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RESUMEN 

Impléo  de  cukívos 6íoprotectore.s y níína  sohe /a cakdadmícro6íobyíca y fíícoquimíca  de carne de 
poco almacenada en condiciones de a6wo de  temperatura 



El objetivo  de  este  trabajo  fue  evaluar el efecto del empleo de cultivos  bioprotectores y nisina 

sobre  las  características  microbiológicas y fisicoquímicas  de la carne de pollo  empacada al 

vacio y almacenada  a lO"Ck2 "C durante 8 días. 

En primer término,  porciones  de  músculo Pectoralis de pollo se  inocularon por inmersión 

en una suspensión  celular  de un cultivo bioprotector ( 10sufc/mL de Lactococcus  lactis subsp 

lactis ATCC 1 1454 o Staphylococcus  carnosus MC-1-02055) o nisina (12.5mg/L) 

adicionado  con una cepa de un cultivo indicador (1 O'ufclmL de Escherichia  coli ATCC 8937, 

109ufc/mL de Pseudomonas  fluorescens C65 o 108ufc/mL de Listeria  innocua ATCC 

33090) y 2.5 o 5% de  sacarosa. Los controles  se prepararon sin la  adición  de  cultivos 

bioprotectores y nisina. Posteriormente, las  muestras se empacaron al vacío y se  almacenaron 

a lO"Ck2 "C, por 8 días,  durante  los cuales, se  enumeraron las poblaciones  de  pseudomonas, 

coliformes  totales o Listeria. Asimismo,  se  evaluó la producción de aminas  biogénicas en 

muestras  con  tratadas  con  cultivos  bioprotectores y microorganismos  indicadores (P. 

fluorescens o E. coli). En segundo término,  se  evaluó el efecto del empleo de cultivos 

bioprotectores o nisina  sobre las características fisicoquímicas, así como la producción de 

aminas  biogénicas  en la carne inoculada únicamente con cultivos  bioprotectores o nisina. 

Se  encontró  que el empleo  de cultivos bioprotectores L. lactis o S. carnosus retardaron 

significativamente (P>O.OOO 1) el  crecimiento  de microorganismos indicadores.  Cuando la 

concentración  de  sacarosa  adicionada  a los inóculos  fue de 5%, las poblaciones  promedio de 

pseudomonas  fueron reducidas en  2 y 3 log ufc/cm2, colifonnes  totales  en  log  1.5 y 1.25 

ufc/cm2 y Listeria en 3 y 0.5  log  ufc/cm2, para las muestras inoculadas  con L.  lactis o S. 

carnosus, respectivamente.  Cuando la adición  de  sacarosa  a  los  inóculos  fue  de  2.5%, la 

reducción en la población  de  microorganismos  indicadores  fue  menos  evidente  que  con 5%. 

Por otra parte, la  bacteriocina nisina se  empleó únicamente en  las  muestras  adicionadas  con 

2.5% de  sacarosa y sólo provocó una reducción significativa (P>O.OOOl) en la población  de 

Listeria. 
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Resumen 

El empleo  de  cultivos  bioprotectores y nisina disminuyó significativamente (P>O.OOOl) la 

producción  de  cadaverina y putrescina, en  las muestras inoculadas  en presencia de 

microorganismos  indicadores. 

Los resultados de los análisis  fisicoquímicos muestran que los  cultivos  bioprotectores 

redujeron  significativamente el pH ( P > O . O O O l )  y la capacidad de retención de  agua, 

especialmente  en  aquellas  muestras  inoculadas  con L. lactis. En relación  con la textura,  los 

valores  de  esfuerzo al corte mostraron una disminución  significativa ( P > O . O O O l )  durante  los 

primeros 4 días  de  almacenamiento, sin embargo, pero un incremento significativo ( P > O . O O O l )  

a los 8 días,  especialmente  en  las muestras tratadas  con L. lactis, independientemente  de la 

concentración  de  sacarosa  adicionada  a  los  inóculos. Con respecto a integridad de las proteínas 

miofibrilares,  después  de 8 días  de  almacenamiento  se  observó  degradación  de la miosina pero 

no de la actina. 

