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Titulo: Evaluacion de estrategias de conservacion para productos marinos con proteina de
origen vegetal.

Resumen:

El cambio de productos de origen animal hacia alternativas con base de proteina
vegetal es un tema que preocupa desde hace tiempo a la sociedad actual. Cada vez hay mas
propuestas de productos veganos que deben cumplir la funcién de ser sanos, econémicos y
funcionales, en una sociedad cada vez mas restrictiva a nivel legislativo, y donde la carne y
pescado cada vez tienen un precio mas alto por los costes derivados de la explotacion animal.
En este trabajo se prob6 a enlatar en botes de cristal un producto marino con proteina de
origen vegetal al vacio (‘atun vegano’), con diferentes liquidos de gobierno (agua con acido
citrico, aceite de oliva y escabeche) y se tratd de distintas formas con el autoclave variando
el tiempo de exposicion a las altas temperaturas y presion. Se realizaron mediciones de pH,
color y textura con cada variante del producto y se realizé un andlisis sensorial con el
producto con las caracteristicas definitivas seleccionadas. Se consiguid encontrar que un
tratamiento de 2 minutos y 30 segundos a 121°C en autoclave, con aceite de oliva como
liquido de gobierno, era el 6ptimo para la conservacién a largo plazo de un producto con las
caracteristicas propuestas manteniendo sus propiedades organolépticas y eliminar la posible
viabilidad de la vida microbiolégica presente.

Palabras clave: Guisante; proteina vegetal; autoclave; atin vegano; aceite de oliva;

escabeche; acido citrico; legumbre; enlatado; microbiologia; conservacion.

Autor: Daniel Moliner Galbis

Tutor académico: M2 Carmen Gonzalez Chamorro

Madrid, julio de 2023

VI



Title: Evaluation of preservation strategies for seafood products with vegetable-based protein.

Abstract:

The shift from animal-based products to plant-based alternatives has long been an issue
of concern in today's society. There are more and more proposals for vegan products that must
fulfil the function of being healthy, economical and functional, in a society that is increasingly
restrictive at a legislative level, and where meat and fish are increasingly expensive due to the
costs derived from animal exploitation. In this study, a seafood product with vegetable protein
(‘'vegan tuna’) was vacuum canned in glass jars with different liquids (water with citric acid,
olive oil and marinade) and treated in different ways with the autoclave, varying the time of
exposure to high temperatures and pressure. Measurements of pH, colour and texture were
made with each product variant and a sensory analysis was carried out with the product with
the final selected characteristics. It was found that a treatment of 2 minutes and 30 seconds at
121°C in the autoclave, with olive oil as the governing liquid, was the optimum for the long-
term preservation of a product with the proposed characteristics, maintaining its organoleptic
properties and eliminating the possible microbiological life present.
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1. INTRODUCCION

Como bien es sabido, nuestro planeta esta sufriendo el répido crecimiento de la
poblacion humana con los cambios derivados de nuestra propia evolucion, los cuales en muchas
ocasiones han resultado ser perjudiciales para la Tierra. Entre otros problemas, el descontrol
poblacional esta relacionado con el agotamiento de los recursos naturales, asi como la excesiva
generacion de desechos (muchas veces contaminantes), por lo que es necesario encontrar e
incrementar la produccion de nuevas fuentes proteicas alimentarias para garantizar la seguridad
alimentaria de todas las personas con una dieta equilibrada e introducir medidas para reducir la

resultante desnutricién, teniendo en cuenta que se debe minimizar el impacto medioambiental.

Cada vez, las personas como consumidores se encuentran mas concienciadas sobre
algunos de los problemas que pueden derivar de la excesiva produccion de alimentos carnicos
tradicionales, en los que la base proteica estd fundamentada en su origen animal. Esta
concienciacion no se debe Unicamente a la preocupacion por la salud y el bienestar de los
animales (lo cual también conlleva su importancia) sino mas bien en la peligrosidad
medioambiental de agotar los recursos naturales (agua, suelo, energia), tanto en la falta de
proteina animal para abastecer a la poblacién como en el extenso cultivo y uso de granos para
la alimentacion animal en piensos. Bien es conocida la contaminacion derivada de la industria
carnica ademas de la agricultura (Poore & Nemecek, 2018). Segun la estimacion derivada de
MAGRAMA (2014), la mayor parte de las emisiones de amonio en Europa procede de los

sectores agricola y ganadero, puesto que representan el 94% de las emisiones totales.

Por ello, la industria alimentaria ha experimentado cambios paradigmaticos en el
desarrollo y produccion de nuevos alimentos a lo largo de los ultimos afios, gracias a la mayor
concienciacion ambiental del pablico, el bienestar y la salud animal, las cuales son la razén
principal del crecimiento. Con la idea de obtener fuentes proteicas Utiles para la poblacién
mundial, ademas de reducir el consumo de proteina animal, se esta investigando cada vez en
mas centros nuevas fuentes de proteina con origenes alternativos (Poore & Nemecek, 2018). La
tendencia que se ve reflejada en la sociedad, es pasar de una dieta rica en carne a una dieta con
mas vegetales. Las organizaciones mundiales coinciden en los beneficios que esto conlleva
(Argel, 2022). Segln Lantern (2021) en Espafia actualmente hay un porcentaje de 1,4%

personas vegetarianas, un 0°8% veganas y un 10,8% flexitarianas, por lo que son muchas las



personas en busca de nuevos productos con base de proteina vegetal que imiten los productos

tradicionales con base cérnica para incorporar a sus dietas.

El consumo de pescado esta recomendado por instituciones como la FAO y la OMS,
debido a su alto valor nutritivo (Morales & Higuchi, 2018). Tiene muchos beneficios para la
salud debido en parte a las altas concentraciones de &cidos grasos poliinsaturados omega-3
presentes en muchas especies. Alrededor del 20% de la poblacion mundial obtiene al menos
una quinta parte de su ingesta de proteinas animales del pescado, que aporta hasta 180 kcal per
capita al dia en algunos estados insulares como Islandia y Japon (World Health Organization,
2003).

Sin embargo, un consumo excesivo apoyado por la sobrepesca tiene consecuencias
negativas sobre el ecosistema, como la pérdida de biodiversidad de las especies, el dafio
medioambiental y las enfermedades de las especies marinas (Lima et al., 2022). Ademas, el
pescado también contiene metilmercurio (MeHg), un neurotéxico ambiental muy conocido y
extendido. La mayor parte de la exposicion humana al MeHg se produce a través del consumo
de pescado, del atun en particular (Levenson & Axelrad 2006; World Health Organization,
1990). Los fetos son un grupo de alto riesgo porque el cerebro en desarrollo es particularmente
susceptible a los efectos nocivos de la exposicion al MeHg (Oken et al., 2005). Por lo tanto, el
efecto de la ingesta de pescado y marisco en la dieta de las mujeres embarazadas sigue siendo
un tema importante, especialmente en poblaciones que consumen pescado con frecuencia. Por
ello, la presencia de metales pesados en el pescado debido a la contaminacién marina es un
factor afiadido que lleva a desarrollar esfuerzos para encontrar soluciones alternativas (Kazir,
& Livney, 2021).

Los respectivos incentivos motivan la busqueda de soluciones basadas en ingredientes
vegetales que aspiran a imitar las caracteristicas de los productos pesqueros. El consumidor
mantiene una relacion de fidelidad con los productos convencionales y, por lo tanto, la imitacion
de las propiedades sensoriales se considera esencial. Para lograrlo, es necesario poder imitar las
caracteristicas intrinsecas de los productos de la pesca, lo que requiere la simulacion de la
estructura nanométrica de gel fibroso, resultante de los tejidos celulares y de la organizacién de
las cadenas de proteinas (Kazir, & Livney, 2021). La préactica habitual para ello es la utilizacion
de proteinas aisladas o concentrados proteicos de origen vegetal, como guisantes y soja,

transformados en geles de "surimi”, mediante la sustitucion parcial o total de la materia prima



del pescado o de las proteinas miofibrilares del pescado (Kudre et al., 2013). Sin embargo,
también existen registros del uso de otras legumbres (garbanzos), pseudocereales (quinoa, trigo
sarraceno), trigo (gluten), arroz, tubérculos (patatas), semillas y frutos secos en la formulacion

de analogos de pescado (Kumar et al., 2017).

Derivado de esta situacion, ponemos el punto de mira en las legumbres, las cuales
parecen una buena fuente alternativa gracias a sus cualidades a nivel nutricional, funcional, por
los beneficios que conlleva en la salud y porque se ha demostrado que son sostenibles

medioambientalmente.

Cuando nos referimos a legumbres hacemos referencia a todas aquellas semillas que son
comestibles, se encuentran secas y limpias, y suelen ser separadas de las vainas de las plantas
leguminosas. Es usual encontrarlas formando parte de la nutricion humana y animal. La
definicion que nos da el Codex Alimentarius (2007) para las legumbres es, a las semillas secas
de plantas leguminosas las cuales se distinguen de las semillas oleaginosas por su bajo
contenido de grasa. Esta falta de materia grasa la compensan con un alto contenido en proteinas.

Se considera que las legumbres son sostenibles para el medioambiente gracias a que las
plantas leguminosas de las que proceden tienen la capacidad de fijar el nitrégeno. Ello ayuda a
disminuir la cantidad de fertilizantes sintéticos con nitratos adicionados, los cuales son
perjudiciales a largo plazo ecoldgicamente (Calles et al., 2019). Esto lo realizan gracias a sus
asociaciones de simbiosis entre las raices de la planta y bacterias del género rhizobium. Juntas
forman las micorrizas, el 6rgano donde las bacterias realizan la fijacion bioldgica del nitrégeno
y la hacen disponible para que la utilice la planta. Una vez este nitrogeno ha pasado de su forma
inorgénica a organica, pasa a ser utilizable por la biomasa, ya sea para la propia planta o para

los microorganismos que la consuman en su descomposicion.

No solo tiene como beneficio la fijacidn del nitrégeno el hecho de aumentar el consumo
de legumbres, sino que obtener proteinas de legumbres también conlleva una mayor eficiencia
hidrica en relacion a las proteinas con origen animal. Es decir, producir un kilogramo de
proteina vegetal (de legumbres en este caso) necesita una menor utilizacion de agua que obtener
un kilogramo de proteina animal (FAO, 2016). Para ver algunos ejemplos de ello, la cantidad
de agua que se necesita para obtener 1 kg de proteina de carne de cerdo es el doble que la que

necesitan las legumbres. De la misma forma, la cantidad de agua que se utiliza para producir



un gramo de proteina para la leche, para los huevos o la carne de pollo es 1,5 veces més alta
que la que necesitan las legumbres. Estos datos pueden variar dependiendo del origen de los
animales, ya que aquellos que son criados en sistemas industriales van a necesitar un mayor
consumo de agua, ademas de que tienen una mayor contaminacion de las aguas subterraneas y
superficiales que aquellos animales que se crian en sistemas de pastoreo (Gonzalez et al., 2020).
Pero bien sabemos que, para abastecer las necesidades poblacionales, no es suficiente la
proteina animal obtenida de productos procedentes de animales de pastoreo, por lo que se
demuestra una vez méas que el cambio hacia proteinas vegetales de legumbres es un método

mas favorable para el medioambiente.

Por todo lo mencionado, introducir leguminosas en los cultivos promovera el aumento
de la biodiversidad en el suelo mejorando el ciclo de los nutrientes y permitiendo tener un

cultivo mas sostenible (Argel, 2022).

Este trabajo se centrard en buscar un tratamiento de conservacion a largo plazo basado
en tratamientos térmicos para un producto andlogo a un producto marino (de ahora en adelante
‘atin vegano’) pero con base de proteina de guisante, apoyando asi la sostenibilidad
mencionada del medioambiente gracias al aumento de consumo vegetal y reduccion del

consumo animal.



2. MARCO TEORICO

2.1 Composicion y propiedades de las legumbres

Segun encontramos en OCDE, 2020; se estima que el consumo de legumbres
experimentara un aumento significativo en las dietas pertenecientes a la Unidon Europea
Ilegando a tener un consumo de 8,3 kilogramos por persona al afio. Se deduce que se alcanzara
este consumo en el 2029.

Las legumbres tienen como caracteristica el hecho de que su contenido en proteinas es
mucho mayor al resto de los alimentos vegetales. Los niveles medios de concentracion proteica
son el doble en leguminosas que en cereales. Esta caracteristica probablemente se haya dado
gracias a la capacidad fijadora del nitrégeno de las leguminosas, el cual es un elemento
necesario para la formacion de todos los aminoacidos (Maphosa & Jideani, 2017). Los
altramuces, garbanzos, guisantes, habas, judias, lentejas, algarroba y soja tienen su contenido
en proteina bruta variando entre el 17 y el 48%, siendo la soja la que tiene el contenido mas alto
(Boza Lopez, 1991). Entre estas proteinas las que mas abundan son las globulinas (siendo estas
las mayoritarias al estar entre el 45y el 70% del conjunto de proteinas) y las albiminas (que se
encuentran entre el 8 y el 30%). A parte de estas también se encuentran otras proteinas menores

como las vicilinas, prolaminas y gluteninas (Liang & Tang, 2013).

