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Resumen

El perfil de acidos grasos insaturados presente en la carne de los corderos se ve afectado
por el proceso de digestion ruminal, ademas de otros factores intrinsecos como son el tipo
de dieta, la edad, el sexo entre otros. La composicion de acidos grasos afecta a su vez a
la calidad de la carne suponiendo cambios en el color, en la textura y en el estado de
oxidacion de los lipidos de tal forma que resulta de especial interés su estudio a lo largo
de un periodo de tiempo de 14 dias. A partir del décimo cuarto dia, la calidad de la carne
deja de ser 6ptima para el consumo humano. Tras los anélisis realizados en hamburguesas
de cordero, se ha encontrado que la carne adquiere un color marrén, un detrimento en las
propiedades sensoriales, un aumento del estado de oxidacion de los lipidos y un
crecimiento microbioldgico concluyendo asi que, bajo condiciones de atmosfera
modificada basada en un 80% Oy un 20% CO., no se observan diferencias en el producto

final basadas en el diferente contenido de acidos grasos saturados del producto.
Abstract

The unsaturated fatty acid profile shown in lamb’s meat is affected by the ruminal
digestion process, also by other intrinsic factors, e.g. diet, age, sex among others. The
fatty acid composition also affects the quality of meat in terms of changes in color, texture
and lipids oxidation therefore It is especially relevant its study throughout a 14-day
period. From the 14" day, the meat quality ceases to be optimal for human consumption.
As a result of the analysis done in lamb patties, a brown color in meat has been found
among a detrimental effect in sensory properties, an increase in lipid oxidation and
unusual microbiological growth. This means that, under MAP conditions based on 80%
02 and 20% CO», no significant differences were observed in the final product, when

initial fatty acid profile was different.
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1. Introduccion.

Un consumo adecuado de carne roja ha sido relacionado con beneficios para la
salud en numerosos estudios cientificos (Cashman , Hayes; 2017), esto se basa en que la
carne roja es una fuente de proteinas y nutrientes esenciales como el hierro, el zinc o la
vitamina B2 y también de &cidos grasos poliinsaturados (AGPI) omega-3 (segun en qué
carbono se posicione el primer doble enlace, en este caso en el tercero, empezando a
contar por el extremo que no posee el grupo carboxilo) de cadena larga y de &cidos
linoléico-conjugados (ALC) (&cido eicosapentaenoico o EPA, acido docosahexanoico o
DHA vy acido docosapentanoico). Integrar este tipo de nutrientes en la dieta supone una
proteccion contra enfermedades cardiovasculares, desérdenes autoinmunes, diabetes,
artritis y arritmia, ademas, el DHA es un nutriente esencial para la retina y el cerebro
(Finley, Shahidi; 2001). Sin embargo, una de las Gltimas revisiones de literatura cientifica
realizada por expertos de varios paises, convocados bajo el Programa de Monografias del
Centro Internacional de Investigacion sobre el Cancer (IARC), ha clasificado la carne roja
como probable carcinégeno para los humanos®. Uno de los mecanismos responsable de
la carcinogénesis mas apoyados en publicaciones cientificas es la formacion de
compuestos mutagénicos como aminas heterociclicas o hidrocarburos poliaromaticos
cuando se cocina la carne a altas temperaturas hasta pasado su punto. A pesar de ello, se
requiere un consumo de grandes cantidades y que la carne esté muy hecha para poder
tener evidencia cientifica del incremento en el riesgo de padecer cancer (McAfee,
McSorley, Cuskelly, Moss, Wallace, 2009). Centrandonos en los beneficios que supone
el contenido en AGPI de la carne roja anteriormente mencionados, multiples
publicaciones cientificas estudian la relacion entre su presencia en la carne de cordero y
los factores que afectan a la calidad nutricional de este tipo de carne. Entre estos factores
se encuentra el tipo de dieta con la que se alimenta a los corderos, el sexo, la edad, su

genética, el procesado y los cambios producidos durante su vida util.

Los corderos son rumiantes, por lo que la digestion microbiana ruminal afecta a
la composicion de los acidos grasos, pero también la sintesis de novo, la desaturacién in
situ por ejemplo del acido vaccénico en acido ruménico y la transferencia entre los tejidos.
La digestion microbiana ruminal consta de dos procesos: la lipolisis y la
biohidrogenacion. La lipolisis consiste en la liberacion de los acidos grasos procedentes,

en primera instancia, de los lipidos contenidos en los alimentos, mientras que la
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biohidrogenacion es la transformacion de enlaces dobles en enlaces sencillos de los acidos
grasos dando lugar a una elevada concentracion de acidos grasos saturados como el &cido
estearico (18:0). Como consecuencia de estos procesos también se obtienen el &cido
vaccénico (18:1 trans-11) y los isomeros conjugados del acido linoleico (CLA) como el
acido ruménico (18:2 cis-9, trans-11) que tiene propiedades anticarcinogénicas. El acido
linoleico (C18:1) y el &cido linolénico (C18:2) también estan presentes en los productos
derivados del cordero, pero no pueden ser sintetizados por el animal, por lo que son

nutrientes esenciales en la dieta (Scerra, Caparra, Foti, Galofaro, Sinatra, Scerra; 2007).

La sintesis de novo consiste en la elongacion de moléculas de acetil coenzima A
mediante reacciones sucesivas de condensacion decarboxilativa de moléculas de acetil-
CoA (o butiril Co-A) con la de malonil-CoA. Asi se obtiene, principalmente, el acido
palmitico que por accion de la mitocondria puede llegar a veintidds carbonos (Martinez,

Perez, Pérez,Gomez, Carrion; 2010).

Dada la importancia de los AGPI y de los omega-3 se ha comprobado que los
corderos alimentados con pasto muestran una menor proporcién de grasa en la canal y de
mejor calidad, desde el punto de vista nutricional, que los corderos criados en establos
debido al mayor ratio AGPI/AGS y menor ratio omega-6/omega-3 en la grasa

intramuscular (Scerra, Caparra, Foti, Galofaro, Sinatra, Scerra; 2017).

En cuanto al sexo, en corderos sin destetar y por lo tanto sin actividad ruminal, el
depdsito de acidos grasos saturados es mayor en hembras que en machos debido a la
mayor precocidad de las hembras. Sin embargo, en corderos destetados no se encontraron
diferencias significativas debido a la digestion microbiana ruminal (Horcada-Ibanez,
Beriain-Apesteguia, Lizaso-Tirapu, Insausti-Barrenetxea, Purroy-Unanua; 2009).
También se ha encontrado que el contenido en AGPI es mayor en hembras, pero, en
general, la calidad sensorial de la carne no se ve afectada por el sexo del animal
(Florencio, Pefia, Andrés; 2007).

La edad de sacrificio, comparando 45 dias frente a 90 dias no afectd
draméaticamente el perfil de acidos grasos, no asi el contenido en grasa o en acidos grasos.
Estas diferencias se pueden deber al diferente desarrollo de los tejidos en animales
jovenes y las diferentes condiciones fisiologicas y capacidades digestivas de los animales.

Concluyendo que la carne de los animales mas jovenes estaba caracterizada por un perfil
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de &cidos grasos mas compatible con una alimentacién sana del consumidor (Karabacak,
Aytekin, Boztepe; 2014).

Hasta ahora se ha destacado mas el perfil y la composicion de los &cidos grasos
como algo que el consumidor demanda de la carne de cordero desde la perspectiva de la
salud, pero esto no es lo Unico que el consumidor demanda, ya que el color que tiene esta
carne es un parametro critico en la comercializacion de este producto, ademas de la
textura. El color en la carne depende de la mioglobina, que es una proteina soluble en
agua gque almacena oxigeno para el metabolismo aerobio del musculo. En su parte no
proteica contiene un atomo de hierro cuyo estado de oxidacion y a qué se encuentre ligado
son factores que definiran el color de la carne. Una alta concentracion de mioglobina da
lugar a un color mas intenso. Al cortar la carne, la mioglobina se oxida a oximioglobina
que le da un color rojo brillante normalmente asociado a carne fresca. Tanto la mioglobina
como la oximioglobina se pueden oxidar a metmioglobina que da un color amarradonado
a la carne y por lo tanto es percibido por los consumidores como el enranciamiento del
producto (Boles, Ann, Pegg; 2010).

A la hora de evaluar la calidad organoléptica de la carne de cordero, una vez
cocinada, los consumidores valoran primeramente el sabor, luego la ternura y por Gltimo
la jugosidad. Se ha encontrado evidencia de que los corderos ligeros sin destetar tienen
una carne menos tierna, pero de sabor mas intenso que los corderos ligeros destetados
(Juarez, Horcada, Alcalde, Valera, Polvillo, Molina, 2009). También se encuentran
diferencias en cuanto al lugar de procedencia, por ejemplo, en paises del mediterraneo la
carne de cordero es percibida como de mayor calidad (mas tierna y menos sabrosa) en
corderos ligeros que en corderos pesados (Martinez-Cerezo, Safudo, Panea, Medel,
Delfa, Sierra, Beltran, Cepero, Olleta; 2005).

Otros factores a tener en cuenta son: como va a ser almacenada y procesada esta
carne de cordero. Normalmente, la carne de cordero se suele almacenar empaquetandola
a cuatro grados centigrados en atmosferas modificadas (Modified Atmosphere Packaging,
MAP), que comunmente contienen oxigeno (Oz2), dioxido de carbono (CO.) y nitrdgeno
(N2) o al vacio (Vacuum Skin Packaging,VSP). En MAP, conviene emplear entre un 70-
80% de oxigeno para que asi la carne tenga el color rojo deseado. Por otra parte, el O
puede provocar la oxidacion de los lipidos y de la mioglobina dando lugar al
enranciamiento y a la decoloracion de la carne con el consiguiente rechazo por parte del
consumidor. Por esta razén, la concentracion del oxigeno es un parametro critico que
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controlar. También se ha documentado el empleo de una MAP constituida por 40% de
CO2 con un 60% de N2, resultando una carne sin olores indeseados y con un color 6ptimo
(Vergara, Gallego; 2001). Otra forma de reducir el empleo de oxigeno consiste en
empaquetar la carne en vacio, disponiendo sobre su superficie un film que reduce al
minimo la presencia de oxigeno. Empleando cualquiera de las formas de
empaquetamiento previamente mencionadas, la vida util no suele pasar de 21 dias en
carne refrigerada a cuatro grados centigrados (Bellés, Alonso, Roncalés, Beltran, 2017).
A medida gue avanza el tiempo de almacenamiento es esperable ver una disminucion del
color rojo, un aumento del color amarronado debido a los procesos de oxidacion. No hay
mucha informacion acerca de como varia la textura de las hamburguesas de cordero, pero
en hamburguesas de ternera se observo que el almacenaje en MAP disminuia su jugosidad
y su masticabilidad (Jongberg, Sisse; 2011).

En la manufacturacion de hamburguesas el proceso de picado de la carne influye
de tal forma que se obtiene una mayor area superficial y como consecuencia tendra una
mayor exposicion al O, siendo més probable que sufra procesos de oxidacion, dando

lugar a un producto de peor calidad y mas perecedero (Bao, Puolanne, Ertbjerg, 2016).

En este estudio, animales con distinto perfil lipidico se emplearan para determinar
si la composicién de los acidos grasos tiene un efecto sobre los cambios observados
durante el periodo de vida Util de la carne. Para ello se ha escogido un producto modelo

como son las hamburguesas.
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1.1. Objetivos del proyecto.

Teniendo en cuenta la evolucion a cerca del conocimiento sobre el papel de los &cidos

grasos en la salud, su variacion en base a distintos factores y la presencia de estos

compuestos en la carne de cordero, se proponen los siguientes objetivos:

Emplear un modelo carnico, como puedan ser las hamburguesas, para analizar
el impacto del tiempo de almacenamiento en parametros clave en la calidad
del producto.

Caracterizar las muestras, segun el perfil de acidos grasos y su composicion,
haciendo énfasis en aquellos &cidos grasos relevantes para la salud humana
como son: los &cidos grasos saturados (AGS), los &cidos grasos
monoinsaturados (AGM), ALC, AGPI o-3 y ®-6 ( la letra griega ‘@’ indica la
posicién del doble enlace o insaturacion contando desde el extremo opuesto a
donde se encuentra el grupo carboxilo).

Analizar el color, el estado de oxidacion de los lipidos, la textura y la
composicion de las muestras (contenido en grasa y humedad, cenizas y
proteinas).

