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Resumen

RESUMEN

En la presente tesis se realizd una investigacion experimental sobre la aplicacion de la
fermentacion lactica controlada sobre la superficie de carne de cerdo como método de
bioconservacion para aumentar la vida media de este alimento. Se estudiaron los cambios en
parametros de la calidad de la carne como color, textura, capacidad de retencion de agua
(CRA), ademas de medir y cuantificar el cambio en el pH, la acidez total titulable, la
produccion de acidos lactico y acético, asi como el efecto en las proteinas contractiles
mayores actina y miosina y la fomacion de acidos grasos libres de cadena larga. Ademas se
llevo a cabo un seguimiento de crecimiento de enterobacterias como microorganismos

indicadores de descomposicion y la cuantificacion de las poblaciones de bacterias lacticas.

Se evaluaron dos cepas de bacterias lacticas, Staphylococcus carnosus y Lactobacillus
alimentarius previamente estudiadas en el Area de Bioquimica de Macromoléculas por su
capacidad de reducir el pH rapidamente sobre la superficie de la carne de cerdo, probando
dos temperaturas de almacenamiento: 4°C que es la utilizada en refrigeracion y la de 19°C
porque a valores superiores el crecimiento de bacterias de descomposicion se acelera

rapidamente.

La carne de cerdo fue empacada al vacio para favorecer el crecimiento de las bacterias
lacticas y disminuir la proliferacion de bacterias del género Pseudomonas sp.,
microorganismos que bajo condiciones aerobias y temperaturas de refrigeracion estan entre

los principales responsables de la descomposicion de la carne.

Asimismo la fermentacion lactica controlada se aplico sobre la superficie de la carne
mediante la inoculacion por inmersion de cepas puras liofilizadas de Staphylococcus

carnosus 'y Lactobacillus alimentarius previamente activadas en caldo MRS.

Aun cuando se encontré en algunos tratamientos un efecto negativo sobre propiedades

funcionales como color, textura y CRA, se mejor6 la calidad sanitaria de la carne al
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disminuir significativamente las poblaciones de enterobacterias, como consecuencia de la
reduccion de pH de la superficie de la carne por la producciéon de acido lactico y la

competencia por el sustrato entre las bacterias lacticas y la flora de descomposicion.

Queda latente la posibilidad de realizar estudios sobre la reduccion en las concentraciones de
conservadores quimicos en carne para elaborar productos carnicos procesados, mediante la

aplicacion de la bioconservacion.
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Introduccidn

1. INTRODUCCION

La carne es un alimento basico en la dieta humana. Su importancia radica en que presenta
un alto valor nutritivo por su contenido de proteinas que aportan aminoacidos esenciales
como lisina, treonina e histidina, presentes en bajas concentraciones en la gran mayoria de
proteinas vegetales (Carballo y Lopez, 1991). Sin embargo tiene la desventaja de ser un
alimento altamente perecedero debido a que su composicion favorece el crecimiento de una
gran cantidad de microorganismos. Estrictamente hablando la carne de animales sanos recién
sacrificados es estéril, pero durante su matanza se genera una gran cantidad de
contaminacion microbiana debido al contacto con el suelo, paredes, utensilios utilizados, asi

como posible estallamiento de visceras etc, (Guerrero, 1993).

La contaminacion microbiana aunada a las condiciones inadecuadas de almacenamiento y
transporte producen una aceleracion en el proceso de descomposicion de la carne por la
flora bacteriana presente principalmente en la superficie. Esta problematica ha sido
abordada de diversas formas siendo una de las mas utilizadas la refrigeracion que inhibe a la
mayoria de microorganismos mesofilos, como Brucella y Salmonella (Garcia y col., 1995),
aunque se produce el predominio de Pseudomonas, Achromobacter y Moraxella ademas de
especies anaerobias facultativas como enterobacterias psicrotrofas, Aeromonas sp..
Alteromonas putrefaciens y microorganismos Gram-positivos como Lactobacillus sp., y

Brochothrix thermosphacta (Garcia y col., 1995).

De carne fresca también se han aislado bacterias mesofilas productoras de toxiinfecciones
alimentarias como Salmonella sp., Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica,
Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Campilobacter sp., Lscherichia coli
enterohemorragico y Listeria monocytogenes aunque la mayoria de estos microorganismos

no se desarrollan a temperaturas de refrigeracion (Carballo y Lopez, 1991; Guerrero, 1993).

Otros microorganismos responsables de la descomposicion de la carne son las levaduras y

los mohos, entre los cuales se encuentran principalmente los géneros Penicillium,
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Cladosporium, Thamnidium, Mucor, Rhizopus, Aspergillus, Alternaria y Sporotichum y

entre las levaduras los géneros Torulopsis, Candida y Rhodoturola (Carballo y Lopez, 1991,
Guerrero, 1993).

Ante la necesidad de reducir los efectos de la flora microbiana antes mencionada sobre la
vida media de la carne han surgido un gran nimero de tecnologias enfocadas a resolver esta
problematica; estos métodos de conservacion tienden a retardar la descomposicion. Uno de
los mas importantes que se utiliza en la industria es la refrigeracion que conserva en buenas
condiciones la carne durante aproximadamente dos semanas (Haynes, 1993), sin embargo
sobre todo en las regiones calidas de México, se presentan graves problemas con las largas
distancias de transporte y con la falta o deficiencia en los equipos de refrigeracion por lo que
la carne es expuesta frecuentemente a temperaturas elevadas. Ademas de la aplicacion de
bajas temperaturas existen otros métodos tradicionales como el secado, el salado, el
ahumado y actualmente se utiliza el envasado en atmoésferas modificadas, el envasado al
vacio, el tratamiento con acidos organicos, con bacterias lacticas, con conservadores

quimicos y con irradiacion, entre otros.

De los distintos métodos de conservacion, la utilizacion de acidos organicos presenta
grandes ventajas porque aumentan la vida media de la carne sin alterar considerablemente las
propiedades fisicas, quimicas y sensoriales (Ogden y col., 1995). De ellos destaca el acido
lactico que ha sido utilizado, entre otras alternativas, como agente bactericida en alimentos
fermentados. El acido lactico ademas tiene la ventaja de ser reconocido como GRAS, es

decir como un conservador de grado alimentario para el consumo humano.

Por otra parte las actuales tendencias en el consumo de los alimentos provocan el
desplazamiento de conservadores quimicos aplicados en productos carnicos, como nitratos,
nitritos. fenoles y antibidticos (Badui, 1991) hacia el uso de conservadores producidos

naturalmente por la actividad metabdlica de la microflora natural de la carne (Stiles, 1996).

En este contexto el acido lactico puede ser obtenido por fermentacion lactica in situ sobre la

superficie carnica con cepas seleccionadas de bacterias lacticas. Esta fermentacion
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controlada inhibe el crecimiento de microorganismos por la reduccion en el pH de la carne a
través de la produccion del acido. Otros compuestos tormados son: peroxido de hidrogeno,
diacetilo, acetaldehido y reuterina pero debido a sus bajas concentraciones presentan un
menor efecto bactericida (Garcia y col., 1995). También como resultado del establecimiento
de una poblacion de bacterias lacticas se provoca una actividad antagonica debida a la
competencia por el sustrato disponible entre las bacterias lacticas y la flora de

descomposicion de la carne.

Aln cuando se tienen varios reportes de investigaciones sobre la aplicacion de la
fermentacion lactica en la superficie de la carne (Guerrero y col., 1995; Stiles 1996, Dubois,
1979; Nielsen y col., 1990) es poca la atencion que se le ha dado al estudio del efecto de
esta fermentacion sobre parametros sensoriales de la carne (McMullen y Stiles, 1996).
Considerar los cambios en propiedades como el sabor, color y textura es necesario para
mantener la calidad de la carne, factor determinante en la aceptacion del alimento por los
consumidores, que asocian la falta de frescura con un color obscuro, al igual que con la

presencia de sabores y olores indeseables.

La propuesta de esta tesis fue estudiar la aplicacion de la fermentacion lactica controlada
sobre la superficie de la carne, como método de bioconservacion para aumentar su vida util,
haciendo enfasis en los cambios originados sobre parametros fisicoquimicos relacionados
con las caracteristicas sensoriales y la inhibicion de microorganismos que provocan

descomposicion.

4 UAM-Iztapalapa



Los grandes espiritus se forman en sus
momentos de soledad, y con los
obstaculos que vencen al luchar

por nobles metas.

Humberto Alpizar Olvera

5 UAM-Iztapalapa



Justificacion

2. JUSTIFICACION

La carne de cerdo debido a su composicion quimica y caracteristicas biologicas, es un
excelente medio para el crecimiento de microorganismos que provocan su descomposicion,
este proceso se acelera drasticamente cuando es expuesta a temperaturas superiores a los
15°C vy a humedades altas (Guerrero y Taylor, 1994) situacidbn que se presenta

frecuentemente en paises de climas semi-tropicales como México.

A este respecto la fermentacion lactica, aplicada en la superficie de la carne, usando cepas
seleccionadas de bacterias es atil como un método de conservacion barato y eficiente, que
permite alargar su vida media por la inhibicion de la flora microbiana patogena y de
descomposicion, sin afectar considerablemente las propiedades quimicas, fisicas y sensoriales

(Smulders y col., 1986).

En investigaciones previas realizadas en el Area de Bioquimica de Macromoleculas de la
UAM Iztapalapa se observo que la carne de cerdo sometida a fermentacidn lactica, envasada
al vacio y almacenada a un intervalo de temperatura superior al de refrigeracion y hasta
alrededor de 20°C se conserva en buenas condiciones, resultados que posiblemente
permitirian reducir los costos originados por la instalacion y consumo de energia eléctrica en

carne conservada en refrigeracion.

Finalmente la fermentacion lactica controlada como método de conservacion satisface las
exigencias actuales de consumo, enfocadas principalmente hacia el uso de conservadores
naturales en los alimentos capaces de reducir la flora patdgena y de descomposicion, ademas
de no producir compuestos toxicos y no presentar efectos indeseables sobre las

caracteristicas de los alimentos.

De esta forma se genera una amplia perspectiva de uso de bacterias lacticas como
bioconservadores en carne fresca y otros alimentos, alternativa que hasta la fecha no ha sido

explotada totalmente por la industria de la carne en México.
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3 OBJETIVOS

Objetivo general

* Evaluar el efecto de la aplicacion de la fermentacion lactica controlada sobre parametros
fisicoquimicos, sensoriales y microbiologicos en carne de cerdo envasada al vacio para

determinar las mejores condiciones de conservacion.
Objetivos especificos:

* Evaluar el efecto de la fermentacion lactica en carne de cerdo en los siguientes parametros:

- Reduccion de pH

- Incremento de la acidez total titulable (ATT)
- Capacidad de retencion de agua

- Cambios en la textura

- Cambios en el color

* Evaluar el efecto de la fermentacion lactica sobre la inhibicion de enterobacterias como
microorganismos indicadores de descomposicion en carne, asi como en la poblacion de

bacterias lacticas.

* Determinar el efecto de las bacterias lacticas sobre la degradacion de proteinas contractiles

mayores {miosina y actina).

* Determinar el efecto de la fermentacion lactica sobre la formacion de acidos grasos libres

de cadena larga.

* Estudiar el patron de fermentacion en la carne de cerdo mediante la cuantificacion de acido

lactico v acético.
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El éxito es tan poco comun,
tan singular y ofrece tantos retos

que es necesario alcanzarlo.

Anonimo
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4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1 Antecedentes

Los procesos de conservacion de los alimentos cambian constantemente y los métodos
tradicionales como el secado, el ahumado y el salado entre otros, fueron desplazados por
meétodos mas seguros y eficientes. De esta forma la refrigeracion, el enlatado y los aditivos
quimicos pasaron a predominar a partir de los afios 20 (Stiles, 1996), sin embargo
recientemente ha surgido un auge hacia el consumo de alimentos minimamente procesados y

conservados en la forma mas natural posible.

La conservacion y elaboracion de productos carnicos no se ha visto libre de esta influencia,
generando tecnologias enfocadas a incrementar su vida media con la aplicacion de la
bioconservacion. Este término se refiere al hecho de extender la vida atil y mejorar la
seguridad de los alimentos, usando la microflora natural de éstos o sus productos
metabolicos (Stiles, 1996). En este sentido la obtencion de acidos organicos a traves de
fuentes microbianas es una alternativa nueva y con amplias perspectivas de desarrollo en la

conservacion de carne fresca.

La evolucion en el empleo de acidos organicos como agentes descontaminantes de carne
puede dividirse en dos periodos. Inicialmente se investigo la viabilidad de aplicacion de
diversos acidos organicos como inhibidores de microorganismos patogenos y de
descomposicion, ademas de evaluar su efecto sobre propiedades como el color, textura y,

sobre todo, el sabor. Un panorama global de estas investigaciones se presenta en la Tabla 1.

Actualmente se explora la inoculacion de bacterias lacticas seleccionadas sobre la superficie
carnica, para inhibir el crecimiento de microorganismos que provocan su descomposicion. El
numero de investigaciones a este respecto aumenta rapidamente, enfocandose los estudios

principalmente a la seleccion de cepas de bacterias lacticas capaces de prevalecer en carne
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sobre la microflora de descomposicion y tener repercusiones minimas en propiedades

sensoriales y fisicoquimicas.

Ziauddin y col. (1993) reportaron en un estudio in vitro que el acido lactico inhibe el
crecimiento de Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, FEscherichia coli,
Pseudmona fragi, Salmonella newport y Bacillus cereus, bacterias patogenas y de
descomposicion de carne. Mencionan ademas que este efecto se incrementa conforme

disminuye el pH.

De la misma forma se ha reportado el empleo directo de acidos organicos sobre carne.
Woolthius y col. (1984) realizaron una investigacion en higado de cerdo empacado al vacio,
comparando los tratamientos de acido lactico y agua caliente. El acido lactico al 2 % v/p
aplicado directamente en la carne, redujo las cuentas de bacterias del genero
Enterobacteriaceae, pero provocd un cambio significativo en el color. Posteriomente
Woolthius y Smulders (1985) aplicaron acido lactico en carne de ternera y evaluaron el
sabor v el grado de inhibicion microbiana, los resultados mostraron que a concentraciones
superiores a este porcentaje se producen sabores residuales debido al exceso de acidez,
reduciéndose significativamente la cuenta de Enterobacteriaceae a concentraciones de
1.25% v/p de acido lactico. Por otra parte el color presenta un cambio significativo a esta

concentracion de acido lactico.

Smulders y col. (1986) mencionan en su estudio en carne de cerdo la reduccion en la cuenta
de Enterobacteriaceae y Campylobacter sp., y extension de la vida media bajo condiciones
de refrigeracion. El color no cambia a concentraciones de 1% v/p de acido lactico y solo se

presentan sabores residuales a concentraciones superiores al 2% v/p.

Tambien se han hecho estudios sobre el uso conjunto de acidos organicos. Adams y Hall
(1988) sefialan que la mezcla de acidos lactico y acético inhibe el crecimiento de Escherichia
coli. Mendonca y col. (1989) demostraron que la combinacion de acido acético y ascorbato

de sodio redujo la cuenta de Enterobacteriaceae y se presenta un cambio significativo en el
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color. También observaron que debido a la reduccion en el pH de la carne de cerdo, se

produce un exudado excesivo de la carne, que va en detrimento de su calidad.

Tabla 1. Aplicacion de acidos organicos como agentes descontaminantes de carne.

Acido organico Especie de animal Referencia
Lactico, acético, formico, fosforico Pollo Mountney O’Malley, 1965
Acético Cerdo Biemuiler v col.. 1973
Acético, propidnico Cerdo Revnolds v Carpenter, 1974
Acético, lactico Res Anderson v col., 1977
Lactico, acético, propionico Res Modie v col., 1978
Lactico Res Dezeure-Wallys v Vant Hoor. 1980
Sorbico Pollo Robach, M, 1981
Citrico, ascorbico, acético, tactico Camero. cabra v res Leistner. 1983
Lactico Res Smuiders v Woolthius. 985
Lactico Temero Woolthius y Smulders. 1985
Lactico Varias especies Smulders v col.. 1986
Lactico Varias especies Smulders. 1987
Acético, lictico Res Hamby v col.. 1987
Acético, lictico. citrico Res Accuf v col., 1987
Acetico, lactico Butanlo Surve v col.. 1991
Lactico, propionico Cerdo Ogden v col., 1995

Ogden v col. (1995) probaron una combinacién de acidos lactico y propionico, evaluaron
textura, color y crecimiento microbiano. Estos autores reportaron que la combinacion de los

acidos organicos tuvo efecto significativo sobre la reduccion en la cuenta de Pseudomonas
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como microorganismos indicadores de descomposicion en carne. El color presenta un
cambio significativo a concentraciones de 0.20 ml/l de acido lactico y 0.39 ml/f de acido

propidnico, por otra parte la textura no presenta cambio significativo alguno.

El elevado costo de los acidos organicos implica una desventaja para su aplicacion en carne,
buscandose por este motivo alternativas para su obtencion. Se ha reportado la fermentacion
lactica in situ sobre la superficie de la carne como un medio barato y eficiente para la
produccion de acido lactico (Guerrero y Taylor, 1994) Varias investigaciones a este
respecto mencionan la inhibicion de microorganismos patogenos y de descomposicion, con

el consiguiente aumento de la vida media de la carne.

En carne se han utilizado las bacterias lacticas como bioconservadores debido a que forman
parte de la flora natural, llegando a predominar en carnes envasadas al vacio sobre la
microflora total (Hitchener y col., 1982, Holzapfel y Gerber, 1983 Shaw y Harding, 1984).
Una desventaja del envasado al vacio se debe al crecimiento poco selectivo de las bacterias
lacticas. por lo que pueden prevalecer bacterias heterofermentativas, no recomendables
como cultivos iniciadores para la conservacion de carne (Buckenhuskes, 1993) o bacterias
productoras de H,S, compuesto que aun en bajas concentraciones produce intensos olores
azufrados (Anh y Stiles., 1990). La poca disponibilidad de carbohidratos y la capacidad
amortiguadora de la carne particularmente la de res provocan ademas que la fermentacion

lactica tenga poco efecto en el incremento de su vida util (Stiles, 1996).