Respecto al color,  las muestras inoculadas con  cultivos  bioprotectores disminuyeron de 

manera  significativa ( P > O . O O O l )  la luminosidad y la cromaticidad.  Asimismo  presentaron 

valores significativamente mayores ( P > O . O O O l )  en la diferencia total de  color (dm. 

Es posible concluir  que la inoculación de  carne  de pollo con cultivos  bioprotectores o nisina 

incrementa la calidad  microbiológica y retarda la producción de  aminas  biogénicas.  Sin 

embargo,  las  características  fisicoquímicas,  como son la capacidad de retención de  agua, 

textura y color  pueden verse afectadas si se incrementa la concentración de sacarosa 

adicionada al inóculo. 
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36styact 

The main objective of this work was to evaluate the effect of bioprotective cultures  or nisin on 

the  microbial  and physicochemical qualities of vacuum packaged chicken meat stored at 

10°C+2 "C during 8 days. 

First, portions of chicken breast were inoculated by immersion in a cell suspension of 

bioprotector culture (108cfdmL of Lactococcus  lactis subs. lactis ATCC 1 1454 or 

Staphylococcus carnosus MC-1-02055) or nisin (12.5 mg/L) added with an indicator strain 

(1  Oscfu/mL of Escherichia  coli ATCC 8937,  1 09cfu/mL of Pseudomonas fluoresens C65 or 

10'cfdmL of Listeria innocua ATCC 33090) respectively, and 2.5 or 5% o f  sucrose. 

Controls  were  prepared as before but without  addition of bioprotective cultures.  Samples were 

vacuum packaged and stored at 10°C for 8 days, and analyzed for pseudomonads, total 

coliform  or Listeria populations.  Afterwards, biogenic amine  formation  was  evaluated  for 

samples  inoculated with bioprotective cultures  or nisin mixed with P. fluorescens or E. 
coli. Finally, changes  on the physicochemical qualities and amines  production were evaluated 

in samples  inoculated only with bioprotective cultures  or nisin. 

As expected,  both bioprotective cultures L.  lactis and S. carnosus reduced (P>O.OOOl) the 

population of indicators. When 5% of sucrose was added, Pseudomonadas  populations were 

reduced in 2  and 3 log cfdcm2, while total coliforms  populations were reduced in 1.5 cfu/cm2 

and 1.25 cycles,  and Listeria in 3 and 0.5 cfdcm2 respectively. The  addition of sucrose 2.5 % 

resulted in a  lower  inhibition of microorganisms indicators. Samples treated with nisin showed 

reduction only in Listeria population when 2.5%  of sucrose was added. 

Bioprotective  cultures retarded cadaverine and putrescine  production in samples  inoculated 

with and without  indicators. Chicken meat added with 2.5%  of  sucrose inoculated with 

indicators (P,fluoresens or E. coli) and bioprotective cultures or nisin produced putrescine 

and cadaverine  levels significantly lower (P>O.OOOl) than the control samples. 
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_abstract 

Results  demonstrated that the presence of bioprotective cultures promoted a reduction 

(P>O.OOOl) in pH,  and water holding capacity, especially in samples inoculated with L. lactis. 

In relation to texture,  shear stress was reduced during the first 4 days of  storage.  Samples 

inoculated with nisin showed  similar  behavior to control samples. SDS-PAGE of miofibrillar 

proteins showed  degradation  of miosin chain in all samples,  although it was  more  evident after 

day 8 of storage, especially in samples inoculated with L. lactis. Actin did not show  signs  of 

degradation. 

Bioprotective  cultures  also produced lightness and chroma  values significantly lower 

(P>O.OOl) than  the  control, as well as higher values of AE, especially in samples inoculated 

with L. lactis. Samples treated with nisin had similar behavior values  than  control. 