Determinar la influencia de una composicion alta y baja de AGI ( acidos
grasos insaturados) en los parametros de calidad estudiados bajo las

condiciones de empaqguetamiento y envasado seleccionadas para este trabajo.

Todos los anélisis planteados son analisis estandarizados que se emplean para valorar

la calidad de las hamburguesas de cordero. Cada tipo de analisis sera realizado en distintos

periodos de tiempo de almacenaje, previamente seleccionados, para asi evaluar la calidad

del producto final en términos de color, composicion, textura y enranciamiento.

13



2. Conceptos teoricos.

A continuacion, en esta seccion se explicard los principales acidos grasos que se
esperan observar en base a factores intrinsecos de los corderos y a otros extrinsecos.
Ademas, del papel de los &cidos grasos en la salud. Finalmente, también se documentaran
otros factores que influyen en la vida atil de las hamburguesas de carne de cordero y, por

lo tanto, también en su calidad y en como mejorarla.

2.1. Elefecto de los acidos grasos en la salud.

Las grasas son necesarias en la dieta ya que aportan acidos grasos esenciales
ademas de intervenir en la absorcion de vitaminas liposolubles. De acuerdo con la
consulta de expertos de la FAO/WHO en 2008, las grasas en la dieta han de suponer entre
un 20-35% de la energia, en una poblacion sana y siempre que se mantenga el balance
energético. Las grasas que resultan mas beneficiosas para nuestra salud son las que
provienen de los AGPI y de los &cidos grasos monoinsaturados (AGMI) ya que
incrementan la fluidez de las membranas de las células reduciendo asi el estrés oxidativo
y la aparicién de enfermedades cardiovasculares (Pytel, Olszewska-Banaszczyk, Koter-
Michalak, Broncel; 2013) . Este tipo de &cidos grasos se encuentra mayoritariamente en
pescado, vegetales, semillas y frutos secos y por lo tanto también de aceites de origen
vegetal y de pescado?. Sin embargo, la grasa de origen animal es rica en AGS , cuyo
consumo se debe limitar a menos de un 10% del consumo cal6rico diario puesto que
puede favorecer la aparicion de enfermedades cardiovasculares, dislipemiay cancer. Tras
la consulta anteriormente mencionada, se plantearon algunas recomendaciones respecto
a los distintos acidos grasos y sus distintas implicaciones para la salud como las

siguientes:

e Se consigue una disminucion del colesterol de las LDL y de la relacion
colesterol total/colesterol HDL al sustituir los AGS por AGPI. Algo que
también se observa si se sustituyen por acidos grasos monoinsaturados
(AGMI). Esto supone un riesgo inferior de enfermedad coronaria (CHD).

e Los acidos linoleico y a-linolénico son esenciales puesto a que solo se
pueden obtener a través de su consumo en alimentos que los contengan.

Estos acidos disminuyen el riesgo de accidentes cardiovasculares.
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e EIl consumo de AGPI ©-3 y »-6 previene de enfermedades degenerativas
debidas al envejecimiento.

e Los &cidos grasos trans (los grupos funcionales se encuentran en lados
opuestos) suponen un incremento de accidentes cardiovasculares, de CHD
mortal y de muerte subita, ademas de sindrome metabdlico y diabetes, por

lo que su consumo se ha de minimizarA.

Con el objeto de clasificar las grasas ingeridas en la dieta, en base a su calidad
nutritiva, se han desarrollado unos indices que relacionan la proporcion entre los
diferentes acidos grasos presentes en un tipo especifico de alimento indice aterogénico
(IA) e indice trombogénico (IT). El IA se define como “la capacidad potencial de las
grasas para producir agresiones en el endotelio de los vasos sanguineos (formacion de
placas de ateroma), en personas especialmente susceptibles”. A su vez, el IT se define
como “la capacidad potencial de un alimento para producir trombosis o embolia en
individuos especialmente sensibles” (Ghaeni, Khadijeh, Zaheri; 2013). Por ejemplo, la
carne de la pata del cordero tiene un IA de 0,53 y un IT de 1,13. EI IA es un valor parecido
a otras carnes procedentes de otros animales, pero el IT es bastante alto debido a la alta
presencia de AGPI »-65.

Las formulas para calcular el IT y el 1A son las siguientes, en la Tabla 1 se
especifican con detalle los &cidos grasos empleados para calcular estos indices:

[(4xC14:0) + C16:0 + C18: 0]

IA =
[XMUFA + ¥ PUFAw6 + ¥ PUFA®3]

Ecuacion 1. Formula del indice aterogénico.

(C14:0 + C16:0 + C18:0)

3PUFA®3
PUFA0G )

IT =

(0,5xMUFA + 0,5xPUFAw6 +

Ecuacion 2. Férmula del indice trombogénico.
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Tabla 1. Leyenda.

Siglas  Significado

C14:0  Acido miristico
C16:0  Acido palmitico
C18:0  Acido estearico

MUFA Monounsaturated Fatty Acids, &cidos grasos monoinsaturados.

PUFA  Poliunsaturated Fatty Acids, acidos grasos poliinsaturados.

Un tema de especial interés es la relacion entre el consumo de los &cidos grasos y
el desarrollo de distintos tipos de cancer. No es posible asegurar que cierta cantidad o que
un tipo determinado de grasa consumido en un alimento influya en la aparicién de cancer,
ya que los alimentos estdn formados por varios nutrientes con funciones, a veces,
antagoénicas entre ellos. EI comité de expertos de la FAO/WHO concluyé que solo existe
una vinculacion presumible entre la grasa total y el cancer de endometrio, mientras que,
para el cancer colorrectal, de mama y de ovario no existe suficiente evidencia cientifica

como para afirmar lo mismo®.

2.2. Factores intrinsecos que afectan al perfil de acidos grasos en
los corderos.

El perfil de &cidos grasos en los corderos es muy susceptible de variar
dependiendo de diversos factores, como son: la edad, el sexo, la procedencia, la dieta, la
crianza, etc. Muchas de estas variaciones son recogidas en publicaciones cientificas, ya
gue esto supone un tema de interés puesto que se busca poder obtener carne con un perfil
de &cidos grasos saludable, a la vez que ofrece una carne de buena calidad, mediante la
optimizacion de y optimizar todo el proceso de crianza y posterior desarrollo del
producto, incrementando asi los beneficios obtenidos tanto por los ganaderos como por

los procesadores y distribuidores.

La influencia de que el cordero haya sido destetado o0 no ha sido evaluada, se
encontré que la proporcion de AGS era mayor en aquellos que no habian sido destetados;
mientras que los que habian sido destetados tenian una proporcion mayor de AGMI y un
mayor ratio »-6/w-3 en el mismo tejido. También se observé un mayor contenido de acido
laurico (C12:0), acido miristico (C14:0), acido palmitico (C16:0), acido estearico (C18:0)
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y acido oleico (C18:1). De acuerdo con esta misma publicacion, se pudo concluir, ademas,
que no se encontraron diferencias significativas en la composicién de &cidos grasos
alimentando a los corderos con cebada entera o concentrado comercial (Velasco,

Carieque, Lauzurica, Pérez, Huidobro, 2004).

Los mismos autores, en una publicacion anterior, investigaron el efecto de
posibles cambios en la dieta. Por ejemplo, si se alimentaban los corderos no destetados
con aceite de girasol se producian aumentos en el contenido de acido linoléico (C18:2) y
disminuciones en los acidos palmitico (C16:0), estearico (C18:0) y linolénico (C18:3).
Por otro lado, aumentando la concentracion de concentrado o de cereales aumentaba el
nivel de insaturacion debido a cambios en la digestion ruminal (Velasco, Cafeque,
Lauzurica, Pérez, Huidobro, 1998). En otra publicacion, se concluyé que los corderos
lactantes alimentados con pastos tenian una mayor proporcion de &cidos grasos
insaturados en la grasa intramuscular, especificamente en acido linoleico (C18:3), acido
eicosapentanoico (C20:5) y é&cido docosapentanoico (C22:5) que los corderos
alimentados en establos (Scerra; 2007). Ademas, también una mayor ratio AGPI/AGS,
una menor ratio ®-6/®w-3 y un mayor contenido de CLA. Mientras que los corderos
lactantes alimentados en establo tenian una mayor proporcion de acido laurico (C12:0),
acido palmitico (C16:0) y acido oleico (C18:1).

El efecto de la edad ha sido estudiado también. El contenido de acidos grasos
ramificados (AGR) aumenta con la edad, dando lugar a la siguiente distribucion: las
menores concentraciones se encuentran en corderos de menos de un afio, concentraciones
intermedias para corderos entre uno y dos afios y las concentraciones mas elevadas en
corderos de mas de dos afios. Esto es un hecho esperable, también ya que el contenido en
grasa del animal aumenta a medida que envejece. Adicionalmente, se observéd que, el
acido 4-etilnonanoico, un tipo de AGR, tenia una mayor su concentracion en hembras que

en machos (Watkins, Rose, Salvatore, Allen, Tucman, Warner, Dunshea, Pethick; 2010).

El efecto de la procedencia de los animales también ha sido estudiado, en tanto en

cuanto las dietas varian. Se compararon, comparando corderos criados en Reino Unido y
en Espafia, y se encontr6 que: los corderos procedentes de Reino Unido tenian mayores
porcentajes, sobre el total de &cidos grasos, de C18:0 y acido o-linoleico (C18:3 »-3) y
AGPI -3 de cadena larga, aungque, menores porcentajes de C18:2 (w-6) y AGPI w-6 de
cadena larga que los corderos procedentes de Espafia. Esta diferencia se debe al distinto
tipo de dieta de ambos corderos. Ademas, la cantidad de estos &cidos grasos en el muasculo
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era mayor en los corderos de Reino Unido y no solo por su mayor contenido en grasa
(Safiudo, Enser, Campo, Nute, Maria, Sierra, Wood; 2000).

Por dltimo, de entre los masculos empleados para la carne, se ha visto que el
gluteobiceps tiene un contenido alto en &cidos grasos y que el longissimus tiene el menor
contenido en &cidos grasos y la menor concentracion de AGPI, relacionado con su
metabolismo por ser un musculo “mas blanco” (Enser, Hallett, Hewett, Fursey, Wood J,
Harrington; 1998).

2.3. Parametros de calidad afectados durante el periodo de vida
util.

La conservacion de la carne consta de dos etapas, una primera etapa de refrigeracion
posterior al sacrificio de los corderos, en la cual el descenso de la temperatura de la canal
se ajusta al descenso del pH del musculo para garantizar un producto final de alta calidad
organoléptica seguido por una segunda etapa, que consiste en conservar la carne a bajas
temperaturas hasta su comercializacion, en la cual se pueden emplear varias técnicas para
preservar la calidad de la carne hasta que llega al consumidor final, tales como atmosferas
modificadas, envasado al vacio o “skin pack”. Una vez comienza el almacenamiento,
procesos tales como el crecimiento microbiano o la oxidacion de los lipidos y de las
proteinas pueden acortar la vida Util de la carne. Debido a estos procesos de oxidacién, la
carne empieza a experimentar cambios en su color, sabor, textura, olor y valor nutricional
(Bellés, Alonso, Roncalés, Beltran; 2017). A raiz de esto, surge la necesidad de emplear
métodos que nos permitan asignar estos cambios cualitativos a datos cuantitativos, con
los que poder extraer informacion para optimizar los mecanismos que ayuden a extender

la vida atil de la carne.

2.3.1. Oxidacion lipidica.

La oxidacion lipidica es una de las causas del deterioro de los alimentos en general,
produciendo un deterioro en la calidad, la pérdida de nutrientes y la formacién de
sustancias no deseables®. Los lipidos se pueden oxidar por via enzimatica o no enzimatica,

siendo la autooxidacion o peroxidacion lipidica el principal mecanismo en carne fresca.
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Esta reaccion tiene lugar a partir de una reaccion de radicales libres en cadena, que como
cualquier otra reaccion radicalaria consta de tres pasos: iniciacion, propagacion y
terminacion. Para llevar a cabo la iniciacion, existen varios posibles iniciadores como son
las sustancias reactivas del oxigeno (ROS), la luz, el calor o metales de transicion.
Durante la iniciacion, uno de estos iniciadores da lugar a la formacion de un radical
lipidico a partir de un lipido. Tras la iniciacion, tiene lugar la propagacion, en la cual el
radical lipidico reacciona con oxigeno para dar un radical peroxilo que a su vez reacciona
como iniciador con otra molécula de un lipido para dar lugar asi a un hidroperdxido
lipidico y a otro radical lipidico. Por Gltimo, se lleva a cabo la reaccién de terminacién
cuando dos radicales se unen formando compuestos no reactivos. Esta ultima fase se lleva

a cabo cuando hay suficientes especies radicales para favorecer su contacto.