Una alternativa de control sobre la fermentacion lactica en carne es la inoculacion superficial
de bacterias lacticas seleccionadas, usando cepas que tengan una elevada tasa de crecimiento
y produccion de acido lactico al ser inoculadas en carne. La poca disponibilidad de
carbohidratos en carne puede suplirse con la adicion de una fuente de carbono, como la

glucosa. facilmente asimilable por las bacterias lacticas.

Una de las primeras investigaciones con bacterias lacticas se llevo a cabo en carne de res,

estudiando la viabilidad de aplicacion de los diferentes géneros. Dubois y col. (1979)
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exploraron el uso de bacterias de los géneros de Pediococcus, Lactobacillus, Leuconostoc 'y
Streptococcus para inhibir microorganismos de descomposicion como Serratia sp.,
Enterobacter sp., Pseudomona putida, Pseudomona matophilia, Pseudomona cepacia 'y
Pseudomona fluorescens, aisladas a partir de carne. Estos autores concluyen que las
bacterias del género Streptococcus y Lactobacillus presentan un mayor poder inhibitorio,
siendo la cepa de Streprococcus lactis la mas eficiente en la reduccion del crecimiento de las
bacterias probadas. En la misma linea de investigacion Reddy y Chen (1975), evaluando la
mezcla de cepas de Streptococcus lactis v Leuconostoc citrovorum en carne de res,
obtuvieron inhibicion del crecimiento de bacterias Gram-negativas y reportaron a su vez una

reduccion significativa en el pH de la carne.

En carnes envasadas al vacio también se han realizado investigaciones con bacterias lacticas
como descontaminantes de carne. A este respecto Montel y Talon (1993) reportaron
mhibicion en el crecimiento de Pseudomonas y Brochotrix thermosphacta cuando se
inocularon bacterias lacticas a concentraciones de 107 hasta 10° ufc/cm®  Las bacterias

lacticas ademas provocaron una reduccion en el pH de la carne a valores de 4.0-4.5.

Lingren y Dobrogosz (1990) sefalan que el uso de cepas de Lactobacillus y Pediococcus en
salchichas incrementa su vida util por inhibicion de microorganismos de descomposicion.
Este resultado lo atribuyeron a la produccion de compuestos bactericidas como el acido
lactico, asimismo reportaron inhibicion debido a la competencia por el sustrato. También en
salchichas Gibbs (1987) reporto inhibicion de Staphylococcus aureus y Salmonella en

salchicha inoculada con cepas de bacterias lacticas.

Guerrero y col. (1995) estudiaron la viabilidad de aplicacion de la fermentacion lactica
controlada como medio de descontaminacién microbiana de la superficie carnica a
temperaturas superiores a las de refrigeracion. Concluyen que la fermentacion con cepas de
Lactobacillus bulgaricus y Pediococcus pentosaceus reduce la tasa de crecimiento de
Pseudomonas en carne de cerdo y res, envasada al vacio y almacenada a temperatura de

alrededor de 25°C. Un aspecto en este estudio es el uso de sacarosa al 10% como fuente de
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carbono para favorecer el desarrollo de las bacterias lacticas inoculadas, aunque los autores
mencionan que con una concentracion de sacarosa al 3% es suficiente para promover el

crecimiento de las bacterias lacticas.

Un resumen de los estudios aplicando bacterias lacticas como medio de conservacion se

muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Reduccion de microorganismos de descomposicion en carne utilizando bacterias

lacticas.
Bacteria lactica Microorganismo de Carne o producto Referencia
descompeosicion carnico
Lactobaciilus plantarum Staphylococcus aureus Cerdo, res. borrego
pavo Gibbs. 1987
Pedococcus ucidolactic Salmonella
Leuconostoc mesenteroides
Lactobacillus jensenn Eschenchia coli Salchichas Roca v Kalman. 1989
Lactobacillus bulgaricus
Pediococcus pentosaceus Brochotnx thermosphacta
Lactobacillus sake Pseudomona spp. Salchichas Montel v Talon. 1993
Pediococcus pentosaceus
Staphviococcus carnosus
Staphviococcus warnern
Staphviococcus saprophyvticus
Lactobacillus curvatus Salchichas Vogely col . 1993
Lactobacillus sake
Streptococcus spp.
Lactobacuilus plantarum Pseudomona spp. Cerdo, res Guerreroy col.. 1995
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4.2 COMPOSICION DE LA CARNE

La carne se define como todo aquel tejido animal que puede consumirse como alimento

(Forrest. 1979). Sin embargo cuando se hace mencion a carne, generalmente se hace

referencia al tejido muscular de animales que han sido sacrificados y en los que ha tenido

lugar el rigor mortis.

La carne es uno de los alimentos donde la composicion de proteinas, lipidos y carbohidratos

varia considerablemente dependiendo de la especie animal, la edad, el sexo, el tipo de

alimentacion y en condiciones ambientales, asi como la region anatémica. La composicion

promedio en porcentaje de peso fresco del musculo esquelético se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Composicion aproximada del masculo esquelético de mamiferos.

Sustancias nitrogenadas no proteicas

Componentes inorganicos

Componente Porcentaje en peso fresco
Agua 65-80
Proteinas 16-22
Lipidos 1.3-1.5
Carbohidratos 0.5-1.0

1.0

Forrest (1979)
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4.2.1 Proteinas

Las proteinas son el componente mas abundante de la materia seca en carne, cerca del 50%
(Flores y Bernell, 1984). Estas proteinas se clasifican de diversas formas en funcion de su
distribucion en el musculo, forma, origen y solubilidad. Esta ultima caracteristica permite
dividirlas en tres grupos: a) proteinas contractiles o miofibrilares solubles en soluciones
salinas concentradas, b) proteinas sarcoplasmicas, solubles en agua y en soluciones salinas
diluidas y c) proteinas del tejido conectivo o del estroma que son insolubles. De estos
grupos el mas importante lo conforman las proteinas miofibrilares que representan alrededor
del 50% del total de las proteinas del musculo y participan directamente en las funciones
fisiologicas in vivo y los cambios estructurales posteriores al sacrificio de los animales, como

la contraccion muscular y la conversion post-morten de musculo en carne, respectivamente.

La Tabla 4 muestra las diferentes proteinas miofibrilares y sus funciones principales, es
importante destacar que la miosina y la actina constituyen cerca del 70% de las proteinas
miofibrilares y son las responsables directas del proceso de contraccion-relajacion del

musculo.

Por otra parte las proteinas sarcoplasmicas constituyen cerca del 7% del total de las
proteinas del musculo esquelético.  La mioglobina, la hemoglobina, las enzimas
sarcoplasmicas y mitocondriales, ademas de los citocromos v las flavoproteinas forman parte
de este grupo. Finalmente las proteinas del estroma forman alrededor del 3% de las
proteinas totales del musculo esquelético, pertenecen a esta clasificacion proteinas como el

colageno, la reticulina, la elastina y otras proteinas insolubles (Flores y Bernell, 1984).

Las modificaciones estructurales de las proteinas miofibrilares de carne fresca se deben a la
presencia de enzimas proteoliticas ya sea de fuentes endogenas o exogenas. En el primer

grupo se encuentran enzimas como las catepsinas y las calpainas (Lawrie, 1985)
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responsables del ablandamiento de la carne post-rigor por proteolisis a nivel de las
miofibrillas y la estructura del tejido conectivo (Toldra y Etherington, 1988). El segundo lo
constituyen las enzimas proteoliticas producidas por la flora bacteriana de la superficie de la

carne.

Con respecto a la conservacion de carne fresca por fermentacion lactica, se busca evitar que
los cultivos iniciadores presenten actividad proteolitica notable sobre la carne, que vaya en

detrimento de su calidad.

422 Lipidos

Un componente importante en la carne es la fraccion lipidica debido a que su oxidacion es
una de las causas principales de deterioro de los alimentos, ocasionando cambios en el color,
el sabor. la textura, el valor nutricional. la jugosidad, las caracteristicas emulsificantes y el

contenido calorico (Alle y Allen, 1981).

El contenido de lipidos en carne es muy variable. Las grasas animales se clasifican
comunmente como de deposito (del tejido adiposo) y grasas intramusculares (del tejido
muscular). Las grasas de deposito estan localizadas en capas subcutaneas, pero cantidades
importantes pueden estar presentes entre los musculos como depésitos intermusculares y en

otras zonas del cuerpo como alrededor del rifion, cavidad pélvica y alrededor del corazon.

Los trigliceridos son los principales componentes de todas las grasas de deposito y pueden
ser extraidos con solventes como el cloroformo, el tetracloruro de carbono, el éter y otros
solventes no polares (Kuang, 1992). Comparadas con las grasas de deposito, las del tejido
muscular contienen grandes cantidades de fosfolipidos, los cuales estan asociados a
proteinas, en forma de lipoproteinas y proteolipidos. Para extraer a los fosfolipidos y los
proteolipidos frecuentemente se usa una mezcla de cloroformo-metanol, con la cual mas del

99% de los lipidos totales pueden ser extraidos del tejido animal. Esta mezcla es la que
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Tabla 4. Localizacion y funciones principales de las proteinas miofibrilares.

Proteina %e proteinas miofibrilares | Localizacion en el sarcomero Funcién principal
Proteinas Contractiles Banda A de los filamentos
mayores
S0 delgados Contraccion
Miosina
20 Filamentos delgados Contraccion
Actina
Proteinas regutadoras
3 Filamentos delgados Regulacion de la contraccion
Tropomiosina
43 Disco Z Regulaci6n de la contraccion
Troponina (cemplejoy
1 Union de los filamentes delgados
a-Actinina
SO0l Final de la banda A v
B-Actinina
filamento delgado Inhibicion de Actina G
001 Disco Z Polimerizaciones, interaccion con actina v a-Actinina
~-Adtinina
03
ttu-Actinina
Proteinas del citoesqueleto
5-8 Seccion transversal del
Titina (conectina)
sarcomero Sosten de los filamenteos delgados
3 Banda | Union vy sosten de titina
Nebulina
1.3 Filamento delgado Unién de miosina en el filamenteo delgado
Proteina ¢
G5 Linea M en el centro de la
Miomesina (proteina M)
banda A Union de la miosina en ef filamenteo delgado
<02 Disco 2 Enganches transversales de las miofibnllas en el disco Z
Desmina (esqueletina)
0.1 Disco Z Enganches transversales en las miofibniilas en el disco Z
Filamina
0.1 Disco Z Enganches del disco-Z en la periferia
Vimentina
01 Disco 2 Asociacion con desmina v vimentina
Sinemina
02 Disco 2 Enganches de los filamentos del disco-Z
Proteina X (55.000 Da)
01 Filamento delgado Inhibidores de la actividad del ATPasa-Mg?
Proteina |
0.1 Filamento delgado Unién de los filamentos delgados
Proteina F
01 Linea M Union de la proteina-M
Creatin cinasa

Pearsony Young (1989).
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frecuentemente se utiliza para la extraccion de lipidos en sistemas biologicos.

Los acidos grasos de los triglicéridos y de otros lipidos en carne difieren en tamafo de la
cadena de carbonos y en el tipo de uniones entre los atomos del carbono. Muchos de los
acidos grasos en animales contienen un numero constante de los atomos de carbono, pero
las ramificaciones y el nimero impar de carbonos de los acidos grasos es bajo en la grasa de

borrego v de res (Kuang, 1992).

El mayor porcentaje de acidos grasos en la carne roja esta compuesto principalmente de los
acidos saturados (SFA) miristico (14'0), palmitico (16:0), estearico (18:0), asi como acidos
grasos moninsaturados (MUFA) palmitoleico (16:1) y oleico (18:1), y acidos grasos

polinsaturados (PUFA) como linoleico (18:2) y linolénico (18:3) (Kuang, 1992).

La concentracion y proporcion (como porcentaje total de acidos grasos) de éstos acidos
grasos pueden verse influenciada por algunas variables como la especie del animal, region

anatomica, dieta, sexo, edad, medio ambiente y método de cocimiento de la carne.

Asi, en un mismo corte de carne el contenido de lipidos polares (predominantemente
fosfolipidos) es mas alto que el de los lipidos neutros (principalmente trigliceridos) del total

de los lipidos. La composicion de los lipidos de la carne de cerdo se muestra en la Tabla 5.

4.2.3 Carbohidratos

Los carbohidratos constituyen menos del 1% del peso de la carne, la mayoria de los cuales
lo compone el glucogeno. En la mayoria de los animales el glucogeno se almacena en el
higado, por lo cual los cortes de carne son realmente una fuente muy pobre de carbohidratos

(Forrest. 1979).
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Tabla 5. Composicion de lipidos de la carne de cerdo.

Componente Subcutanea
Externa Interna Perirrenal
Acidos grasos

Laurico Trazas Trazas Trazas
Miristico 13 0.1 4.0
Palmitico 28.3 30.1 28.0
Estearico 11.9 16.2 17.0
Araquidico Trazas Trazas Trazas
Saturados totales 41.5 473 49.0
Palmitoleico 2.7 2.7 2.0
Oleico 47.5 40.9 36.0
Linolénico 6.0 71 11.8
Araquidonteo 21 1.7 1.0
Insaturados totales 585 527 51.0

Forrest (1979).

4.3 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LA CARNE
13.1 pH

El pH de la carne es una caracteristica fisicoquimica importante en la conservacion de éste
alimento, debido a que en carnes frescas sometidas a fermentacion lactica la reduccion del

pH provoca inhibicion de la flora contaminante.

Este parametro esta determinado en carne por la concentracion de acido lactico producido a

partir del glucogeno durante la glucolisis anaerobia. La caida del pH en el musculo de
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animales se da en forma gradual desde valores de aproximadamente 7 en musculo de animal
vivo hasta valores de 5.6-5.7 después de que han transcurrido de 6-8 horas del sacrificio

para alcanzar, transcurridas 24 horas, un pH final de 5.3-5.7 (Forrest, 1979).

4.3.2 Capacidad de retenciéon de agua

La capacidad de retencion de agua (CRA) se define como la capacidad que tiene la carne
para retener agua cuando es sometida a fuerzas externas. Esta caracteristica se desea
conservar en carne que es sometida a fermentacion lactica ya que esta relacionada con la
jugosidad. Uno de los problemas que se ha presentado con esta propiedad es su
dependencia del pH. en la medida que éste se reduce se genera un exudado excesivo en la
carne. que va en detrimento de su calidad (Adams v Hall, 1988) Ademas de la jugosidad,
otras propiedades de la carne como el color y la textura, dependen en cierta medida de la
CRA A nivel quimico, la perdida de la CRA se debe a la reduccion de pH de la superficie
de la carne por la produccion de acido lactico lo que hace que este se aproxime a los valores
del punto isoeléctrico de las proteinas, donde la carga neta es cero y por lo tanto no se
puede retener agua mediante enlaces electrostaticos. También influye en la pérdida de la
CRA el efecto estérico, debido a la asociacion de las proteinas por la rigidez cadaverica que
provoca la ausencia de espacio dentro de la red de proteinas donde se pueda retener agua

(Lawrie. 1985).

4.3.3 Color

La primera y mas importante impresion que tienen los consumidores de los productos
carnicos es el color. Este esta determinado en carne fresca por la proporcion y distribucion
de la mioglobina, pigmento proteinico que proporciona el color rojo caracteristico

(Seideman y col., 1984).
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La mioglobina es el pigmento principal del musculo esquelético, aunque también se
encuentran cantidades importantes de hemoglobina y otros pigmentos como la catalasa y los

citocromos-enzimas, siendo su contribucion al color menor (Forrest, 1979).

En el tejido muscular donde se ha llevado a cabo un sangrado adecuado, la mioglobina

constituye 80-90% del pigmento total.

La mioglobina esta formada por una porcion proteica denominada globina y una porcion no
proteica. el grupo hemo que contiene en su parte central una molécula de fierro de suma
importancia debido a que de su estado de oxidacion dependera la coloracion final adquirida
por la carne. Cuando el hierro esta oxidado (estado férrico) no puede combinarse con otras
moléculas, incluyendo el oxigeno. Si se encuentran en estado reducido (estado ferroso) se
combina facilmente con el agua o con el oxigeno. El color deseable en carne se debe a que
es mas conveniente tener la molécula de hierro en su estado reducido para que interaccione
con el oxigeno y produzca la coloracion rojo intenso deseable en la carne (Forrest, 1979).

Este pigmento oxigenado se denomina oximioglobina.

En carne empacada al vacio, donde existen cantidades pequeiias de oxigeno, el hierro del
pigmento se oxida. cambiando a un color marrén. Esta forma del pigmento se denomina
metamioglobina (Fig. 1). El color puede representar un problema debido a que los
consumidores asocian un cambio de color con un periodo largo de almacenamiento, a pesar

de que el color puede cambiar en un periodo de tiempo corto.
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+Oxigeno

o

MIOGLOBINA = — OXIMIOGLOBINA

(purpura) - Oxigeno (rojo brillante)

A

+ Oxido Oxidacion
nitrico (nitrito)
Oxidacion
\/ v
NITROSOMIOGLOBINA 3 > METAMIOGLOBINA
(rojo oscuro) Reduccion (café)
+ Oxido nitrico
Fig. 1 Pigmentos en carne cruda.
4.3.4 Textura

La textura se define como una propiedad relacionada con los elementos estructurales de la

carne v que pueden ser detectada por medio de los sentidos fisiologicos.

En esta tesis se evalud la blandura de la carne, que es el resultado de la suma de las
propiedades mecanicas de los diversos tejidos del musculo esquelético. La estructura de las

proteinas miofibrilares es uno de los componentes mas importantes de la textura de la carne,
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todos aquellos procesos que impliquen la union de la molécula de actina con miosina

producen dureza.

El proceso de ablandamiento de la carne puede dividirse en varias etapas. Inicialmente
despues del sacrificio de los animales tiene lugar en el muasculo el rigor mortis o rigidez
cadavérica. La carne bajo estas condiciones pierde la caracteristica de extensibilidad, la
recuperacion de la misma se le conoce como resolucion del rigor mortis, donde la carne
sufre un proceso de ablandamiento debido a dos mecanismos. El primero es debido a la
actividad de enzimas endogenas como las calpainas y catepsinas responsables del
ablandamiento de la carne por hidrolisis de las proteinas miofibrilares a nivel de las
miofibrillas y estructura del tejido conectivo (Toldra y Etherington, 1988). El segundo
mecanismo lo constituyen las enzimas proteoliticas producidas por la flora bacteriana de la

superficie de la carne.