It is  possible  to  conclude that meat poultry inoculation with bioprotective cultures or nisin 

increase microbial  qualities and decreased biogenic amines  production, however addition of 

bioprotective cultures may affect a physicochemical characteristics of meat like water 

holding capacity,  texture and color,  according to the percentage of carbohydrate added. 

(Key words: bioprotective  cultures, biogenic amines, lactic acid bacteria,  nisin, poultry, 

spoilage  and  pathogenic flora. ) 
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La producción y el consumo  de la carne de ave se ha incrementado considerablemente  en 

México y todo el mundo  durante  los últimos años  (Maurer, 1993; INEGI, 1998). 

Debido a  su  composición  química rica en nutrientes, a, cercano a  1 y un pH cercano  a la 

neutralidad, la carne  de pollo es muy susceptible  de ser contaminada por microorganismos 

alterantes  (Russell,  2001) y patógenos (Conner y col., 2001), sobre  todo  si las prácticas de 

sacrificio,  manipulación,  transporte y almacenamiento no son las adecuadas  (Guidolin y col., 

1998). Las pérdidas  económicas debido al deterioro de las aves  son muy cuantiosas  y  tan  solo 

en  los  Estados  Unidos  éstas van de  $300  a 600 millones  de  dólares por año (Russell,  2001). 

Además,  las  aves pueden servir como  reservorios  de una gran variedad de patógenos 

incluyendo serotipos de Salmonella,  Campylobacter  jejuni,  Listeria  monocytogenes, 

Clostridium  perfringes,  Staphylococcus  aureus (Conner y col., 2001) y Escherichia  coli 

0157:H7  (Hargis  y col., 2001). 

En términos  de seguridad alimentaria la carne de aves se encuentra  entre  los  principales 

causantes de intoxicaciones y toxiinfecciones (Aymerich y Hugas, 1998; Baird-Parker, 2000). 

En este  sentido Salmonella (no causante  de tifoidea) continua  siendo  el principal patógeno 

asociado  al  consumo  de  aves y sus derivados. Las pérdidas económicas  ocasionadas por la 

presencia de Salmonella en los alimentos  también son elevados, por ejemplo,  en  Estados 

Unidos  anualmente se pierden cerca de 1.4 billones  de dólares en  productividad  humana, 

gastos  médicos y costos  de producción (Hargis y col., 2001). Por otra  parte, la listeriosis 

también ha surgido  durante  los últimos años  como una de las  principales  enfermedades 

asociadas al consumo  de  alimentos,  siendo una de  las  enfermedades  de mayor importancia  en 

la salud pública ya que puede ocasionar  meningitis,  septicemia y abortos  (Rocourt y Cossart, 

1997).  Esto es muy grave y lo peor es que  parece  ser que la incidencia  de  enfermedades 

asociadas  a  los  alimentos crece constantemente en el mundo  debido  principalmente  a la 

producción  intensiva  de  animales, integración vertical de los procesos  de producción animal y 

prácticas asociadas  a  cambios  en los estilos  de  vida (Baird-Parker, 2000),  además  de la 

demanda  creciente por alimentos sin aditivos (Leistner y Gorris,1995) y aumento de la 

Zhzpfio de  cu&ivos 6ioprotectwer y nirriza sohe /a calídadmíwo6iofi~íca y fizkoquz’mica  de came de 
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población  inmunocomprometida y finalmente la globalización en el abasto  de los alimentos 

(Rocourt y Cossart,  1997; Baird-Parker, 2000). 

Para incrementar la vida útil de la carne de pollo se ha recurrido al empleo  de refrigeración 