INICIACION PROPAGACION TERMINACION

ROS

Luz
Metales de
transicion

R- +R-
RO- + RO- Productos

estables
ROO- + ROO-

Figura 1. Esquema de oxidacion autolipidica. ROS: especies reactivas del oxigeno.

La oxidacion lipidica da lugar a los hidroperoxidos, compuestos inestables que dan
lugar a compuestos de oxidacion secundarios que comprometen la calidad de la carne. La
carne puede contener trazas de iones metalicos, como el Hierro, que pueden inducir la
autooxidacion cuando hay hidroperdxidos presentes descomponiendo estos en radicales
hidroxilo y alcoxi, seguido de la escision de la cadena de los &cidos grasos a continuacion
del radical alcoxi. Asi, se generan compuestos no volatiles y volatiles que son los

responsables del deterioro en la carne®.

Como ya se ha comentado previamente, se recomienda un mayor consumo de AGPI
frente a AGS, aunque los AGPI son mas susceptibles a ser oxidados durante el
almacenamiento de la carne disminuyendo asi el contenido nutricional de la carne. Esto
es debido a que los AGPI tienen dobles enlaces que disponen de un electrén mas
facilmente de “arrancar” debido a que poseen un enlace  a parte de un enlace o, que €s
el inico que poseen los enlaces sencillos, que el radical requiere para alcanzar su maxima

estabilidad con un octete completo. Entre los compuestos que se generan como productos
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de la oxidacion de los lipidos se encuentran los aldehidos, entre ellos el mas abundante
es el malondialdehido (MDA) que se suele emplear como marcador de estrés oxidativo.
El MDA se forma a partir de una reaccion radicalaria entre ROS y AGPI8,

2.3.2. Medida del estado de oxidacion de los lipidos.

Para medir el estado de oxidacion de los lipidos, existe un método
espectrofotométrico de uso generalizado denominado TBARS. Las siglas de TBARS son
una abreviatura para ThioBarbituric Acid Reactive Substances o sustancias reactivas del
acido tiobarbitarico, en espafiol. Es un método espectrofotométrico que mide la
+absorbancia a 532 nm producida por la formacion del complejo de color rosa
fluorescente entre el malondialdehido (MDA) y el acido tiobarbitirico (TBA). A

continuacidn, se ilustra la reaccion que se lleva a cabo para la formacion de dicho

complejo:
OH Sx. N OH HO. _N. _SH
~ S, Tt ~
it T A |
2 N F N AP T P
N /‘;’[\ H- T \l/
HO™ "N~ TSH MDA OH OH
2-Thiobarbituric Amax = 531 nm
Acid

Figura 2. Reaccion de formacion del complejo MDA-TBA.

La cinética de la reaccion depende de la disolucion de TBA, de la temperatura y
del pH. Existen varios procedimientos distintos documentados para llevar a cabo este
método, como son: el calentamiento directo de la muestra, la destilacion de la muestra, la
extraccion de los lipidos de la muestra mediante disolventes orgénicos o la extraccion
mediante el uso de un &cido acuoso. Pero para este estudio se ha seguido el procedimiento
general, que consiste en la homogenizacion y la centrifugacion en acido tricloroacético

(TCA) y posterior reaccion con el TBA al punto de ebullicion del agua, 100°C.

Pese a su utilizacion generalizada como método para medir el estado de oxidacion
de los lipidos, el TBA no es selectivo para el MDA puesto que también reacciona con
otros aldehidos, carbohidratos, aminoacidos y acidos nucleicos que interfieren con el
TBA, dando lugar a un error por exceso. También puede ocurrir un error por defecto

debido a que, bajo condiciones in vivo, se pueden formar bases de Schiff lineales o ciclicas
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o0 dobles enlaces cruzados con lisina y arginina presentes en las proteinas. Debido a esto,
el método tiene una baja sensibilidad para cuantificar y una baja especificidad molecular.
Las condiciones fuertes de reaccion también pueden suponer una fuente de error al poder
formarse una peroxidacion de los constituyentes de la muestra. Es importante tener en
cuenta que el MDA no es un producto mayoritario puesto que solo proviene de la
oxidacion del &cido linolénico y no de otros lipidos (Barriuso, Astiasaran, Ansorena,
2013). Sin embargo, este método es ampliamente aceptado y empleado para medir

oxidacion de acidos grasos debido a su simplicidad.

2.3.3. Importancia del color en la calidad de la carne.

El color de la carne tiene un papel determinante a la hora de percibir el consumidor
la carne como una carne de calidad. De acuerdo con Adams y Huffman (1972) o a Pirko
y Ayres (1957), el consumidor relaciona el color de la carne con la frescura de la misma.
También es importante a escala industrial, puesto que la decoloracion de ciertas partes de
una pieza de carne hace que sea necesario recortarlas y por lo tanto supone una pérdida
econdmica (Seideman, Cross, Smith, Durland; 1983). Por ello, es necesario el desarrollo
de estrategias que permitan que la carne conserve su color durante el mayor periodo de

tiempo posible.

2.3.4. Medida del color.

Para medir el color de las hamburguesas de cordero, se emplea un modelo
cromatico denominado Hunterlab. Este modelo define el color de una muestra en base a

tres parametros:

e Laluminosidad (L), cuyo valor estd comprendido entre L=0, para el color
negro, y L=100, para el color blanco.

e 3, representa el color rojo o verde de la muestra. Los colores rojos
comprenden los valores positivos de a y los colores verdes, los valores
negativos.

e Db, representa el color amarillo o azul de la muestra. Los colores amarillos
comprenden los valores positivos de b y los colores azules, los valores

negativos.

De la combinacidon se estos tres parametros se obtiene una representacion

tridimensional del color de la muestra. Este modelo sirve, por ejemplo, para discernir
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entre dos colores en base a sus distintos valores de las coordenadas L*, a* y b*, y

calculando la desigualdad entre ellos®.

2.3.5. Importancia de la textura en la calidad de la carne.

Como previamente se indico para el color, el consumidor tiene la ultima palabra a la
hora de juzgar la calidad de la carne en base, en este caso, a la textura. La textura se ve
afectada durante el almacenamiento, por un lado, reduciendo la firmeza por medio de la
actividad de enzimas enddgenas tales como calpaina o aminopeptidasas; y por otro
aumentado debido a reacciones de oxidacion, perdida de humedad y entrecruzamiento de
proteinas. EI consumidor rechaza carnes que no tengan unas propiedades de textura

determinadas, conduciendo al rechazo de producto final.

La terneza de la carne parece ser el pardmetro mas importante ya que carnes muy
blandas o muy duras son rechazadas por el consumidor y se basa en las distintas proteinas
presentes en el musculo, mayoritariamente proteinas fibrilares que le confieren su
estructura. El tamafio de estas fibras determina en gran medida las propiedades
organolépticas de la carne, por ejemplo, los animales mas viejos tienden a tener fibras

musculares de mayor tamafio dando lugar a una carne mas basta en cuanto a textura.

Otros parametros, como la actividad del musculo dado que zonas de la canal que han
sido ejercitadas tienen mas tejido conectivo y son menos tiernas que otros cortes de zonas
menos ejercitadas. El tipo, la proporcion y la distribucidn del tejido conectivo por lo tanto
también influye. Ademas, parte del tejido conectivo se puede romper quimicamente
mediante un envejecimiento natural al colgar la pieza de carne de la res resultando una
carne mas tierna. Por ultimo, procedimientos mecanicos como la molienda de la carne,
marinajes o la adicion de enzimas puede dar lugar a una carne mas tierna en comparacion

a aquellas carnes no tratadas™®.

2.3.6. Medida de la textura.

Para obtener una interpretacién numeérica de la palatabilidad de las hamburguesas,
se emplea la rama de la “Texturometria”. Comprender lo que abarca la Texturometria,
requiere entender previamente lo que significa la textura. La textura, es definida por el
ICTAN (Instituto de la Ciencia y Tecnologia de los Alimentos y Nutricion) como: “el
conjunto de las propiedades reoldgicas y de estructura de un producto, perceptibles por
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los mecanoreceptores, receptores tactiles y, en ciertos casos, por los visuales y los

auditivos”. En este estudio, se emplea el ensayo del Analisis del Perfil de Textura (TPA)

que consiste en un test de doble compresion, en el cual la muestra es comprimida por una

sonda metalica primero hasta un determinado porcentaje de su espesor y finalmente, hasta

el 100% de su espesor. De la realizacion de este ensayo se puede obtener la medida los

pardmetros presentados en la Tabla 2:

Tabla 2. Parametros medidos en el TPALL.

Parametro Definicion Forma de medida
_ _ Fuerza méxima requerida para
Fuerza requerida para conseguir una _ . .
Dureza B ] realizar la primera compresion
deformacion determinada.
(Newtons).
o _ Fuerza del primer pico
Fracturabilidad Fuerza necesaria para fracturar la muestra
(Newtons).
Cociente entre el é&rea del

“Fuerza” de los enlaces internos que

segundo pico de compresion y

Cohesividad ) , . .
mantiene la estructura de una muestra. el area del primer pico de
compresion (adimensional).
Capacidad que tiene una muestra Cociente entre la altura del
- deformada para recuperar su forma o segundo pico de compresion y
Elasticidad o ) . .
longitud inicial después de que la fuerza ha la altura del primer pico de
impactado en ella. compresion (adimensional).
Fuerza necesaria para desintegrar una
_ ) . Producto de la dureza y la
Gomosidad = muestra de alimento semisolido a un estado

tal que facilite su ingesta.

cohesividad (Newtons).

Masticabilidad

Fuerza necesaria para masticar un alimento
solido hasta un estado tal que permita su

ingesta.

Producto de la dureza, la
cohesividad y la elasticidad

(Newtons).

Resiliencia

unidad de

volumen) que puede ser recuperada de un

Fuerza de deformacion (por

cuerpo deformado cuando cesa el esfuerzo que

causa la deformacioén.

Cociente entre el area para
alcanzar el maximo del primer
pico y el area desde el maximo
hasta el final del primer pico

(adimensional).
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Este tipo de analisis tiene como ventaja que, mediante la aplicacion del TPA, se
puede obtener una gran cantidad de informacion, sin necesidad de destruir la muestra y

por lo tanto poder emplearla para otro tipo de analisis.

2.3.7. Como afecta el almacenamiento al estado de oxidacion
de los lipidos, al color y a la textura. Mecanismos para
prevenir el deterioro de la carne.

Una vez definidas las técnicas para medir los cambios en el estado de oxidacion de
los lipidos, el color y la textura, y como estos cambios pueden afectar las decisiones de
comprar del consumidor, es necesario conocer que cambios son esperables para asi poder
proponer unas estrategias que permitan alargar la vida Gtil de la carne. Como ya se ha
indicado previamente, tras el sacrificio tiene lugar la refrigeracion, y la conservacion y
la maduracién de la carne. Es especialmente importante emplear métodos especificos de
empaquetamiento puesto que sino la vida atil durante la refrigeracion se acortaria. De
entre los posibles empaquetamientos comentados en la introduccion de este estudio, el
MAP, junto con el “skin pack”, son los que ofrecen un mejor resultado en la calidad de
la carne. Sin embargo, este ultimo método no ha sido considerado, ya que es un envasado
al vacio, la oxidacion se podria inhibir y no podria ser posible estudiar el impacto
diferencial de la oxidacion en las muestras analizadas para este trabajo. Para la
conservacion de la carne se suele emplear un MAP compuesto de un 20-30% de COz2 y
un 80-70% de O». Este rango de concentracion de CO; resulta beneficioso pues por un
lado puede reducir el desarrollo de organismos psicotroficos en un 50%, del mismo modo
esta concentracion de O favorece la formacion de la oximioglobina, la cual presenta un
color rojo atractivo para el consumidor. Sin embargo, esta concentracion de O, también

puede dar lugar a:

e La oxidacion de los lipidos, debido a la reaccién de los AGI con el oxigeno y
por mecanismos radicalarios, la formacion de hidroperoxidos y posterior
formacion de productos secundarios de oxidacion ya nombrados previamente.
Los factores que afectan a esta oxidacion son también la composicion de los
acidos grasos (ya que a mayor grado de insaturacién mas sensible son a la
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oxidacion), la presion parcial del oxigeno, etc. (Sanchez, Torrescano, Camou,

Gonzélez, Hernandez, 2008).

e Una disminucion del color rojo (a) y un aumento del color amarronado (b) y

de la luminosidad (L), debido a que la mioglobina y la oximioglobina pueden

sufrir una oxidacion y formar la metmioglobina, cuyo color es menos

deseable?.

e En cuanto a la textura, se ha demostrado que promueve la oxidacion de las

proteinas y la formacion de enlaces intra e intermoleculares de la miosina, que

resulta en una carne mas dura y en una disminucion de la jugosidad.