Otro factor que influye en la textura es el grado de la capacidad de retencion de agua, la
carne que tenga una gran proporcion de agua ligada es firme y posee una estructura densa,
por el contrario, la carne con escasa capacidad de retencion de agua es blanda, de estructura

laxa y textura hiumeda (Lawrie, 1985).

4.4 CAMBIOS DURANTE LA DESCOMPOSICION DE LA CARNE

Los cambios fisicoquimicos que sufre la carne pueden alterar su calidad hasta el grado de
hacerla inaceptable para el consumo humano, estos cambios relacionados con Ila
descomposicion se deben principalmente a la actividad metabdlica de la microflora patogena
y de descomposicion presente en su superficie, ademas de modificaciones debidas a la
oxidacion de lipidos y pigmentos y a su actividad enzimatica endogena. La carne, en este
sentido, es altamente perecedera debido a sus caracteristicas biologicas y composicion

quimica (Guerrero, 1993).
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MacMeekin (1982) menciona a las Pseudomonas como un género importante en la
descomposicion de carne almacenada en condiciones aerobias y refrigeracion.  Estas
bacterias utilizan la glucosa como fuente de carbono y cuando ésta se agota, atacan a los
aminoacidos, produciendo de esta forma olores desagradables por la formacion de sulfuros,
eésteres, acidos, etc. Por otra parte Brochothrix thermosphacta es otra de las bacterias
importantes en la descomposicion de carne. Debido a su actividad metabolica produce una
serie de compuestos a partir de la glucosa, como acetoina, acido acético, acido isobutirico y

acido isovalerico, que también generan mal olor (Dainty y Hibbard, 1983).

Dainty (1981) reporta una serie de etapas en el proceso de descomposicion, inicialmente en
la carne se presenta la generacion de olores debidos a la acetoina, diacetilo y 3-metil butanol
producidos por el metabolismo de Brochothrix thermosphacta cuando éste se encuentra en
cantidades del orden de 10° ufc/g. Posteriormente el olor desagradable se debe a la
formacion de esteres de acidos grasos de cadena corta, producidos por Pseudomonas.
Cuando éstas alcanzan un nivel de 10’ ufc/g se produce un intenso olor azufrado, junto con

la formacion de limo en la superficie.

Para el caso especifico de las bacterias lacticas, la descomposicion de la carne por estos
microorganismos es secundaria, a menos que logren desarrollarse cepas lacticas productoras
de compuestos azufrados. Tal es el caso de algunos géneros de Lactobacillus, que
producen H,S a pH bajos en condiciones de anaerobiosis y concentraciones bajas de
carbohidratos. Este fenomeno es poco frecuente, sin embargo puede darse en carnes
empacadas al vacio y almacenadas durante un periodo largo de tiempo (Gill, 1986). Las
enterobacterias son otro grupo importante de microorganismos que participan en el proceso
de descomposicion de la carne y pueden desarrollarse en carne almacenada en condiciones
inadecuadas de refrigeracion. Son microorganismos anaerobios facultativos, que incluyen a
patogenos productores de sulfuros, inlcuyendo H,S, a partir de aminoacidos. Estos
microorganismos pueden desarrollarse en carnes empacadas al vacio, tal es el caso de

Hafnia sp., Serratia sp., Enterobacter sp., Yersinia enterocolitica, que crecen a
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temperaturas de alrededor de 5°C. Si la refrigeracion de la carne es inadecuada pueden
desarrollarse Citrobacter freundii, Escherichia coli, Klebsiella pneumonide y Salmonella
sp. En carne almacenada a temperatura mayores a 10°C se presenta el predominio de

Enterobacteriaceae que provocan olores a putrefaccion (Waites, 1988).

Es importante destacar a las aminas biogénicas como un grupo de compuestos indicadores
de descomposicion.  Son sustancias biologicamente activas que se forman por la
descarboxilacion de los aminoacidos correspondientes, por ejemplo lisina a cadaverina,
tirosina a tiramina, arginina a putrescina, etc., a través de la actividad especiﬁéa de las
enzimas derivadas de la flora contaminante de la superficie de la carne, como los géneros
Lnterobacteraceae, Bacillaceae, algunas especies de Lactobacillus, Pediococcus 'y

Streptococcus (Edwars y col., 1987).

Los pigmentos de la carne se ven afectados por la descomposicion. En carne de cerdo
empacada al vacio se producen cambios deteriorativos en el color si se tiene la condicion de

carne PSE (palido, suave y exudativo) (Gill y Newton, 1982).

Los lipidos son otros componentes que se alteran por el proceso de descomposicion en
carne. La oxidacion de grasas se acelera por la presencia de pigmentos oxidados y la
actividad lipolitica debido a la liberacion de lipasas producto del metabolismo microbiano

involucrado en la degradacion de los acidos grasos (Greer, 1989).

4.4.1 Factores intrinsecos

En la descompcsicion de la carne estan implicados una serie de factores, entre los que puede
destacarse la concentracion y disponiblidad de nutrientes, determinantes en el crecimiento de
microorganismos patogenos y de descomposicion, asi como el pH, el potencial redox, y la

actividad de agua.
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El pH de la carne es una determinante ecologica en el crecimiento de la flora de
descomposicion de la carne. De acuerdo con Lawrie (1985) muchas de las bacterias de
descomposicion tienen un pH optimo de crecimiento de alrederor de 7 y no pueden crecer a
valores menores de 4 y mayores de 9. Sin embargo los hongos toleran un valor mas amplio

de 2 a8 ylaslevadurasde 4a4.5.

El potencial redox se define como la capacidad reductora y oxidante de un sistema. Este
parametro limita el crecimiento de bacternas debido al aumento de la fase lag inicial de los
microorganismos. En carne, los microorganismos aerobios se ven favorecidos en su
crecimiento por un potencial redox alto, mientras que un potencial redox bajo favorece el
desarrollo de microorganismos anaerobios. Es importante mencionar que los
micoorganismos facultativos pueden crecer tanto en potencial redox alto como bajo (Lawrie,

1985)

La carne fresca frecuentemente tiene una a. muy cercana a valores de 0.99, por lo que se ve
favorecido el crecimiento de un variedad amplia de microorganismos. En carnes empacadas
al vacio donde se tiene una baja tension de oxigeno se puede inhibir el crecimiento de ciertos
microorganismo, por ejemplo Staphylococcus aureus, que crece a una a. de 0.89 en
condiciones aerobias, mientras que crece a una a, arriba de 0.90 en condiciones anaerobias

(Lawrie, 1985).

Por ultimo la composicion de la carne. elevada en proteinas (Tabla 3) favorece el

crecimiento de microorganismos que provocan su descomposicion (Guerrero, 1993).

4.4.2 Factores extrinsecos

De entre los factores extrinsecos que determinan el proceso de descomposicion en carne la
temperatura es uno de los mas importantes (Haynes, 1993). Los microorganismos se

clasifican en funcion de la temperatura de crecimiento en psicrofilos, que crecen en un
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intervalo de -2°C a 7°C, mésofilos de 10°C a 40°C y térmofilos de 43°C a 60°C

aproximadamente (Forrest, 1979).

La refrigeracion inhibe a los microorganismos mesofilos como Brucella y Salmonella
(Garcia v col., 1995) y bacterias mesofilas productoras de toxiinfecciones alimentarias como
Salmonella sp., Staphylococcus aureus, Yesinia enterocolitica, Clostridium botulinum,
Clostridium perfringens, Campilobater sp., Fscherichia coli enterohemorragico y Listeria
monocytogenes (Carballo y Lopez. 1991 Guerrero, 1993), aunque se produce el predominio
de Pseudomonas, Achromobacter, Moraxella ademas de especies anaerobias facultativas
como enterobacterias psicrotrofas, Aeromonas sp.. Alteromonas putrefaciens 'y
microorganismos Gram-positivos como Lactobacillus sp., y Brochothrix thermosphacta

(Garciay col.. 1995).

La humedad relativa es otro de los factores extrinsecos que influencian el desarrollo de los
microorganismos de descomposicion en carne. La humedad Optima para conservar la carne
varia en funcion de la temperatura de almacenamiento. Por ejemplo el crecimiento de los
micoorganismos en la superficie de la carne es diez veces mayor cuando la carne esta
humeda, que sobre la superficie seca a una temperatura de 2 a 3°C y cinco veces mayor a

una temperatura de entre 7 y 20°C (Lawrie, 1985).

Los aditivos quimicos son importantes para detener el deterioro de la carne debido a la
microflora contaminante. entre otros se emplean el cloruro de sodio, los nitritos y los
nitratos. (Badui, 1991). La deshidratacion también puede ser una determinante ecologica en
la descomposicion de la carne, ya que se puede producir una pérdida de agua que limita el

crecimiento de flora bacteriana (Lawrie, 1985).

Las atmosferas modificadas y el envasado al vacio (seccion 4.5 1) limitan el crecimiento de

los micoorganismos aerobios, principalmente Pseudomonas (Guerrero y Taylor, 1994).

La fermentacion lactica, que es objeto de estudio en esta tesis (seccion 5.2) actia también

como una barrera ecologica en el proceso de descomposicion de la carne, aumentado su vida
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util mediante la inhibicion de microorganismos patdgenos y de descomposicion (Guerrero y

Tavlor. 1994).

4.5 ALTERNATIVAS DE CONSERVACION DE LA CARNE

Teniendo en cuenta la gran cantidad de microorganismos que pueden proliferar en la carne y
provocar su descomposicion, es necesario contar con condiciones adecuadas de matanza,
manipulacion, almacenamiento y conservacion para incrementar su vida util. De entre los
diferentes metodos de conservacion usados en la industria carnica, la refrigeracion es el mas
generahizado, utilizandose temperaturas de alrededor de 4°C lo que permite conservar la
carne por aproximadamente dos semanas (Haynes, 1994). Actualmente dentro de los
metodos de conservacion que junto con la refrigeracion aumentan la vida media de la carne y
garantizan su calidad sanitaria, cabe destacar la utilizacidn de atmosferas modificadas, el
empaque al vacio, la accion de bacterias lacticas y bacteriocinas, la descontaminacion

fisicoquimica y la irradiacion

4.5.1 Atmosferas modificadas

La conservacion mediante el uso de las atmosferas modificadas persigue principalmente
limitar el crecimiento aerobio de bacterias de descomposicion como las Pseudomonas sp.
aerobios estrictos y Brochotrix thermosphacta, microorganismo que bajo condiciones

anaerobias tiene un bajo potencial de descomposicion en carne (Guerrero y Taylor, 1994).

El envasado en atmosferas modificadas consiste en la introduccién de la carne en bolsas
impermeables al aire e insuflar la mezcla de gases seleccionada. Por otro lado envasado al
vacio se considera como un tipo de atmosfera modificada (Stiles v Hastings, 1991) en el que

se elimina aire por medio de vacio y se realiza un sellado hermético de los envases.
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Dentro de las ventajas del uso de las atmosferas modificadas, esta el aumento en la vida util

de la carne desde un 50 hasta un 400% (Garcia y col., 1995).

Los principales gases utilizados en la conservacion de la carne mediante las atmosferas
modificadas son CO, , O, y N; en forma individual o combinados. En el caso de la carne
envasada al vacio el oxigeno residual se consume rapidamente debido a la actividad
metabolica de los microorganismos y a la respiracion muscular. Bajo estas condiciones se
alcanza al cabo de unos dos dias niveles de CO; del orden de 20-30% (Waites, 1988) por

esto el envasado al vacio se considera como un tipo de atmoésfera enriquecida con CO; .

El CO, tiene un efecto inhibidor selectivo, siendo especialmente sensibles las bacterias
psicrotrofas aerobias Gram-negativas y los mohos, mientras que las bacterias lacticas,
Enterobacteriaceae, Brochotrix thermosphacta y las levaduras son tolerantes (Stiles, 1996).
La temperatura de almacenamiento también influye en el efecto inhibitorio del CO,, se ha
reportado que las temperaturas bajas disminuyen la solubilidad del CO- y por consiguiente se
reduce el efecto bacteriostatico (Parry, 1993). La concentracion oOptima de CO;
recomendada para la conservacion de la carne es de alrededor del 20-30% (Stiles y Hastings,

1991) los demas componentes pueden ser aire, oxigeno o una mezcla de O, y N

Una desventaja de la aplicacion del envase al vacio, es que éste se limita a carnes que tengan
un pH menor de 6. Se sabe que en las carnes de corte oscuro, donde se presentan valores de
pH mayores de 6, se favorece el crecimiento de bacterias productoras de H,S generandose
de esta forma malos olores y sulfomioglobina causante de la decoloracion verde de la carne

(Erichsen y Molin, 1994).
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4.5.1.1 Microflora en carne envasada al vacio

El incremento en la vida util de la carne envasada en atmosferas modificadas con una alta
concentracion de CO, se debe a un cambio en la flora microbiana dominante con respecto a

la envasada en aerobiosis.

Konings v Otto (1983) reportaron que las bacterias lacticas en carne envasada al vacio y
almacenada entre 0 y 5°C no producen olores ni sabores desagradables, conservando la
carne aproximadamente de 21-28 dias, mientras que la vida util de la carne envasada en

atmosferas enriquecidas con O, y CO, es de alrededor de 7-10.

La flora microbiana aerobia presente en las carnes envasadas al vacio es inhibida por los
altos niveles de CO,, principalmente se detiene el crecimiento de las Pseudomonas sp., que
bajo condiciones aerobias llegan a constituir mas del 90% de la flora en carne refrigerada.
Sin embargo son necesarios pH bajos en la superficie carnica para inhibir el crecimiento de
Enterobacteriaceae y anaerobias facultativas. Gill y Penney (1986) sefialan que durante el
almacenamiento de carne de res a 1°C empacada al vacio la flora de descomposicion

dominante fueron las bacterias del género Lnterobacteriaceae y Lactobacillus.

Por otro lado en carne envasada al vacio se favorece la proliferacion de la flora lactica,
predominando los microorganismos del género Lactobacillus, aunque frecuentemente se
encuentran otras bacterias lacticas como Leuconostoc sp. y Carnobacterium (Dainty y
Mackeyv. 1992). Algunas cepas de bacterias lacticas aisladas de una gran variedad de carnes
empacadas al vacio son capaces de producir sulfuro de hidrogeno (Shay y col., 1988). Estos
autores mencionan que Leuconostoc mesenteroides parece estar relacionado con el deterioro

del color de la carne de res envasada al vacio.

La carne con pH alto, empacada al vacio se descompone rapidamente debido a la actividad
de bacterias del género Enterobacteriaceae y microorganismos anaerobios facultativos

como las Alteromonas putrefaciens y Brochothrix thermosphacta (Gill y Penney, 1986).
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Un aspecto importante a considerar en el uso de atmosferas modificadas, es la temperatura
de almacenamiento, debido a que la efectividad de las atmosferas disminuye cuando la
temperatura supera el intervalo de la refrigeracion de 0 a 5°C. Hood y Mead, (1993)
reportan que cuando la carne es mantenida a temperaturas entre 5 a 12°C proliferan
microorganismos patogenos como Salmonella sp., E. coli enterohemorragico, Clostridium
perfringens, Bacillus cereus y Staphylococcus aureus. Por lo anterior es necesario en el uso
de atmosferas modificadas un control estricto de la temperatura de almacenamiento, la cual
debe estar lo mas cercano posible a 0°C. Para temperaturas superiores se recomienda la
sustitucion de la flora natural presente en la carne por una flora de bacterias lacticas que
inhiban el desarrollo de los microorganismos patogenos y de descomposicion presentes en la

carne.

5.2 Fermentacion lactica

El uso de bacterias lacticas en los alimentos tiene una amplia historia, siendo la fermentacion
lactica uno de los métodos mas antiguos en la conservacion de los alimentos. La
fermentacion lactica es un proceso microbiano muy complejo donde la poblacion de
bacterias lacticas llega a ser la microflora predominante (Shirai y col., 1996). En algunos
casos ademas del efecto conservador en el alimento. se obtienen cambios en propiedades
sensoriales como el sabor, el color, la textura y el aroma que mejoran la calidad del

producto.

Las bacterias lacticas han sido utilizadas tradicionalmente en la elaboracion de productos
lacteos como el yogurt, algunos quesos y productos carnicos fermentados como el salami, el
peperoni y algunas variedades de salchichas (Guerrero y Arteaga, 1990). Una de las
dificultades que se tuvieron inicialmente en la elaboracion de productos fermentados fue la
regulacion del proceso de fermentacion para obtener un producto con caracteristicas

agradables y constantes. En forma empirica estos procesos de elaboracion se fueron
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mejorando hasta poder controlar la fermentacion lactica, basicamente mediante la seleccion
del inoculo y la adiciéon en algunos casos de una fuente de carbono, ademds de la
temperatura y el tiempo de fermentacion. De este modo se generd una amplia gama de
posibilidades en la conservacion y elaboracion de diferentes productos alimenticios

fermentados.

La conservacion y elaboracion de productos carnicos también evoluciono, se empezaron a
usar cultivos iniciadores de bacterias lacticas capaces de predominar sobre la microflora
natural de la carne, buscando mejorar la calidad del producto obtenido mediante el
desarrollo de un mejor color, una mayor consistencia, reduccion de la flora patogena y de

descomposicion, formacion de aromas y mejora en el sabor (Shirai y col., 1996).

Recientemente se ha incrementado el uso de atmosferas modificadas en carnes frescas asi
como el empaque al vacio para aumentar su vida media, debido a que las bacterias lacticas
bajo estas condiciones son capaces de predominar, inhibiendo el crecimiento de bacterias
patogenas y de descomposicion, dando origen de esta forma a productos estables y seguros

(Piard y Desmazeaud, 1992; Daeschel y Ray, 1992).

En este sentido varios autores reportan que la estabilidad de los productos sometidos a
fermentacion lactica se debe a la conversion de los azucares en acidos organicos, por la
actividad metabolica de las bacterias lacticas, siendo éste el principal mecanismo resposable
de la actividad antimicrobiana, ademas de la competencia por el sustrato disponible

( Lindgren y Dobrogosz, 1990).