La digestibilidad de la proteina de legumbres es muy alta ya que oscila entre el 73% y
el 90%, indicando asi que la proporcién de proteinas que son absorbidas por el organismo de
todas las que son ingeridas son muy altas aungque no tanto como las derivadas de la carne. Los
datos que se deducen del valor bioldgico nos indican cuél es el porcentaje de la proteina que,
una vez ha sido absorbida, también es retenida por el organismo y no se desecha. Estos valores
en las legumbres se encuentran entre el 45 y el 73%. Estos datos no son tan altos como los
encontrados en proteinas animales como las del huevo o la caseina de la leche, las cuales tienen
un valor bioldgico entre el 80 y el 94% debido principalmente a su contenido en aminoacidos
azufrados (Boza Lépez, 1991). Sin embargo, una dieta que combine cereales y legumbres,
contiene toda la gama de aminoacidos ya que las segundas suplen la falta de lisina de los

primeros, haciéndola una opcion destacable frente al consumo de proteina animal.



El contenido en hidratos de carbono de las legumbres suele encontrarse sobre el 70%,
encontrando mayormente el almidon que constituye entre el 35 y el 45% del peso en seco de
las semillas de leguminosas (a excepcion de la soja que al tener tanto contenido proteico
disminuye el de carbohidratos, y de los cacahuetes que sustituyen este contenido en

polisacéridos por lipidos) (Boza Lopez, 1991; Argel, 2022).

Desde el punto de vista nutricional, se debe mencionar el contenido en grasas presentes
en las leguminosas, ya que presentan una amplia variedad en su contenido de grasa. Estas grasas
son ricas en acidos grasos esenciales poliinsaturados, como el linoleico y linolénico, asi como
en acidos grasos monoinsaturados, como el oleico, que llega a constituir el 50% del contenido
de grasa en algunas leguminosas. Algunas legumbres, como el guisante, haba, judia, lenteja 'y
veza, tienen niveles bajos de grasa, que varian entre 1,5% y 2,5%. Otras leguminosas, como el
garbanzo, altramuz tienen niveles intermedios de grasa, entre 4% y 22%. Por ultimo, algunas
leguminosas, como el cacahuete y la soja, son consideradas oleaginosas, ya que tienen un alto
contenido de aceite, con niveles de grasa de hasta 43,3% y 18-23%, respectivamente (Boza
Lopez, 1991).

2.2 Proteina de guisante

Segln Lu et al., (2019) el guisante comdn (Pisum sativum L.) es una de las leguminosas
domesticadas mas antiguas, se cultiva tanto para alimentacion humana como animal. Es un
cultivo adecuado para regiones con bajas temperaturas durante la germinacion y el crecimiento,
lo que lo convierte en una alternativa de temporada fria en areas no aptas para la produccion de
soja o judias. El guisante de huerta se consume mayormente como una hortaliza verde con sus
vainas y semillas inmaduras, mientras que el guisante forrajero se comercializa como grano

seco y domina la produccién mundial de guisantes y sus derivados comerciales.

Existen varias clases comerciales de guisantes forrajeros en los mercados mundiales. La
produccion mundial de guisantes ha aumentado constantemente en los tltimos 30 afios, con el
cultivo en méas de 10 millones de hectareas en todo el mundo y una produccion total de 12,13
millones de toneladas en 2008. Los principales paises productores de guisantes son Canada,
Rusia, China, India y EE. UU., siendo Canada el mayor productor y exportador de guisantes

verdes y amarillos en grano. Se espera que el mercado mundial de proteinas de guisantes



alcance los 34,8 millones de délares estadounidenses en 2020 debido a la creciente demanda de

proteinas vegetales y al costo relativamente bajo de la produccién de guisantes.

El guisante forrajero es reconocido como una fuente primaria de nutrientes y puede ser
dividido en varios ingredientes y productos alimenticios enriquecidos con proteinas, almidon,
fibra, entre otros (Tharanathan & Mahadevamma, 2003). En general, las semillas de guisante
contienen aproximadamente un 20-25% de proteinas, un 40-50% de almidén y un 10-20% de
fibra. La proteina de guisante es un tipo de proteina vegetal que esta ganando popularidad en la
industria alimentaria a nivel mundial debido a su disponibilidad, bajo costo, valor nutricional y

beneficios para la salud.

En comparacion con la soja o con otras proteinas vegetales, la proteina del guisante se
caracteriza por su alta digestibilidad, respuestas alergénicas relativamente menores 0 por una
disminucion en controversias negativas para la salud (Allred et al., 2004). La variacion en el
contenido proteico del guisante forrajero se ha asociado a diferentes genotipos y factores

ambientales.

Las proteinas de guisante se pueden dividir en cuatro grupos principales: globulinas,
albuminas, prolaminas y gluteninas tal como se muestra en la Tabla 1. Las globulinas son las
principales proteinas de almacenamiento y representan del 55 al 65 % de la proteina total de los
guisantes. Las globulinas son solubles en soluciones salinas y se pueden descomponer durante
la germinacién de las semillas para proporcionar nutrientes para el crecimiento de las plantas.
Las globulinas se disocian en subunidades en extremos de pH y fuerza ionica. Segun el
coeficiente de sedimentacion, las globulinas se pueden dividir en dos tipos principales
(legiminas 11S y vicilinas 7S). La relacion legimina a vicilina es cercana a 2:1, y las legiminas
contienen mas aminoacidos azufrados por unidad de proteina que la globulina. Las diferencias
de contenido, composicion y estructura entre la legumina y la vicilina se manifiestan tanto en
las propiedades nutricionales como en las funcionales, en las que sus propiedades de asociacion-
disociacion (Lu et al., 2019) y sus estructuras superficiales son los factores mas importantes

para la funcionalidad de la proteina del guisante.



Tabla 1. Clasificacidn de la proteina del guisante y sus caracteristicas moleculares. Adaptado
de Lu et al., (2019).

Clase Contenido Proteina MW
Legumina | 320-410 kDa
Globulina 55-65% Vicilina 150 kDa
Convicilina| 180-210 kDa
Albimina 18-25% Albumina 68.5 kDa
Prolamina 4-5% Prolamina n/a
Glutelina 3-4% Glutelina n/a

La albumina (2S) es soluble en agua y constituye del 18 al 25% de la cantidad total de
proteina en las semillas de guisantes. Se le considera una proteina metabdlica y enzimética con
funciones citosolicas. La albumina esta compuesta por moléculas que juegan un papel funcional
en la germinacién de semillas. Se han caracterizado dos albdminas de bajo peso molecular a
partir de semillas de guisantes, unatiene 53 aminoacidos y 6 KDay la otra tiene 37 aminoacidos
y 4 KDa. Ambas tienen un contenido de cisteina inusualmente alto (7,5 y 16,2 %,
respectivamente), lo que hace que sean potencialmente Utiles como insecticida en el biocontrol.
La relacién de globulina a albdmina en el aislado de proteina de guisante puede variar segun el
genotipo y/o el método de procesamiento, lo que puede afectar las propiedades fisicoquimicas

de la proteina de guisante (Gressent et al., 2011; Eyraud et al., 2013).

La proteina de guisante tiene una estructura equilibrada de aminoacidos y es rica en
lisina. En comparacion con la proteina de trigo, la proteina de guisante es mas alta en lisina,
leucina y fenilalanina, pero relativamente baja en aminoacidos que contienen azufre (metionina
y cisteina). En la Tabla 2 podemos observar estas diferencias de contenido de aminoacidos entre
las proteinas del guisante y las de otras legumbres y cereales. Los perfiles de aminoacidos
también difieren en la legumina, la vicilina y la convicilina de la proteina del guisante. La
globulina del guisante tiende a ser alta en arginina, fenilalanina, leucina e isoleucina, mientras
que la fraccion de albumina es alta en triptéfano, lisina y treonina. Al igual que otras
leguminosas de grano, el guisante tiene un contenido relativamente menor de metionina y, por
lo tanto, su perfil de aminoacidos esenciales es complementario al de los granos de cereales
(Stone et al., 2015).



Tabla 2. Comparacion de los perfiles de aminoacidos esenciales en guisante, soja, arroz y
trigo. Los valores se presentan en g por 100 g de materias primas, en las que el contenido total de
proteinas (%) de las materias primas son 80% en guisante, 72% en soja, 79% en arroz y 81% en el

trigo. Adaptado de Lu et al., (2019).

Aminoacido Guisante Soja Arroz Trigo
Valina (Val) 2.7 2.2 2.8 2.3
Leucina (Leu) 5.7 5.0 5.8 5.0
Isoleucina (lle) 2.3 1.9 2.0 2.0
Metionina (Met) 0.3 0.3 2.0 0.7
Fenilalanina (Phe) 3.7 3.2 3.7 3.7
Triptofano (Trp) 0.8 1.6 1.2 1.2
Treonina (Thr) 2.5 2.3 2.3 1.8
Lisina (Lys) 4.7 3.4 1.9 1.1
Histidina (His) 1.6 1.5 1.5 1.4

El guisante es uno de los ingredientes con potencial para la produccion de analogos
alimenticios animales producidos con origenes vegetales por su bajo coste, disponibilidad, baja
alergenicidad, alto valor nutricional y por no estar modificado genéticamente (Lam et al., 2018).
Ademas, el cultivo de guisantes tiene una menor intensidad de gases de efecto invernadero por
unidad de densidad nutricional en comparacion con los alimentos de origen animal; su cultivo
requiere una cantidad insignificante de fertilizantes nitrogenados, y tiene un menor impacto

negativo en la biodiversidad debido al bajo uso de pesticidas (Sajib et al., 2023).

En Yang et al. (2022) estudiaron las propiedades funcionales de los guisantes, asi como
las propiedades gelificantes, emulsionantes y espumantes. Segin estos autores, una de las
propiedades de los guisantes a nivel funcional mas valiosa es la emulsificacion que se da lugar
gracias a sus proteinas, la cual puede verse afectada por el origen de la proteina, el método de
aislamiento y las condiciones ambientales o de procesamiento (pH, fuerza i6nica y
temperatura). También en Gutiérrez de la Fuente (2015) demostraron que a las proteinas de
guisante se les confiere las caracteristicas espumantes, emulsionantes y la que es mas
importante en este contexto, de versatilidad para adaptarse funcionalmente a la matriz que se
requiera. Por ello, se convierte en un candidato idoneo para participar en un proceso de

extrusion y utilizar esta capacidad emulsificante en un analogo vegetal del pescado.



2.3 Proceso de extrusion

La extrusion es un proceso continuo en el que la proteina vegetal se funde debido a la
temperatura y la friccion, y se fuerza a pasar por un estrecho espacio para adquirir una forma
definida. Posteriormente, se enfria para evitar deformaciones permanentes. Durante este
proceso, las propiedades termofisicas de la materia prima utilizada desempefian un papel
crucial. Estas propiedades influyen en la eficiencia del proceso, especialmente en la etapa de
enfriamiento que ocurre después de que la materia prima salga del espacio que le da forma en
el extrusor y pasa a la etapa final de produccion del producto. En esta etapa de enfriado, la
materia prima entra en la bafiera de enfriamiento, que puede tener diferentes tamafos. Existen
dos tipos de enfriamiento: inmersion y rociado. En el enfriamiento por inmersiéon o de alta
humedad, el tubo pasa a través de una tina llena de agua fria, lo que permite un intercambio
constante de calor. Este método se utiliza cuando se requiere un enfriamiento intenso debido a
altas velocidades de extrusion. En el enfriamiento por rociado o de baja humedad, el tubo pasa
por una unidad de enfriamiento que consta de una camara con multiples boquillas que rocian
agua fria sobre la tuberia. Este método se utiliza cuando las velocidades de produccidn son mas
lentas, y necesita un enfriamiento mas efectivo debido al mayor tiempo de permanencia del

producto en esta etapa (Jiménez et al., 2019).

En Sajib et al. (2023) probaron a investigar la aplicabilidad de los aislados de proteina
de guisante en aplicaciones analogas a la carne, y realizaron ensayos de extrusion de baja y de
alta humedad. Descubrieron que el tamafio de mddulos por los que pasa el extrusionado
participa en la elasticidad de lared de gel y la resistencia de la estructura; es decir, cuanto mayor
sea el espacio, mejor seré la formacién de la red de gel y la resistencia (Yang et al., 2021). La
reduccion en la superficie durante la gelificacion o enfriamiento in situ representa la reduccion
de las interacciones electrostaticas y de enlaces de hidrogeno debido al aumento de la movilidad

de las cadenas de proteinas y a la agitacion térmica inducida por el calor (Félix et al., 2017).

Las proteinas globulares del guisante se desnaturalizan en el proceso de extrusion dando
lugar a la exposicidén de sus regiones hidrofdbicas internas. Esto permite que la proteina
desplegada interactle mediante interacciones covalentes y/o no covalentes, como enlaces de
hidrogeno, enlaces disulfuro, fuerza de van der Waals e interacciones hidrofobicas, para formar
agregados proteicos dando lugar a una red tridimensional (Sajib et al., 2023). Los aminoacidos

de las legumbres (en concreto del guisante) que contienen azufre, como la cisteina, pueden
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formar puentes disulfuro durante la extrusion y aportan texturizacion. Ademas, otras
caracteristicas de las proteinas, como su solubilidad, la propiedad de gelificacion, la
emulsificacion, la formacion de espuma y la capacidad de retencion de agua y aceite, son las
que cumplen una funcion importante en la formacion de la estructura de los analogos de la carne
y pescado (Kyriakopoulou et al., 2019;). Gracias a estas caracteristicas, se consigue formar el
entramado final en la etapa de enfriamiento de la extrusion. Estas propiedades son las que hacen

del extrusionado de guisante un producto dptimo para simular un texturizado de ‘atiin vegano’.