(Aymerich y Hugas,  1998;  Guidolin y col., 1998; Russell, 2001). Sin  embargo,  en  muchas 

ocasiones la temperatura en los refrigeradores tanto comerciales  como  domésticos  se 

encuentra  por  arriba  de los 10°C (Montville y Winkowski, 1997),  lo cual favorece el 

desarrollo de microorganismos patógenos y  causantes  de deterioro (Guidolin y col.,  1998). De 

ahí la necesidad  de buscar métodos  complementarios  a la refrigeración que al mismo  tiempo 

satisfagan  las  demandas  actuales  del  consumidor. En este  sentido,  cada  día  aumenta la 

demanda  de  alimentos  más  sanos, seguros, sin  conservadores y con  tratamientos  suaves  como 

la refrigeración o congelación.  Una alternativa segura para incrementar la calidad 

microbiológica y la vida útil de la carne, tanto en refrigeración como en condiciones de abuso 

de  temperatura es mediante el empleo de la biopreservación. Este  método  consiste en 

adicionar  a la carne  cultivos bioprotectores tales  como bacterias lácticas productoras y no 

productoras  de  bacteriocinas, bacteriocinas purificadas o sus  extractos  (McMullen y Stiles, 

1996; Liicke, 2000). 

Los cultivos  bioprotectores podrían controlar el desarrollo de la microflora patógena o 

causante  de  deterioro así como la aparición  de  sus productos de  degradación incluyendo las 

aminas  biogénicas,  mediante la producción de  ácidos orgánicos, peróxido  de  hidrógeno y 

bacteriocinas,  entre  otros  compuestos; así como por la disminución  del potencial redox y la 

competencia por nutrientes (McMullen y Stiles, 1996, Guidolin y col.,  1998 y Liicke, 2000). 

Existen  muchos  estudios  de la aplicación  de  cultivos bioprotectores y bacteriocinas para 

controlar la calidad microbiológica de  la carne (McMullen y Stiles, 1996; Aymerich y Hugas, 

1998;  Hugas,  1998; Bredholt y col.,  1999; Mahadeo y Tatini,  1994; y Liicke, 2000), pero 

muy pocos  son  aquellos  estudios integrales en los que  además  de  analizar la acción de los 

cultivos  bioprotectores o bacteriocinas contra  microorganismos  de interés, también  se  analice 

su efecto  sobre  las  características  de calidad de la carne (Guidolin y col.,  1998). Por lo que en 

este  trabajo  se  estudiará el efecto  de  cultivos  bioprotectores o nisina sobre  ambos  parametros. 
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Durante mucho  tiempo, el empleo  de  cultivos bioprotectores entre  las  que  se  encuentran las 

bacterias lácticas ha  demostrado ser una manera segura para conservar  una gran variedad de 

alimentos incluyendo carne y leche, generando con ello cambios  deseables en  las 

características  sensoriales  (Vandenvergh, 1993; Montville y Winkowsky, 1997 y Caplice y 

col., 1999). Por otra parte, la carne de pollo es un alimento muy perecedero (Russell, 2001) y 

uno de  los  principales  alimentos  causantes  de  toxiinfecciones  e  infecciones  alimentarias 

(Guidolin, 1998 y Conner y col., 2001), si se tiene en cuenta la demanda  creciente por los 

alimentos  mínimamente procesados y libres de  aditivos (Leistner y Gorris, 1995), resulta de 

vital importancia el estudio del empleo de la biopreservación como una alternativa segura 

para aumentar la vida  de  anaquel y la seguridad microbiológica de  la  carne  de pollo 

almacenada en refrigeración y  en particular en  condiciones  de  abuso  de  temperatura. Las 

bacterias ácido  lácticas (BAL) productoras  de bacteriocinas presenta un gran potencial. 

Puesto  que la presencia  simultánea  de  ácido láctico y bacteriocinas  tiene un efecto 

sinérgico contra  algunos microorganismos responsables de descomposición y patógenos. 

Además,  las  bacteriocinas no presentan riesgos para la salud debido  a  que  son  compuestos  de 

origen proteico que pueden ser inactivados o desnaturalizados por las  enzimas  presentes en 

los jugos gástricos  (Mc Mullen y Stiles, 1996). 

Empleo  de  cultivos  6ioyrotectores y nisína so6re Ih caCida.dmicro6iológica y fisicoquímica de  carne  de 
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3.1 Importancia  de  las  aves en la alimentación  humana 

La carne de  aves, incluyendo el pollo tiene una alta  demanda  en  el  mundo.  Esto  se  debe  en 

gran medida  a la ausencia de tabúes culturales y religiosos, su  rápida  reproducción, 

disponibilidad  y  bajo costo (Maurer,  1993). 