4.5.2.1 Bacterias lacticas

Las bacterias lacticas se clasifican en los siguientes géneros, Aerococcus, knterococcus,
Vagococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus, Lactococcus, Pediococcus,

Bifidobacterium y Carnobacterium (Bergey’s Manual, 1994).
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Estas bacterias comprenden un nimero elevado de microorganismos Gram-positivos, cuya
caracteristica principal es la produccion de acido lactico a partir de carbohidratos. Las
bacterias lacticas asociadas con los alimentos incluyen microorganismos del género
Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus y Leuconostoc y bacilos de los géneros
Lactobacillus y Carnobacterium (Collins y col., 1987). Son anaerobias, aerotolerantes, no
formadoras de esporas, generalmente no moviles, catalasa negativas, no reductoras de
nitratos. tolerantes a la presencia de CO,, nitritos, humo y concentraciones relativamente
altas de sal y valores de pH bajos. Aprovechando estas caracteristicas, las bacterias lacticas
han sido utilizados en carnes empacadas en atmosferas modificadas, incluyendo el empaque

al vacio, por su predominio en la flora natural de la carne (McMullen vy Stiles, 1996).

Las bacterias lacticas que se encuentran frecuentemente en carne almacenada
anaerobicamente son las pertenecientes al género de Lactobacillus que crecen hasta una
densidad celular limitada por la disponibilidad de sustrato, que no llega a exceder 10%
ufc/em’ (Dainty, 1981). Aun cuando las bacterias lacticas tienen un efecto conservador en
carne, algunos generos de Lactobacillus pueden producir sulfuro de hidrogeno, como
resultado de la incapacidad para sintetizar aminoacidos requeridos en la formacion de
proteinas, por lo que se activa el mecanismo proteolitico, a partir del cual se aprovechan las
proteinas presentes en la carne (Ahn y Stiles, 1990). De esta manera las proteinas
miofibrilares y sarcoplasmicas actuan como fuente de nitrogéno. produciéndo olores

azutrados.

Una caracteristica importante de las bacterias lacticas es su patron de fermentacion,
determinante en la seleccion de la cepa que se desee utilizar como cultivo iniciador en la
conservacion de la carne fresca. Este se divide en homo y heterofermentativo de acuerdo
con la ruta metabolica que se presente y los productos finales formados. Las bacterias
lacticas homofermentativas producen acido lactico a partir de azucares de seis carbonos,
aunque también pueden producir acido acetico y lactico a partir de azucares de cinco

carbonos. A diferencia de éstas, las bacterias lacticas heterofermentativas tienen la
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capacidad de utilizar diferentes rutas metabolicas produciendo ademas de acido lactico, CO,,
acido aceético, acetaldehido, diacetilo y etanol (Sharpe y Pettipher, 1983). Un esquema de
las rutas metabolicas de las bacterias lacticas homofermentativas y heterofermentativas se

muestra en la Fig. 2.

Se han seleccionado bacterias lacticas homofermentativas para producir acido lactico en
carne. Buckenhuskes (1993) reporta que las bacterias lacticas heterofermentativas no son
las mas adecuadas para utilizarse como cultivos iniciadores en carne, debido a que altas

concentraciones de acido acetico generan un sabor pungente.

La temperatura Optima de crecimiento también es un factor importante en la seleccion de la
cepa que se desee utilizar para fermentar la superficie carnica. Salminen y Wrigh (1993)
reportan un rango de temperatura de crecimiento de 10 a 45°C en bacterias lacticas, aunque
la temperatura Optima de crecimiento depende la especie.  Stiles (1996) menciona la
dificultad en la seleccion de las bacterias lacticas para fermentar carne a temperaturas de
refrigeracion. alrededor de 4°C, reportando como posibles bacterias candidatas para la
conservacion de carne almacenada bajo estas condiciones a las cepas de Carnobacterium
piscicola y Leuconostoc gelidum. En la presente tesis la temperatura de refrigeracion
también fue determinante para el crecimiento de las cepas de Lactobacillus alimentarius 'y

Staphylococcus carnosus (seccion 6.2.1)

4.5.2.2 Propiedades antagonicas de las bacterias lacticas

Las bacterias lacticas son capaces de fermentar carbohidratos por diversas rutas metabolicas,
obteniendo durante este proceso acidos organicos, principalmente lactico y acético. ademas
de formico, los cuales se reporta no son utilizados por las células y se secretan hacia el
exterior (Kandler, 1983). Estos acidos contribuyen al sabor, aroma y textura, asi como a la

estabilidad de los alimentos debido a la inhibicion de microorganismos indeseables.
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GLUCOSA
Fru-1,6 P Fruc-6-P Gluc-6 P
Aldolasa Acetil-P-Entrosa-4-P 6P-Gluconato
—_— Fru-6-P Xilulosa-5-P + CO,
-
Heptosa-P
\4
Tnosa-3-P Pentosa-P Fosfocdtolasa
—>
ADP Triosa-3-PAcetl-P
ATP Acetil-P-Triosa-3-P ADP D
Piruvato /’ ADP ATP
\\>ATP Piruvato
v
LACTATO ACETATO Piruvato
Glucolisis LACTATO LACTATO ACETATO(ETANOL)
HOMOFERMENTACION HETEROFERMENTACION

Fig. 2 Representacion de las rutas de fermentacion de hexosas de las bacterias lacticas

(Kandler, 1983).
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Varios autores (Konings y Otto. 1983) han investigado el mecanismo de inhibicion
microbiana del acido lactico, concluyendo que la disociacion del acido lactico en el medio da
origen a la formaciéon de protones y aniones, generando de esta forma un gradiente de
protones, viéndose la célula obligada a transportarlos hacia el interior mediante la bomba de
protones para evitar la desnaturalizacion de la enzimas presentes en las estructuras celulares

expuestas como la membrana y la pared celular.

Por otra parte el acido lactico en su forma no disociada tiene la capacidad de atravesar la
membrana celular y disociarse dentro del citoplasma. Se ha reportado que bajo estas
condiciones este acido organico tienen dos efectos principales: interfiere con funciones
celulares como la translocacion de sustrato y la fosforilacion oxidativa (Baird-Parker.,
1980), ademas que al disociarse dentro del citoplasma provoca un incremento de protones
dentro de la célula. Cuando la concentracion de protones excede la capacidad buffer de la
celula, estos tienden a ser transportados hacia el exterior mediante la bomba de protones,
pero cuando las reservas de ATP se agotan se provoca un incremento en la concentracion
de protones ocasionando un descenso del pH interno lo cual a su vez causa la
desnaturalizacion de las proteinas y la desestabilizacion de otros componentes celulares,

interfiriendo asi en la viabilidad celular (Piard y Desmazeaud, 1991).

Una caracteristica importante de las bacterias lacticas es su capacidad de sobrevivir y
desarrollarse a valores de pH relativamente bajos, lo cual le da ventajas sobre otros grupos
de microorganismos (Smulders vy col., 1986). Estas bacterias poseeen un sistema simultaneo
de transporte de acido lactico y protones al exterior celular que contribuye a la homeostasis

del pH interno vy a la produccion de energia (Michels y col., 1979; Tseng y Montville, 1993).

Las bacterias lacticas producen ademas peroxido de hidrogeno como mecanismo de defensa
frente al oxigeno mediante la accion de las oxidasas o NADH peroxidasas (Condon, 1987).
El H,O, tiene efecto bactericida debido a que es altamente oxidante, provocando la
peroxidécio’n de los lipidos de la membrana celular y la destruccion de la estructura basica

molecular de proteinas celulares (Dahly y col., 1989).

38 UAM-Iztapalapa



Revision bibliogrdfica

El diacetilo es un producto de las bacterias lacticas fermentadoras de citrato (Hugeholtz,
1993). Es un compuesto que tiene efecto en concentraciones elevadas, principalmente
inhibe a microorganismos Gram-negativos, levaduras y mohos (Jay, 1982). El mecanismo
de inhibicion esta basado en la reaccion del grupo o-o‘-dicarbonil de la molécula con la
porcién guanido del aminoacido arginina en enzimas microbianas (alcohol deshidrogenasa,
adenilato ciclasa, glutamato deshidrogenasa y transcetolasas) desactivandolas debido a que

bloquea o modifica su centro catalitico (Lindgren y Dobrosgosz, 1990).

La reuterina es un compuesto producido especificamente por Lactobacillus reuterii, esta
bacteria se encuentran principalmente en el tracto gastrointestinal y en productos carnicos.
Este compuesto presenta un amplio rango de inhibicion, es activo en microorganismos como
Salmonella, Shigella, Clostridium, Staphylococcus, Listeria, Candida y en algunos
protozoos como /rypanosoma. Actia inhibiendo la enzima ribonucleoétido reductasa, lo que

explica en cierta su amplio espectro de inhibicion (Axelsson y col., 1989).

También las bacterias lacticas producen CO, que se utiliza como inhibidor de crecimiento
microbiano, aunque se desconoce con exactitud el mecanismo antagonico. En general las
investigaciones realizadas concluyen que el CO, produce un incremento en la fase de
latencia y del tiempo de generacion de los microorganismos de descomposicion de la carne

(Garcia y col.,1995).

Recientemente ha despertado interés otro grupo de compuestos producidos por algunas
especies de bacterias lacticas, las bacteriocinas. Su importancia radica en que estos
compuestos pueden ser utilizados como conservadores naturales en la industria de los
alimentos (Hillier y Davidson, 1991) sin embargo tienen la desventaja que la temperatura
baja, el pH, el cloruro de sodio y otros componentes de los alimentos pueden afectar

considerablemente su estabilidad y produccion.

Las bacterias lacticas productoras de bacteriocinas han sido aisladas principalmente de

productos lacteos, pescado, carnes empacadas al vacio, o carnes y vegetales fermentados.
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De acuerdo con Klaenhammer (1993) las bacteriocinas son proteinas O compuestos

proteinicos con actividad antimicrobiana contra especies relacionadas taxonomicamente.

Las bacteriocinas producidas por las bacterias lacticas presentan una serie de caracteristicas
comunes, como la sensibilidad a la accion de enzimas proteoliticas y la tolerancia a eievadas

temperaturas y a bajo pH.

Su mecanismo de accion se basa en la formacién de poros en la membrana citoplasmica de
celulas sensibles (Klaenhammer, 1993) provocando la pérdida de iones K, ATP y en
algunos casos aminoacidos y moléculas pequeiias, esta pérdida origina la disminucion en el
potencial de la membrana consumo de reservas energéticas celulares descenso en la sintesis
de ADN, ARN vy proteinas, provocando finaimente la muerte de la celula (Bruno y

Montville, 1993).

4.5.2.3 Actividad proteolitica

La actividad proteolitica de las bacterias se refiere a la capacidad que tienen algunas especies
para producir enzimas proteoliticas que actian sobre sustrato carnico especificamente, las
proteinas. En este sentido se tiene una controversia, mientras algunos autores (Toldra y
Etherington, 1988; Klement y col., 1974) reportan que las bacterias lacticas responsables de
la fermentacion provocan degradacion de las proteinas de la carne y que las enzimas
endogenas no presentan una participacion muy activa en dicha proteolisis, otros autores
como Chen y col., (1981) sefialan que las bacterias lacticas no muestran una gran actividad

proteolitica en alimentos carnicos fermentados.

Aun cuando las bacterias lacticas se encuentran presentes en muchos alimentos fermentados
la significancia de las enzimas proteoliticas no esta totalmente entendida en todos los casos.
Un sistema bien estudiado es la degradacion de las proteinas de la leche, mientras que el

proceso similar en carne no es del todo conocido. Reuter (1975) puntualiza que las

40 UAM-Iztapalapa



Revision bibliogrdfica

bacterias lacticas de productos carnicos fermentados tienen poca accion sobre las proteinas
del musculo porque estan altamente estructuradas, limitandose la proteolisis por una serie de
factores estéricos. Concluye ademas que en tal degradacion tienen que ver mas bien con las

enzimas nativas de la carne.

4.5.2.4 Actividad lipolitica

Es muy poca la informacion disponible con respecto a la actividad lipolitica de las bacterias
lacticas. La produccion de lipasas por las bacterias lacticas depende de la fase de
crecimiento del microorganismo, las condiciones de incubacion y la composicion del medio.
Las lipasas endogenas pueden ser liberadas en cantidades pequefias después de la lisis de las
células, muchas de estas lipasas son activas a pH neutro (Papon y Talon, 1989). La
actividad lipolitica en bacterias lacticas se reduce conforme disminuye el pH del medio. La
actividad de especies de Lactobacillus y Brochothrix thermosphacta continua siendo
mmportante a pH 5.6 y 3 a 7. 5°C que corresponde a condiciones frecuentemente encontradas
en carne (Papon y Talon, 1988). Algunos géneros de Lactobacillus (Sanz y col., 1988) y
micrococos lipoliticos (Selgas y col., 1988) son capaces de hidrolizar los triglicéridos de los
acidos grasos de cadena corta. Por otra parte los estafilococos lipoliticos, dentro de los que
se incluyen cadenas de Staphylococcus simulans, Staphylococcus xilosus y Staphylococcus

Sciurt muestran una actividad lipolitica muy débil (Schleifer, 1986).

4.6 TECNICAS ANALITICAS EMPLEADAS

Dentro las tecnicas de laboratorio empleadas en los analisis bioquimicos se cuenta con un
amplia variedad que pueden ser aplicadas a sistemas biologicos. Estas se emplean para

varios objetivos entre otros: a) aislamiento y separacion de compuestos, b) determinacion de
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peso molecular ¢) caracterizacion de diferentes aspectos de la estructura de los compuestos

d) evaluacion de pureza de los compuestos.

La caracteristica que diferencia a los métodos de separacion es la interaccion entre la fase
estacionaria y los componentes de la muestra. Esta interaccion generalmente se basa en uno
de los principios siguientes: intercambio idnico, solubilidad, adsorciéon o filtracion. En
algunos casos puede utilizarse la combinacion de varias interacciones para lograr el analisis

deseado.

En esta tesis se utilizaron dos técnicas de analisis bioquimico: la cromatografia de gases y la

electroforesis.

4.6.1 Electroforesis

Esta técnica de analisis se fundamenta en el hecho de que algunos polimeros bioldgicos
como las proteinas tienen la capacidad de ionizarse, y cuando son sometidos a un campo

eléctrico pueden migrar hacia el polo de carga contraria (Badui, 1991).

En las proteinas la presencia de aminoacidos en forma de iones a un pH determinado hace
que esta se desplaze hacia el anodo o catodo, dependiendo de la carga neta de la proteina y
aunque en forma menos significativa, el tamafio y la forma de la molécula (Badui, 1991). La
velocidad o movilidad de migracion en el campo eléctrico al que son sometidas las proteinas
es caracteristico para cada uno de ellas y se mide con respecto a una sustancia de referencia

o mnerte reportandose como el valor del Ry;.

Para el analisis de proteinas de carne se utiliza el método de electroforesis en gel de SDS-
poliacrilamida (Chin-Seng y Parrish, 1979). Este método corresponde a una electroforesis
desnaturalizante, donde la funcion del detergente ionico (cargado negativamente) Dodecil

Sulfato de Sodio (SDS), es desnaturalizar las proteinas, rompiendo la estructura secundaria,
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terciaria y cuaternaria mediante la ruptura de los puentes hidrofilos, lo que facilita la
migracion hidrofoba (Badui, 1991). Este detergente es absorbido en la superficie de las
cadenas polipeptidicas confiriéndoles a estas una carga negativa. Cada polipeptido
absorbera una cantidad de SDS proporcional a su tamaiio (Bohinski, 1987) formando un
complejo SDS-proteina que tienen la misma relacion carga-masa dando origen a una
movilidad electroforetica fuerte y un tiempo de separacion corto. Otra ventaja es que las
velocidades diferentes de migracion dependeran del tamafio de polipéptido y no de su carga.
Los mas pequefios se moveran mas rapido que los de menor tamafo a través de la matriz del
gel de poliacrilamida (Ching-Seng y Parrish, 1979). Con la electroforesis puede calcularse el
peso molecular de distintos compuestos, para lo que se utilizan estandares de peso molecular

conocido.

4.6.2 Cromatografia de gases

El principio basico de la cromatografia de gases es la separacion de la muestra al tener un
flujo ininterrumpido de una fase en movimiento que contiene la muestra por analizar a través
de una region de una fase estacionaria la cual por varios medios interactua en diferentes
grados con los componentes de la muestra v asi se permite el movimiento diferencial de los

componentes individuales de ésta.

La cromatografia se utiliza frecuentemente para separar los componentes fisicos de una
mezcla. Esta técnica de separacion se realiza en dos fases, una mévil y una estacionaria. La
fase movil puede ser un liquido o un gas y la fase estacionaria puede ser un liquido o un
solido. La fase movil pasa a través de la fase estacionaria, la cual se encuentra en una
columna o en un sistema planar v dependiendo de su estructura, adsorbe o absorbe los
componentes a separar de la mezcla en cuestion. En la cromatografia de gases, la fase movil

es una gas inerte y la fase estacionaria puede ser un liquido o un sélido (Bohinski, 1987).
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Para el analisis de la composicion de acidos grasos por cromatografia de gases es necesario
someterios a un proceso conocido como metilacion el cual consiste en realizar una
derivatizacion para formar metil ésteres volatiles a partir de los acidos grasos libres.
Particularmente en esta tesis se utilizo la técnica de transesterificacion usando una solucion
de trifloururo de boro en metanol, debido que es un reactivo que esterifica rapidamente a los

acidos grasos libres (Christie, 1982) lo que facilita su analisis posterior.
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5.0 MATERIAL Y TECNICAS EXPERIMENTALES

5.1 Preparacion de muestras

La carne de cerdo se adquirid en un centro comercial local. Se desconoce la edad, sexo, y
las condiciones post-morten de los animales. Se utilizo musculo largo dorsal (Longissimus
dorsi) de cerdo, que fue cortado en secciones de aproximadamente 2x2x2 cm, procurando

eliminar el exceso de tejido conectivo.