Los resultados de Sajib et al. (2023) sugieren que los aislados de proteina de guisante
podrian formar geles fuertes si se aislan a pH 11,0 (20 °C) obteniendo asi la mayor dureza,
cohesividad, masticabilidad y gomosidad del gel.

2.4 Estado del arte del ‘atin vegano’

Cuando comenzo a desarrollarse este trabajo en febrero de 2023, se plantearon los
estudios y experimentos como un producto innovador, puesto que no existia una conserva a
largo plazo de ‘atiin vegano’ derivado de extrusionado de guisante, con aceite como liquido de
gobierno en el mercado. En junio de 2023 encontramos que ha salido a mercado un producto
con exactamente estas caracteristicas. Este producto se llama TUNTUN de la marca Sol Natural
(Barcelona, Espafia) y su composicion se basa en proteinas vegetales hidratadas 54% ( agua,
proteina de guisante y habas), aceite de girasol 38%, salsa de soja Tamari (agua, soja, sal), zumo

de limén, algas marinas 1,6%, vinagre blanco, sal marina y especias (Sol Natural, s. f.).

A pesar de ello, decidimos seguir con la investigacion, puesto que en el mercado deben
existir varias alternativas de un mismo producto por dos razones principales: las alternativas
ofrecen diferentes caracteristicas organolépticas que pueden ser preferidas por distintos
consumidores; y es necesario que exista competencia entre productos de distintas empresas para

regular que los altos precios imposibiliten la adquisicion de un producto.

Aparte de este producto, si existen otras alternativas de atun vegano, pero no como
conserva a largo plazo, de hecho muchos de ellos se venden refrigerados. Entre ellos podemos
encontrar en Espafia productos como VUNA de Garden Gourmet, Nestlé (Vevey, Vaud, Suiza).
Este estd producido por agua, proteina de guisante (18%), aceite de nabina, gluten de trigo,

aromas, fibra de citricos y sal (Garden Gourmet Spain, s. f.). FUTURE TVNA de Future Farm
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(Rio de Janeiro, Brasil), que tiene como ingredientes agua, mezcla de proteinas vegetales (17%)
concentrado de proteina de soja, 1% concentrado de proteina de guisante, 1% harina de
garbanzo, aceite de oliva, aroma natural, sal, rdbano en polvo, aceite de microalgas
Schizochytrium Sp con DHA, azucar, cebolla, acidulante (acido ascérbico) (Future Farm, s. f.).
YANTUNA de Yantén Vegan Food (Vigo, Pontevedra, Espafia) formado por una base de
proteina de soja (agua, concentrado de proteina de soja), aceite de oliva (20%), aromas, sal y
fibra vegetal (Yanten Vegan Food, 2022). ATUN VEGETAL de Avus (Murcia, Espafia) con
ingredientes de soja, aceite de girasol, aceite de oliva virgen extra, aromas, sal, especias (Happy
Vegetal, s. f.). FISHLY FLAKES de Fish Peas (Riga, Latvia) cuyos ingredientes son proteina
de guisante 76%, agua, aceite de colza, hoja de nori 1%, sal, especias (ajo, cebolla, pimienta
blanca) y aceite de limon (F’SH PEAS, 2023).

2.5 Conservas alimentarias

En las dltimas tres décadas, ha habido un creciente interés por parte de los consumidores
en cuanto a la calidad y seguridad de los alimentos disponibles en el mercado (Cano, 2001).
Existe una clara tendencia hacia la bdsqueda de productos saludables y seguros, que ademas
sean frescos y convenientes para el consumo. Como respuesta, surgieron inicialmente
iniciativas para eliminar el uso de aditivos y conservantes a través de procesos térmicos como
la pasteurizacion, esterilizacion y congelacion, los cuales, aunque alarguen la vida Gtil de los
productos, también afectan directamente a sus caracteristicas iniciales, como la frescura,
textura, contenido de nutrientes y color. Como resultado, se han desarrollado tecnologias de
conservacion que permitan preservar al maximo las propiedades naturales de los alimentos. En
el caso de los vegetales, ha surgido el procesado minimo que involucra el uso de materiales
plasticos como barrera, atmosferas modificadas (pasivas y activas) y almacenamiento
refrigerado. Esta tecnologia permite obtener productos frescos, ya sean cortados o enteros, pero

con un periodo de vida atil limitado de 7 a 15 dias (Barbosa et al, 1999).

Entendemos por esterilizacion: ‘El proceso por el que se destruyen en los alimentos
todas las formas de vida de microorganismos patégenos o no patdgenos, a temperaturas
adecuadas, aplicadas de una sola vez o por tindalizacion. En el &mbito industrial alimentario
se considera también como esterilizacion el proceso por el que se destruyen o inactivan por un
periodo determinado de tiempo, todas las formas de vida de los microorganismos capaces de

producir alteraciones en los alimentos en condiciones normales de almacenamiento’ (Decreto
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2484/1967). Por ello podemos deducir que una esterilizacién en la cual consigamos reducir al
minimo posible los supuestos microorganismos es un buen metodo de conserva de nuestros

alimentos.

Los avances mas recientes se centran en el uso de tecnologias no térmicas, que preserven
las caracteristicas y seguridad de los productos vegetales durante periodos de tiempo mas
prolongados. Sin embargo, también se han realizado progresos en el desarrollo de tecnologias
térmicas que reduzcan los efectos negativos sobre los productos tratados. Algunas de las
tecnologias no térmicas destacadas incluyen campos eléctricos pulsantes, ultrasonidos, altas
presiones hidrostéticas, irradiacién, campos magnéticos oscilantes, plasma frio y luz blanca de
alta intensidad, entre otras (Wilches, 2015).

Puesto que el producto desarrollado en este trabajo es un andlogo marino pero con base
de proteina vegetal, se regula mediante el reglamento dedicado a las conservas de legumbres.
Segun el Decreto 2484/1967, de 21 de septiembre, por el que se aprueba el texto del Codigo

Alimentario Espafiol, las conservas alimentarias deben cumplir las siguientes caracteristicas:

a) Estar en perfecto estado de consumo.

b) Proceder de materia prima que no esté alterada, ni presente sintomas de
descomposicién, con la madurez y tamafio convenientes.

c) Exentas de materias extrafias.

d) Estar envasadas, en condiciones técnicas apropiadas, con materiales que resistan al
tratamiento y a la accion de los componentes del producto.

e) Haber sufrido esterilizacién, de forma que proporcione al producto la maxima
estabilidad en condiciones de consumo.

f) Haber sufrido un tratamiento térmico tal que garantice la inactivacion de esporas de
«C. Botulinum u otros esporulados.

g) Las materias primas a conservar satisfaran las condiciones y requisitos ordenados

en este Codigo y reglamentaciones complementarias.

Las conservas por lo general se clasifican o bien dependiendo de su envasado, o bien
dependiendo de su pH. Segun el pH de la conserva, se suelen clasificar en dos grupos: las que
tienen pH menor a 4,5 y las que su pH es mayor a 4,5 (Pascual & Calderon, 2000), ya que,
dependiendo de su pH, se le aplicara un tratamiento de esterilizacion u otro.
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Para el caso de alimentos de baja acidez, el alimento se somete a una temperatura y
presion de vapor suficientemente altas por un tiempo determinado como para que se consiga el
efecto letal deseado. Se toma como referencia la destruccion de la bacteria Clostridium
botulinum altamente letal y cuyas esporas son especialmente resistentes al calor. Si consigue
eliminarse, siempre y cuando se conserve la hermeticidad del producto se obtienen productos
con vida util muy prolongada (Daza & Atahualpa, 2017).

En aquellas conservas cuyo pH sea inferior a 4,5 (acidas), no se puede desarrollar
ninguna especie bacteriana del género Clostridium, lo que incluye a Clostridium botulinum. Sin
embargo, si que pueden sobrevivir como formas vegetativas algunas levaduras, mohos,
Lactobacillus, Leuconostoc, algunas Clostridium del grupo butirico, y algunas Bacillus. Por
esta razon, la tecnologia para la elaboracion de estas conservas exige métodos de destruccion
de los microorganismos acidofilos. Las conservas que tienen un pH mayor a 4,5 son mas
peligrosas, ya que la menor acidez no les impide a las esporas germinar y multiplicarse, por lo
que se requieren baremos de esterilizacion muy altos para lograr la destruccion de bacterias del
género Clostridium asi como de cualquier otra bacteria patogena (p. ej. Salmonella) y la
ausencia de toxinas (Pascual & Calderon, 2000). Las conservas con pH menor a 4,5 se someten
por lo general a un tratamiento térmico que ronda los 100°C, lo cual es suficiente para producir
la inviabilidad de los microorganismos acidofilos; sin embargo, aquellas con un pH mayor a

4,5 precisan de un tratamiento térmico mas elevado.

2.5.1 Tratamientos contra Clostridium botulinum

El botulismo es una enfermedad provocada por las neurotoxinas que produce
Clostridium botulinum; las cuales tienen un efecto paralizante progresivo que comienza en los

nervios craneales y se extiende de forma caudal a las extremidades (Pérez et al., 2003).

El botulismo alimentario ocurre tras la ingestion de estas neurotoxinas en caso de estar
presentes en el alimento (o tras la ingestion de la bacteria una vez empieza a producir las
toxinas). Se puede presentar la enfermedad después de 1 a 4 dias desde que se ha absorbido la
toxina. Segun la cantidad ingerida y el estado fisico del individuo, puede presentarse la
enfermedad desde formas leves que no necesitan atencion médica hasta un caso grave en el que
puede causarse la muerte tras 24 horas por una paralisis que ocasiona insuficiencia respiratoria.

Los sintomas comienzan con afectacion de los nervios craneales (diplopia, disartria, disfagia),
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aumentandose poco a poco la debilidad motora, que pasa al cuello, a los brazos, torax y piernas
(Pérez et al., 2003). Pueden aparecer nduseas con vomitos y dolor abdominal antes y/o después
del principio de la paralisis. También pueden ocurrir mareos, vision borrosa y el sentimiento de
tener la boca seca. No aparece la fiebre ya que se produce la enfermedad por la toxina, no por
la bacteria en si; ni tampoco se altera la conciencia. Es usual encontrar las pupilas dilatadas y
fijas, que estén los reflejos pupilares atenuados, tener un estrefiimiento intenso después de un

periodo de diarrea inicial y sufrir retencion urinaria (Castellano, 1998; Fauci et al., 1998).

La toxina botulinica tiene una LD50 (Dosis Letal para el 50% de la poblacién) en ratones
de 5,6 pg (Moritz et al., 2018). Para un adulto (con un peso medio de 70 kg), aplicando una
Unica inyeccion intramuscular, se estima que tiene un NOAEL (Nivel Sin Efecto Adverso
Observado, por sus siglas en inglés) de 1100 U/individuo, un LOAEL (Nivel con Efecto
Adverso Observado Més Bajo) de 1400 U/individuo, y un LD50 de 2800 U/individuo (Zhang
etal., 2022).

Son muchos los alimentos responsables del botulismo, y entre ellos se encuentran
principalmente los alimentos enlatados y envasados como pueden ser las verduras (por ejemplo,
palmitos, esparragos, champifiones, alcachofas, pimientos, berenjenas, ajos, encurtidos),
pescado, marisco y otros, debido a que son envasados al vacio, sin oxigeno. Este ambiente
favorece el crecimiento de Clostridium botulinum puesto que es una bacteria anaerobia con
forma de bacilo o varilla (Figura 1). Sin un tratamiento adecuado del envasado, se favorece su

desarrollo y por tanto, la produccién de la toxina botulinica (Parrilli, 2008).

Figura 1. Micrografia electronica de barrido coloreada de la bacteria Clostridium botulinum. Cada célula
tiene una anchura de 0,3-1,9 um y una longitud de 1,6-9,4 um (Smith & Hobbs, 1974). La imagen esta
ampliada x13.300. Recuperado de Woudstra (2016).
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Se conoce como tratamiento térmico a todos los procedimientos los cuales tienen como
finalidad la destruccidén de microorganismos mediante accion del calor (Casp & Abril, 2003).
La toxina botulinica es termolabil, por lo que se destruye facilmente durante la esterilizacion
en calor en el caso de que se hubiera formado previamente en el alimento. Sin embargo hay que

estudiar un mayor tratamiento para eliminar la posible viabilidad de la bacteria.

Para saber el tiempo necesario para conseguir que una espora de Clostridium botulinum
sufra 12 reducciones decimales a 121°C, debemos partir de su tiempo de reduccion decimal a
121°C, el cual es 0,21 min (Pérez-Aparicio et al., s.f.). Para asegurar que el alimento va a carecer

de la bacteria, se deben realizar dichas 12 reducciones decimales, por lo que mediante el célculo:

0,21 min / reduccion decimal - 12 reducciones decimales = 2,52 minutos

Se deduce que debemos llegar al centro del producto con una temperatura de 121°C
durante 2,52 minutos. Una temperatura de 121°C durante 2,52 minutos, asegura que se han

destruido todas las posibles esporas.