En general, tanto los cambios en el color como en la oxidacion se observan

mayoritariamente en los 7 primeros dias de almacenamiento. Entre ellos una disminucion

de L* y de a*, asi como un aumento de la oxidacién para hamburguesas de cordero sin

aditivos y un aumento de la dureza, de la gomosidad y de la masticabilidad (Andreés,

Petrona, Adamez, Lépez, Timona; 2017).

Para prevenir el deterioro de la carne, se pueden llevar cabo diversas

modificaciones en el proceso como:

Modificar los gases empleados en el MAP, por ejemplo, se ha encontrado
una mejoria en las propiedades sensoriales de la carne cuando se empleaba
Argon en lugar de Nitrégeno.

Conservar la carne a temperaturas inferiores a 4°C, entre -0,5 y -2,8°C,
logrando asi inhibir el crecimiento microbiano y por lo tanto extender la
vida atil entre 1,4 y 4 veces mas.

Anadir aditivos a la carne, como pulpa de uva o de aceituna, lo cual se ha
comprobado que alarga la vida util y ralentiza la decoloracion y la
oxidacion de los lipidos (Andrés, Petrona, Adamez, Lopez, Timona;
2017).

Empaquetar la carne con films que contienen antioxidantes, como por
ejemplo de extracto de orégano. Empleando concentraciones del 4% p/p
del film de embalado se logré una inhibicion de la oxidacion y alargar asi
la vida atil de 8 a 13 dias en cuanto al color de la carne (Camo, Beltran,
Roncalés; 2008).
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Estos son solo algunos ejemplos de estrategias llevadas a cabo en publicaciones
cientificas, sin embargo, este campo se encuentra actualmente en evolucion y, por
ejemplo, todavia se desconoce si un empaquetamiento VSP, comentado previamente en
la introduccion, es efectivo en la conservacion de la carne de cordero durante su
comercializacion. Otras estrategias, sin embargo, ya se pueden ver a nivel industrial como
el empleo de Ar en MAP para conservar cortes de cordero durante su comercializacion
en Espafa (Bellés, Alonso, Roncales, Beltran; 2017).

En este trabajo, puesto que le objetivo era ver el impacto de la proporcion de
acidos grasos saturados en la calidad de hamburguesas de cordero, se empled un
empaquetamiento de MAP con un 80% de oxigeno, con el objeto de incrementar el
enranciamiento de los &cidos grasos. De este modo, las posibles diferencias se verian

incrementadas con una atmosfera rica en oxigeno.

2.4. Influencia del procesado de las hamburguesas sobre su vida
util.

Desde el momento en el que el animal es sacrificado, la carne es susceptible a
sufrir una contaminacion debida a microorganismos externos, ya que es un medio muy
propicio para su desarrollo, y por ello la refrigeracion es esencial. La carne puede sufrir
modificaciones por acciones microbianas, fisicas o quimicas como, por ejemplo: debidos
a bacterias, mohos, levaduras, la rancidez oxidativa o la aparicion de colores anormales.
En el caso de carnes procesadas, como las hamburguesas u otros productos fabricados
con carne picada, el riesgo de contaminacion externa aumenta. Los microorganismos que
aparecen mas habitualmente en este tipo de productos son bacterias de géneros como:
Pseudomonas, Alcaligenes, Acinetobacter, Moraxella y Aeromonas. Como esta carne se
conserva refrigerada, puede ademas haber una contaminacion debida a microorganismos
psicréfilos como consecuencia de agua contaminada a la que la carne pudo haber sido
expuesta. Estos se desarrollan sobre todo en camaras refrigeradas que no son
adecuadamente limpiadas. Los microorganismos principales vuelven a ser las

Pseudomonas??.

Las hamburguesas estan formadas por una mezcla de carne y grasa picada (junto
con otros ingredientes que se puedan afiadir tales como sales, conservantes o

antioxidantes), lo que hace que, ademas de que el riesgo de contaminacién microbiana
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sea superior y que tenga una mayor superficie de contacto con la atmosfera. Esto supone
una mayor facilidad para sufrir procesos de oxidacion y, por lo tanto, cambios en la
calidad de la carne como ya se ha comentado.

Debido al efecto del procesado, la vida dtil de los productos carnicos, es por lo
general, més corta que la de la carne. Precisamente por esto, las diferentes técnicas de
envasado cobran mucha mas relevancia para tratar de prolongar la calidad de la carne

procesada.

Para este estudio se empled el empaquetado a vacio en atmosfera modificada que
consistia en un 80% O y un 20% CO», esperando ver en un periodo de 14 dias como L*
aumenta, a* disminuye y b* aumenta. También se espera ver un incremento en los valores
de oxidacion lipidica, asi como el endurecimiento de la carne. Se espera ademas que estos
cambios sean mas acusados en los primeros dias y que al final la tendencia sea hacia

valores gque presenten poca variacion entre ellos.

3. Material y métodos.

3.1. Materia prima.

Para este estudio se dispuso de carne de distintos corderos con distinto contenido
de AGPI en la grasa intramuscular, diviéndolos asi en dos grupos, con alto y bajo
contenido en AGPI. Previamente a su manipulacion, se dividieron las piezas de la canal
pertenecientes a cada cordero en diez lotes, cinco lotes con alto contenido en AGPI y
cinco lotes con bajo contenido en AGPI. Para la confeccion de estos lotes se tuvo en
cuenta que cada lote tuviese una media de pesos de las piezas y del contenido en AGPI
parecida comparado al resto de lotes dentro del grupo de alto o bajo contenido en AGPI.

La siguiente tabla muestra el disefio de los lotes:
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Tabla 3. Distribucion en lotes de las piezas de carne de cordero con bajo contenido en
AGI.

Bajo contenido en AGI
Lote Identificacion % AGI | Total (g) | Total por lote (g) | % AGI esperados por lote

LAM Q-05-07 49,09 46 739 47,96
LAMQ-03-04 49,16 64
LAMQ-05-33 48,18 80

1 LAMQ-06-16 46,30 89
LAMQ-05-02 47,43 67
LAMQ-07-04 47,34 270
LAMQ-05-16 48,20 123
LAMQ-03-21 49,29 80 742 47,69
LAMQ-05-18 48,12 77

5 LAMQ-05-32 48,00 83
LAMQ-04-14 43,88 128
LAMQ-07-09 48,67 132
LAMQ-04-07 48,20 242
LAMQ-05-13 47,24 97 740 47,46
LAMQ-03-19 47,77 64
LAMQ-05-30 49,30 73

3 LAMQ-04-32 48,28 74
LAMQ-06-20 47,56 95
LAMQ-04-23 44,54 188
LAMQ-06-25 47,56 149
LAMQ-05-22 47,48 58 735 47,45
LAMQ-04-37 44,69 110
LAM Q-05-03 48,89 91

4 LAMQ-05-14 47,74 86
LAMQ-07-10 48,91 164
LAMQ-05-01 46,62 124
LAMQ-05-28 47,86 102
LAMQ-05-35 43,57 64 736 47,68
LAMQ-03-08 48,97 59
LAMQ-05-29 46,86 63

5 LAMQ-06-19 49,42 76
LAMQ-04-02 48,57 143
LAMQ-05-11 48,01 84
LAMQ-07-01 48,37 247
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Tabla 4.
AGI.

Distribucion en lotes de las piezas de carne de cordero con alto contenido en

Alto contenido en AGI

Lote Identficacion % AGI | Total (g) | Total por lote (g) | % AGI esperados por lote
LAM Q-05-24 53,51 91 727 54,77
LAMQ-05-20 53,52 123
LAMQ-03-23 55,59 99

6 LAM Q-03-06 53,87 97
LAM Q-03-07 54,32 91
LAM Q-04-26 57,45 162
LAMQ-04-31 54,00 64
LAM Q-03-05 52,84 42 739 54,85
LAMQ-06-03 52,82 68
LAMQ-05-31 52,85 115
7 LAMQ-03-14 58,02 179
LAMQ-04-01 52,86 95
LAM Q-04-05 54,62 122
LAM Q-04-36 55,29 118
LAMQ-03-22 52,78 52 732 54,77
LAMQ-05-34 55,76 75
LAMQ-04-13 55,22 60
. LAMQ-06-15 54,83 66
LAMQ-05-12 54,83 93
LAMQ-06-30 54,29 96
LAM Q-05-27 57,32 112
LAMQ-04-22 53,46 178
LAMQ-03-09 52,80 84 785 54,58
LAM Q-04-04 54,70 82
LAMQ-03-24 57,07 117
LAMQ-03-15 53,13 48
: LAMQ-07-05 55,57 260
LAMQ-05-19 54,36 82
LAMQ-03-13 52,87 48
LAMQ-05-37 56,14 64
LAM Q-06-09 57,65 103 737 54,55
LAMQ-03-16 54,49 38
LAM Q-05-04 53,81 119
e LAM Q-06-07 53,89 75
LAMQ-04-25 52,83 101
LAMQ-05-23 56,96 92
LAMQ-04-33 53,47 67
LAM Q-05-05 53,29 142
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La carne fue recolectada en el matadero emplazado en Teagasc Ashtown (Dublin),

envasada al vacio y congelada en camaras a -19°C.

3.2. Elaboracién de las hamburguesas.

Para llevar a cabo la elaboracidn de las hamburguesas, a cada trozo le fue retirada
la grasa subcuténea ya que para este estudio fue disefiado teniendo en cuenta solo la grasa
intramuscular. Tras esto, se procedid a cortar la carne en trozos méas pequefios para poder
asi picarlos en la picadora posteriormente. La carne de cada lote se picd dos veces a través
del mismo plato de corte, con un tamafio de poro de 4 mm, una vez realizado esto, se
pesaron los 75¢ para cada hamburguesa y mediante una prensa manual se dio forma a las
hamburguesas. Tanto antes de colocar la carne en la prensa como después de colocarla,
se disponia de un film de plastico para cubrir la hamburguesa por ambos extremos.
Finalmente, cada hamburguesa se dispuso en una bandeja de plastico y se selld con una

atmosfera modificada de 80% oxigeno y 20% mondxido de carbono.

Figuras 3y 4. Hamburguesa moldeada tras el uso de la prensa manual y hamburguesa en

la bandeja previamente a preservarla bajo atmésfera modificada.

Cada lote constaba de seis hamburguesas de 759 y dos hamburguesas de 100g.

Los distintos pesos se deben a que las hamburguesas de 100g eran mas adecuadas para el
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posterior analisis del perfil de textura debido a su mayor robustez y debido al limitado

peso de las muestras, se opto por los 75 gramos para realizar el resto de los ensayos.

Una vez preparadas todas las hamburguesas, se dispusieron en una cabina de venta
minorista configurada a una temperatura de 0°C y posteriormente, de -0,5°C debido a la
falta de refrigeracion del emplazamiento. Esta cabina se encuentra localizada en las

instalaciones de Teagasc Ashtown (Dublin) como se ilustra en la siguiente fotografia.

Figura 5. Cabina de venta minorista con los diez lotes de hamburguesas de cordero y

sondas de temperatura.

Se realiz6 un seguimiento de la temperatura de la cabina en cada estante

obteniéndose los siguientes datos:

Tabla 5. Control de las temperaturas de las baldas de la cabina de venta minorista.

19/06 20/06 25/06 26/06 27/06
7,1°C 8,9°C 10,2°C 11,9°C 94°C
6,1°C 8,55°C 9,2°C 10,4°C 84°C
7,0°C 7,2°C 8,5°C 10,8°C 8,8°C
58°C 64°C 7,3°C 9,9°C 38,6°C
55°C 54°C 6,6°C 84°C 74°C
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3.3.  Esquema de analisis realizados.