Las cepas empleadas fueron Staphylococcus carnosus y Lactobacillus alimentarius en
forma pura (Ch. Hansen). Estas cepas fueron seleccionadas en base a su capacidad de
crecer v disminuir el pH rapidamente sobre la superficie de la carne de cerdo, resultados
obtenidos de pruebas realizadas previamente en el Area de Bioquimica de Macromoléculas
de la UAM-Iztapalapa Las cepas liofilizadas fueron activadas en forma individual bajo
condiciones de esterilidad, tomando una asada que se introdujo en tubos con rosca que
contenian 10 ml de caldo MRS incubandose posteriormente a 37°C durante
aproximadamente 24 horas. A partir de esta suspension se tomaron 5 ml que se vaciaron en
45 ml de caldo MRS, dejandose nuevamente bajo condiciones de incubacion a 37°C durante
24 horas hasta que el inoculo alcanzé una densidad optica = 1 medida a 640 nm (Ramirez y
col., 1994) en un espectrofotometro Beckman DU modelo 650 (Califorma, E.U.).
Posteriormente a la suspension celular se le adiciono 4% de glucosa para favorecer el
crecimiento de las bacterias lacticas y la promocion de la fermentacion lactica en la carne de
cerdo (Guerrero y col., 1995). En esta solucidon se inocularon las muestras por inmersion
durante 10 minutos, eliminandose posteriormente por decantacion el exceso de suspension.
Una tercera parte de las muestras se inoculo con cada cepa, y la tercera parte restante se
utilizO como control. La carne se empaco al vacio en bolsas Cryovac LB-50 en una
empacadora de vacio Multivac D-8941 (Koch, Kansas City, E.U.) a una presion de vacio de
-700 mBars. Posteriormente las muestras se almacenaron en refrigeracion a una temperatura

de 4°C. También se evaluo la temperatura de 19°C debido a que a valores mayores el
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crecimiento de microorganismos de descomposicion se incrementa rapidamente (Guerrero y

Taylor, 1994). La carne se almaceno durante un periodo de tiempo de 96 horas.

5.2 EVALUACION FISICOQUIMICA

5.2.1 Medicion de pH

Cada 24 horas se midio el pH de acuerdo con el método reportado por Raveendran y col.
(1993) en un potenciometro Conductronic 20 (Fisher, México). Se picaron 10 g de muestra,
a las que se les adicionaron 90 ml de agua destilada, posteriormente se realizo un
homogenizado en una licuadora doméstica a maxima velocidad, durante aproximadamente
30 segundos. La muestra fue filtrada con gasa para eliminar el exceso de tejido conectivo.
A partir de esta solucion se tomaron 10 ml a los cuales se les midio el pH por introduccion

directa del electrodo en la misma. Cada medicion se realizo por triplicado.

5.2.2 Cuantificacion de acidez total titulable

A partir del homogenizado obtenido en la medicién del pH, se tomaron 10 ml, los cuales
fueron titulados con una solucion de NaOH 0.1 N previamente valorada. A cada muestra se
le agregaron 3 gotas de fenolftaleina como indicador. Cada medicidén se repitid por
triplicado, reportandose la acidez como por ciento de acido lactico, con la siguiente formula

(Guerrero y Arteaga, 1990):

V NaOH X NNaOH X Meq Ac. Lactico X f X 100

%Acido lactico =

peso de 1a muestra
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5.2.3 Capacidad de retencion de agua

La capacidad de retencion de agua fue evaluada cada 24 horas, mediante una modificacion al
método de centrifugacion reportado por Wardlaw y col. (1973). A partir de las muestras
empacadas al vacio y almacenadas a temperatura de 4 y 19°C se tomaron 5 g los cuales se
picaron finamente y se introdujeron en un tubo de centrifuga, se afiadieron 8 ml de una
solucion de NaCl 0.6 M, agitandose durante 1 minuto. Los tubos se colocaron en un bafio
de hielo durante 30 minutos. Las muestras fueron agitadas durante 1 minuto antes de ser
centrifugadas a 1000 rpm durante 15 minutos a 4°C en una centrifuga Beckman J2-MI
(Beckman Inc., Palo Alto, Cal. E.U.) con un rotor No. 14. El sobrenadante fue decantado,
en una probeta de 10 ml. El volumen retenido de la solucion 0.6 N de NaCl fue reportado
como la cantidad de agua retenida por gramo de peso de la muestra de carne. Cada

medicion se realizo por triplicado.

5.2.1 Color

Se realizo una evaluacion instrumental del color cada 24 horas, con el sistema L.a v b de
acuerdo con lo reportado por Ferreira y col. (1994). Se utiliz6 un colorimetro Minolta
(Chroma Meter CR-200, Japan 80025393, Tokio, Japon) usando como blanco una tarjeta
con los siguientes valores de referencia L = 9738 a=-0.17 yb =194 A partir de las
muestras empacadas al vacio y almacenadas a temperatura de 4 y 19°C se tomaron cortes de
carne con un diametro de aproximadamente 6-8 cm y se procedid a valorar el color con la
pistola a una distancia de 2 cm de la carne. Las mediciones se realizaron por triplicado,

reportandose los resultados como el vector Diferencia Total de Color AE (Fig. 2).
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AE=/AL2+Aa2+Ab2 ~__ :
i +b Amarillo

Verde -a /
; -b Azul

+L Blanco

-L. Negro

Fig. 3 Esquema del color en un espacio en tres dimensiones.

5.2.4 Textura

La medicion de la textura se realizd mediante una prueba de compresion cada 24 horas, con
un Texturémetro Instron Modelo 4502 (Canton, Mass. E.U.). A partir de la carne
empacada al vacio y almacenada a temperatura de 4 y 19°C se tomaron muestras en forma
de cubo de aproximadamente 2 x 2 x 2 cm, sobre las que se aplico una fuerza de 10 N a una
velocidad de 10 mm/min en forma perpendicular a la direccion de las fibras. Las mediciones
se realizaron por triplicado, reportandose los resultados como la fuerza en Newtons

necesaria para comprimir la carne en un 50%.
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5.3 EVALUACION MICROBIOLOGICA

5.3.1 Crecimiento de bacterias lacticas

El crecimiento de bacterias lacticas se evalio cada 24 horas durante las 96 horas de
almacenamiento en agar MRS (Woolthuis y col., 1984) En condiciones de esterilidad se
tomaron 10 g de carne de las muestras almacenadas a temperatura de 4 y 19°C que se
vaciaron en 90 ml de agua peptonada (0.85% de NaCl + 1% de peptona de carne),
posteriormente se realizo un homogenizado en una licuadora domestica a maxima velocidad,
durante aproximadamente 30 segundos. Esta solucion fue tomada como la dilucion 10" a
partir de la cual se obtuvieron las diluciones necesarias. De cada dilucién se tomaron 0.1 ml
que fueron vaciados en cajas de Petri con el medio de cultivo. Las muestras se incubaron a
37°C durante 24 o 48 horas como se muestran en la Tabla 6, hasta obtener crecimiento de
colonias de bacterias lacticas. Los resultados se reportan como ufc/g. Cada medicion se

realizo por duplicado.

Tabla 6. Condiciones de incubacion para el analisis de bacterias lacticas.

Muestra Condiciones de incubacion
Temperatura Tiempo

O (h)
Carne fermentada con Staphylococcus carnosus y almacenada a 4°C 37 48
Carne fermentada con Lactobacillus alumentarius y almacenada a 4°C 37 48
Carne sin inoculo y almacenada a 4°C 37 48
Carne fermentada con Staphviococcus carnosus v almacenada a 19°C 37 24
Carne fermentada con Lactobacillus alimentarius y almacenada a 19°C 37 24
Carne sin inoculo y almacenada a 19°C 37 48
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5.3.2 Crecimiento de Enrerobacteriaceae

El crecimiento de Enterobacteriaceae se evalio cada 24 horas durante las 96 horas de
almacenamiento en agar RVB (Agar de bilis y rojo violeta, Bioxon) (Grau, 1983). En
condiciones de esterilidad se tomaron 10 g de carne de las muestras almacenadas a
temperatura de 4 y 19°C que se vaciaron en 90 ml de agua peptonada (0.85% de NaCl + 1%
de peptona de carne), posteriormente se realizo6 un homogenizado en una licuadora
domestica a maxima velocidad, durante aproximadamente 30 segundos. Esta solucion fue
tomada como la dilucién 10™" a partir de la cual se obtuvieron las diluciones necesarias. De
cada dilucion se tomaron 0.1 mi que fueron vaciados en las cajas de Petri con el medio de
cultivo Las muestras se incubaron a 37°C durante 24 o 48 horas como se muestran en la
Tabla 7. hasta obtener crecimiento de colonias de Fnterobacteriaceae. Los resultados se

reportan como ufc/g. Cada medicion se realizo por duplicado.

Tabla 7. Condiciones de incubacion para el analisis de Enterobacteriaceae.

Muestra Condiciones de incubacion
Temperatura Tiempo

O (h)
Carne fermentada con Staphylococcus carnosus y almacenada a 4°C 37 48
Carne fermentada con Lactobacillus alivmentarius y almacenada a 4°C 37 48
Carne sin inoculo y almacenada a 4°C 37 48
Carne fermentada con Staphylococcus carnosus v almacenada a 19°C 37 48
Carne fermentada con [ actobaciilus alimentarius y almacenada a 19°C 37 48
Carne sin inéculo y almacenada a 19°C 37 24
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5.4 EVALUACION DE PROTEOLISIS Y LIPOLISIS EN CARNE

541 Perfil electroforético de proteinas miofibrilares

A las 0. 48 v 96 horas de almacenamiento se realizaron extracciones de las proteinas
miofibrilares por solubilidad en soluciones de diferentes fuerza idnica, de acuerdo con la
tecnica reportada por Alanis (1997). La carne se mezcld con una solucion amortiguadora de
fostato de potasio 10 mM pH =7 y NaCl 0.1 M + MgCl, 2 mM + EDTA 1 mM +
Ditiotreitol 0.5 mM y se homogenizo en una licuadora convencional. El homogenizado se
centrifugo a 9000 rpm durante 20 minutos a 4°C en una centrifuga Beckman J2-MI
(Beckman, Palo Alto, Cal. E.U)) con un rotor No. 14, Después de desechar el
sobrenadante, se repitio el paso anterior. El precipitado se resuspendid en una solucion
amortiguadora de fosfato de potasio 50 mM a pH=6 y NaCl 0.6 M + MgCl; 5 mM +
Na,P,0- 05 mM La muestra fue centrifugada nuevamente a las mismas condiciones
anteriores. descartandose el precipitado  El sobrenadante obtenido se diluyo con agua
destilada hasta obtener una fuerza ionica de 0.1. La solucion obtemda fue nuevamente
centrifugada a 9000 rpm durante 25 minutos resuspendiendo las proteinas en una solucion

amortiguadora de fosfato de potasio 50 mM a pH=6 y NaCl 0.6 M.

Se determino la concentracion de proteina en las diferentes fracciones con el fin de
homogenizar la cantidad de proteina inyectada en los geles de electroforesis a un valor de
aproximadamente 10 mg/ml. Se cuantifico la concentracion de proteina de acuerdo con el
método reportado por Gornall y col (1948). En un tubo de ensayo se tomo un volumen de
1 ml de la fraccion miofibrilar extraida previamente adicionandose 3 ml del Reactivo Biuret.
Los tubos se dejaron reposar durante 30 minutos y se leyeron en un espectrofotometro
Beckman DU modelo 650 a 540 nm, utilizando la solucion amortiguadora de fosfato de

potasio S0 mM a pH=6 y NaCl 0.6 M como blanco.
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Las proteinas se guardaron en viales con capacidad de 1.5 ml, colocandose 25 ml de la
fraccion proteica mas 100 ml de buffer muestra (Tris-HCl pH= 6.8 0.5 M, glicerol, SDS

10%, s-b-MCE, azul de bromotenol 0.05%) congelandose a -5°C hasta su uso.

Para analizar las muestras de proteina en los geles de electroforesis estas se prepararon Y2
hora antes de usarse. Los viales se calentaron en un bafio de agua en ebullicién durante 5

minutos y el sobrenadante se inyecto en los geles de electroforesis.

El perfil electroforetico de la fraccion miofibrilar fue analizado de acuerdo con el método
reportado por Laemmlie (1970). Se utilizo un gel de separacion del 10% T y un gel de
concentracion del 4% T en una celda Mini-Protean II (Bio-Rad, Richmond, Cal. E.U)),
empleandose volumenes de muestras con una concentracion de 8-10 mg/ml.  Se utilizo una
mezcla de marcadores de alto peso molecular SDS 6H (Sigma, St. Louis, E.U.) con los
siguientes pesos moleculares: anhidrasa carbonica (29.000 Da), albumina de huevo (45,000

Da), albumina bovina (66.000 Da), B-galactosidasa (97,400 Da), miosina (205,000 Da).

La fuente de poder fue ajustada a 200 volts, manteniendo este voltaje constante durante
aproximadamente 45 minutos. Una vez terminado el analisis, los geles se desmontaron y se
tifleron durante 'z hora en una solucion de azul de Comassie R-250 al 0.1%. Posteriormente
se destifieron con una solucion de agua-metanol-acido acético (50%-40%-10% vol/vol).
Finalmente los geles fueron sometidos a un barrido por densitometria, utilizando un

densitometro Ultrascan XL de Pharmacia LKB (Bromma, Suiza).

5.4.2 Perfil de acidos grasos de cadena larga

La metilacion de los acidos grasos de cadena larga se realizd de acuerdo con el método
AOAC (1980). A las 0, 48 y 96 horas de almacenamiento se realizaron las extracciones de
los acidos grasos de cadena larga para todos los tratamientos probados. Se picé finamente

0.5 g de carne de las muestras almacenadas a temperatura de 4 y 19° las cuales se
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introdujeron en un sistema de reflujo, agregando perlas de ebullicion. A través del tubo del
refrigerante se adicionaron 6 ml de la solucion 0.5 N de NaOH-Metanol para asegurar la
saponificacion de los acidos grasos. Se dejo la carne en ebullicion durante 10 minutos,
agregandose al final del calentamiento 7 ml de trifloururo-metanol al 14%. Nuevamente la
carne se calento a ebullicion durante 5 minutos. Al final de este tiempo se adicionaron 1.5
ml de hexano. Se dejo en ebullicion durante 1 minuto. La muestra fue enfriada en bafio de
hielo durante 30 minutos. Se adiciondo 10 ml de la solucion saturada de NaCl. El
refrigerante fue retirado y se agregd mas solucion saturada de NaCl, hasta llevar la fase
organica al cuello del matraz. Posteriormente se retird la fase organica agregandose
aproximadamente 1 g de sulfato de sodio si la muestra presentaba exceso de agua. A partir
de estas muestras se tomaron 5 microlitros de la fase organica y se inyectaron en el
cromatografo de gases. Los metil esteres obtenidos fueron analizados por un cromatografo
de gases Perkin-Elmer Sigma 3000, Dual FID Chromatograph (Norwalk, Conn., E.U.) con
un detector de iomzacion de flama La separacion de los acidos grasos se llevo a cabo en
una columna de acero inoxidable de 3 m x 1/8” de diamétro, marca DEGS de succinato de
dietilenglicol al 15% (Chromosorb WHP-100-120). El analisis se realizo isotérmicamente a
una temperatura de 195°C  La temperatura del detector vy del inyector fue de 250°C. La
velocidad de flujo del gas acarreador (N,) fue de 43 ml/min (61 psia). La atenuacion fue de
8 vy la velocidad de la carta 4 mm/min. El tiempo de analisis fue de 35 minutos. Las areas de
los picos fueron calculadas en un integrador automatico Perkin-Elmer L.C1-100 (Laboratory
Computing Integrator Chromatograph. Norwalk, Conn. E.U.). Los esteres metilicos de los
acidos grasos fueron identificados por una mezcla de estandares de referencia de metil
esteres SIGMA AOCS No. 6, 0-7631 (Sigma. St. Louis, E U)) de acidos muiristico (14:0),

palmitico (16:0), palmitoleico (16:1); estearico (18:0), oléico (18:1) y linolénico (18:3).

A patir de la mezcla de los estandares de acidos grasos se determind una curva patron para
cuantificar la concentracion de los acidos grasos de las muestras. Con las condiciones

anteriormente mencionadas se inyectaron en el cromatografo acidos grasos de 0.2, 0.4, 0.6,
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0.8 y 1 mucrolitros, obteniendo por ajuste de regresion una curva patron de area de los

diferentes picos obtenidos contra la concentracion (Anexo IV).

5.5 Cuantificacion de acido lactico y acético

La técnica empleada para la metilacion de los acidos lactico y acético fue la reportada por
Drummond y Shama (1982). El analisis se realizdé a las 0, 48 y 96 horas. Se picaron
finamente 0.5 g carne de las muestras almacenadas a temperatura de 4 y 19°, mezclandose
con 2 ml de metanol y 0.75 ml de una solucion de acido sulfirico al 50%. La muestra fue
incubada en un bafo de agua a S0°C durante 30 minutos. Se dejo enfriar la solucion,
adicionandose posteriormente 1 ml de agua desionizada y 0.5 ml de cloroformo. En un tubo
de ensave se agito vigorosamente la solucion obtenida durante aproximadamente 5 minutos,
posteriormente las muestras se centrifugaron a 1350 rpm durante 5 minutos en una
centrifuga Beckman J2-MI (Beckman, Palo Alto, Cal. E.U ) con un rotor No. 20. A partir
de estas muestras se tomaron 5 microlitros de la fase organica y se inyectaron en el
cromatografo de gases. Los metil ésteres obtenidos fueron analizados por un Cromatografo
de gases Perkin-Elmer Sigma 3000, Dual FID Chromatograph (Norwalk, Conn., E.U.), con
un detector de tonizacion de flama. La separacion de los acidos lactico y acético se llevo a
cabo en una columna de acero inoxidable de 3 m x 1/8” de diametro, de succinato de
dietilen glicol al 15% (Chromosorb WHP-100-120). EIl analisis se llevo a cabo a una
temperatura inicial de 70°C durante 5 minutos, increméntadose hasta 130°C a una velocidad
de 6°C por minuto. La temperatura del detector y del inyector fue de 250°C. La velocidad
de flujo del gas acarreador (N,) fue de 43 ml/min (61 psia). La atenuacién fue de 32 y la
velocidad de la carta 5 mm/min. El tiempo de analisis fue de 20 minutos. Las areas de los
picos fueron calculadas en un integrador automatico Perkin-Elmer LC1-100 (Laboratory

Computing Integrator, Norwalk, Conn. E.U)).
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Para obtener la curva patron se metilaron acido lactico (Baker) y acético (Reasol, México),
con la tecnica anteriormente mencionada, inyectandose posteriormente al cromatografo de
gases, obteniendo por ajuste de regresion una curva patrdn de area de los diferentes picos

contra concentracion (Anexo [II).