2.6 Liquidos de gobierno

El medio de relleno o liquido de gobierno se refiere a los ingredientes tales como agua,
sal, aceite, salsa de tomate, escabeche, entre otros, que se agregan a la conserva con el proposito
de mejorar su sabor, reducir el espacio vacio, facilitar la transferencia de calor al producto sélido
y permitir el desplazamiento del aire hacia la parte superior del tarro o recipiente utilizado.
Posteriormente a la adicion del liquido de gobierno, se extrae el aire del espacio de cabeza y se

crea un vacio, lo cual contribuye a la estabilidad de la conserva (Cabel, 2019).

Pueden ser muchos los tipos de liquido de gobierno encontrados en el mercado. Nos
centramos, segun los observados en la industria general del atin enlatado, en: natural, aceite y
escabeche. Pueden observarse diferencias entre los diferentes preparados de enlatado seguin su

liquido de gobierno en la Figura 2.
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Figura 2. Tres réplicas de cada enlatado de ‘atin vegano’ en tres liquidos de gobierno; al natural
(izquierda), en aceite (centro), en escabeche (derecha).

Natural:

Segun el Reglamento (UE) 1129/2011 relativo a los aditivos alimentarios, en aquellos
alimentos de legumbres enlatadas (entre los que se encuentra nuestro producto por ser un
derivado de guisantes a pesar de emular al atun), la dosis maxima permitida de &cido citrico
para conservar es quantum satis por lo que utilizaremos la recomendada por Silva et al., (2011),
Sluka et al., (2009) y por Guzméan & Pérez (1964), que establecen como 6ptimos de conserva
de cantidad de &cido citrico entre el 0,35% y 1 parte por mil.

Aceite:

Tras revisar la bibliografia, gracias al trabajo de Arrunategui (2020) se deduce que la
mejor concentracion de aceite de oliva frente al agua agua corriente es de 95% frente a 5% para

obtener unas mejores caracteristicas fisicas.
Escabeche:

El escabeche es el método de conservacion de alimentos en el cual se utiliza un agente
conservante (como es en este caso el vinagre por su acidez). Entendemos por Escabechado al
proceso de someter los alimentos en estado crudo o cocido, entero o troceado, a la accion
conservante del vinagre afiadiendo condimentos para mejorar su sabor con o sin la adicion de
sal (Torres & Vera, 2019). Para garantizar una conserva segura sin necesidad de un tratamiento
posterior al enlatado en la que no crezcan microorganismos, el liquido de gobierno de los
productos en escabeche o0 escabechados debera presentar, después de estabilizados, un pH (a
20°C) no mayor de 4,3 (Alvarez, 2012). En nuestro trabajo no es necesario alcanzar este pH

puesto que si vamos a realizar un tratamiento posterior al enlatado.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Encontrar un método de conservacion 6ptimo basado en tratamientos térmicos para productos

marinos con base de proteina vegetal extrusionados y enlatados (‘atun vegano”).

3.2 Objetivos especificos

e Ultilizar y probar diferentes liquidos de gobierno para seleccionar el que

mantiene mejor las propiedades del producto tras el tratamiento.

e Seleccionar las proporciones Optimas producto/liquido de gobierno en el

envasado para un mejor aspecto organoléptico del producto.

e Evaluar diferentes tratamientos de temperatura y presion, para garantizar la
destruccion microbiana manteniendo las caracteristicas fisico-quimicas y

sensoriales del producto.
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4. DISENO DEL EXPERIMENTO

En este trabajo partimos del producto de ‘atiin vegano’ y utilizamos distintas muestras
del mismo para realizar pruebas mediante tratamientos térmicos y, haciendo uso de
instrumentos de medida de textura, color y pH, ademas de realizar un analisis sensorial,
buscaremos el tratamiento térmico Optimo que interfiera en menor medida con las
caracteristicas sensoriales del producto. Asimismo, se encontrara la mejor relacion de cantidad
en peso de producto solido y liquido de gobierno por cada enlatado, debido a las observaciones
realizadas en el producto tras someterse al tratamiento. Simultaneamente se probaran los
tratamientos con distintos liquidos de gobierno, para ver en definitiva, cuales son las
condiciones de relacion sélido/liquido, tipo de liquido de gobierno, y tratamiento, que menos
modifican las caracteristicas fisicoquimicas del producto, eliminando su vida microbiana. Se

aplican cuatro tratamientos diferentes utilizando el sistema de autoclave.

15’ 121°C: Autoclave de los productos enlatados, 15 minutos a 121°C. Tres réplicas por
cada enlatado con aceite, ‘natural’ y escabeche. Asegura que se han destruido todas las posibles
esporas. Comienza con una relacién de 56 gramos de producto sélido con 24 gramos de liquido
de gobierno en cada enlatado. Se abre tras 8 dias de conserva, y se toman medidas comparando

con el mismo producto sin tratar, el primer dia de enlatado.

5’ 121°C: Autoclave de los productos enlatados, 5 minutos a 121°C. Tres réplicas por
cada enlatado con aceite, ‘natural’ y escabeche. También es suficiente para destruir los
microorganismos. Se utiliza una relacion de 87 gramos de producto solido con 27 gramos de

liquido de gobierno en cada enlatado; el anterior tratamiento desmejoraba mucho el producto.

3’45 121°C: Autoclave de los productos enlatados, 3 minutos y 45 segundos a 121°C.
Tres réplicas por cada enlatado con aceite de oliva; de los enlatados con escabeche y ‘natural’
se obtienen productos inviables. Mantenemos la relacion de 87:27 gramos de solido/liquido por

dar buenos resultados.

2’ 30”° 121°C: Autoclave de los productos enlatados, 2 minutos y 30 segundos a 121°C.
Tres réplicas por cada enlatado con aceite de oliva. Relacion de 87:27 gramos de solido liquido.
Se compara el crecimiento microbiano de esta conserva tras 8 dias con otra igual sin

tratamiento.

19



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materias primas para el ‘atiin vegano’

Las materias utilizadas para elaborar el producto son las placas formadas por
extrusionado de guisante (Figura 3) procedente de la empresa Dacsa Molendum (Zamora,

Espafia) y de los aditivos indicados en las proporciones del punto 4.2, que son:

e Enmascarador del sabor a guisante;
e Aceite de oliva;

e Salsa de soja;

e Aroma de atdn liposoluble;

e Aceite de Schizochytrium;

e Potenciador de sabor a atun;

e Base de atin vegano.

Figura 3. Izquierda: Placas de extrusionado de guisante. Derecha: Aditivos (a: Enmascarador del sabor
a guisante; b: Aceite de oliva; c: Salsa de soja; d: Aroma de atln liposoluble; e: Aceite de Schizochytrium;
f: Potenciador de sabor a atin; g: Base de atin vegano).

5.2 Proceso de elaboracion del producto

Para obtener el producto de atin vegano se deben seguir los siguientes pasos, propuestos
por la empresa Mimic SeaFood (Tres Cantos, Madrid, Espafia):
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e Descongelar el extrusionado humedo y cortarlo con la forma deseada.

e Cocinar 400 gramos de texturizado en 1400 mL de agua descalcificada y 100
mL de salsa de soja sin gluten. Se cocinan durante 15 min a intensidad 7 y con
tapa (93,3% de agua y 6,6% de salsa de soja).

e Escurrir el texturizado cocido.

e En paralelo a los puntos 2 y 3 se prepara el saborizante: pesar y mezclar los
aceites, los aromas y el agua segun la Tabla 3.

e Pesar y mezclar homogéneamente del texturizado cocido con el saborizante en

el envase y refrigerar y/o congelar.

El citado saborizante va a estar compuesto por los aromas, agua y aceites mencionados
en la Tabla 3 en las indicadas proporciones segin su porcentaje, y segun su peso para 400 g de

extrusionado de guisante cocido:

Tabla 3. Concentraciones para la preparacion del ‘atun vegano’.

Ingredientes % Gramos
Texturizado himedo de guisante cocido 82,89 400
Aceite de Schizochytrium 0,498 2,401
Agua 12,434 60
Aceite de Oliva 1,658 8
Potenciador de sabor a atin 0,58 2,8
Enmascarador del sabor a guisante 0,249 1,2
Aroma de atun liposoluble 0,033 0,16
Base de at(in vegano 1,658 8
TOTAL 100 482,561

5.3 Liquidos de gobierno

Se separan en este trabajo tres liquidos de gobierno, ‘al natural’, aceite y escabeche;
obteniendo la posibilidad de conseguir mejores resultados al modificar el producto en tres

ramas.

Para la preparacion del liquido de conserva que simule el ‘atun al natural’, en este
trabajo se usa 1,5 gramos de acido citrico, y 5 gramos de NaCl por litro de liquido de gobierno,

guedando en un pH igual a 2,71.
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En cuanto al liquido de gobierno que simula el ‘atun en aceite de oliva’, se prepara el
liquido por cada enlatado por separado de manera que en cada bote se introducen 28 g de liquido
de gobierno, de los cuales 1,4 g son de agua corriente y 26,6 g de aceite de oliva virgen de la

marca Hacendado, Mercadona (Tabernes Blanques, Valencia, Espafia) con pH igual a 7.

El liquido conservante de escabeche se prepard segln las cantidades de la Tabla 4.

Tabla 4. Concentraciones para la preparacion del liquido de gobierno de escabeche.

Concentracion (g/L)
Aceite de oliva 200
Vinagre de manzana 400
Vinagre de vino blanco 400
Sal 5
Pimienta 3
Azlcar 3
Pimenton dulce 3
Laurel 5 (hojas)
Ajo en polvo 3

El proceso de elaboracion del escabeche se basa en, calentar previamente el aceite en
una olla o sartén, afiadir el ajo en polvo, remover 3 minutos, afiadir el resto de las especias y
agregar el vinagre, reposando a fuego minimo durante 20 minutos. Debe dejarse enfriar antes

de utilizarse como liquido de gobierno. Tendra un pH final de 2,63.

5.4 Enlatado

En botes de cristal con las dimensiones indicadas en la Figura 4, introducimos 87
gramos de ‘atin vegano’ junto a 28 g de liquido de gobierno variando lo minimo posible las
proporciones del atun comercial enlatado de 56:24, adaptado a nuestras condiciones de
producto. En los primeros experimentos si se prob6 a mantener las proporciones de 56 gramos
de producto con 24 gramos de liquido de gobierno pero se acabd descartando por la clara
desmejora del producto tras el tratamiento. Las tapas son de aluminio, con 6 cm de didmetro.
El enlatado se realiza poniendo los botes semiabiertos al vapor, y una vez empieza a hervir el
liquido de gobierno (aproximadamente a los 4 minutos) se cierran los botes con fuerza para

crear vacio en su interior.
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Figura 4. Dimensiones de los botes de cristal utilizados.
5.5 Tratamientos térmicos

Vamos a realizar pruebas aplicando cuatro tratamientos diferentes utilizando el sistema
de autoclave Steam Sterilizer, Raypa (Barcelona, Espafia) visualizable en la Figura 5. Siempre

por triplicado:

o 15’ 121°C: Autoclave de los productos enlatados, 15 minutos a 121°C.
o 5’ 121°C: Autoclave de los productos enlatados, 5 minutos a 121°C.
o 3’45 121°C: Autoclave de los productos enlatados, 3 minutos y 45 segundos a 121°C.

o 2’30’ 121°C: Autoclave de los productos enlatados, 2 minutos y 30 segundos a 121°C.

Figura 5. Steam Sterilizer, Raypa (Barcelona, Espafia).
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5.6 Dilucioén

Para realizar el recuento microbiano en placa, se deben extraer los posibles
microorganismos del producto enlatado. De cada bote extraemos 10 gramos de producto sélido,
escurrido el liquido de gobierno, y lo introducimos junto a 90 mL de agua estéril en bolsas de
prensado estériles preparadas para el homogeneizador, visualizables en la Figura 6.
Introducimos las bolsas en el Stomacher® 400 Circulator (Seward Ltd, London, UK) y
homogeneizamos el contenido a 200 rpm 30 segundos. Del liquido extraible homogeneizado
tomamos 1 mL que pipeteamos para el cultivo en profundidad en placa. Asi tenemos en placa
la dilucion 1071, Al ser el atdin vegano un producto hervido y en medio semiacido no debe tener

un alto contenido en microorganismos por lo que esta dilucion es suficiente.

STOMACHER®400 CIRCULATOR

Figura 6. Bolsas estériles para uso en el homogeneizador (izquierda). Stomacher® 400 Circulator
(derecha).

5.7 Recuentos microbiolédgicos

5.7.1 Medios de cultivo

El medio PCA se preparé segun las cantidades de la Tabla 5.
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Tabla 5. Concentraciones para la preparacion del medio Play Count Agar.

Concentracion (g/L)
Glucosa 1
Triptona 10
Extracto de levadura 2,5
Agar 15

El Reinforced Clostridial Medium se prepard segun las cantidades de la Tabla 6.