La toma de muestras se distribuyd por un periodo de 14 dias, basado en datos
aportados en la revision bibliogréafica, en donde se concluia que la mayoria de los cambios
tenian lugar en los primeros 7 dias, a partir de los cuales los pardmetros de oxidacion
permanecian constantes. Como se mencionara en los resultados a partir del séptimo dia
de analisis se observaron sintomas evidentes de proliferacion microbiana, por lo que se
descartd el realizar un andlisis de oxidacion y acidos grasos, ya que se verian afectados
por factores bidticos. Del mismo modo la composicion se limitd a los primeros dias de
analisis. Finalmente, textura y perdida por coccion fueron evaluados al final de la vida

del experimento, en donde se esperan encontrar las mayores diferencias, de haberlas.

Tabla 6. Esquema de los anélisis realizados para cada dia de toma de muestra.

Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 7 Dia 14
Analisis (18/06)  (20/06)  (22/06)  (25/06) (2/07)

Color X X X X X
TBARS X X X
Acidos grasos
X X X
por CG
Pérdida de
agua por X X
coccion
Textura X X
Composicion X X X

3.4. Andlisis del color.

Para el analisis del color se emple6 un colorimetro cabo HunterLab UltraScan Pro
(Hunter Associates Laboratory, Inc., Reston, VA) con una ranura de vision de 25.54 mm

y un iluminante estandar D65, 10°. La componente especular fue incluida (RSEX) y el de
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la ranura de medida de 1.2 cm de didmetro. Primero, para calibrar el aparato se empled
unatrampa de luz para definir el color en ausencia de luz (L=0) y luego un blanco estandar
(L=100) cubierto con el mismo pléstico que las hamburguesas para eliminar cualquier
efecto sobre el color. Tras esto, el aparato estaba finalmente calibrado y se procedia a
medir en cinco puntos distintos de una misma cara cada hamburguesa. Los valores para
L* (luminosidad), a* (rojo) y b* (amarillo) fueron medidos y promediados. Al colocar la
hamburguesa para su medida se intentaba que la medida fuese sobre una zona sin betas
de grasa, puesto que si no se obtendria el color de la grasa y no el color de la carne de la

hamburguesa.

La diferencia total de color fue calculada empleando la siguiente ecuacion
(Salgado, Fernandez, Drago, & Mauri, 2011):

AE = /(Ls — Lc)? + (as — ac)? + (bs — bc)?
Ecuacién 3. Formula de la diferencia total de color.

Donde s es el valor obtenido para cada muestra y c el valor obtenido para el

control.

De acuerdo con (Mokrzycki & Tatol, 2011), los valores de AE<1 no son
percibidos por el ojo humano. Mientras que valores 1<AE<2 solo son percibidos por
observadores expertos y valores 2<AE<3,5 pueden ser percibidos por observadores
inexperimentados, valores AE>3,5 indican una diferencia distinguible en el color.

Finalmente, valores AE>5 indican dos colores distintos.

3.5. Analisis del estado de oxidacion de los lipidos por TBARS.

Una vez medido el color de todas las hamburguesas del lote que correspondiese
en el dia, se empaquetaban a vacio para prevenir la oxidacion en lo maximo posible y se
guardaban en la nevera. Tras esto, y para los posteriores anélisis del estado de oxidacion
de los lipidos por TBARS vy el analisis del perfil de acidos grasos y de su composicion,
se picaba la carne con una picadora durante un minuto y se volvia a empaquetar a vacio

separando las muestras para TBARS de las de acidos grasos.

Para llevar a cabo el andlisis por TBARS, se prepararon previamente las siguientes

disoluciones:
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e Disolucion al 0,6% de &cido tiobarbitdrico (TBA) en agua. Esta disolucion
se preparaba para cada ensayo por TBARS.

e Disolucion 0,1 N de acido clorhidrico.

e Disolucion madre, que consistia en 112,06 uL de TEP (1,1,3,3-
Tetraetoxipropeno) con 10 mL de HCI 0,1N. Esta disolucién se pusé en
un bafio a 100°C durante diez minutos en un matraz tapado con un tapon
y Parafilm. Tras esto, se enraso con agua.

e Disolucion stock, que consiste en 766 uL de disolucién madre en un
matraz de 250 mL.

e Disolucion al 25% de &cido tricloroacético (TCA).

Una vez preparadas las disoluciones, se pesaron 2g de cada muestra a los que se
afiadieron 20 mL de agua MilliQ en tubos de 50 mL. Tras esto, se homogenizaban con el
Ultraturrax Homogeniser a 13600 rpm durante 30 segundos por muestra. A continuacion,
se afiadian 5 mL de la disolucién al 25% de TCA y se agitaba cada tubo mediante el uso
del Vortex. Una vez homogenizado, se filtr6 cada muestra en nuevos tubos de 50 mL
empleando filtros de 101 mm de didmetro de poro. Una vez realizado esto, se configuraba
el bafio a 70°C y se tranfirié una alicuota de 3,5 mL de filtrado a tubos de 15 mL afiadiendo
también 1,5 mL de disolucién al 0,6% de TBA.

Para calibrar el aparato, se realizé la siguiente curva de calibrado:
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Tabla 7. Curva de calibrado del TBARS.

Volumen de | Volumen de | Volumen Volumen | Concentracion
disolucion | agua MilliQ [de  TCA |de TBA | de TEP (M)

stock (uL) | (nL) (nL) (nL)

Blanco 0 2500 1000 1500 0,00

C1 100 2400 1000 1500 2,86x1077
C2 200 2300 1000 1500 5,73x10"
C3 400 2100 1000 1500 1,15x107
o7 600 1900 1000 1500 1,72x10°%
C5 800 1700 1000 1500 2,29x10%
C6 1000 1500 1000 1500 2,86x10%°
C7 1250 1250 1000 1500 3,58x10%
C8 1500 1000 1000 1500 4,30x10%
C9 2000 500 1000 1500 5,73x10°%
C10 2500 0 1000 1500 7,16x10%

Una vez el bafio alcanz6 la temperatura asignada, se metieron los tubos de 15 mL
con las muestras y los del calibrado y se dejaron durante 30 minutos. Transcurrido este
tiempo, se paré la reaccion metiendo los tubos en un recipiente con hielo y agua durante
5 minutos. Finalmente, se midi6 la absorbancia a 532 nm empleando un
espectrofotometro UV-Vis, primero de las disoluciones para realizar la curva de calibrado
y luego de las muestras. El valor de regresion obtenido para las curvas de calibrado fue

siempre superior a R?: 0.995.

3.6. Extraccion, derivatizacion y analisis de acidos grasos por Cromatografia de
Gases.

Primero, se pesaron 5g de cada muestra en un tubo de 50 mL a los cuales se afiadio
30 mL de una disolucion de cloroformo:metanol 2:1. Tras esto, se homogenizaron las
muestras mediante el uso del Ultraturrax Homogeniser a 7600 rpm durante 1 minuto para
cada muestra. Posteriormente, se filtro con filtros de 101 mm de didmetro de poro en otros
tubos de 50 mL y se afiadid a cada tubo 6 mL de agua MilliQ. Se agitaron los tubos y se
centrifugaron durante 5 minutos a 2500 rpm. Una vez se formaron las dos fases, una

superior acuosa y una inferior de cloroformo:metanol, se desechd la fase acuosa, se afiadio
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Y4 del volumen de disolucion de una disolucion 1:1 de metanol:agua para limpiar la fase
inferior. Se agitaron los tubos cerrados, se abrieron para eliminar la sobrepresion y se
centrifugaron, otra vez, a 2500 rpm 5 minutos. Tras esto, se volvio a retirar la fase acuosa

superior y se dejaron secando con Nitrégeno a 38,5°C una noche.

Una vez llevada a cabo la extraccion, se procedi6 a realizar la derivatizacion para
lo cual se pesaron en tubos de 15 mL aproximadamente 100 mg de grasa obtenida tras la
extraccion. Se afiadié a cada tubo 10 mL de hexano, se agitaron los tubos 30 segundos en
el vortex, se afiadio 100uL de KOH en metanol y se agitaron nuevamente durante 30
segundos en el vortex. Tras esto, se centrifugaron a 2500 rpm 5 minutos y el sobrenadante
se trasvaso a un vial con un inserto para ser posteriormente inyectado en el Cromatdgrafo

de gases.

Las muestras fueron analizadas usando un Cromatografo Agilent 7890A acoplado
a un detector Agilent 5975C espectrometro de masas (Agilent Technologies, Cheshire,
UK). Las muestras fueron inyectadas (0.5 pl) usando un sistema GC/MS dotado de un
automuestreador Agilent 7963 (Agilent Technologies, Cheshire, UK) y la separacion fue
llevada a cabo por una columna 30-m x 0.25-mm id x 0.25-um DB-Wax (part no. 122-
7032).

La temperatura inicial para cada anélisis era de 50°C, con una rampa de
temperaturas hasta 160°C (20 °C/ min) para evaporar los compuestos de la muestra,
seguida de otra rampa de aumento de temperatura hasta 220 °C (4 °C/ min) para evaporar
aquellos compuestos con puntos de ebullicion mas altos de interés para el analisis y se
mantuvo durante 5 minutos. Finalmente, se incremento hasta 240 °C (4 °C/ min) para
limpiar mediante la aplicacion de una temperatura de pirolisis la columna. Se mantuvo
durante 13 minutos. La temperatura del Puerto de inyeccion era de 250°C, mientras que
se empleo gas Hidrogeno como gas de transporte (2 mL/min). Se emple6 un inyector con

separacion de flujo (Split/splitless) 1:10.

Los acidos grasos fueron identificados en base a la comparacion de los tiempos
de retencién con los FAME del estandar Supelco 37 Component FAME mix y mediante
SIM (Single lon Monitoring). EI SIM consiste en identificar los acidos grasos en base a
sus iones mayoritarios y preferiblemente Unicos, empleando ademas la base de datos
NIST. Por ultimo, la abundancia de cada pico fue obtenida por integracion mediante el
software ChemStation.
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Para el analisis por Cromatografia de gases, se inyectaba la siguiente secuencia:

1) Estandar: Supelco 37 Component FAME mix.
2) Blanco: hexano.

3) Muestras por duplicado.

4) Blanco.

5) Estandar.

Se disefi0 esta secuencia para poder asegurar que la inyeccion se llevaba a cabo
de una forma correcta al comprobar con el estandar y el blanco que no hay transferencia

de compuestos de las muestras (carryover).

Para calcular el porcentaje total de AGS, AGMI y AGPI se emplearon las

siguientes formulas:

% AGS = %C14:0 + %C16: 0 + %C17: 0 + %C18: 0

Ecuacion 4. Porcentaje total de &cidos grasos saturados.

% AGMI = %C16:1 + %C18: 1t + %(C18: 1c

Ecuacion 5. Porcentaje total de &cidos grasos monoinsaturados.

% AGPI = %C18: 2t + %C18:3n3 + %(C20: 3w3 y C20: 3w6) + %C20:5

Ecuacion 6. Porcentaje total de acidos grasos poliinsaturados.

3.7.  Analisis de pérdida de agua por coccion.

Para realizar este analisis, se pesaban las hamburguesas secandolas previamente
con papel para eliminar el agua mas superficial. Una vez pesadas, se empaquetaron a
vacio y se dispusieron dejando la misma distancia entre ellas en una barra metalica que
atravesaba el plastico por la parte superior de tal forma que seguian en condiciones de
vacio. Se introdujeron en un bafio a 78°C durante 30 minutos para cocer las
hamburguesas, alcanzando el centro de estas una temperatura aproximada de 72°C. Una
vez cocidas, se abria el envase de plastico y se volvian a pesar volviendo a secar el agua

mas superficial.

Para este andlisis y el posterior analisis del perfil de textura, se emplearon las
hamburguesas de 100g exceptuando en algunos casos para el dia 14 de toma de muestra
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puesto que algunas hamburguesas habian sufrido crecimiento microbiologico y por lo

tanto se emplearon hamburguesas de 75 g para algunos lotes.

Finalmente, para calcular el porcentaje de péerdida de agua por coccion se empled

la siguiente férmula:

% Pérdida de agua por coccion

= ((Peso crudo — Peso cocinado)/Peso crudo) x 100

Ecuacion 7. Formula de pérdida de agua por coccion.

