (2018) en sus estudios con
extractos de té, uva, castafia y algas aplicados en carne y extractos de cascara, fresa, y

hojas de castafio aplicados en hamburguesas, respectivamente.
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Sin embargo, en el dia 9 de almacenamiento, el lote CONTROL- obtuvo
menores recuentos para Enterobacterias y psicrofilos (P<0,001 y P<0,05,
respectivamente), por lo que puede inferirse que el extracto de bagazo liofilizado no
presentd capacidad antimicrobiana, coincidiendo con Zamuz et al (2018) en cuya
investigacion trataron hamburguesas de carne con extracto de castafia. Por el contrario,
existen autores que demostraron que extractos naturales de té, uva, Nitraria retusa,
semilla de guarand o madera de roble fueron capaz de tener un efecto inhibitorio del
crecimiento bacteriano (Lorenzo et al., 2013; Meriem et al., 2014; Pateiro et al., 2018;
Soriano et al., 2018). Como se ha mencionado anteriormente, no existe bibliografia
cientifica concreta sobre la adicion de extractos de bagazo en hamburguesas, por lo que

no es posible comparar estos resultados.
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6. CONCLUSIONES

1. Los extractos liofilizados de bagazo extraidos en solucion acuosa con
Ultrasonidos, presentaron un efecto conservante del color rojo de las
hamburguesas en las concentraciones aplicadas en el presente trabajo de

investigacion, que fue similar o comparable al del ascorbato sodico.

2. La aplicacion de los extractos de bagazo liofilizado en hamburguesas de carne
de cerdo almacenadas bajo las condiciones establecidas en este estudio, aumento
la estabilidad de lipidos frente a la oxidacion, en comparacion con el lote al que
no se le habia afiadido ningln tipo de antioxidante. Por tanto, el empleo de estos

extractos seria de especial interés en las industrias carnicas agroalimentarias.

3. La adicion de extractos de bagazo liofilizado, en las concentraciones aplicadas,
no mostré ningun efecto antimicrobiano destacable durante el almacenamiento

de las hamburguesas en refrigeracion.
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