Tabla 6. Concentraciones para la preparacion del Reinforced Clostridial Medium.

Concentracion (g/L)

Extracto de carne 10
Peptona 10
Glucosa (Dextrosa) 5
Cloruro de sodio 5
Extracto de levadura 3
Acetato de sodio 3
Almidon 1

L-Cisteina 0,5
Agar 15

Para el cultivo en profundidad en placa, es el mismo procedimiento para ambos
métodos. Se toma 1 mL de la muestra a analizar, se inocula en la placa Petri y posteriormente
se afladen 25 mL aproximadamente del medio todavia en estado liquido, autoclavado, a una
temperatura cercana a 48°C para que no comprometa la viabilidad de las células. Ambos se

dejan crecer al menos 72 h a 28°C desde su inoculacion.

Para crear un estado de anaerobiosis para permitir el crecimiento de bacterias anaerobias
como Clostridium, utilizamos el GasPak Anaerobic System con el paquete creador de atmésfera
anaerobia BD Gaspak EZ Anaerobe Container System, visualizables en la Figura 7 segln se

explica en Tankeshwar & Tankeshwar (2022).
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Figura 7. Equipo productor de anaerobiosis GasPak Anaerobic System.

5.7.2 Tincion de Gram

Para caracterizar las células observadas durante el recuento microbiano se utilizé el
método de la tincién de Gram desarrollado por Gram (1884). Permite visualizar las diferencias
en la estructura de la pared celular de las bacterias y consiste en los siguientes pasos (Rodriguez

& Arenas, 2018). Los tintes utilizados pueden visualizarse en la Figura 8:
1. Hacer un frotis con la colonia sobre el portaobjetos de manera regular y dejarlo secar.
2. Fijarlo a la flama.
3. Cubrir con violeta cristal durante 1 minuto y lavar ligeramente con agua corriente.
4. Cubrir con yodopovidona (Lugol) durante 1 minuto y lavar con agua corriente.
5. Decolorar con alcohol al 96° durante 30 segundos y lavar con agua corriente.
6. Cubrir con Safranina durante 1 minuto y lavar con agua corriente.

7. Dejar secar y observar al microscopio a 100X aumentos con aceite de inmersion.
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Figura 8. Aceite de inmersion (izquierda). Tintes utilizados para realizar la tincion de Gram (derecha).

5.8 Parametros fisicoquimicos
5.8.1 Estudio de pH

Se emplearon diferentes metodologias para determinar las propiedades del producto. El
pH se midi6 en la parte solida del producto, utilizando un pH-metro Crison micropH 2001
(Figura 9), introduciendo el detector de pH dentro del mismo bote una vez abierto. Se realizé
en las tres réplicas de ‘atin vegano’ con cada liquido de conserva y se saco su media y
desviacion estandar. Para el liquido de gobierno se utilizaron dos métodos. Para el liquido al
natural y el escabeche pudo utilizarse el mismo electrodo del pH-metro. Para el aceite, debido
a su naturaleza quimica se tuvo que utilizar el método de tiras reactivas. Se utilizaron las
METRIA pH Indicator Strips STPH-311-001 y las Tiras con escala de color PanReac
(Barcelona, Espafia).

|
!l Panreac
STPH-311-001 G
pH Indicator Strips
pH 0-14

.
-
.

¢ CRISON

Figura 9. pH-metro Crison micropH 2001 (izquierda). METRIA pH Indicator Strips STPH-311-001
(centro). Tiras con escala de color PanReac (derecha).
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5.8.2 Estudio de color

La determinacion del color se midié en el centro del atun, extrayendo una porcion y
limpiando el liquido de gobierno, utilizando el colorimetro digital de superficie (Minolta CR
400 Series, Japon) visualizable en la Figura 9, previamente calibrado con patrones estandares
(Y=93,2,x=0,3133, y=0,3192). Para comparar objetivamente el color entre muestras se utilizo
el sistema de CIE (1986) segun el cual se delimita cada color segun las coordenadas a* y b*
(cromaticidad colorimétrica) y L* (luminosidad). Se realiz6 en las tres réplicas de ‘atiin vegano’

en cada liquido de conserva y se sacd su media y desviacion estandar.

Los pardmetros mencionados como L*, a* y b* son adimensionales pero se pueden
separar en tres ejes tal como se observa en la Figura 10 para describir el color que representan.
El valor de a* define la intensidad del color rojo por lo que, si observamos un desplazamiento
sobre el eje a* hacia valores positivos desde el punto acromatico 0, se observan los tonos rojos,
mientras que un desplazamiento en a* hacia los valores negativos representa los tonos verdes.
El valor b* mide la intensidad del color amarillo, por lo que un desplazamiento sobre el eje b*
dirigido a valores positivos desde el punto acromatico 0, representa los tonos amarillos; y si se
obtienen valores negativos, representa tonos azules. Valores positivos de L* describen tonos
mas claros, con mayor luminosidad en el color, mientras que valores negativos representan

tonos oscuros, cercanos al negro desde el punto acromatico 0 (Vargas, 2016).

ﬁ White

Black

Figura 10. lzquierda: Colorimetro digital de superficie (Minolta CR 400 Series, Japon). Derecha:
Representacion gréafica del espacio colorimétrico CIELab. Adaptado de Fehir, Aaron. (2016).
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Para obtener las tablas con los colores correspondientes a cada muestra presentes en las
Tablas 9 y 13 a partir de los datos de L*, a* y b*, se utiliz6 el programa informéatico Lab

converter (s.f.).

5.8.3 Estudio de textura

Para determinar la textura, se utilizd el método de compresion con el texturémetro
(TexVol Instruments TVT-300-XP) de la Figura 11 siguiendo el ensayo del TPA (Analisis de
Perfil de Textura) basandonos en los pardmetros utilizados por Pino et al., (2017) para medir
las caracteristicas fisicoquimicas de conservas de atin al natural. Se aplicaron dos ciclos de
compresion axial con 3 segundos de pausa entre ellos; cada uno hasta el 50% de su altura
original (promedio de 37 mm de altura del producto), a una velocidad de test y pre-test de 1
mm/s y una fuerza de 0,05 Kg, utilizando un émbolo con un didmetro de 36 mm y un espesor
de 35 mm. Se realizé en las tres réplicas de ‘atiin vegano’ en cada liquido de conserva y se saco

su media y desviacion estandar.

Figura 11. Texturémetro (TexVol Instruments TVT-300-XP).
5.9 Andlisis sensorial

Para realizar el analisis sensorial se convocaron a 17 jueces que evaluaron las

caracteristicas sobre el aspecto exterior, aroma, sabor y textura en boca, completando para ello

29



el formulario expuesto en el ANEXO 1. Por orden y por separado se les ofrecié una muestra del
‘atin vegano’ en aceite sometido al tratamiento de 2’30’ a 121°C y dejado enfriar a T*
ambiente, una muestra del ‘atin vegano’ en aceite sin tratar enfriado a T* ambiente, y una
muestra de atin claro en aceite de oliva comercial de la marca Hacendado, Mercadona
(Tabernes Blanques, Valencia, Espafia). Se les mostrd en este orden para que a la hora de
evaluar el ‘atin vegano’ tratado y sin tratar no estuviesen influenciados por la reciente muestra
de atun claro comercial. Asi se podran encontrar diferencias significativas estadisticamente

entre el ‘atun vegano’ sometido al tratamiento con el que no lo estd y con el atin real.

5.10 Analisis estadistico

Para completar el andlisis estadistico en cada experimento y observar si habia
diferencias estadisticas significativas entre cada una de las variables analizadas se utilizo el
programa Statgraphics Centurion 19 - X64 Espafiol. Se realiz6 un ANOVA simple para
comparar las diferentes muestras entre ellas y se miré la prueba de Multiples Rangos que
separasen las muestras en grupos homogéneos segun cada caracteristica medida, con el fin de
encontrar las muestras sin diferencias significativas con un rango de confianza del 95%. El
método empleado para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5,0% al decir que cada par de

medias es significativamente diferente, cuando la diferencia real es nula.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Medios de cultivo para el recuento microbiano

PCA (Play Count Agar):

El medio de cultivo Plate Count Agar también conocido como Standard Methods Agar
se utiliza para el recuento de bacterias en agua, aguas residuales, alimentos y productos l&cteos.
El PCA fue desarrollado por Buchbinder, Baris y Goldstein en 1953, cuyos resultados
mostraron que un medio deshidratado sin leche que contenia 0,25% de extracto de levadura,
0,5% de triptona, 0,1% de dextrosa y 1,5% de agar por litro se aproximaba a la productividad
del agar extracto de triptona y glucosa con leche afiadida (Buchbinder et al., 1953). Este medio
se recomienda como medio general de placas para determinar el recuento de las poblaciones de
bacterias aerobias mesofilas, tanto en superficie como en profundidad certificado por la APHA,
FDA y la Organizacion Internacional de Normalizacion (1991, 2004, 2019) segun las normas
ISO 4833, ISO 8552 e 1ISO 17410 (Marshall, 1992; FDA, 1995).

Reinforced Clostridial Medium:

El Reinforced Clostridial Medium es un medio so6lido para cultivo en placa. Se
recomienda para el cultivo y recuento de anaerobios, especialmente Clostridium (el cual es
interesante por ser nuestro producto un alimento en conserva a largo plazo) y otros
microorganismos, en alimentos y muestras clinicas. Fue formulado por Hirsch, A. & Grinsted,
E. (1954), demostrando que este medio superaba a otros en el apoyo al crecimiento de
Clostridium a partir de pequefios indculos y producia mayores recuentos de células viables. La
peptonay el extracto de carne de vacuno aportan nitrégeno, vitaminas, minerales y aminoacidos
esenciales para el crecimiento. El extracto de levadura es la fuente de vitaminas, especialmente
del grupo B. La dextrosa es el hidrato de carbono fermentable que aporta carbono y energia. El
cloruro sodico aporta electrolitos esenciales para el transporte y el equilibrio osmético. El
almidén del medio actia como factor de crecimiento, probablemente funcionando como
protector de los coloides, y neutraliza los productos toxicos que se forman durante el desarrollo
de los organismos. El clorhidrato de L-cisteina es el agente reductor y el acetato de sodio es el

tampon. Dado que se trata de un medio de enriquecimiento no selectivo, permite el crecimiento
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de diversos microorganismos anaerobios y bacterias facultativas cuando se incuba en

condiciones anaerobias (Laboratorios Conda, 2011).

6.2 Recuento microbiano del producto sin tratar

Tras diluir en agua y sembrar un mililitro de los microorganismos extraidos del producto
de ‘atin vegano’ sin la aplicacion de ningln tratamiento se hizo el recuento microbiano,

obteniendo los resultados expuestos en la Figura 12.

Figura 12. Cultivo de la dilucion extraida del ‘atin vegano’ en profundidad en medio PCA (arriba) y en

Reinforced Clostridial Medium en anaerobiosis (abajo) tras 72h a 28°C. Tres réplicas.

Como podemos observar, el producto del que partimos tiene una carga microbiana muy
baja, posiblemente a que el extrusionado de guisante pasa por un proceso de coccion previo a
la adicidn de los saborizantes. Este proceso podria eliminar gran parte de los microorganismos
presentes. Si las condiciones en las que se acaba de preparar el producto hasta su enlatado son
higiénicas, a penas deberia aumentar su carga microbiana. Por ello podemos ver que tiene una
carga en ladilucion 10 de 0-2 unidades formadoras de colonia (u.f.c) por mililitro en aerobiosis
y de 0-1 u.f.c/mL en anaerobiosis. Esto corresponde a una carga microbiana del producto sin
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diluir menor a 2-10 u.f.c/mL en aerobiosis, y menor a 1-10 u.f.c/mL en anaerobiosis,
probablemente adquiridas durante la manipulacion en el procesamiento de enlatar el producto.

6.2.1 Observacion in vivo

Para intentar elucidar qué tipo de microorganismos se encuentran en el producto, se hace
una observacion in vivo de los microorganismos mediante el microscopio Optico a 64X

aumentos, obteniendo las imagenes presentes en la Figura 13.
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Figura 13. 1: Bacterias con forma de sarcina obtenidas a partir de una colonia en la placa de PCA. 2:
Bacilos obtenidos a partir del medio PCA. 3: Micrococos obtenidos a partir del medio PCA. 4: Levaduras
obtenidas a partir del medio PCA. 5: Bacterias con forma de sarcina obtenidas a partir del Reinforced
Clostridial Medium en anaerobiosis.

Gracias a la observacion ‘in vivo’ podemos deducir que aparentemente no hay peligro
de que nuestro producto tenga esporas de Clostridium botulinum, ya que es una bacteria
anaerobia con forma de bacilo o varilla (Parrilli, 2008), y en nuestras placas con Reinforced
Clostridial Medium preparadas para favorecer su crecimiento en anaerobiosis, unicamente
obtenemos una colonia a partir de las tres réplicas, la cual contiene bacterias con una forma
totalmente distinta a la esperada para C. botulinum. De hecho, su forma y crecimiento es muy

similar a las bacterias con forma de sarcina obtenidas en la placa con medio PCA, por lo que

33



probablemente nos encontremos ante la misma bacteria, es decir, que sea un microorganismo

aerobio facultativo.