3.8. Analisis del perfil de textura.

El andlisis del perfil de textura se realizd posteriormente al analisis de pérdida de
agua por coccion. Para el TPA de las muestras del dia 7 de toma de muestra se dejaron
enfriar toda una noche debido a la falta de tiempo para realizar el analisis tras dos horas,
lo cual es lo idéneo. No asi con las muestras del dia 14 de toma de muestra que se dejaron

atemperar dos horas.

Para el TPA se empled el método descrito por Herrero et al. (2007) con algunas
variaciones (Herrero, Ordodfiez, de Avila, Herranz, De la Hoz, & Cambero, 2007). Se
empled un texturémetro Instron Universal Testing Machine 5543, Instron Ltd., High
Wycombe, UK. Las curvas de deformacién fuerza/tiempo se obtuvieron empleando una
sonda de 5kN configurada a una velocidad de 50 mm/ min. Los parametros medidos
fueron: adhesividad (N), dureza (N), cohesividad (adimensional), elasticidad (mm),

masticabilidad (mm) y gomosidad (N).

Previamente a las medidas, se calibrd el aparato asignando los limites de fuerza
requeridos para la sonda de 500N (-450N a 450N), tras esto se indico al aparato la maxima
distancia a recorrer sin tocar la plataforma metalica (Gauge length), un espesor
aproximado de 1 mm. Se integraba la sonda y se reseteaba a ON. Para el analisis de las
muestras se disefid un ciclo de doble compresion inicial del 30% del espesor de la muestra
y finalmente un 70%. Para cada hamburguesa, se realiz6 un triplicado a temperatura
ambiente con muestras de 2 cm de diametro extraidas de la hamburguesa mediante un

molde cilindro metalico.
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3.9. Analisis de composicién.

El anélisis de composicion se llevo a cabo en hamburguesas de cordero crudas. El
contenido en proteina fue determinado basado en la medida de nitrdgeno generado por la
combustion de las muestras usando un analizador de proteinas LECO FP628 (LECO
Corp., Ml, USA) basado en el método Dumas de acuerdo con el método AOAC (1996).
Un factor de 6,25 fue empleado para realizar la conversion en tanto por ciento de
Nitrogeno en proteina cruda. La grasa y el contenido de humedad fueron medidos usando
un horno microondas Smart System 5 (Smart Trac 5 Model 907875, CEM Corporation,
NC, USA) y un analizador de grasa NMR Smart Trac rapid (CEM Corporation USA)
empleando los métodos oficiales descritos por AOAC(1995) para humedad y grasa
(1995a).

3.10. Analisis microbioldgico.

El dia 14 de toma de muestra se observo un crecimiento microbiolégico andmalo
en la superficie de las hamburguesas que se encontraban todavia empaquetadas bajo
atmosfera modificada. Para identificar de que se trataba un analisis microbiolégico fue

realizado en el area de microbiologia de Teagasc mediante identificacion visual.

La carne es un medio idoneo para el crecimiento de microorganismos puesto que
tiene un pH entre 5,8 y 6,8, un alto contenido en agua (aw = 0,99) y reserva de compuestos
nitrogenados, carbohidratos y factores de crecimiento esenciales, como vitaminas y
minerales. En este caso, la carne picada de cordero Candida spp. supone el 73% de la
flora de levaduras presente, 21% Cryptococcus spp. y un 6% Rhodotorula spp (Dillon,
Board; 1991).

Figuras 6y 7. Fotografia de una muestra en fresco del dia 14 de ensayo, izquierda.
Fotografia tomada con una lupa Olympus sz61 de las levaduras halladas en la misma

muestra (derecha).
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3.11. Analisis estadistico de los resultados.

Se ha hecho un analisis de la varianza (ANOVA), con el programa Minitab 15, de

los resultados obtenidos de la determinacion de la proteina, la grasa, la humedad, el

TBARS vy la pérdida de agua por cocciéon. El nivel de significacion empleado es p<0,05.

Una vez determinada la diferencia de las muestras, un analisis Duncan posterior fue

realizado para establecer las diferencias entre los diferentes grupos analizados.

4. Resultados.

41. Color.

El primer andlisis realizado en los diferentes lotes de hamburguesas a lo largo del

periodo de muestreo fue la medida del color.

Tras el analisis de los datos representados en la tabla 8, se deduce que la

luminosidad para los cinco primeros lotes (bajo contenido en AGPI) tiende a disminuir

desde el dia 0 hasta el dia 4, pero a partir del dia 7 hasta el dia 14 vuelve a aumentar

alcanzando los valores méaximos para este Gltimo dia. Esta tendencia no esta tan clara para

los ultimos 5 lotes (alto contenido en AGPI), ya que los valores tienden tanto a aumentar

como a disminuir. No obstante, los valores del dia 14 son también los maximos valores

alcanzados. Una tendencia similar, aungque con valores méas constantes, fue observada

hamburguesas de cordero bajo una atmésfera modificada de 70% O, y 30% CO,. Ademas,

también se sefiala que el cambio en L* se aprecid a partir del dia 13 (Cozar, Rubio,
Vergara; 2018).

Tabla 8. Valores medios de L* y su desviacion estandar para cada lote.

LOTE Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 7 Dia 14
L | sbD L~ | sb L~ | sb L~ | sb L~ | sb
1 47,93 2,30 46,58 2,54 46,24 1,66 48,64 1,00 51,76 5,01
2 47,67 0,87 46,30 1,55 45,67 1,11 51,33 2,81 53,71 2,48
3 47,60 3,35 45,98 1,26 44,06 2,41 50,43 1,45 48,29 2,77
4 43,64 1,27 45,79 1,55 4353 1,21 45,91 1,07 47,35 2,30
5 44,98 0,62 46,05 1,46 44,11 1,06 47,16 1,98 48,68 0,75
6 49,05 241 51,72 3,66 50,03 4,83 47,79 1,60 53,73 3,72
7 50,78 2,40 52,09 2,21 53,01 1,80 51,19 2,04 53,94 1,71
8 46,68 3,46 46,48 4,26 47,29 4,20 44,12 1,44 48,04 2,06
9 47,24 1,87 47,71 3,59 47,20 1,27 45,28 3,53 50,29 1,75
10 46,57 1,90 44,93 1,64 45,27 2,49 47,67 1,83 49,16 2,94
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Analizando a continuacion la tabla 9, se puede ver que el valor de a* disminuye
notablemente en todos los lotes a medida que se alcanza el dia 14, exceptuando el lote 2
el dia 7 donde se puede comprobar que el valor es superior a los de los dias 2 y 4. La
disminucion méas acusada se produce desde el dia 0 al dia 2, donde a* varia hasta en casi
3 unidades para el lote 2 0 en casi 4 unidades para el lote 4 y el lote 5. No hay una
diferencia notable en la disminucion de a* de los 5 primeros lotes con respecto a las de
los 5 Gltimos lotes. La tendencia y los valores minimos de a* concuerdan con lo descrito
en otra publicacion cientifica para hamburguesas de cordero control bajo la misma

atmosfera modificada (Kerry, O’Sullivan, Buckley, Lynch, Morrissey; 2000)

Tabla 9. Valores medios de a* y su desviacién estandar para cada lote.

Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 7 Dia 14
LOTE a~ | sb a~ | sb a~ | sD a~ | sD a~ | sD
1 11,97 0,80 8,13 0,34 5,60 0,88 5,10 0,45 2,72 0,87
2 13,93 1,25 10,96 0,76 9,96 0,25 4,91 1,32 4,89 0,85
3 11,84 2,31 11,75 0,98 10,24 1,09 4,06 0,30 6,08 0,65
4 12,49 1,27 8,30 0,89 9,56 1,15 6,64 0,47 6,36 0,46
5 12,75 0,78 8,96 0,52 9,15 0,29 6,31 0,74 5,14 0,09
6 9,88 1,38 7,96 0,45 6,33 0,79 6,28 0,92 4,49 0,35
7 13,45 0,80 11,49 1,45 8,70 1,55 7,79 0,78 4,66 0,48
8 11,21 1,32 9,51 1,53 8,61 1,20 5,58 1,13 3,72 0,81
9 12,03 1,38 10,70 1,15 7,83 0,86 6,33 0,78 5,26 0,26
10 10,27 1,34 9,28 1,68 9,36 0,38 5,98 0,77 4,40 0,80

Con respecto a la tabla 10, el valor de b* no sigue una tendencia clara, para los 5
primeros lotes disminuye desde el dia 0 al dia 2 y a partir del dia 4 hasta el dia 14 aumenta
alcanzando los valores maximos este Gltimo dia excepto para el lote 2, cuyo maximo valor
se alcanza el dia 7. Sin embargo, entre los 5 Ultimos lotes se encuentran dos lotes, el 6 y
el 9, que aumentan desde el dia O hasta el dia 14. Los lotes 7, 8 y 10 disminuyen desde el
dia 0 hasta el dia 2 y aumentan hasta el dia 14, exceptuando el lote 7 que disminuye del
dia 2 al dia 4. Para b* seria esperable un aumento en su valor el dia 14 con respecto al dia
0, con poca variacion en los dias intermedios (Cozar, Rubio, Vergara; 2018).
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Tabla 10. Valores medios de b* y su desviacion estandar para cada lote.

Dia0 Dia 2 Dia 4 Dia 7 Dia 14
LOTE b= | sb b | sb b= | sD b= | sD b | sD
1 12,89 1,62 10,49 2,06 10,02 2,31 11,11 1,16 14,46 1,51
2 15,08 0,56 14,86 0,71 14,87 0,71 13,06 2,63 16,24 2,28
3 12,02 1,60 13,95 0,68 13,13 1,68 10,69 0,78 15,35 1,34
4 11,99 1,40 10,92 0,92 13,61 1,55 14,20 0,44 15,22 0,75
5 13,75 0,41 13,50 1,36 14,51 0,75 14,86 0,54 15,45 0,83
6 11,00 0,88 14,74 1,64 12,12 1,40 13,92 0,88 16,70 1,58
7 16,25 0,86 15,94 1,31 14,10 1,48 16,54 0,64 16,46 0,88
8 13,80 1,20 12,95 1,16 13,53 1,68 12,49 2,50 13,65 2,17
9 13,48 2,63 14,21 2,08 11,81 1,01 12,69 1,20 16,09 1,17
10 12,59 0,89 11,72 1,18 13,19 1,18 14,04 2,41 13,13 1,07

Para la diferencia total en el color (AE), de acuerdo con la tabla 11, y teniendo en
cuenta lo mencionado previamente en el punto 3.4. Analisis de color, se puede comprobar
que todos los valores son superiores a 1y, por lo tanto, son diferencias totales en el color
perceptibles por el ojo humano. Tanto para el lote 4 como para el lote 5, existen valores
inferiores a 2 solo perceptibles por observadores expertos. Entre 2 y 3,5, se encuentran
dos valores para el lote 3 y el lote 10 que pueden ser percibidos por observadores
inexperimentados. Valores entre 3,5y 5, se encuentran para los lotes 2, 9 y 10, indicando
una diferencia distinguible en el color. Finalmente, la mayoria de los datos son valores
superiores a 5 concluyendo asi que la mayoria de las diferencias totales en el color con
respecto al dia 0 indican colores distintos. Esto conduce a pensar que el consumidor
podria percibir claramente el cambio de color, con lo que productos con un color no
deseable serian rechazados, con el consiguiente impacto econdmico para el

productor/distribuidor.

Tabla 11. Valores medios de AE para cada lote, donde B1 es dia 0, B2 es dia 2, B3 es dia
4y B6 es dia 14.

LOTE AEBI1-B2) SD AEMBI-B3) SD AEBI-B4) SD  AEBI-B6)  SD
1 542 2,09 701 2,36 781 1,18 11,00 308
2 386 112 481 087 10,38 227 11,29 137
3 4,40 124 6,04 310 913 2,34 705 136
4 529 1,88 451 142 707 068 826 128
5 423 127 392 067 711 131 870 0,96
6 6,70 2,69 5,86 146 5,84 161 9,87 328
7 364 3,20 6.20 2,70 6,84 1,08 9,61 120
8 625 421 416 183 751 185 8,86 144
9 419 164 599 2,08 736 165 8.77 247
10 302 147 253 093 550 131 6,96 193
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4.2. TBARS.