S 6 Analisis estadistico

Los resultados se sometieron a un analisis estadistico mediante una prueba de ANOVA, para
la comparacion multiple de las medias, y una prueba de Duncan en el paquete estadistico
SAS (SAS Institute, 1996). Ademas se hizo un ajuste de regresion en el paquete Excel Ver.
5
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Evaluacion fisicoquimica

Como era de esperar con la temperatura de almacenamiento se obtuvieron diferencias
significativas (P<0.0001) sobre las variables pH, acidez total titulable, color, textura,
capacidad de retencion de agua, crecimiento de bacterias lacticas y enterobacterias, siendo el

efecto mayor a la temperatura de 19°C para ambos indculos de bacterias lacticas. (Anexo I).

6.1.1 Medicion de pH

Debido a que la reduccion en el pH permite disminuir el crecimiento de microorganismos
que provocan la descomposicion en carne (seccion 4.5.2.2) se evaluo la capacidad de
Lactobacillus alimentarius y Staphylococcus carnosus para reducir el pH de la superficie de
la carne, a través de la produccion de acido lactico por la ruta metabolica de fermentacion

que se muestra en la Fig. 2 para bacterias lacticas homofermentativas.

En la Tabla 17 se presentan las ecuaciones de regresion y coeficientes de determinacion (RH)

para el pH contra tiempo.

A 4°C se encontraron diferencias significativas (P<0.0001) entre la muestra control y las
inoculadas con las cepas de bacterias lacticas. La carne de cerdo fermentada con
Staphylococcus carnosus present6 la mayor reduccion de pH alcanzando valores de 5.5 a las

96 horas de almacenamiento (Tabla 28).

Es importante destacar la tendencia de reduccion de pH (Fig. 4) que a partir de las 48 horas
tiende a caer. Este comportamiento puede deberse a la capacidad amortiguadora de la carne
de cerdo (Bacus, 1984) que puede mantener hasta ciertos valores el pH ain cuando la

concentracion de las acidez total titulable (ATT) y el acido lactico aumenten (Fig. 6 y 20).
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Para la temperatura de almacenamiento de 19°C la reduccion de pH fue mayor a las 24 horas
de almacenamiento, presentando después una tendencia a mantenerse constante durante el
resto del tiempo de almacenamiento. Staphylococcus carnosus reduj6 en mayor grado el pH

sobre la superficie de la carne, presentado valores de 4.85 a las 96 horas de almacenamiento

(Fig. 5)

6.1.2 Cuantificacion de acidez total titulable

Se realizo una cuantificacion de la acidez total titulable (ATT) reportandola como por ciento
de acido lactico. La fermentacion lactica permite aumentar la vida util de la carne debido a
la produccion de acido lactico que tiene un efecto inhibitorio sobre los microorganismos de

descomposicion de carne (Konings y Otto, 1983).

En la Tabla 18 se presentan las ecuaciones de regresion y coeficientes de determinacion (R?)

para la ATT contra tiempo

Como se observa en las Fig. 6 y 7 para ambas temperaturas la tendencia fue a incrementar
la ATT durante las primeras 24 horas y posteriormente se presentd una reducccion.
Esto pudo deberse a la mayor actividad metabolica de las bacterias lacticas al inicio de la
fermentacion debido a que su crecimiento fue mas alto durante las primeras 48 horas de

almacenamiento (seccidon 6.2.1).

La reduccion en la ATT también ha sido reportada por otros autores (Borch y Agerhem,
1992; Nychas y Arkoudelos, 1990) quienes mencionan la reduccién en la concentracion de

acido lactico en carne envasada al vacio.

Una posible explicacion a esta tendencia puede ser un cambio en el patron de fermentacion.
En las etapas iniciales predominan las bacterias lacticas homofermentativas inoculadas y

después empiezan a prevalecer las bacterias lacticas heterofermentativas.
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A Staphvlococcus carnosus @ Lactobacillus alimentarius # Came sin inoculo

Fig. 4 Cambios en el pH de la carne de cerdo almacenada a 4°C*.

A Staphylococcus carnosus & Lactobacillus alimentarius #M Came sin inoculo

Fig. 5 Cambios en el pH de la carne de cerdo almacenada a 19°C*.

* Cada punto es el promedio de tres mediciones y las desviaciones estdndar se encuentran en un rango de 0.015-0.219.
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Para determinar con mayor precision la concentracion de acido lactico se cuantifico este por
cromatografia de gases. Asimismo se evaluo la concentracion de acido acetico para conocer

cual era el patron de fermentacion, discutiéndose los resultados en la seccion 6.4.

A 4°C no se encontraron diferencias significativas (P>0.7393) entre la muestra control y las
fermentadas. La came inoculada con Staphylococcus carnosus produjo un incremento
mayor en la ATT hasta las 48 horas de almacenamiento (Fig. 6) a valores hasta de 1.4 %
acido lactico (Tabla 29).

A 19°C se present0 un efecto significativo por el tipo de indculo (P<0.0001) Staphylococcus
carnosus mas eficiente para incrementar la ATT a valores hasta de 1.8 % de acido lactico

(Fig. 7).

® Lactobacillus alimentarius A& Staphylococcus carnosus # Came sin inéculo

Fig. 6 Cambios en la acidez total titulable de la came de cerdo almacenada a 4°C*.

* Cada punto es el promedio de tres mediciones y las desviaciones estindar se encuentran en un rango de 0.001-0.189.
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® Lactobacillus alimentarius A Staphylococcus carnosus M Came sin inoculo

Fig. 7 Cambios en la acidez total titulable de la carne de cerdo almacenada a 19°C*.

* Cada punto es el promedio de tres mediciones y las desviaciones estdndar se encuentran en un rango de 0.001-0.189.

6.1.3 Capacidad de retencion de agua

La capacidad de retencion de agua (CRA) se define como la capacidad que tiene la carne
para retener agua cuando se le aplican fuerzas externas. Muchas de las propiedades de la
camne cruda como el color. la textura, la firmeza, asi como la jugosidad y suavidad de la
carne procesada dependen de la CRA (Guerrero y Arteaga, 1990). Por lo anterior se evalio

el efecto de la fermentacion lactica sobre esta propiedad funcional.

Esta propiedad de la came que depende principalmente del pH (seccion 4.3.2). Se encontro,
como se observa al comparar la curvas del pH (Fig. 4 y 5) con las de la CRA (Fig. 8 y 9), un
patron de comportamiento muy similar, a partir del cual se puede mencionar que esta

propiedad es dependiente del pH. Estos resultados estan acordes a los obtenidos por otros
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autores (Ogden y col., 1995). En la Tabla 19 se presentan las ecuaciones de regresion y

coeficientes de determinacion (R”) para la CRA contra tiempo.

Para las dos temperaturas probadas se encontraron diferencias significativas (P<0.0001)
siendo la came fermentada y almacenada a 19°C en la que disminuyd en mayor grado la

CRA (Tabla 32).

A 4°C se encontraron diferencias significativas (P<0.0421) entre la camne sin inoculo y la
came fermentada. Siendo Staphylococcus carnosus la que produjéo mayor reduccion de la

CRA.

A Stephviococcus carnosus @ Lactobacillus alimentarius M Carne sin inoculo

Fig. 8 Cambios en la capacidad de retencion de agua (CRA) en la carne de cerdo

almacenada a 4°C*.

* Cada punio es el promedio de dos mediciones y las desviaciones estandar se encuentran en un rango de 0.070-0.353.
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A 19°C también se encontro un efecto significativo (P<0.0076) debido al tipo de indculo. El
mayor cambio de la capacidad de retencion de agua se obtuvo a partir de las 24 horas de

almacenamiento y en muestras inoculadas con Staphylococcus carnosus.

La relacion existente entre el pH de la carne y la CRA es debida a que cuando se reduce el
pH, se aproxima a valores muy cercanos al punto isoeléctrico de las proteinas miofibrilares,
donde estas pierden la capacidad de retener agua por enlaces de puente de hidrogeno, como

se explico en la seccion 4.3 .2
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A Staphylococcus carnosus @ Lactobacillus alimentarius @ Carne sin indculo

Fig. 9 Cambios en la capacidad de retencion de agua (CRA) en la carne de cerdo

almacenada a 19°C*.

* Cada punto es el promedio de dos mediciones y las desviaciones estindar se encuentran en un rango de 0.070-0.353.
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6.1.4 Color

Una de las propiedades mas importantes en la calidad de la carne es el color, el cual es
fundamental en la aceptacion del producto por parte de los consumidores. Como se
menciono en la seccion 4.3.3 el color de la carne depende del estado de oxidacion de la

molécula de fierro de la mioglobina.

En carne empacada al vacio, donde se tienen pequefias cantidades de oxigeno (Waites,
1988) ademas de un ambiente reductor generado por la disminucion del pH de la carne,
favorece la formacion de la metamioglobina que proporciona un color marron (Lawrie,
1985). También influye en la coloracion de la carne la condicion PSE (palido, suave y
exudativo) debido a la poca hidratacion que ocasiona la textura suave y apariencia palida

(Gill y Penney, 1986).

115

105

Diferencia Total de Color (AE)

0 24 48 72 96

Tiempo de almacenamiento (horas)

® Lactobacillus alimentarius & Staphylococcus carnosus m Carne sin inoculo

Fig. 10 Cambios en AE de la carne de cerdo almacenada a 4°C*.

* Cada punto es el promedio de tres mediciones y las desviaciones estindar se encuentran en un rango de 1.053-4.574.
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El color se reporta en esta tesis como Diferencia Total de Color (seccion 5.2.4). A 4°C no

se encontraron diferencias significativas ( P>0.073) entre la muestra sin inoculo y la carne

fermentada (Tabla 12).

A la temperatura de almacenamiento de 19°C se encontraron diferencias significativas

(P<0.0001) para la carne sin inéculo y la muestras fermentadas. Por una comparacion de

medias de Duncan no se encontraron diferencias significativas con o = 0.05 entre el color de

la carne inoculada con Staphylococcus carnosus y con Lactobacillus alimentarius, sin

embargo es el primer inoculo el que produce un mayor cambio en el color de la carne (Fig.

).

En la Tabla 20 se presentan las ecuaciones de regresion y coeficientes de determinacion (RD

para el AE contra tiempo.

Diferencia Total de Color (AE)

115 -

105 Y TR

o] 24 48 72 96

Tiempo de aimacenamiento (horas)

® Lactobacillus alimentarius & Staphylococcus carnosus @ Carne sin inoculo

Fig. 11 Cambios en AE de la carne de cerdo almacenada a 19°C*.

* Cada punto es el promedio de tres mediciones y las desviaciones estindar se encuentran en un rango de 1.053-4.574.
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Como se esperaba el mayor cambio en el color se produjo en las muestras en las que se
reduce significativamente el pH (seccion 4.3.3). También es posible que influya la exudacion
que se produce en came fermentada, por efecto de la reduccion de la CRA (seccidn 6.1.3) lo

que produce apariencia palida (Gill y Newton, 1982).

6.1.5 Textura

Por pruebas de compresion no se encontraron diferencias significativas ( P>0.7388) para la
came sin inoculo y la camne fermentada a la temperatura de almacenamiento de 4°C, siendo
la tendencia de cambio en la fuerza necesaria para comprimir 50% las muestras muy similar

entre los tratamiento como se observa en la Fig. 12.

En la Tabla 21 se presentan las ecuaciones de regresion y coeficientes de determinacion (R%)

para la fuerza contra tiempo.

10.2 S —

101 o e N

® Lacrobacillus alimentarius A Staphylococcus carnosus ® Came sin indculo i

Fig. 12 Fuerza necesaria para una compresion al 50% en carne de cerdo almacenada a 4°C*.

* Cada punto es el promedio de tres mediciones y las desviaciones estindar se encuentran en un rango de 0.0353-0.370.
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A 19°C se encontraron diferencias significativas ( P<0.010) entre la muestra sin indculo y la
came fermentada (Tabla 13). La comparacion de medias con la prueba de Duncan con una
o = 0.05, no mostro diferencias significativas de dureza entre la carne indculada con
Staphylococcus carnosus y con Lactobacillus alimentarius, siendo el primero el que mayor
efecto tiene sobre la dureza de la carne como se observa en la Fig. 13. Esta diferencia puede
explicarse debido a la reduccion en la CRA (seccion 6.1.3) que hace que la carne tienda a ser

mas seca y por consiguiente mas dura.

® Lactobacillus alimentarius A& Staphylococcus carnosus # Carne sin indculo

Fig. 13..Fuerza necesaria para una compresion al 50% en came de cerdo almacenada a

19°C*.

* Cada punto es el promedio de tres mediciones y las desviaciones estindar se encuentran en un rango de 0.0353-0.370.
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6.2 EVALUACION MICROBIOLOGICA

6.2.1 Crecimiento de bacterias lacticas

Se realiz6 una cuantificacion de la poblacion de bacterias lactica. Es importante hacer notar
que esta detectd una cuenta total de bacterias lacticas, tanto homofermentativas como

heterofermentativas.

Fue necesario establecer las condiciones de activacion de los indculos de Staphylococcus
carnosus y Lactobacillus alimentarius para poder inocular la carne. Estas condiciones se

mencionaron en la seccion 5.1,

Como se observa en la Fig. 14 y 15, la temperatura de almacenamiento tuvo un efecto
significativo ( P<0.0001) (Tabla 14) sobre el crecimiento de bacterias lacticas, siendo mayor
el crecimiento a temperatura de almacenamiento de 19°C en comparacion con la temperatura
de 4°C. A este respecto McMmullen y Stiles (1996) mencionan la dificultad que se tiene al
seleccionar bacterias lacticas que presenten una tasa alta de crecimiento en temperaturas de
refrigeracion y que se adapten a sustratos carnicos. En la Tabla 22 se presentan las
ecuaciones de regresion y coeficientes de determinacion (R?) entre la poblacion de bacterias

lacticas contra tiempo.

En la carne almacenada a 4°C el crecimiento de bacterias lacticas se mantuvo constante hasta
las 24 horas (Fig. 14) posteriormente se tuvo una tendencia a disminuir.  Este
comportamiento pudo deberse a que los indculos de Staphylococcus carnosus 'y
Lactobacillus alimentarius no se adaptan durante las 96 horas de almacenamiento a la
temperatura de refrigeracion por lo que la poblacion disminuyd. Sin embargo como se
menciono anteriormente la reduccion del pH fue significativa (seccion 6.1.1) para la carne

fermentada, lo que redujo la cuenta de microorganismos que provocan su descomposicion.

A 19°C se observo un crecimiento constante de las bacterias lacticas hasta las 48 horas de

almacenamiento (Fig. 15). Mientras que a partir de las 72 horas se tuvo una reduccion en la
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poblacion. Este comportamiento puede explicarse debido a la disponibilidad de
carbohidratos ya que una vez terminados estos, posiblemente se activa el mecanismo
proteolitico a partir del cual se utilizan las proteinas de la carne (Ahn y Stiles, 1990). Otra
posibilidad que reportan MacDonald y col. (1990) se debe a la reduccion del pH que puede

limitar el crecimiento de las bacterias lacticas.

Como era de esperarse, estadisticamente se encontrd una diferencia significativa ( P<0.010 )
de las poblaciones de bacterias lacticas de la came sin inoculo y las muestras fermentadas,
Por comparacion de medias de Duncan con una o = 0.05 no se encontraron diferencias
significativas entre las muestras, siendo la carne indculada con Staphylococcus carnosus la

que presento mayor crecimiento de bacterias lacticas.

® Lactobacillus alimentarius & Staphylococcus carnosus MCame sin inoculo

Fig. 14 Poblacion de bacterias lacticas a 4°C*.

* Cada punto es el promedio de dos mediciones y las desviaciones estdndar se encuentran en un rango de 0.036-0.794.
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@ Lacrobacillus alimentarius & Staphylococcus carnosus WM Carne sin 1mnoculo

Fig. 15 Poblacion de bacterias lacticas a 19°C*.

* Cada punto es el promedio de dos mediciones v las desviaciones estandar se encuentran en un rango de 0.030-0.794.

6.2.1 Crecimiento de Enterobacteriaceae

En el proceso de descomposicion de la carne almacenada bajo condiciones aerobias las
bacterias del género Pseudomonas sp. llegan a constituir mas del 90% de Ia flora de came
refrigerada (Gill y Penny, 1986). Sin embargo en carne envasada al vacio su potencial de
descomposicion es bajo (Guerrero y Taylor, 1994) y predominan en la descomposicion

bacterias del género Enterobacteriaceae.

Se ha reportado que para inhibir el crecimiento de las enterobacterias se requieren pH bajos
(Gill y Penny, 1986) por lo que se recomienda la sustitucion de la flora nativa de la came por
una flora de bacterias lacticas. Para cuantificar el crecimiento de enterobacterias fue
necesario modificar el tiempo de incubacion de las muestras. Inicialmente se incubaron 24

horas a 37°C como se recomienda en el Manual Merck (1990). Sin embargo con las
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muestras almacenadas a 4°C y la came fermentada y almacenada a 19°C fue necesario

incubar durante 48 horas (seccion 5.3.1y 5.3.2) para obtener crecimiento.

Como se observa en la Fig. 16 a 4°C no se present6 una reduccion en el crecimiento de las
enterobacterias hasta las 72 horas de almacenamiento. Esto puede explicarse en funcion de
la reduccion del pH que disminuye a partir de las 48 horas de fermentacion (Fig. 4), sin
embargo no se encontraron diferencias significativas (P>0.129) entre la carne sin inoculo y la
camne fermentada (Tabla 15). En la Tabla 23 se presentan las ecuaciones de regresion y

coeficientes de determinacion (R”) entre la poblacion de enterobacterias contra el tiempo.