6.2.2 Tincion de Gram

Con la intencion de obtener mas informacion sobre el tipo de microorganismos
presentes en el producto sin tratar, se refrescan los cultivos crecidos en aerobiosis sembrando
cada una de las cuatro colonias en un nuevo medio PCA, visualizable su crecimiento tras 72h a

28°C en la Figura 14. Tras ello, se realiz6 una tincion de Gram a partir de cada cultivo.
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Figura 14. Siembras por estrias obtenidas a partir de cada colonia en medio PCA en la primera imagen. a:
Bacterias Gram + con forma de sarcina. 2: Micrococos Gram -. 3: Levaduras con forma ovoide y gemacion.
4: Bacilos Gram +.

Sabiendo las caracteristicas de estos microorganismos podemos deducir que en el producto

previo al tratamiento, tenemos:

e Levaduras de forma ovoide con reproduccion por gemacion, sefialada por flechas en la
Figura 14, tal vez pertenecientes al género Saccharomyces (Smith et al., 2000);

e Bacterias Gram+ aerobias facultativas con forma de sarcina, podrian pertenecer por su
forma, crecimiento y presencia en el alimento a la especie Staphylococcus epidermidis
(Jiménez et al., 2008);

e Bacterias Gram- con forma de cocos (la mayoria de las bacterias Gram- son
perjudiciales, pero algunas de ellas como Acinetobacter calcoaceticus y Acinetobacter
Iwoffii, las cuales son inocuas para los humanos (Berlau et al., 1999; Bouvet et al.,
1990), se suelen encontrar en alimentos, incluyendo legumbres, y por la forma que
observamos podrian ser las que aparecen en el ‘atun vegano’);

e Bacilos Gram+ presentes en el alimento (hay muchas posibilidades con estas
caracteristicas, entre ellas muchas del género Bacillus como por ejemplo Bacillus
subtilis que suele utilizarse en la industria alimentaria para producir enzimas y como
probidtico (Lee et al., 2019), o Bacillus pumilus (Lazzari et al., 2018) una bacteria

inocua para humanos que suele encontrarse en vegetales).
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6.3 Pardmetros fisicoquimicos segun el tratamiento
6.3.1 Natural, aceite y escabeche

6.3.1.1 Estudio de pH

Tras enlatar en cada bote de cristal el producto en diferentes condiciones (distintos
liquidos de gobierno y diferentes proporciones en cantidad de producto / liquido de gobierno),
y de someterlos a diferentes tratamientos, se analizan sus parametros fisicos y quimicos para
observar las posibles diferencias entre ellos y encontrar el tratamiento util menos perjudicial
para el producto. En la Tabla 7 se exponen los valores de pH obtenidos en cada uno de los

enlatados.

Tabla 7. Promedios de pH y desviacion estandar para las tres réplicas de cada producto enlatado segun
su liquido de gobierno y su tratamiento, tras 8 dias de conserva.

pH
Sin tratamiento* | 15’ 121°C 5’ 121°C
Natural 546 +0,08% |546+0,03%|6,89+0,05°
Aceite 7,03+0,01° |6,82+0,03|6,96 + 0,02°
Escabeche| 5,05+0,27¢ |4,74+0,09%|5,01 + 0,04°

*Las letras diferentes en toda la tabla indican que hay diferencia estadistica significativa entre las
muestras (p < 0,05).

*En este caso, a los enlatados Sin tratamiento se les realizaron las medidas fisicoquimicas directamente
después del enlatado, en el dia 0 de inicio de conserva. Los enlatados Sin tratamiento y con 15” a 121°C
mantienen las proporciones de producto del attin comercial 56:24 con respecto al liquido de gobierno.

Vemos en la tabla de pH que el tratamiento de 5” a 121°C aparentemente sube mucho el
pH del enlatado al natural con respecto a la muestra sin tratamiento, pero la realidad es que los
tratamientos no afectan significativamente al pH del enlatado. Lo que ocurre es que en este
ultimo tratamiento se recalcularon las cantidades de producto sélido/liquido de gobierno que se
introducia en el enlatado vy, el producto al ser de pH neutro por estar compuesto en gran
porcentaje por agua, acta con efecto tampdn sobre el liquido de gobierno que es acido debido
al &cido citrico (Guzman & Pérez, 1964) y mientras en los dos primeros tratamientos no llegaba
a subir tanto el pH debido a que la cantidad de producto solido era menor, en el Gltimo
tratamiento si tiene suficiente cantidad para actuar con tal efecto tampdn. En el enlatado con
escabeche, el liquido de gobierno es lo suficientemente 4cido como para que no haya suficiente

cantidad de producto sélido para actuar como tampon.
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Se observa que diferentes liquidos de gobierno, aportan distintos pHs al producto. Todas
tienen un pH mayor a 4,5 por lo que han de someterse a un tratamiento térmico para asegurar

la destruccion de posibles esporas de Clostridium botulinum.

6.3.1.2 Estudio de color

En la Figura 15 se expone el aspecto exterior de los enlatados de ‘atiin vegano’ tras

someterse a los tratamientos respectivos y esperar 8 dias de conserva antes de abrirlos.

5 121°C

Natural

Aceite

Escabeche

Figura 15. Imagenes obtenidas en laboratorio para cada producto enlatado al abrirlo segun su liquido de
gobierno y su tratamiento, tras 8 dias de conserva.

*En este caso, a los enlatados sin tratamiento se les realizaron las medidas fisicoquimicas directamente
después del enlatado, en el dia O de inicio de conserva.

Se observa que aplicar calor en los productos enlatados al natural y en escabeche,
provocaba la gelatinizacion del liquido de conserva al enfriarse, probablemente debido al paso
de componentes del producto al liquido de gobierno, como puede ser la solubilizacion de las
pectinas del guisante en el calor, y su solidificacion durante el enfriamiento (Castells, 2019). El
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unico que mantenia su viscosidad inicial era el envasado en aceite de oliva, probablemente por
la incapacidad de las pectinas a solubilizarse en este medio. Asimismo son notorias las
diferencias en el color y textura entre el producto recién elaborado y el sometido a los

tratamientos. Se denota un claro aumento de los tonos oscuros.

La variabilidad en el color se demuestra con los datos expuestos en la Tabla 8.

Tabla 8. Promedios de valores L*, a* y b* definidos por CIE (1986) y su desviacion estandar para las
tres réplicas de cada producto enlatado segun su liquido de gobierno y su tratamiento, tras 8 dias de

conserva.
Color
L* a* b*
i Natural 58,11 + 3,592 7,02 0,175 18,35 + 0,65%!
. Aceite 60,71 + 1,542 6,33 + 0,41%9 19,47 +1,02"m
Escabeche 50,25 + 3,55° 8,30 +0,87" 21,03 + 1,30"
Natural 65,61 + 2,10° 5,18 + 0,729" 19,36 + 0,49"™
15° 121°C Aceite 51,97 +1,22° 5,39 + 0,579" 19,51 + 0,53"M
Escabeche 37,93 + 0,53 12,43 +2,13 23,42 + 2,88"
Natural 62,03 + 0,25%¢ 3,3+0,86' 16,52 + 0,98%
5’ 121°C Aceite 52,70 + 4,50° 4,17 + 0,22 16,60 + 2,76
Escabeche 61,69 + 1,75%¢ 7,61 +0,47% 22,99 +0,42M"

*Las letras diferentes indican que hay diferencia estadistica significativa entre las muestras (p < 0,05).
*En este caso, a los enlatados sin tratamiento se les realizaron las medidas fisicoquimicas directamente
después del enlatado, en el dia 0 de inicio de conserva.

Trasladamos estas coordenadas del espacio colorimétrico CIELab en los colores

representados en la Tabla 9.

Tabla 9. Colores obtenidos segun su L*, a* y b* para cada producto enlatado dependiendo de su
liquido de gobierno y su tratamiento, tras 8 dias de conserva.

Color
Sin tratamiento® 15’ 121°C

57 121°C

Natural

*En este caso, a los enlatados sin tratamiento se les realizaron las medidas fisicoquimicas directamente
después del enlatado, en el dia 0 de inicio de conserva.

Aceite
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Podemos observar que entre los propios productos enlatados sin tratamiento, el mismo
dia 0 en el que se inicia la conserva, ya presentan algunas diferencias en el color debido a que
comienzan a absorber parte del liquido de gobierno. Como es de esperar, el enlatado en aceite
presenta un tono mas amarillento que al natural, y el enlatado en escabeche parece ser mas
oscuro. Respecto a los tratamientos, con el liquido de gobierno al natural parece que un
tratamiento en calor més fuerte (més tiempo) clarea el producto. Esto puede deberse a la mayor
solubilizacion y desnaturalizacion de algunas de sus proteinas, absorbiendo méas agua y

clareando el ‘atiin vegano’.

Utilizando aceite como liquido de gobierno, un tratamiento muy fuerte actla aportando
un aspecto mas seco, oscuro y rugoso (similar a una fritura) a la parte del producto en contacto
con el aceite en el espacio libre de la cabeza del bote. Esto es observable en la Figura 15. En el
tratamiento de 15” a 121°C la relacion solido/liquido es 56:24, por lo que la superficie frita es
mucho mayor que en el que se trata 5’ a 121°C, cuya relacion es 87:28. Esto se refleja en un
menor oscurecimiento de la muestra. Ademas, segun el apartado 1.4.3 del Anejo | de la Orden
de 21 de noviembre de 1984 por la que se aprueban las normas de calidad para las conservas
vegetales del BOE del Gobierno de Espafia (2013) el espacio libre de cabeza de bote debe
cumplir que, en envases de formato comprendidos entre 225 y 1.700 ml, la altura del espacio
libre 0 cabeza del bote en las conservas no debe ser superior al 10% de la altura interior del
envase. Una vez acabado el tratamiento, el producto parece haber disminuido mucho su tamafio
como puede comprobarse en la Figura 15, por lo que a pesar de tener un espacio libre de cabeza
menor al 10% previo al enlatado, éste aumenta por encima del 10% tras el tratamiento. Por ello
y por el aspecto de haberse frito, se deduce que una relacion de 87 gramos de sélido con 28

gramos de liquido de gobierno es la 6ptima para seguir con el trabajo.

En el enlatado con escabeche se muestra claramente una tendencia al oscurecimiento
con un tratamiento de 121°C durante 15 minutos, desmejorando la asociacién que
intencionadamente se busca entre el producto de ‘atun vegano’ con atun real comercial. Vemos
que el tratamiento de 5 minutos parece clarificar el producto, pero esto se debe a que la
concentracion en este Gltimo tratamiento de producto sélido respecto al liquido de gobierno es
87:28 y no 56:24 como los anteriores, por lo que al disminuir la cantidad de liquido de
escabeche (el cual de por si ya es oscuro) en relacion al producto solido, aunque le demos
tratamiento térmico sigue siendo mas claro que el que tenia mayor porcentaje de liquido de

gobierno.
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6.3.1.3 Estudio de textura

Se exponen en la Tabla 10 los valores en promedio obtenidos por triplicado de cada

caracteristica de la textura:

Tabla 10. Promedios de valores caracteristicos de la textura y su desviacién estandar para las tres
réplicas de cada producto enlatado segun su liquido de gobierno y su tratamiento, tras 8 dias de
conserva.

Textura

Dureza

Elasticidad

Adhesividad

Resiliencia

Natural

Sin tratamiento*

3406 + 102P

0+0%

20+ 8°

0,26 £ 0,03?

15° 121°C

4317 + 274°¢

0+0%

34+ 3

0,17 + 0,04°¢

5°121°C

6019 + 925¢4d

0+0°

9135 + 792"

0,1+ 0,07%¢

Escabeche

Sin tratamiento®

5069 + 806°°

0+0°

19+ 72

0,25 + 0,06°

15’ 121°C

5452 + 5640¢

0+0°

21+ 72

0,22 +0,02%°

57 121°C

10260 + 486°

0+0°

464 + 4882

0,14 + 0,05¢4

Aceite

Sin tratamiento®

2230 * 565°

0+0°

127 £ 45*

0,13 +0,03%¢

15° 121°C

4319 + 328b¢

0+0°

30 + 207

0,12 + 0,02¢¢

57 121°C

7787 + 6074

0+0%

3623 + 153¢

0,09 + 0,03¢

Gomosidad

Masticabilidad

Flexibilidad

Natural

Sin tratamiento*

2538 + 7192

1818 + 619°

0,71 + 0,062P

15’ 121°C

1743 + 1882

1094 + 179%b

0,63 + 0,04

57 121°C

21 £ 474°

13+ 77°

0,14 + 0,04°

Escabeche

Sin tratamiento*

4851 + 773¢

2935 + 219°

0,73 +0,01°

15’ 121°C

2508 + 6472

2191 + 659%°

0,73+ 0,03

57 121°C

7214 + 892°

5288 + 12¢

0,78 +0,10°

Aceite

Sin tratamiento™®

1007 + 217°¢

614 + 239°

0,60+0,11°

15’ 121°C

1568 + 73230

1047 + 67020

0,75+ 0,03*

57 121°C

4042 + 983¢

1443 + 2432

0,81+0,17%

*Las letras diferentes en la misma columna indican que hay diferencia estadistica significativa entre las
muestras (p < 0,05).