En latabla 12, se puede comprobar que para todos los lotes se observa un aumento
en las concentraciones de MDA desde el dia 0 hasta el dia 7, siendo un cambio méas
acusado desde el dia 4 al dia 7 que del dia 0 al dia 4. Los 5 primeros lotes presentan unos
valores para las concentraciones de MDA mayores que los 5 ultimos lotes, lo cual no era
lo que se esperaba inicialmente ya que se esperaria una mayor oxidacion en aquellas
muestras con alto contenido en AGPI, es decir, las de los 5 dltimos lotes. El umbral limite
para la aceptacion de la oxidacion de carne de ternera se encuentra en 2 mg MDA/Kg
muestra. Este alto grado de oxidacion puede ser debido a que las muestras empleadas
habian sufrido un periodo muy prolongado de almacenamiento, desde que fueron tomadas
hasta que se procedio a realizar este experimento. Esta elevada oxidacion inicial pudo
haber enmascarado cualquier efecto de oxidacion que pudiera ser diferente entre ambos

tipos de carne empleadas.

Tabla 12. Valores medios de la concentracion de MDA y sus desviaciones estandar.

Dia 0 Dia 4 Dia 7

[MDA] (MDA mg/g muestra) SD [MDA] (MDA mg/g muestra) SD [MDA] (MDA mg/g muestra) SD
1 14,94 0,23 24,58 0,60 67,54 2,74
2 23,11 7,24 10,92 0,70 79,89 0,60
3 12,53 0,23 11,55 1,48 44,98 2,03
4 15,71 0,23 17,50 1,81 84,84 5,59
5 31,40 0,23 22,91 1,48 88,47 17,73
6 14,39 0,37 17,95 1,59 86,31 3,15
7 15,53 0,23 12,52 1,81 82,43 2,13
8 15,27 0,37 15,42 2,24 82,58 3,86
9 30,73 1,80 15,20 2,24 53,38 1,82
10 15,25 0,66 14,57 2,35 66,56 1,21

En cuanto al analisis estadistico realizado presente en la tabla 12, si se observa
primeramente la variacion de cada lote con respecto a los dias, para los lotes 3, 4,7 y 8
los dias 0 y 4 no son distintos significativamente (p>0,05), pero si respecto al dia 7. El
resto de los lotes presentan valores distintos significativamente (p<0,05) para cada dia.

Comparando ahora lotes entre si para un mismo dia, se concluye que para el dia 0
los lotes 1, 4, 6, 7, 8 y 10 y los lotes 5 y 9 no son distintos significativamente (p>0,05)
entre si, pero si con respecto al lote 2 y al lote 3 (p<0,05). Los lotes 2 y 3 son también
distintos significativamente entre si (p<0,05). Para el dia 4, los lotes 2,3y 7,4y 6y 8,9
y 10 no son distintos significativamente entre si (p>0,05) pero si con respecto al lote 1, al

4 y entre estos grupos (p<0,05). ). Los lotes 1 y 4 son también distintos significativamente
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entre si (p<0,05). Finalmente, para el dia 7 los lotes 1 y 10 y los lotes 2, 4, 5, 6,7 y 8 no
son distintos significativamente entre si (p>0,05) pero si entre estos grupos y en
comparacion al lote 3 y al 9 (p<0,05). Los lotes 3 y 9 son también distintos

significativamente entre si (p<0,05).

Los datos representados en la tabla 13 en unidades de absorbancia se corresponden
con los datos representados en la tabla 12 en concentraciones de MDA. Las tres letras
(a,b y ¢) hacen referencia a diferencias significativas o0 no en un mismo lote para distintos
dias, leyéndose de izquierda a derecha. Si las letras son iguales quiere decir que no hay
diferencias significativas (p>0,05) y si las letras son distintas, si hay diferencias
significativas (p<0,05). Las letras situadas en la zona inferior de la tabla hacen referencia

a lo mismo, pero para distintos lotes en un mismo dia.

Tabla 13. Analisis ANOVA y Duncan de los resultados del analisis TBARS.

| D0 Dia 4 Dia 7 |
B1 0,104+0,001 0,237+0,002 0,658+0,023 a,b,c
B2 0,161+0,05 0,1035+0,003 0,781+0,002 a,b,c
B3 0,087+0,001 0,094+0,001 0,438+0,016 a,a,b
B4 0,109+0,001 0,149+0,004 0,829+0,051 a,a,b
B5 0,219+0,001 0,199+0,001 0,864+0,17 a,b,c
B6 0,100+0,002 0,153+0,002 0,842+0,027 a,b,c
B7 0,108+0,001 0,103+0,004 0,805+0,017 a,a,b
B8 0,106+0,002 0,130+0,008 0,807+0,034 a,a,b
B9 0,214+0,012 0,128+0,008 0,520+0,014 a,b,c
B10 0,106+0,004 0,122+0,009 0,650+0,008 a,b,c

¢b,dc,acc,cac aeecb,.ceddd b,a,d,a,a,a,a,a,c,b

4.3.  Perfil y composicion de acidos grasos.

De los resultados obtenidos tras el andlisis de los cromatogramas obtenidos por
cromatografia de gases, se puede apreciar una notoria disminucion en el porcentaje total
de AGS comparando el dia 0 con el dia 4, que se estabiliza entre el dia 4 y el dia 7. En
cuanto al porcentaje total de AGMI, se observan valores parecidos entre los tres dias con
alguna excepcion como es el lote B4B1-2, B4B3-2 y B4B4-2 que no se observa para la
primera réplica de estas mismas muestras por lo que puede ser debido a diferencias en el
andlisis. También se observa un cambio acusado entre B8B1 y B8B3 entre los dias 0 y 4.

Finalmente, en cuanto al porcentaje total de AGPI se ve una tendencia contraria a la del
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porcentaje total de AGS, un aumento notable del dia 0 al dia 4. En carne fresca de cordero
es esperable que el porcentaje total de AGS y de AGMI sea superior al del AGPI (Nudda,
McGuire, Battacone, Manca, Boe, Pulina; 2011) lo cual concuerda con lo obtenido. A
medida que aumentaba el tiempo de almacenamiento se hubiese esperado un incremento
en el porcentaje de AGS y que el porcentaje total de AGPI y AGMI permaneciesen
constantes, debido a procesos de oxidacion, al que son mas susceptibles (Gutiérrez,
Tejeda, Parra, Andrés; 2013), sin embargo, sélo se ha encontrado que el porcentaje total
de AGMI permanece invariable. Aun asi, lo esperable es que el porcentaje total de AGPI

y AGMI disminuya porque van sufriendo un proceso de oxidacion.

Estos resultados son totalmente inesperados, y este cambio tan dréstico en los
valores obtenidos durante el periodo de almacenamiento, hace pensar que ha habido un
problema en el proceso de extraccion, derivatizacion o en el andlisis de las muestras en el
cromatdgrafo. Dichos resultados no han podido ser repetidos a causa de la escasez de
tiempo y de la poca muestra disponible. Una posible explicacion es la alta sensibilidad
del detector empleado y del método de anélisis empleado (comparacion de tiempos de
retencion con estandar y busqueda en biblioteca de espectrometria de masas). Cualquier
cambio en el analito, debido a la elevada oxidacion observada en el TBARs, conduciria a
que el tiempo de retencidn se modificara conduciendo a co-eluciones, y otros fenémenos
cromatograficos que harian imposible la identificacion de los acidos grasos oxidados por
ninguno de los métodos empleados para la identificacion. Se observé que la sefial total
observada para el conjunto de los picos detectados no variaba significativamente entre los
diferentes dias de analisis, lo que apoya la teoria de que efectivamente todos los &cidos
grasos estaban presentes, pero en sus formas oxidadas y por tanto no pudieron ser
detectados/ identificados correctamente. Se recomienda pues una modificacion del
método de analisis y que se adapte a acidos grasos altamente oxidados pare poder asi

poder realizar un analisis fiable.
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Tabla 14. Porcentaje de AGS, AGMI y AGPI para los dias 0 de toma de muestra, para
cada muestra la primera B indica el lote y la segunda B el nimero de hamburguesa.

Dia 0

Total AGS (%) SD Total AGMI (%) SD Total AGPI (%) SD
B1B1 51,44 39,46 9,09
B2B1 60,67 " 128 T 36,71 70,59 | 2,62 70,69
B3B1 59,73 7010 38,13 70,08 7 2,13 70,03
B4B1 60,35 7055 | 37,10 70,70 7 2,55 70,15
B5B1 54,36 " 413 T 39,78 7045 | 5,86 " 458
B6B1 60,43 702 | 37,09 "042 7 2,48 70,16
B7B1 56,27 " 682 39,19 70,39 4,55 76,43
B8B1 54,33 7409 T 40,49 "145 7 5,18 " 554
B9B1
B10B1 57,25 0,20 | 39,79 70,33 7 2,96 70,13

Tabla 15. Porcentaje de AGS, AGMI y AGPI para los dias 4 de toma de muestra, para
cada muestra la primera B indica el lote y la segunda B el nimero de hamburguesa.

Dia 4
Total AGS (%) SD Total AGMI (%) SD Total AGPI (%) SD

B1B3 13,35 710,23 7 20,26 711,07 7 66,40 721,30
B2B3 ' 10,13 7037 34,73 050 | 5514 70,87
B3B3 ' 581 7023 7 27,22 524 7 66,96 7 5,01
B4B3 ' 6,09 70,02 7 20,42 T1752 7 73,49 717,50
B5B3 ' 14,50 "1270 7 41,59 "16,22 7 73,99 713,61
B6B3 ' 838 7026 | 25,53 564 | 5927 715,01
B7B3 ' 18,99 713,40 7 38,91 72623 7 72,17 72,89
B8B3 ' 1535 T1221 7 40,05 72892 7 7468 71,40
B9B3 ' 534 7105 7 20,34 760 | 7432 " 6,55
BI10B3 = 6,08 7199 7 25,07 71381 7 68,84 715,80

Tabla 16. Porcentaje de AGS, AGMI y AGPI para los dias 7 de toma de muestra, para

cada muestra la primera B indica el lote y la segunda B el nimero de hamburguesa.

Dia7
Total AGS (%) SD  Total AGMI (%) SD  Total AGPI (%) SD
B1B4 6,35 " 025 7 26,01 " 850 | 6656 7'7,22945
B2B4 9,51 " 020 7 34,82 " 004 | 5568 70,15857
B3B4 6,57 " 003 | 33,88 " 061 | 5955 7 0,57652
B4B4 4,99 o477 17,86 " 218 T 7715 " 4,6429
B5B4 5,32 " 037 | 31,08 " 167 | 63,60 " 20397
B6B4 8,72 " o017 | 25,20 " 1395 | 66,08 " 14118
B7B4 ' 8,49 o074 T 13,39 " 553 | 7812 7 6,26447
BSB4 5,70 " 015 | 11,51 " 038 | 8280 " 0,5327
B9B4 6,45 " 030 19,23 " 08 T 7432 "1,00727
B10B4 5,33 " 020 T 21,45 " 1630 | 7323 " 16,5003

Los acidos grasos mas abundantes son C14:0 (acido miristico), C16:1 (acido
palmitoleico) y C18:2t (acido linoélaidico).
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4.4. Composicion.

Como se puede observar a partir de las tablas 17 y 18, no existen diferencias
significativas (p>0,05) entre los distintos lotes BIBX, B2BX...para un mismo dia de
analisis. Por lo tanto, se concluye que ni el tiempo de almacenaje ni la composicion de

acidos grasos afecta al contenido en proteina de las distintas muestras.

Tablas 17 y 18. Contenido en proteina de los diferentes lotes a diferentes dias de
almacenamiento. Expresado como gramos de proteina/100 gramos de muestra. ND: no

diferencias significativas.

B10 B9 B8 B7 B6
Media SD Media SD Media SD Media SD Media SD
DIA1 22,2 2,17 21,44 0,67 23,62 0,51 20,45 0,46 21,96 0,64

DIA4 22,79 0,98 21,56 0,95 2313 0,16 21,35 1,06 22,06 025
DIA7 22,68 0,78 20,35 19 21,89 154 2047 181 2148 097
ANOVA ND ND ND ND ND

B5 B4 B3 B2 Bl
Media SD Media SD Media SD Media SD Media SD
DIA 1 21,67 1,83 23,29 04 22,36 0,39 21,97 0,73 21,71 1,22
DIA 4 22,71 0,34 23,27 0,16 22,71 0,32 22,67 01 23,39 0,48
DIA7 22,46 1,28 22,8 1,07 22,34 05 22,61 0,19 22,68 15
ANOVA ND ND ND ND ND

En cuanto al contenido de humedad, no se observan diferencias significativas en
los lotes 1, 2, 4, 5, 8,9y 10 (p>0,05), si en el resto de los lotes. Dentro del lote 7, tanto
el B7B1 (dia 0) como el B7B4 (dia 7) son distintos significativamente entre si (p<0,05),
pero no distintos significativamente con el B7B3 (dia 4) (p>0,05). Para el lote 6, el B6B1
es distinto significativamente (p<0,05) a B6B3 y a B6B4, pero estos dos Ultimos no son
distintos significativamente entre si. Por Gltimo, dentro del lote 3 el contenido de humedad

es significativamente distinto para los tres dias de ensayo (p<0,05).