Log ufc/g

@ Lactobacillus alimentarius & Staphylococcus carnosus ®Camne sin inoculo

Fig. 16 Poblacion de Enterobacteriaceae a 4°C*.
* Cada punio es el promedio de dos mediciones y las desviaciones estindar se encuentran en un rango de 0.032-0.281.

Cabe mencionar que el efecto conservador de la fermentacion lactica se debe a la reduccion
en el pH de la came, al 4cido lactico en su forma no disociada y a la competencia por el
sustrato disponible entre las bacterias lacticas y la demas flora microbiana de la carne. En
este sentido se tiene una polémica sobre la importancia de cada uno de estos aspectos

(Smulders y col., 1986).
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Se puede mencionar que tal vez la reduccion en el pH y la competencia por el sustrato
sean las que esten ejerciendo el efecto inhibitorio sobre el crecimiento de las
Enterobacteriaceae debido a que la cantidad de acido lactico se reduce conforme transcurre

la fermentacion (seccion 6.2.1).

A 19°C se reduce el crecimiento de Enterobacteriaceae (Fig. 17) a partir de las 24 horas en
1.5-2.5 ciclos logaritmicos, esto significo una reduccion aproximada del 20%. Con respecto
al moculo se encontraron diferencias significativas ( P<0.0001) entre la carne sin indculo y la
came fermentada con Lactobacillus alimentarius y con Staphylococcus carnosus, siendo

este ultimo inoculo el mas eficiente en la reduccion de las poblaciones de enterobacterias.

@ Lactobacillus alimentarius Staphvlococcus carnosus M Carne sin inoculo

Fig. 17 Poblacion de Enterobacteriaceae 19°C*.

* Cada punto es el promedio de dos mediciones y las desviaciones estandar se encuentran en un rango de 0.032-0.281.
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6.4 ACTIVIDAD PROTEOLITICA Y LIPOLITICA EN CARNE

6.3.1 Degradacion de proteinas

Un aspecto importante en la calidad de carne es la degradacion proteolitica. Como se
menciono en la seccion 4.2.1 existe una polémica en el sentido de determinar si existe
actividad proteolitica de las bacterias lacticas sobre las proteinas miofibrilares de la carne.
Mientras algunos autores mencionan que si se tiene efecto de las bacterias lacticas sobre las
proteinas miofibrilares otros concluyer que no se tiene actividad importante (Toldra y

Etherington, 1988; Klement y col., 1974).

Para determinar la actividad proteolitica se extrajeron las proteinas miofibrilares contractiles
mayores actina y miosina utilizando soluciones salinas de diferentes fuerza ionica (Flores y
Bernell, 1984) como se menciono en la seccion 54 1. A partir de los marcadores de
proteinas conocidas se obtuvo la curva patron: y = 5918.36 x - 418605 .82, R* = 0.9527

donde y es el peso molecular de la proteina en Da y x es el tiempo de retencion.

Como se observa en las Fig. 18 v 19 la tendencia para ambas temperaturas fue similar. Se
detecto a fas 96 horas de almacenamiento la formacion de tres péptidos a partir de la cadena
de miosina pesada, mientras que no se obtuvo proteolisis evidente sobre la molécula de

actina entre la muestra control y las muestras fermentadas.

A 4°C se observo a las 48 horas de almacenamiento los picos correspondientes a la molécula
de miosina pesada y actina, con un peso molecular de 205 kDa y 45 kDa respectivamente
(Flores vy Bernell, 1984) A partir de las 96 horas de almacenamiento se observo la
degradacion de la cadena de miosina pesada formandose tres péptidos con un peso

molecular en un intervalo de 144,800-210,000 Da.

Estos mismos resultados los han reportado Porzio y Pearson (1975) quienes mencionan que

puede tratarse de meromiosina pesada, meromiosina ligera y premeromiosina.
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Para las muestras almacenadas a 19°C se observo el mismo comportamiento, es decir a las
96 horas de almacenamiento no se detecta degradacion evidente de actina, mientras que la
molécula de miosina pesada presenta la formacion de tres péptidos con un intervalo de peso

molecular de 173,800-233,600 Da.
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albumina de huevo, c:albimina bovina, d: 3-galactosidasa, e: miosina.
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6.3.1 Analisis de acidos grasos de cadena larga

Algunos autores sefialan que la formacion acidos grasos libres es el resultado de la hidrolisis
de fosfolipidos, aunque también se sabe que debido a la actividad lipolitica se producen
acidos grasos libres a partir de triglicéridos (Montilva y col., 1993). La formacion de acidos
grasos libres hace que la carne sea mas susceptible a la oxidacion, en el caso de carne fresca
es una caracteristica indeseable mientras que en productos carnicos fermentados ocasionan
reacciones posteriores que dan origen a compuestos volatiles proporcionando el sabor

caracteristico a las carnes fermentadas (Montilva y col., 1993).

Para evaluar la actividad lipolitica que presenta la carne fermentada se realiz6 un
seguimiento por cromatografia de gases de la formacion de acidos grasos conforme
transcurre el tiempo de fermentacion. En las Tablas 8 y 9 se muestra la concentracion de
acidos grasos de cadena larga durante el almacenamiento. La tendencia en general fue
aumentar la cantidad de acidos grasos libres a las dos temperaturas estudiadas. A 19°C se
obtuvieron valores mayores de concentraciones de acidos grasos libres en comparacion con

4°C.

Se puede mencionar que los acidos miristico, estearico, linoleico y palmitico son los que se
generan en la carne fermentada con Staphylococcus carnosus alcanzandose a las 96 horas de
almacenamiento valores de 1582, 157, 1025, 716 mg/100 g de carne y la carne
fermentada con Lactobacillus alimentarius valores de 1314, 1712, 1604 y 104 6 mg/g de
carne respectivamente, para la temperatura de 4°C, mientras que en la carne sin inoculo se

obtuvieron valores de 120.2, 97 8, 79.6 y 97.8 mg/g de carne respectivamente.

Esta misma tendencia se observd en la carne almacenada a 19°C se obtuvo para carne
fermentada con Lactobacillus alimentarius valores de 345.28, 1704y 345.2, 170.4, 8356 y
591.2 mg/ 100 g para el acido miristico, estearico, linolénico y palmitico respectivamente a
las 96 horas de almacenamiento. Para la carne fermentada con Staphylococcus carnosus se

obtuvieron valores de 205.5, 246.0, 508.6 v 312.6 mg/ 100 g respectivamente. Con
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respecto a la temperatura en carne sin inoculo, se obtuvieron valores de 197.0, 170.4,

28842 v 170.4 mg/ 100 g de carne respectivamente.

Estos resultados concuerdan lo reportado por Montilva y col., (1993) en el sentido de que se

generan cantidades mayores de acidos miristico, linoleico u oleico en carne fermentada.

Cabe destacar que al comparar los diferentes tratamientos, la carne fermentada con

Lactobacillus alimentarius present6 la mayor generacion de acidos grasos libres.

Tabla 8 Concentracion de los acidos grasos de cadena larga en carne de cerdo almacenada

a temperatura de 4°C.

Tratamiento Tiempo Concentracion de los acidos grasos libres
(h) (mg/100 g de carne)
Miristico | Palmitico | Estedrico Oleico Linoleico | Linolénico

Carne fermentada 0 253 374 292 76.4 57.8 40.8
L. alimentarius 48 62.4 15.6 77.2 52.62 95.3 33.1
96 131.4 104.6 171.2 92.62 160.4 75.4
Carne fermentada 0 253 374 292 76.4 378 40.8
S. carnosus 48 31.8 39.0 85.0 39.8 85.0 294
96 158.2 71.6 157.0 65.8 102.5 65.1
Carne sin inoculo 0 253 37.4 29.2 76.4 57.8 40.8
48 40.2 47 .4 70.8 23.2 135.6 50.2
96 120.2 80.8 97.8 78.88 79.6 65.1
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Tabla 9 Concentracion de los acidos grasos de cadena larga en carne de cerdo almacenada

a temperatura de 19°C.

Tratamiento Tiempo Concentracion de los dcidos grasos libres
(h) (mg/100 g de carne)
Miristico | Palmitico | Estearico Oleico Linoleico | Linolénico
Carne fermentada 0 253 37.4 29.2 76.4 578 40.8
L. alimentarius 48 157.8 126.88 112.6 151.5 175.8 754.0
96 345.28 591.2 170.4 751.0 397.0 835.6
Carne fermentada 0 253 37.4 292 76.4 57.8 40.8
S. carnosus 48 974 117.7 84.6 170.4 197.4 397.0
96 20535 3126 246.0 3704 305.2 508.6
Carne sin indculo 0 253 374 292 76.4 57.8 40.8
18 78.88 71.2 112.6 91.2 157.8 2254
96 197.0 197.0 170.4 130.2 192.2 288.42
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6.4 Analisis de formacion de acido lactico y acético

Debido a que durante la cuantificacion de la acidez total titulable (ATT) se obtuvo una
reduccion en el porcentaje de acido lactico (seccion 6.2.1) se evalud la concentracion de
acidos lactico y acético por cromatografia de gases. La Tabla 25 muestra la concentracion
de acidos lactico y acético. En las figuras 20 y 21 se observa la tendencia a disminuir la
cantidad de acido lactico conforme transcurre el tiempo de fermentacion. Estos mismos
resultados los reportan Borch v Agerhem, (1992) y Nychas y Arkoudelos, (1990). Refieren
estos autores una reduccion en la concentracion de acido lactico acompafnado de un
incremento en la concentracion de acido acético. A este respecto mencionan varias
posibilidades que pueden provocar este posible cambio en el patron de fermentacion en la
carne. La disponibilidad de sustrato, en este caso la glucosa, la concentracion de oxigeno,
la concentracion de lactato deshidrogenasa, NADH peroxidasa, lactato oxidasa o piruvato
oxidasa son factores que pueden influenciar la transformacion de lactato o piruvato hacia

acetato.

Como se muestra en la Fig. 20 a 4°C se tuvo aumento en la cantidad de acido lactico hasta
las 48 horas de fermentacion hasta valores de 2.86 mg/g de carne en la muestra sin inoculo y
411 v 425 mg/g de carne para la muestra fermentada con Lactobacillus alimentarius y
Staphylococcus carnosus respectivamente. A las 96 horas de almacenamiento se detecto
una reduccion en la concentracion en 1.98 mg/g de carne para la muestra sin inoculo y 2.78
y 288 mg/g de carne para la carne fermentada con Lactobacillus alimentarius y

Staphylococcus carnosus respectivamente,

A 19°C se obtuvo una mayor produccion de acido lactico presentandose también un
incremento de la concentracion de acido lactico al tiempo de 48 horas en 3.44 mg/g de carne
para la muestra sin indculo y 5.93 y 6.24 mg/g de carne para la carne fermentada con

Lactobacillus alimentarius y Staphylococcus carnosus, respectivamente. Posteriormente
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Fig. 20 Perfil de formacion de acido lactico a 4°C.

a las 96 horas de almacenamiento se obtuvo una reduccion en la concentracion de acido
lactico a un valor de 3.10 mg/g de carne para la came sin inoculo. Con respecto a la camne
fermentada con Lactobacillus alimentarius se obtuvo una reduccion en la concentracion de
acido lactico a 5.12 mg/g de carne y de la carne fermentada con Staphylococcus carnosus se

obtuvo una reduccion de 4.85 mg/g de came.

Es importante mencionar que para ambas temperaturas la cepa que produjo mayor
concentracion de acido lactico fue la de Staphylococcus carnosus y por lo tanto fue las mas
eficiente para los fines de conservacion de la came, ya que se busca tener una alta tasa de
produccion de acido lactico, para de esta forma inhibir lo mas rapido posible el crecimiento

de microorganismos que descomponen la carne (Guerrero y Taylor, 1994).
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Fig. 21 Perfil de formacion de acido lactico a 19°C.

Como se observa en la Fig. 22 y 23 la tendencia en la concentracion de acido acético fue
aumentar conforme transcurre el tiempo de fermentacion, lo que concuerda con lo obtenido

por autores como Borch y Agerhem (1992) y Nychas y Arkoudelos (1990).

Con respecto a la temperatura de almacenamiento a 4°C se observé un incremento
constante en la concentracion de icido acético hasta valores de 2.17 mg/g de came para la
muestra sin inoculo y de 2.51 y 2.44 mg/g de came para la muestras fermentadas con
Lactobaciilus alimentarius y Staphylococcus carnosus, respectivamente. Estos resultados
permitirian explicar la tendencia de reduccion de pH que se observa en la Fig. 4. Es decir a
partir de las 72 horas se observé una tendencia constante a la reduccion de pH, lo que puede
deberse a que atun cuando la concentracion de acido lactico disminuye la cantidad de acido

acético se incrementa, lo que puede provocar la disminucion global del pH.
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Fig. 22 Perfil de formacion de acido acético a 4°C.

A 19°C se observo el mismos aumento en la cantidad de acido acético, a las 48 de
almacenamiento se produjeron 1.53 mg/g de carne para la muestras sin indculo y de 1.49y
1.59 mg/g de carne para la muestra fermentada con Lactobacillus alimentarius y
Staphylococcus carnosus, respectivamente. A las 96 horas de fermentacion se obtuvo una
concentracion de acido acético de 2.67 mg/g de carne control y de 2.9 y 3.1 mg/g de carne
para las muestras fermentadas con Lactobacillus alimentarius y Staphylococcus carnosus,

respectivamente.
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Fig. 23 Perfil de formacion de acido acético a 19°C.
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7. CONCLUSIONES

*Con Staphylococcus carnosus se obtuvo el mas alto incremento de acidez total titulable
(ATT) y reduccidon de pH en ambas temperaturas probadas debido a la actividad metabdlica

de esta bacterias lactica que produjo concentraciones mayores de acido lactico.

*El color presenta un cambio significativo (P< 0.0001) en las muestras de carne fermentada
con Staphylococcus carnosus y Lactobacillus alimentarius para la carne almacenada a 19°C,

lo cual no se obtuvo en la carne almacenada a temperatura de 4°C.

*Los analisis de la prueba de compresion no mostraron un cambio significativo (P>0.73)
para la carne almacenada a 4°C, mientras que la carne almacenada a 19°C si hubo un efecto
significativo (P<0.010) con respecto a la carne no inoculada, siendo la carne fermentada con
Staphylococcus carnosus la que provocdé mayor incremento en la dureza, debido
posiblemente a la reduccién en la capacidad de retencion de agua que produce una carne

mas seca y mas dura.

* La capacidad de retencion de agua disminuyo significativamente (P<0.0001) en las
muestras de carne fermentadas y almacenadas 19°C. Este comportamiento no se presento
en la carne almacenda a temperatura de 4°C. Esto puede ser explicado debido a que la CRA
depende del pH y en la carne fermentada y almacenda a 19°C se produjo una mayor

reduccion del pH que provoco a su vez una reduccion significativa de la CRA.

* Se encontro una reduccion significativa (P<0.0001) en la cuenta de Enterobacteriaceae en
la carne almacenada a 19°C entre la muestra fermentada y el control, siendo el indculo de
Staphylococcus carnosus mas eficiente en tal reduccidon de las poblaciones de
Enterobacteriaceae en valores de 1.5-2.5 ciclos logaritmicos. A la temperatura de 4°C se
encontro reduccion en la cuenta de de Enterobacteriaceae a partir de las 72 horas de

almacenamiento.

87 UAM-Iztapalapa



Conclusiones

* Con respecto a la cuenta de bacterias lacticas se encontré efecto significativo (P<0.0001)
de la temperatura de almacenamiento, siendo mayor el crecimiento a la temperatura de 19°C
en comparacion con la temperatura de 4°C. A 19°C se obtuvo crecimiento constante hasta
las 48 horas, mientras que a partir de las 72 horas las poblaciones disminuyen. A 4°C se
obtuvo crecimiento constante hasta las 24 horas de almacenamiento y posteriormente se
observo reduccion en las cuentas de bacterias lacticas. Por la prueba de Duncan no se
encontraron diferencias en el crecimiento de bacterias lacticas entre las muestras fermentadas

con Stpahylococcus carnosus y Lactobacillus alimentarius para ambas temperaturas.

* Con respecto a la actividad proteolitica los resultados obtenidos por electroforesis de
poliacrilamida (SDS) muestran que las cepas utilizadas de Staphylococcus carnosus 'y
Lactobacillus alimentarius no presentaron actividad proteolitica evidente sobre la molécula
de actina, mientras que en miosina pesada se generaron tres péptidos, que pueden tratarse de
meromiosina pesada, meromiosina ligera y premeromiosina con un rango de peso molecular

de 145,000-210,000 Da.

* La produccion de acido lactico disminuye conforme transcurre el tiempo de fermentacion
mientras que la concentracion de acido acético se incrementa, lo que sugiere que el patron
de fermentacion posiblemente cambie de una fermentacion homolactica hacia una
fermentacion heterolactica. Es importante mencionar que en la poblacion nativa de la carne
también pueden encontrarse bacterias lacticas heterofermentativas, que pueden predominar

al final del tiempo de almacenamiento e influir en el patron de fermentacion.

* Se encontré generacion de acido grasos libres conforme transcurre el tiempo de
fermentacion, produciéndose principalmente 4cidos miristico, estearico y linoléico.

Lactobacillus alimentarius present6 la mayor generacion de acidos grasos libres.

Finalmente es importante mencionar que con la aplicacion de la fermentacion lactica como
método de bioconservacidn se ven afectadas propiedades funcionales como el color, textura,

y la capacidad de retencion de agua, sin embargo se mejora la calidad sanitaria de la carne al
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reducirse las cuentas de microorganismos indicadores de descomposicidon como las
enterobacterias. Por lo anterior la carne sometida a fermentacion probablemente no sea
totalmente aceptada por los consumidores debido a que no presente caracteristicas
sensoriales agradables, sin embargo puede ser utilizada para la elaboracion de productos
carnicos procesados, donde la calidad microbiologica es uno de los factores mas
importantes, queda latente la posibilidad de estudios de reducion de las concentraciones de

conservadores quimicos en carnes, sustituyéndolos por métodos de bioconservacion.
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Anexo I

Tabla 10 Analisis estadistico de pH.