*En este caso, a los enlatados sin tratamiento se les realizaron las medidas fisicoquimicas directamente
después del enlatado, en el dia 0 de inicio de conserva.

La dureza nos explica la fuerza maxima que se aplica en el primer ciclo de compresion.
La adhesividad es el trabajo que debe hacer el texturometro para extraer el émbolo de la
muestra. Podemos ver que tanto la dureza como la adhesividad son siempre mayores en la
muestra tratada 5 minutos a 121°C que en las otras dos. Esto se debe a la mayor cantidad de
producto sélido en esta muestra. Sin embargo, a pesar de tener diferentes cantidades de sélido
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en uno de los tratamientos, también podemos sacar algunas conclusiones. La resiliencia es lo
bien que un producto intenta recuperar su posicion original. La gomosidad es el aspecto en
textura de goma, y es funcion de la dureza y la cohesividad. La masticabilidad se deduce del
segundo ciclo de compresion y expresa de la fuerza que se debe hacer para masticar el producto.
La flexibilidad se define como lo bien que un producto se recupera tras la primera compresion,
y depende de la distancia que recorra el émbolo hasta comenzar la segunda compresion

(Gonzalez et al., 2015). Puede entenderse mejor observando la Figura 16.

Primera compresién Segunda compresién

- & =
>

A S > <

Cohesividad: Ay/A,
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Fuerza
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Fracturabilidad Cohesividad * Elasticidad

Resiliencia: A5/A4
Area 1 .
s Gomosidad: A2/Al*dureza
Area 2
Area 4 Area s
\ >
€ > Ay J|— .
Di . Adhesividad . A Tiempa
istancia 1 Distancia 2

Figura 16. Gréfica del analisis de perfil de textura. Adaptado de Gonzélez et al., 2015.

El enlatado al natural tiene una clara menor resiliencia, gomosidad, masticabilidad y
flexibilidad en los productos tratados con respecto al producto sin tratar. Esto se debe a que el
producto sin tratar se ha medido en el dia 0 de conserva, por lo que el tratamiento en calor méas
la espera de 8 dias de conserva van deshaciendo el producto disminuyendo asi estas cualidades

y desmejorando el producto.

En los enlatados en escabeche parece variar mucho su gomosidad y masticabilidad,
probablemente porque al ser un producto con base de proteina de guisante y no animal, sus
proteinas en un ambiente tan acido coagulen y precipiten (Quinga, 2017; Bonino et al., 2016),
expulsando parte del agua que mantiene en su interior al medio, y dando una textura mas

desagradable, parecida a la goma.
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En el ‘atin vegano’ enlatado con aceite se observa que, para la misma cantidad de
producto, el tratamiento de 15 minutos no modifica significativamente su gomosidad con
respecto al producto sin tratar, ni tampoco el resto de las cualidades de textura. Unicamente se
ve modificada significativamente su dureza y flexibilidad, probablemente por el efecto
comentado de dar aspecto de fritura cuando su cantidad solida es mas baja que 87:27 con
respecto al liquido de gobierno, por lo que mantendria una mejor textura aumentando su
proporcion. En el siguiente apartado se estudiaran unicamente los enlatados en aceite como
liquido de gobierno por mantener mejor las caracteristicas de color, textura y por no gelatinizar

el medio, aportando méas informacién sobre su variacion con los distintos tratamientos.
6.3.2 Aceite como liquido de gobierno

6.3.2.1 Estudio de pH en aceite

Tras aplicar los tratamientos de 2 minutos y 30 segundos, de 3’45’ y de 5’ a enlatados
de ‘atun vegano’ en aceite de oliva en proporcion solido/liquido de gobierno 87:28, se esperaron
8 dias de conserva previo a la medicion de las caracteristicas fisicoquimicas como se explicd
en el apartado de Materiales y Métodos. Se expone en la Tabla 11 las medias y desviaciones
tipicas de pH de las muestras por triplicado. También se expone en la Figura 17 un ejemplo de

la gréfica de medias para entender por qué son estadisticamente diferentes las muestras.

Tabla 11. Promedios de pH y desviacion estandar para las tres réplicas de cada producto enlatado en
aceite segun su tratamiento, tras 8 dias de conserva.

pH
Dia 0 Sin tratamiento {2’ 30> 121°C |3’ 45°° 121°C| 5’ 121°C
7,03+0,01%| 5,62+0,12° | 7,00+0,03% | 7,03 +0,03% |6,96 + 0,022

*Las letras diferentes indican que hay diferencia estadistica significativa entre las muestras (p < 0,05).
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Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Figura 17. Grafica que representa las medias de pH y sus intervalos de confianza para cada producto
enlatado en aceite segln sus réplicas, dependiendo del tratamiento al que fueron sometidos.

La Figura 17 muestra en la gréfica la media de pH para cada uno de los productos segun
su tratamiento y un intervalo alrededor de cada media. Los intervalos estan basados en el
procedimiento de la diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Estan construidos de tal
manera que, si dos medias son iguales, sus intervalos se traslaparan un 95,0% de las veces.
Cualquier par de intervalos que no se traslapen verticalmente corresponden a pares de medias

que tienen una diferencia estadisticamente significativa.

Gracias a ello y a la prueba de Rangos Multiples podemos deducir que los tratamientos
en autoclave no afectan al pH. De hecho, Unicamente en la muestra que no ha sido tratada se
observa que si aumenta significativamente su acidez, obteniendo un pH mas bajo.
Probablemente esto se debe a que, al no estar tratado, permanecen vivos ciertos
microorganismos que acidifiquen el medio. Esto seria la primera prueba de que los tratamientos
en autoclave eliminan los microorganismos presentes en el ‘atin vegano’, permitiendo

conservar el producto mucho més tiempo.

6.3.2.2 Estudio de color en aceite

En la Figura 18 se expone el aspecto exterior de los enlatados de ‘atun vegano’ en aceite

tras someterse a los respectivos tratamientos y esperar 8 dias de conserva antes de abrirlos.
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Figura 18. Imagenes obtenidas en laboratorio para cada producto enlatado en aceite al abrirlo segin su
tratamiento, tras 8 dias de conserva.

En este caso, todos los enlatados Ilevan la misma proporcion de aceite con respecto al
producto solido. En los dos tratamientos del centro de la Figura 18 el aceite se encuentra por
debajo del sélido mientras que en las dos imagenes de los extremos se encuentra por encima.
Esto se debe puramente al azar por tomar la fotografia en el momento justo en que se abrio el
bote, seguramente por haber sido almacenados en posiciones diferentes. Como puede
observarse, el tratamiento de 5’ a 121°C, todavia parece oscurecer demasiado el producto con
respecto al ‘atiin vegano’ en aceite sin tratamiento. Sin embargo, los dos tratamientos de 2’30’
y de 3°45”° a 121°C mantienen mucho mejor el color inicial del producto. Podria incluso darse
el caso de que el crecimiento de microorganismos decolore el producto en el enlatado sin tratar
(Dey, 2018; Bautista et al., 2011). Esto puede demostrarse con los datos obtenidos por el

colorimetro expuestos en la Tabla 12.

Tabla 12. Promedios de valores L*, a* y b* definidos por CIE (1986) y su desviacién estandar para
las tres réplicas de cada producto enlatado en aceite segun su tratamiento, tras 8 dias de conserva.

Color

L* a* b*
Dia0 60,71 + 1,54*°| 6,33 £ 0,412 | 19,47 + 1,022
Sin tratamiento | 65,07 + 1,912 16,42 +1,15% | 20,22 + 1,132
2°30” 121°C | 59,34 + 1,71 |5,28 + 0,713 | 17,56 + 1,04%P
3°45” 121°C |56,79 +0,72° |5,61 +0,45% |18,90 + 0,612P
5" 121°C 52,70 + 4,50¢ | 4,17 + 0,22°¢| 16,60 + 2,76°
Atan comercial | 53,92 + 1,80°¢| 3,15 + 0,40° | 22,26 + 1,307
*Las letras diferentes en la misma columna indican que hay diferencia estadistica significativa

entre las muestras (p < 0,05).

Trasladamos estas coordenadas del espacio colorimétrico CIELab en los colores
representados en la Tabla 13.
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Tabla 13. Colores obtenidos segun su L*, a* y b* para cada producto enlatado en aceite dependiendo
de su tratamiento, tras 8 dias de conserva.

Color

Dia0 S":] 2> 30 121°C | 3° 45 121°C 57 121°C Atun.
tratamiento comercial

De las anteriores Tablas 12 y 13, podemos deducir que los dos tratamientos mas suaves,
los de 2’30 y de 3’45 a 121°C tienen las mismas caracteristicas de luminosidad y
desplazamiento en los ejes a* y b* que el producto sin tratar en el dia O de conserva. También
vemos que el producto sin tratar si parece estar aumentando su luminosidad tras los 8 dias de
conserva por lo que tal vez los microorganismos presentes se encuentren decolorando el
producto (Dey, 2018; Bautista et al., 2011). Para el tratamiento de 5’ a 121°C parece ser
demasiado fuerte porque si oscurece notoriamente el producto. Vemos con los datos del atun
real comercial que éste es estadisticamente igual a nuestras muestras de ‘atiin vegano’ en cuanto
a los ejes L* y b* pero es significativamente diferente en el eje a* lo que se refleja en unos
tonos mas anaranjados. Posteriormente se demostrara si los consumidores son capaces de

detectar estas diferencias de color mediante un analisis sensorial.

Estos resultados coinciden con los esperados para el atin comercial; en Pino et al.,
(2017) probaron tres tratamientos de esterilizacion por calor y presién y observaron que cuanto
mas fuerte era el tratamiento obtenian valores mas bajos para L*, méas bajos para a* y sin
diferencias significativas en b*. Esto es equiparable con nuestros resultados donde un

tratamiento mas fuerte da valores mas bajos en L* y en a*.

6.3.2.3 Estudio de textura en aceite

Se exponen en la Tabla 14 los valores en promedio obtenidos por triplicado de cada

caracteristica de la textura para los productos enlatados en aceite de oliva:
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Tabla 14. Promedios de valores caracteristicos de la textura y su desviacién estandar para las tres
réplicas de cada producto enlatado en aceite segun su tratamiento, tras 8 dias de conserva.

Textura

Dureza

Elasticidad

Adhesividad

Resiliencia

Dia 0

2230 * 565°

0+0?

127 £ 45?

0,13+ 0,03

Sin tratamiento

2146 + 4277

0+0?

3577 + 797°

0,05 + 0,02°

2> 30 121°C

6556 + 634°

0+0°

4496 + 578P

0,07 + 0,00°

3745 121°C

5925 + 639°

0+0°

5404 + 342°

0,07 +0,02°

5’ 121°C

7787 + 607°

0+0°

3623 + 153°

0,09 + 0,03°

Gomosidad

Masticabilidad

Flexibilidad

Dia 0

1007 + 2172

614 + 239%

0,60 +0,11°

Sin tratamiento

790 + 131°

489 + 130?

0,61 +0,07°

2> 30 121°C

2576 + 993¢4d

2797 + 1072

0,97 + 0,04

3745 121°C

2276 + 938°°¢

1328 + 9272

0,62 +0,12°

57 121°C

4042 + 983¢

1443 + 243°

0,81 +0,172b

*Las letras diferentes en la misma columna indican que hay diferencia estadistica significativa entre las

muestras (p < 0,05).

Como podemos observar, en cuanto a dureza parece que el tratamiento en calor endurece
los productos enlatados en aceite, y los diferencia estadisticamente con los que no se han
sometido a tratamiento. En cuanto a adhesividad, el Unico que muestra una baja adhesividad es
el producto analizado el dia 0 de conserva, todos los demas tienen una alta adhesividad,
probablemente porque el tiempo en contacto con el aceite aumenta su pegajosidad. Igual pasa
con la resiliencia, donde la Gnica que se diferencia es en el producto el dia 0 de conserva, siendo
ésta mas alta. En la gomosidad hay mayor dispersién, con una tendencia a aumentar en los
productos tratados con autoclave con respecto a los que no han sido tratados. Sobre la
masticabilidad, parece aumentar con los tratamientos en autoclave, asi como su flexibilidad,
pero ambas se mantienen bastante parecidos a los ‘atunes veganos’ sin tratar. Deberd evaluarse

sensorialmente para ver si estas diferencias en textura son perceptibles.

Si comparamos estos resultados con la bibliografia existente, vemos que Pino et al.,
(2017) aplicd tres tratamientos de autoclave distintos a muestras de at(n animal, y no encontro
diferencias significativas entre ellas en ninguno de los aspectos analizados. Esto coincide con
nuestros datos en cuanto a dureza, adhesividad, resiliencia y masticabilidad, ya que en ninguna
de estas hay variabilidad entre las muestras tratadas. Sin embargo el ‘atin vegano’ si presenta

leves diferencias significativas en gomosidad y flexibilidad entre muestras autoclavadas.
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Puesto que los que mantienen mejor las caracteristicas a nivel de color, textura y aspecto
exterior son los que se han sometido a tratamientos leves de 2’30’ y 3’45 a 121°C en
autoclave, se realiza el recuento microbioldgico del que tiene un tratamiento menor (por ende

si en este no hay microbios tampoco los habra en tratamientos mas fuertes).