Las tres letras (A, B y C) hacen referencia a diferencias significativas 0 no en un
mismo lote para distintos dias, leyéndose de izquierda a derecha (la letra méas a la
izquierda hace referencia al primer dia). Si las letras son iguales quiere decir que no hay
diferencias significativas (p>0,05) y si las letras son distintas, si hay diferencias

significativas (p<0,05).
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Tablas 19 y 20. Contenido de humedad de los diferentes lotes a diferentes dias de
almacenamiento. Expresado como g H>.O/100 gramos de muestra. ND: no diferencias

significativas.

B5 B4 B3 B2 Bl
Media SD Media SD Media SD Media SD Media SD
DIA 1 709 0,06 70,74 0,07 72,12 0,1 68,02 0,17 72,34 0,25
DIA 4 71,14 0,32 69,47 0,56 70,85 0,09 67,22 0,09 73 054
DIA7 70,33 0,11 70,52 0,11 69,77 0,25 67,33 0,55 72,18 0,62
ANOVA| ND ND CBA ND ND
B10 B9 B8 B7 B6

Media SD Media SD Media SD Media SD Media SD
DIA 1 71,32 0,27 70,46 0,39 69,92 0,02 65,01 0,1 69,71 0,22
DIA 4 71,16 017 69,62 04 68,87 0,41 64,6 0,05 68,5 0,21
DIA7 70,32 0,05 70,31 0,27 69,44 0,75 64,08 0,15 68,11 0,06

ANOVA ND ND ND B,AB.A A B,B

Por ultimo, el contenido en grasa no refleja diferencias significativas (p>0,05)
para los lotes 1, 6, 8, 9y 10, pero si para el resto de los lotes. Dentro del lote 2, B2B1 y
B2B3 son significativamente distintos (p<0,05) a B2B4. Tanto en el lote 3 como en el
lote 5, las muestras del dia 0 son significativamente distintas (p<0,05) a las del dia 7, pero
no respecto a las del dia 4 (p>0,05). En el lote 4, las muestras del dia 4 y del dia 7 son
significativamente distintas (p<0,05) entre si pero no respecto al dia 0 (p>0,05). Por
ultimo, para el lote 7, las muestras del dia 0 y del dia 7 son significativamente distintas
(p<0,05) pero no con respecto al dia 4 (p>0,05). ). Se puede observar con la cantidad de
grasa, cuando se compara entre los diferentes lotes, varia en un rango entre el 3y el 14%.
Sin embargo, estas grandes diferencias no supusieron un impacto en el nivel de oxidacion
observado. Es decir, mayor cantidad de grasa en la composicion no pudo ser relacionada

con un incremento en la oxidacién total del producto final.

Las tres letras (A y B) hacen referencia a diferencias significativas o no en un
mismo lote para distintos dias, leyéndose de izquierda a derecha (la letra méas a la
izquierda hace referencia al primer dia) . Si las letras son iguales quiere decir que no hay
diferencias significativas (p>0,05) y si las letras son distintas, si hay diferencias

significativas (p<0,05).
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Tablas 21 y 22. Contenido en grasa de los diferentes lotes a diferentes dias de
almacenamiento. Expresado como gramos de grasa/100 gramos de muestra. ND: no
diferencias significativas.

B10 B9 B8 B7 B6
Media SD Media SD Media SD Media SD Media SD
DIA1 4,23 0,11 6,69 0,12 6,32 0,02 14,11 0,14 7,96 0,08
DIA4 4,01 0,12 6,86 0,03 6,72 0,14 14,88 0,03 8,81 0,23

DIA7 4,55 0,14 6,89 0,08 6,44 01 13,93 0,06 7,97 0,06

ANOVA| ND ND ND B,A B ND
B5 B4 B3 B2 Bl
Media sD Media SD Media SD Media SD Media sD
DIA 1 6,03 0,02 5,63 0,01 5,16 0,17 9,6 0,07 3,46 0,06
DIA 4 5,37 0,21 6,06 0,15 5,49 0,04 9,78 0,13 312 011
DIA7 4,68 0,06 538 0,14 59 0,06 10,97 0,11 312 0,03
ANOVA| A, AB,B AB,A,B B, AB, A B,B,A ND

4.5. Pérdida de agua por coccion.

Analizando los resultados de pérdida de agua por coccién se concluye que el
contenido en agua no se ve afectado por el tiempo de almacenamiento o la composicién
de acidos grasos insaturados puesto que los valores obtenidos apenas varian. La alta
oxidacion observada, no se ha visto reflejada en una disminucion de la perdida por
coccion, debido a posible entrecruzamientos y polimerizaciones de las proteinas

fibrilares, responsables de retener el agua después de la coccion.

Tabla 23. Pérdida de agua por coccion. Expresado en % del peso inicial obtenido después

de cocer. No diferencias significativas fueron observadas.

PERDIDA DE AGUA POR COCCION
Dia 14 | Bajo contenido en AGI |71,51+1,33 [Bajo contenido en AGI {73,11+0,91
Dia7 | Alto contenido en AGI |73,32+2,69 | Alto contenido en AGI |73,63+1,18
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4.6. Textura.

Las tablas 24 y 25 reflejan los resultados obtenidos tras realizar el TPA con las
muestras tomadas el dia 7 y el dia 14. Tras la comparacién de ambas tablas se puede

deducir que:

e Ladureza apenas varia, exceptuando para los lotes 2, 4, 6 y 8 donde se ve
un incremento de casi el doble 0 mas del doble. Un aumento en la dureza
es lo esperable.

e La masticabilidad aumenta exceptuando para el lote 1.

e Lagomosidad aumenta exceptuando para el lote 1.

e Tanto la elasticidad como la resiliencia permanecen casi invariables para

todos los lotes.

Comparando los valores obtenidos a los discretos en la literatura para
hamburguesas de ternera se encuentra que tanto los valores de dureza, como los de
masticabilidad y gomosidad son anémalamente elevados. Esto se puede explicar porque
las hamburguesas de cordero no tenian ningun tipo de conservante que pudiese ayudar a
conservar la textura de la carne. Sin embargo, los valores para elasticidad y resiliencia si
concuerdan con los valores publicados por otros autores (Ganhao, Morcuende,Estévez;
2010). El aumento tanto en la dureza como en la gomosidad son aspectos indeseables que
pueden llevar al rechazo de la carne por parte del consumidor. El dafio oxidativo a las
proteinas puede provocar una disminucion de su solubilidad que haga que se agreguen y

formen un complejo debido a la formacion de entrecruzamientos.

Tabla 24. Valores medios de los distintos parametros medidos en TPA y sus desviaciones

estandar para el dia 7 de toma de muestra.

[Dureza (N)] SD [Masticabilidad (N)] SD |Gomosidad (N)] SD |Elasticidad (mm)| SD [Resiliencia (adimensional)] SD
B1B7 @ 119,62 @ 24,08 366,62 "3510 760 @ 7,01 | 4,82 70,02 7 0,65 70,13
B2B7 ' 128,81 @ 12,72 | 229,46 73063 7 5290 | 601 | 4,33 "o018 T 0,41 70,02
B3B7 ' 13344 | 915 | 280,39 "495 7 6323 130 | 4,44 "o14 7 0,48 70,04
B4B7 ' 146,80 | 497 | 290,83 "61,05 T 6549 1042 4,42 "02 0,45 70,08
B5B7 @ 13844 @ 211 | 243,15 "585 7 5687 | 113 | 4,28 "0,10 7 0,41 70,01
B6B7 @ 132,82 | 6,08 | 220,38 73399 | 5250 | 6,04 4,19 "020 7 0,39 70,03
B7B7 ' 93,38 | 21,30 | 132,53 "701 7 3311 095 | 4,01 7031 7 0,37 70,08
B8B7 = 7535 | 1237 | 175,30 72735 7 4491 386 3,89 "031 7 0,60 70,05
B9B7 ' 102,52 | 23,15 | 215,10 737207 4798 920 7 4,49 70,09 7 0,47 70,04
B10B7 = 156,69 | 20,94 | 314,79 "a720 7 7114 Te22 7 442 To041 T 0,46 ¥ 0,06
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Debido al crecimiento microbiolégico andmalo que presentaron algunas
hamburguesas del BXB8 (100g) hubo que emplear hamburguesas del BXB5 (759), tal
como se puede ver en la tabla 25.

Tabla 25. Valores medios de los distintos parametros medidos en TPA y sus desviaciones
estandar para el dia 14 de toma de muestra.

| Dureza(N) | SD | Masticabilidad (N) | SD | Gomosidad (N)| SD | Elasticidad (mm) | SD | Resiliencia (adimensional) | SD

B1B8 @ 12995 28,80 326,52 "4750 T 71,20 "1270 7 4,60 7018 | 0,55 70,02
B2B5 ' 32251 | 17,14 547,36 71714 7 13001 17,14 421 T421 7 0,40 70,40
B3B8 ' 15934 | 77,73 353,96 73245 7 7173 711 7 4,55 7455 | 0,49 70,49
B4B5 = 35021 | 66,62 | 826,99 309,877 18204 5218 | 4,48 7039 | 0,52 70,07
B5B8 = 16490 | 567 | 390,45 77706 7 8295 713,66 | 4,69 70,16 | 0,50 70,07
B6B5 = 373,83 | 3249 | 742,89 "7428 7 16666 | 1588 | 4,46 70,04 | 0,45 70,01
B7B5 = 18820 | 476 | 334,37 71535 7 77,69 7229 7 4,30 70,07 | 0,41 70,02
B8B5 = 273,80 | 29,72 | 602,72 "4265 7 13167 | 1169 | 4,58 7014 | 0,48 70,02
BOB8 = 13115 | 7,81 | 302,49 77706 7 6569 7372 7 4,61 70,10 | 0,50 70,01
B10B8 = 17452 | 2998 | 412,42 "5108 ~ 89,09 "1214 7 4,64 70,08 | 0,51 70,02

51




5. Conclusiones.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se concluye lo siguiente dando respuesta asi

a los objetivos planteados en este trabajo:

e EI distinto contenido inicial de &cidos grasos insaturados no tuvo un efecto
apreciable en ninguno de los pardmetros aqui estudiados, probablemente debido
a la alta oxidacion inicial y a que las diferencias en su contenido, aunque
significativas, no son suficientes como para promover cambios apreciables en los
productos finales

e Las variaciones observadas en a*, b* y L* se corresponden con lo esperado, ya
que a medida que la carne pasa mas tiempo almacenada el color rojo (a*)
caracteristico va disminuyendo debido a la oxidacién de la mioglobina y a la
decoloracion de la carne, aparicion del color marrén (b*), con el consiguiente
rechazo por parte del consumidor. Ademas, la grasa al oxidarse adquiere un color
amarillo (L*) que aumenta con el tiempo de almacenamiento.

e EI analisis de textura indica un aumento general de la dureza, aunque no hay
relacion entre el tipo de muestra analizada y los incrementos observados.

e Para los valores de oxidacion lipidica, se encontré que eran demasiado altos
incluso para el dia 0, probablemente debido a que las muestras ya habian sufrido
oxidacion. No obstante, se pudo comprobar, que independientemente del perfil
lipidico de las muestras no se observaron diferencias apreciables en los valores
finales de oxidacion.

e En cuanto al analisis de la composicion de acidos grasos, solo en el primer dia de
muestra se pudieron detectar perfiles de acidos grasos similares a los esperados.
Sin embargo, tanto para el dia 4 como para el dia 7 solo se observaron tres acidos
grasos, probablemente debido otra vez a que las muestras ya habian sufrido
oxidacion. Un metodo mas adecuado para analizar acidos grasos muy oxidados
deberia haber sido empleado.

e Del andlisis de composicién se concluye que estos parametros no se ven
influenciados por el tiempo de almacenaje ni por la composicién inicial de las
muestras. Lo mismo se pudo observar para la pérdida por coccion, que no muestra

diferencias significativas.
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