Fuente de variacion P>F Comparacion multiple de medias (por prueba
de Duncan)*
TEMPERATURA 0.0001
Temperatura = 4°C :
Indculo 0.0001 Lactobacillus alimentarius 6.346 A
Staphylococcus carnosus 6.042 A
Sin indculo 6.110 B
Tiempo (h) 0.0001
0 6.361 B
24 6.363 A
48 6.152 B
72 6.081 B
96 5.873 C
Temperatura = 19°C
Inoculo 0.0001 Lactobacillus alimentarius 5329 B
Staphylococcus carnosus 5.187 B
Sin mnoculo 6.154 A
Tiempo (h) 0.0001
0 6.106 A
24 5.538 B
48 5.492 BC
72 5.368 B C
96 5.281 C

*Letras.iguales no son significativamente diferentes.
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Anexo I

Tabla 11 Analisis estadistico de la acidez total titulable (% acido lactico).

Fuente de variacion P>F Comparacion multiple de medias (por prueba
de Duncan)*
TEMPERATURA 0.0001
Temperatura 4°C ?
Indculo 0.7393 Lactobacillus alimentarius 1.2864 A
Staphyiococcus carnosus 1.3035 A
Sin inéculo 1.2785 A
Tiempo (h) 0.0001
0 1.1323 C
24 1.4037 A
48 1.2928 B
72 1.3030 B
96 13156 B
Temperatura - 19°C
Inoculo 0.0001 Lactobacillus alimentarius 1.551 A
Staphylococcus carnosus 1.6057 A
Sin indeulo 1.320 B
Tiempo (h) 0.0001
0 1.271 C
24 1.676 A
48 1.5147 B
72 1.5248 B
96 1.474 B

*Letras iguales no son significativamente diferentes.
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Anexo 1

Tabla 12 Analisis estadistico de la diferencia total de color (AE).

Fuente de variacion P>F Comparacion multiple de medias (por prueba
de Duncan)*
TEMPERATURA 0.0001
Temperatura - 4°C :
[noculo 0.7301 Lactobacillus alimentarius 94.498 A
Staphylococcus carnosus 91.438 A
Sin indcuto 90.368 A
Triempo (h) (.0001
] 178.387 E
24 184.167 D
48 92.012 C
72 99.805 B
96 106.137 A
Temperatura = 19°C
Inoculo 0.0001 Lactobactilus aiimentarius 199.164 A
Staphylococcus carnosus 1101.202 A
Sin inéculo 91.681 B
Tiempo (h) 0.0001
0 78.387 D
24 92.120 C
48 101.352 B
72 105.961 A
96 108.924 A

*Letras iguales no son significativamente diferentes.
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Anexo 1

Tabla 13 Analisis estadistico de la textura (por compresion ) (N).

Fuente de variacion P>F Comparacion multiple de medias (por prueba
de Duncan)*
TEMPERATURA 0.0319
Temperatura - 4°C :
Inoculo 0.7388 Lactobacilius alimentarius 9841 A
Staphviococcus carnosus 9.848 A
Sin tnoculo 9.810 A
Tiempo (h) 0.1085
0 9.767 B
24 9.813 B A
48 9.798 BoA
72 9.841 B A
96 9.945 A
Temperatura = 19°C
[noculo 0.010 Lactobacillus alimentarius 9973 A
Staphylococcus carnosus 9.941 A
Sin inoculo 9.796 B
Tiempo (h) 0.0035
0 9.767 B
24 9.804 B
48 9921 B A
72 9.998 A
96 10.028 A

*Letras iguales no son significativamente diferentes.
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Anexo I

Tabla 14 Analisis estadistico de la poblacion de bacterias lacticas (ufc/g).

Fuente de variacién P>F Comparaciéon miltiple de medias (por prueba
de Duncan*
TEMPERATURA 0.0001
Temperatura = 4°C :
[noculo 0.0007 Lacrobacillus aiimentarius 5.001 A
Staphylococcus carnosus 4.959 A
Sin inoculo 4.350 B
Tiempo (h) 0.0734
0 4.407 B
24 4.994 A
48 4.940 A
72 4.798 B A
96 4711 B A

Temperatura - 19°C

Inocuto 0.010 Lactobacillus alimentarius 7.273 A
Staphylococcus carnosus 7.225 A
Sin indculo 5.887 B

Tiempo (h) 0.0035

0 4.407 C
24 6.784 B
48 7.707 A
72 7.818 A
96 7.258 B A

*Letras 1guales no son significativamente diferentes.
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Anexo [

Tabla 15 Analisis estadistico de la poblacion de Enterobacteriaceae (ufc/g).

Fuente de variacion P>F Comparacion miltiple de medias (por prueba
de Duncan)*
TEMPERATURA (.0001
Temperatura = 4°C ?
Inoculo 0.1295 Lactobacillus alimentarius 2.857 A
Staphyiococcus carnosus 2.873 A
Sin inoculo 2992 A
Tiempo (h) 0.0734
0 2.499 C
24 2.703 B
48 3.128 A
72 3.120 A
96 3.087 A
Temperatura - 19°C
[noculo 0.010 Lactobacilius alimentarius 4.144 B
Staphviococcus carnosus 4.095 B
Sin indeulo 4.982 A
Tiempo (h) 0.0035
0 3.299 C
24 4.481 B
48 4.619 B A
72 4.718 B A
926 4918 A

*Letras iguales no son significativamente diferentes.
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Anexo |

Tabla 16 Analisis estadistico para la capacidad de retencion de agua (ml de solucion de

NaCl 0 6 N retenida/5 g de carne).

Fuente de variacion P>F Comparacion multiple de medias (por prueba
de Duncan)*
TEMPERATURA 0.0001
Temperatura = 4°C X

Indculo 0.0421 Lactobacillus alimentarius 1.550 A
Staphylococcus carnosus 1.500 A
Sin inéculo 1.670 B

Tiempo (h) 0.0086
O 1.800 C
24 1.650 B
48 1.500 A
72 1.500 A
96 1.416 A
Temperatura = 19°C

Inoculo 0.0076 Lactobacilius alimentarius 0.066 B
Staphyviococcus carnosus -0.016 B
Sin inéculo 1.400 A

Tiempo (h) 0.0242 0000

0 1.833 C
24 0.800 B
48 0.150 B A
72 0.033 B A
96 0.083 A

*Letras iguales no son significativamente diferentes.
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Tabla 17 Ecuaciones de regresion y coeficientes de determinacion (r*) para pH.

TRATAMIENTO ECUACION R?
Cambios en el pH de la carne de cerdo almacenada a 4°C
Came termentada con Lactobacillus alimentarius Y = -0.0231x° ~ 0.0209x ~ 6.5377 0.9523
Carne fermentada con Staphylococcus carnosus Y = -0.0331x3- 0.0182x - 6.46 0.9442
Came sin noculo Y o - 0.0437% - 6.2413 0.9459
Cambios ¢n el pH de la carne de cerdo almacenada a 19°C
Carne termentada con Lactobactllus alimentarius Y = 0.1185% - 1.0049x - 7.039 0.9043
Carne fermentada con Staphylococcus carnosus Y = 0.0894%° - 0.7604x ~ 6.485 0.939
Carne sin moculo Yo -0.0174%" - 0.0762x - 6.1158 0.9567
Y~ pH: x = iempo (h)
Tabla 18 Ecuaciones de regresion y coeficientes de determinacion (r*) para ATT.
TRATAMIENTO ECUACION R’
Cambios en la acidez total de la carne de cerdo almacenada a 4°C
Carne termentada con Lactobaciiius alimentarius Y = 0.0436x° - 0.399x° ~1.087x - 0.4602 0.8158
Camne termentada con Staphylococcus carnosus Y 0.0452x%° - 0.4428x% - 1.3165 0.7371
Carne sin moculo Y = 0.0452x* - 0.2801x - 0.8908 0.9548
Cambios cn la acidez total de la carne de cerdo almacenada a 19°C
Carne fermentada con Lactobacillus alimentarius Y = 0.053% - 0.5097x% ~ 1.4674x - 0.3757 0.6185
Came fermentada con Staphylococcus carnosus Y = 0.0505% - 0.5043%% ~ 1.475% ~ 0.4545 0.6921
Came sin inoculo Y = 0.023x° - 0.2881x" - 1.0983x ~ 0.1814 |  0.8588

v

= acidez total titulable (%), x = tiempo (h)
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Tabla 19 Ecuaciones de regresion y coeficientes de determinacion (r*) para la CRA.

TRATAMIENTO ECUACION R?

Cambios en la CRA de la carne de cerdo almacenada a 4°C

Came fermentada con Lactobaciilus alimentarius Y o 0.017x°- 0.212x - 1.99 0917
Came termentada con Staphylococcus carnosus Y = 0.0286x - 0.281x ~ 2.03 09133
e SIT INGe = 0. X -0.145x ~ 1.95

Carne sin inoculo Y 3.0143x"-0.145x + 1.9 0.9037

Cambios en ia CRA de la carne de cerdo almacenada a 19°C

Camne fermentada con Lactobacillus alimentarius V= 0.257x% - 2.142x - 3.68 0.987
Camne fermentada con Staphylococcus carnosus Y = 0307 - 2.462% - 3.99 0.981
Came sm moculo Y = 0.0143x° - 0.145x - 1.96 07518

Y- CRA:x  tiempo (h)

Tabla 20 Ecuaciones de regresion y coeficientes de determinacion (r°) para el color.

TRATAMIENTO ECUACION R?

Cambios en el color de la carne de cerdo almacenada a 4°C

Came termentada con Lactobacillus alimentarius Y = 18.87Ln(x) ~ 76.429 0.9682
Came termentada con Staphviococcus carnosus Y - 18.469Ln(x) - 73 754 0.8425
Came sin moculo Y = 14.083La(x) - 76.904 0.9571

Cambios en el color de la carne de cerdo almacenada a 19°C

Carne termentada con Lactobacillus alimentarius Y = 22.67Ln(x) ~ 77.518 09814
Carne fermentada con Staphylococcus carnosus Y = 21.563Ln(x) - 80.555 0.9696
Carne sin inoculo Y = 14.057Ln(x) - 78.239 0.9487

Y = color : x = tiempo (h)
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Tabla 21 Ecuaciones de regresion y coeficientes de determinacion (r?) para la textura.

TRATAMIENTO ECUACION R?

Cambios ¢n la textura de la carne de cerdo almacenada a 4°C

Came termentada con Lactobacillus alimentarius Y = 0.009x" - 0.013x ~ 9.775 0.9911
Camne fermentada con Staphylococcus carnosus Y = 0.0148x% - 0.0416x - 9.8102 0.8749
Carne sin inoculo Y = 0.0093%% - 0.0375x - 9.7926 0.9845

Cambios en la texturade la carne de cerdo almacenada a 19°C

Came termentada con Lactobacilius alimentarius Vo= - 0.0214x7 ¢ 0.2184x - 9.554 0.9536
Camne fermentada con Staphyilococcus carnosus Y - 0.0085x% - 10.1283x + 9.6996 0.9815
Came sin inoculo Y = 0.0121x° - 0.0437x - 9.7964 0.9881

Y = textura . X tiempo (h)

Tabla 22 Ecuaciones de regresion y coeficientes de determinacion (r*) para las poblaciones

de bacterias lacticas.

TRATAMIENTO ECUACION R’

Bacterias lacticas de la carne de cerdo almacenada a 4°C

Carne fermentada con Lactobacilius alimentarius Y = -0.0727x* - 0.7729x" - 2.44x - 2.955 0.9633
Came fermentada con Staphviococcus carnosus Y = 0.081x°-0.87%" - 2.738x - 2.703 0.9976
Came sin moculo Y -0.0304x -~ 0.315x7 - 0.987x - 5.247 09516

Bacterias lacticas de la carne de cerdo almacenada a 19°C

Came fermentada con Lactobacillus alimentarius Y = -0.5944x" - 4306x - 1.024 0.9974
Came termentada con Staphylococcus carnosus Y = -0.5948x" - 4.2878x - 1.161 0.9648
Carne sin inoculo Y = 1.435Ln(x) - 4.544 0.9599

Y = bacterias lacticas (ufc/g) , x = tiempo (h)
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Tabla 23 Ecuaciones de regresion v coeficientes de determinacion (r°) para las poblaciones

de Lnterobacteriaceae.

TRATAMIENTO ECUACION R?

Enterobacterias de la carne de cerdo almacenada a 4°C

Came fermentada con Lactobacillus alimentarius Y = 0.103%° - 1.042%* - 3.367x ~ 0.8876 0.9851
Carne fermentada von Staphylococcus carnosus Y = -0.0666x - 0.667* ~2.276x - 1.6322 0.997
Camne sin moculo Y o= -0.023%% - 0.362x% - 2.179x + 2.179 0.9829

Enterobacterias de la carne de cerdo almacenada a 19°C

Carne termentada con Lactobacillus alimentarius Y - -0.0214%° - 0.128x7 - 0.0009x - 2.42 0.9186
Carne termentada con Staphylococcus carnosus Y =-0.0349% - 0.2296x" - 0.1985x - 2.52 0.8758
Carne sin moculo Y -0.0234x - 0.3622x - 2.1794 0.9829

Y - Enterobacterias (ufc g) : tiempo (h)
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Anexolll

PREPARACION DE LA CURVA PATRON DE ACIDO LACTICO Y ACETICO.

Para la obtencion de la curva patron de acido lactico y acético, se utilizaron 50, 100 y 150
microlitros de acido lactico (Baker, E.U.) v acético (Reasol, México) en forma individual,
los cuales se llevaron a un volumen de 10 ml con agua destilada. A partir de esta solucion se
tomaron 2 ml de cada uno y se metilaron segun la técnica mencionada en la seccion 5.5, Se

invectaron en el cromatografo de gases 5 microlitros de la mezcla.

Tabla 24. Areas obtenidas de acido lactico y acético a diferentes concentraciones.

Acido Concentracion Area
(microlitros/mi) (unidades de area)
Lictico 5 2837287
Lactico 10 6558303
Lictico 15 8852335
Acético 5 13767007
Acético 10 24268657
Acético 15 41163350

A partir de los datos anteriores se realizo un ajuste de regresion en Excel 4 0, obteniéndose

las curvas patron que se muestran en las Fig. 24 y 25.
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Area (unidades de area)

Area (unidades de area)

Concentracion de acido ketlco {(mloroiitros/ml)

o Acko lctico Lineal (Acido kctico) |

Fig. 24 Curva patrdn para acido lactico.

10 15

Concentracion de dcido acético (microlitros/ml)

e Acido acético Lineal (Acido acético) |

Fig. 25 Curva patrén para acido acético.
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AnexolV

CURVA PATRON PARA LA DETERMINACION DE ACIDOS GRASOS DE
CADENA LARGA.

Para la obtencion de la curva patron de los acidos grasos de cadena larga se utilizo una
mezcla de estandares de referencia de metil esteres SIGMA AOCS No. 6, 0-7631 (Sigma
Chemical, St. Louis, E.U.) de acidos miristico 14:0 + palmitico 16:0 + palmitoleico 16:1 +
estearico 18:0 + oleico 18:2 + linolénico 183 En esta mezcla de acido grasos se
adicionaron 100 ul de hexano. A partir de esta solucion se inyectaron en el cromatografo
con las condiciones referidas en la seccion 5.4 2 concentraciones de 0.2, 0.4. 0.6,08y 1 ul

El procentaje de composicion de la mezcla de acidos grasos se muestra en la Tabla 27.

Tabla 26. Composicion de los metil esteres de los acidos grasos estandares.

Acido graso Composicién de la mezcla de metil
esteres de los dcidos grasos (%)

Metil éster de acido miristico 2.0
Metil éster de 4cido palmitico 30.0

Metil éster de dcido palmitoleico

Metil éster de acido estearico 14.0
o .. L. 41.0
Metil éster de acido oléico
, .. L 7.0
Metil ester de acido linoleico
30

Metil éster de acido linolénico

De los resultados obtenidos de las areas se determinaron las curvas patron por ajuste de
regresion de Area vs Concentracion de acido grasos (mg/ul) que se muestran a

continuacion.
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Area (unidades de area)

Area (unidades de area)

10
9 -
.
>
5 - y = 1.5949x +0.9967
4 R®=09768
..
2 <
1 - : B
o : e ; ’ L £
006 0.12 018 0.24 03
Concentracién (m g/microlitro)
Fig. 26 Curva patron para acido palmitico.
16 -

y =2.5301x + 16263
R’ = 09783

2 -
0 B IR oE R : i
0.082 0.164 0.246 0.328 0.41

Concentracion (m g/microlitro)

Fig. 27 Curva patron para acido oleico.
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Area (unidades de area)

Area (unidades de area)

0.004

0.008 0.012 0.016 0.02
Concentracion (mg/microlitro)

y =1.0249x + 0.7157
R?*=09772

Fig. 28 Curva patron para acido miristico.

0.006

0.012 0.018 0.024 0.03
Concentracion (mg/microlitro)

y=05293x + 11776
R?=0.9562

Fig. 29 Curva patron para acido linolénico.
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Area (unidades de area)

Area (unidades de area)

0.028 0.042 0.056 0.07
Concentracion (mg/microlitro)

Fig. 30 Curva patron para acido linoléico.

y = 8.0745x + 4.5636
R*=09616

0.028

0.056 0.084 0112 0.14
Concentracion (mg/microlitro)

Fig. 31 Curva patron para acido estearico.
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AnexoVI

Tabla 33. Composicion del caldo MRS (Merck).

Componente g/l
Peptona de caseina 10.0
Extracto de carne 8.0
Extracto de levadura 4.0
D (+) glucosa 20.0
Fosfato de hidrogeno dipotasico 2.0
Tween 80 1.0
Citrato de hidrogeno di-amonio 2.0
Acetato de sodio 30
Sulfato de magnesio 0.2
Sulfato de manganeso 0.04

Tabla 34. Composicion del agar de bilis y rojo violeta (Bioxon).

pH final = 7.4 +-0.2

Componente a/l
Extracto de levadura 3.0
Peptona de gelatina 7.0
Mezcla de sales biliares 1.50
Lactosa 10.0
Cloruro de sodio 5.0
Agar 15.0
Rojo neutro 0.03
Cristal violeta 0.002
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