6.4 Crecimiento microbiano del producto tratado en aceite

Se prepararon dos muestras de ‘atun vegano’ en aceite (por triplicado). Una de ellas se
sometié al tratamiento de 2°30°” a 121°C en autoclave y la otra no se sometié a ningln
tratamiento mas que el envasado al vacio. Ambas reposaron a T? ambiente durante 8 dias. Tras
tomar las muestras, diluir en agua como se explica en Materiales y Métodos con el Stomacher,
y sembrar un mililitro de los microorganismos extraidos del producto de ‘atin vegano’ se hizo
la observacién del crecimiento microbiano, obteniendo los resultados expuestos en las Figuras
19y 20.

Figura 19. Tres réplicas de crecimiento microbiano obtenido del ‘atin vegano’ enlatado y reposado 8
dias a T* ambiente tras un tratamiento de 2°30°” a 121°C (arriba) y del mismo sin tratar (abajo), crecidos
en medio PCA.

Como podemos observar, en un medio PCA aerobio han crecido una cantidad muy alta
de colonias. Lo que interesa en este caso no es hacer recuento de unidades formadoras de

colonias ni sus reducciones decimales, sino poder demostrar que, tras ocho dias de crecimiento
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de los microorganismos presentes en la conserva, deberia haber al menos una colonia en los
medios expuestos al producto tratado. Sin embargo, no aparece rastro de ningin organismo
aerobio. Esto demuestra, que un tratamiento de 121°C durante 2 minutos y 30 segundos es
suficiente para eliminar todas las posibles esporas de microorganismos aerobios presentes en el

producto.

Puesto que este producto es un enlatado envasado al vacio, se debe comprobar también
la ausencia de microorganismos anaerobios, por lo que se crea una situacion de ambiente
anaerobio y se siembran desde las mismas muestras de ‘atin vegano’ (tres bajo tratamiento y
tres sin tratar) en medios que favorecen el crecimiento de Clostridium para demostrar su

ausencia. Los resultados se exponen en la Figura 20.

Figura 20. Tres réplicas de crecimiento microbiano obtenido del ‘atin vegano’ enlatado y reposado 8
dias a T* ambiente tras un tratamiento de 2°30”” a 121°C (arriba) y del mismo sin tratar (abajo), crecidos
en anaerobiosis en Reinforced Clostridial Medium.

Con esta imagen queda demostrado que el tratamiento ha sido suficiente para
eliminar todas las posibles formas de vida microbiana anaerobia. Vemos que los medios en los
que se inoculd la muestra sin tratar ha crecido una gran masa uniforme de microorganismos,
mientras que en los medios en los que se inocul6 la muestra sometida al tratamiento no ha

crecido ningun rastro de ellos. Por ello podemos decir que éste ha pasado a ser un alimento
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seguro a nivel microbiolégico, y la fecha de consumo preferente dependera Unicamente de su
deterioro con el tiempo y no del crecimiento de microorganismos en él. Como se explico en la
introduccidn, para conseguir que una espora de Clostridium botulinum sufra 12 reducciones
decimales a 121°C, debemaos partir de su tiempo de reduccion decimal a 121°C, el cual es 0,21
min (Pérez-Aparicio et al., s.f.). Para asegurar que el alimento va a carecer de la bacteria, se
deben realizar 12 reducciones decimales, por lo que 2,52 minutos a 121°C asegura que se han

destruido todas las posibles esporas.

6.5 Analisis sensorial

Se realiz6 una prueba piloto con 17 jueces que probaron el ‘atin vegano’ sometido al
tratamiento de 2'30" a 121°C, asi como el mismo sin tratar preparado el mismo dia y una muestra
de atun real comercial, sin decirles en ningin momento qué estaban probando, entregandoles
una ficha para evaluar las muestras tal como se expone en el ANEXO 1. Se hace con el fin de
demostrar si los consumidores son capaces de detectar las diferencias provocadas por el
tratamiento a la muestra. Tras la prueba se extraen los datos, se hacen medias y gracias al
Statgraphics encontramos si aparecen diferencias significativas estadisticamente entre las
muestras evaluadas en cada aspecto. Estos resultados se exponen en las siguientes Tablas 15,
16,17y 18.

Tabla 15. Promedios de la evaluacion de cada caracteristica del aspecto exterior del producto enlatado
en aceite con y sin tratamiento y de atuin real comercial, con su desviacion estandar.

Aspecto exterior
Producto Color del atun Desmigado Me recuerda al at(in
2'30" 121°C 541+ 1,282 4,59 + 1,332 5,59 + 1,282
Sin tratamiento 6,24 + 0,66° 471 +1,57° 6,12 + 0,862
Atln comercial 6,56 +0,51° 6,31 + 0,60° 6,88 +0,34°

*Las letras diferentes en la misma columna indican que hay diferencia estadistica significativa entre las

muestras (p < 0,05).

Como se expone en la anterior tabla, a pesar de que los jueces fueron capaces de
encontrar diferencias en el aspecto exterior entre el producto vegano tratado y el atdn real, se
obtuvieron valores altos tanto para el producto de ‘atiin vegano’ tratado como sin tratar. Lo que
explica que a pesar de no coincidir totalmente con el atun real exteriormente, si es agradable
para los consumidores. Vemos que el tratamiento de 2'30" a 121°C, Unicamente es perceptible

por los consumidores a nivel del color, diferenciandolo del producto sin tratar.
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Tabla 16. Promedios de la evaluacion de cada caracteristica del aroma del producto enlatado en aceite
con y sin tratamiento y de atun real comercial, con su desviacion estandar.

Aroma
Aroma a Aroma a aceite | Me recuerda al
Aroma a vegetal . ,
pescado de oliva atdn
2'30" 121°C 4,18 +1,85% 4,29 + 1,86° 3,88 + 1,452 3,94 £1,52¢
Sin tratamiento 3,41 +£1,50° 4,18 £ 1,072 4,88 £ 1,697 4,06 + 1,342
Atin comercial | 6,75+ 0,45° 2,31 +1,30° 4,88 + 1,15 6,81 + 0,40°
*Las letras diferentes en la misma columna indican que hay diferencia estadistica significativa entre las
muestras (p < 0,05).

Producto

Como demuestra la tabla con los datos sobre el aroma, siempre evaluaron de forma
distinta el atin real del ‘atin vegano’ excepto en el aroma a aceite de oliva. Sin embargo, lo
gue es mas interesante, en ningun caso los jueces fueron capaces de encontrar diferencias
olfativas a nivel estadistico, entre el producto sometido al tratamiento y el producto que no se
habia tratado. Es decir, el tratamiento de 2'30" a 121°C no afecta a los valores evaluados en

cuanto al aroma.

Tabla 17. Promedios de la evaluacion de cada caracteristica del sabor del producto enlatado en aceite
con y sin tratamiento y de attn real comercial, con su desviacion estandar.

Sabor
Sabor a Sabor a aceite | Me recuerda al
Sabor a vegetal . S
pescado de oliva atan
2'30" 121°C 3,24 + 1,482 4411772 5,06 + 1,202 3,18 +1,422
Sin tratamiento 3,29 + 1,262 4,24 + 1,522 529+ 1,312 3,94 + 1,522
Atin comercial | 6,50 +0,63" 1,94 +1,00° 5,19 + 1,472 7,00 + 0,00
*Las letras diferentes en la misma columna indican que hay diferencia estadistica significativa entre las
muestras (p < 0,05).

Producto

De la tabla de sabor, podemos deducir, al igual que con los datos de aroma, siempre se
evalla de forma distinta el atin real del vegano excepto en el sabor a aceite de oliva. No
obstante, los jueces en ningln caso fueron capaces de diferenciar a nivel significativo
estadisticamente, entre las caracteristicas de sabor del producto sometido al tratamiento con el
que no esta tratado. Lo que implica que el tratamiento tampoco afecta a los valores evaluados

de sabor.
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Tabla 18. Promedios de la evaluacion de cada caracteristica del aspecto exterior del producto enlatado

en aceite con y sin tratamiento y de atdn real comercial, con su desviacion estandar.

Textura en boca
Tiene buena | Se deshace | Semepegaa| Aceitoso, Me recuerda
Producto . ) ,
dureza en la boca los dientes resbaladizo al atun
2'30" 121°C 5,12+127% | 400+1,84% | 229+1,31% | 394+152% | 382+ 1,51?
Sin tratamiento | 5,53+ 1,122 | 3,76 +1,75% | 2,76 + 1,56%" | 441 +1,62% | 4,94 + 1,14°
Atln comercial | 5,88+ 1,092 | 3,06+ 1,342 | 350 +1,90° | 4,81 +1,28% | 6,88 +0,34°

*Las letras diferentes en la misma columna indican que hay diferencia estadistica significativa entre las

muestras (p < 0,05).

En cuanto al andlisis de la textura en boca, encontramos que para los jueces fue igual de
agradable la dureza encontrada del producto vegano, tanto con tratamiento como sin él, que la
derivada del atan real comercial. Por lo que a pesar de que el texturometro si encontrd
diferencias significativas estadisticamente, no son perceptibles sensorialmente. Lo mismo
ocurre al preguntarles sobre la sensacién de que se deshace en la boca o sensacion de
resbaladizo, aceitoso. Sin embargo, al preguntarles sobre la adhesividad (la cual el texturometro
si diferenciaba entre la muestra con tratamiento y sin €l), vemos que los jueces no encuentran
esta diferencia sensorialmente entre el producto tratado y sin tratar, aunque si lo encuentran
entre el primero y el atun real comercial. Por lo general encuentran mas adhesivo el attn animal

que el producto vegano.

Vemos que la mayoria de los jueces reconocieron el atin real en cuanto a textura en
boca, confirmando que les recordaba a atun, aunque estadisticamente se separan estos
resultados del producto con tratamiento de 2'30" a 121°C, y sin él, acercandose éste segundo

sin tratamiento mas a la evaluacion que dictamina que les recuerda al atdn real.

Exponemos estos resultados graficamente en la Figura 21.
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Figura 21. Gréficos de dispersién radial de las medias obtenidas por el analisis sensorial del a) aspecto
exterior; b) aroma; c) sabor; d) textura en boca. ’Q = No hay diferencias estadisticas significativas en el
aspecto sefialado.

Vemos gracias a estos resultados que en cuanto a textura en boca el producto de ‘atiin

vegano’ tiene muchas similitudes con el atin real comercial. En cuanto a color, aroma y sabor,

a pesar de diferenciarse estadisticamente del atin real, fue muy bien evaluado agradando a los

jueces. Lo que es mas interesante de todos estos resultados es que, para la mayoria de los

aspectos analizados, los jueces no fueron capaces de encontrar diferencias significativas entre

el producto de ‘atin vegano’ sometido al tratamiento de 2'30" a 121°C con el que no se ha

sometido al tratamiento. Por ello se pude afirmar que este tratamiento es el que mantiene de

mejor forma las propiedades organolépticas del producto de ‘atin vegano’ consiguiendo

también convertirlo en una conserva a largo plazo por eliminar toda su posible vida microbiana.
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7. PERSPECTIVAS DE FUTURO

En caso de tener que seguir adelante con este proyecto, se pueden realizar estudios para
mejorar la textura y aspecto del producto envasado con liquido de gobierno de escabeche y al
natural, consiguiendo asi dos variantes mas en el mercado para el ‘atin vegano’. También se
podria ampliar la prueba piloto y realizar una cata a gran escala, aumentando el nimero de
jueces (en caso de ser posible que estén entrenados) y aumentando para ello la cantidad de
muestra disponible a evaluar. La fecha de consumo preferente dependera de estudios posteriores
a este trabajo en los que se observe el deterioro del producto con el paso del tiempo, por lo que
posteriormente se puede delimitar como cambia este producto tras tiempos de conservacion

mas largos a nivel fisicoquimico.

8. CONCLUSIONES

Gracias a los resultados obtenidos en este trabajo se puede llegar a una serie de

conclusiones que justifican el éxito obtenido en cuanto a los objetivos esperados:

e Se ha conseguido obtener un método de conservacion basado en tratamiento térmico a
largo plazo para un producto marino en base de proteina vegetal extrusionado y enlatado
(‘atiin vegano’).

e Una proporcion de 87 gramos de producto sélido con 28 gramos de liquido de gobierno
optimiza la apariencia y textura final del producto, ya que aporta mayor dureza y
adhesividad al producto haciéndolo mas parecido al atin animal enlatado tras el
tratamiento.

e Distintos liquidos de gobierno aportan diferentes caracteristicas de color, pH y textura
a los productos enlatados mientras que distintos tratamientos térmicos afectan al color
y textura pero no al pH.

e Utilizar como liquido de gobierno aceite de oliva, favorece el mantenimiento de las
propiedades organolépticas del producto al utilizarse como conserva por mantener

mejor las caracteristicas de pH, color y textura que con escabeche y ‘al natural’.

® Un tratamiento de 2 minutos y 30 segundos a 121°C en autoclave en un bote de cristal
de 5 cm de altura, 6 cm de diametro de zona de llenado y 5,5 cm de didmetro de boca
con el producto enlatado al vacio, es suficiente para eliminar la vida microbiologica

presente en el producto de ‘atin vegano’.
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