En la tabla 3.1 se  presenta la composición  química de la carne de varias especies. En Csta se 

puede observar  que la carne de pollo presenta un porcentaje de proteína  similar al presentado 

en  las  carnes  de  vacuno y cerdo, la cual se sabe es  de muy buena calidad.  Además,  contiene 

una menor cantidad  de grasa, la cual, según se observa en la tabla 3.2, es  más  insaturada  que 

la de cerdos y vacunos, y por si fuera poco, contiene una menor cantidad de  colesterol 

(Hultin,  1993).  Por  ello se presenta como una alternativa  a la creciente demanda  de  alimentos 

más saludables  bajos en grasas saturadas y colesterol  que  disminuyan  el  riesgo al desarrollo 

de  enfermedades  como la ateroesclerosis  y los infartos al miocardio. 

Tabla 3.1. Composición  química  del  tejido  muscular  magro  de  algunas  especies  (Hultin, 1993) 

Especie Composicibn (%) 

Agua Proteína Lípidos Cenizas 

Vacuno 68-70 20-22 4-8 1 

Cerdo 68-70 19-20 9-1 1 1.4 

Pollo 73.7 20-23 4-7 1 

Cordero 73 20 5-6 1.6 

Bacalao 81.2 17.6 0.3 1.2 

Salmón 64 20-22 13-15 1.3 
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En general, el consumo  de  aves y en particular el de pollo, ofrece  grandes  ventajas 

nutricionales. No obstante,  también  puede representar un gran riesgo potencial para la salud, 

sobre todo  cuando las condiciones  de  obtención,  distribución,  almacenamiento y 

comercialización no son las adecuadas, ya que el mal manejo puede favorecer su rápido 

deterioro  ocasionando  con  ello grandes pérdidas  económicas y problemas  de salud pública. 

Tabla 3.2. Composición  de la fracción  lipídica  del  tejido  muscular  de  diversas  especies 
(Hultin, 1993) 

Especie  Composici6n 

O h  Saturados O/O Monoenoicos YO Polienoicos 
I_ 

Lipidos 

Vacuno 40-7 1 41-53 0-6 

Cerdo 39-49 43-70 3-18 

Carnero 46-64 36-47 3-5 

Aves 28-33  39-51  14-23 

Bacalao (pescado magro) 30 22 48 

Caballa (pescado graso) 30 44 26 

3.1.1 Producción  de  aves 

La producción y consumo  de las aves se  ha incrementado considerablemente en todo el mundo 

durante los últimos  años (Tabla 3.3), siendo Estados Unidos (Maurer, 1993) el principal 

productor. En México la producción de  aves ha aumentado  considerablemente,  sobre  todo  a 

partir de 1990 (INEGI, 1998). Por otra  parte, se espera  que la producción  de pollo continúe 

creciendo  debido  a su empleo creciente en la elaboración de productos  cárnicos, incluyendo 

aquellos  bajos  en  calorías. 
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Tabla 3.3. Producción  total'  de  aves  bajo  Inspección  Federal  en  paises  específicos, 1995-1999 

(Agricultural  Statistics, 2000; SAGAR 2000). 

Región y país 1995 1996 1997 1998 1999 

Norte América 
Canadá 
México* 
Estados Unidos 

Total 

América del Sur 
Argentina 
Brasil 
Colombia 
Guatemala 
Honduras 
Venezuela 

Total 

Uni6n Europea 
Francia 
Alemania 
Italia 
Paises Bajos 
Espafia 
Reino  Unido 

Total 

Europa del Este 
Antes Uni6n Soviética 
Medio Oriente 
África 
Asia 

867 
1,554 

13,786 
16,201 

700 
4,140 

573 
104 
41 

410 
5,932 

2,083 
633 

1,123 
64 1 
910 

1,394 
6,798 

992 
1,094 

739 
1,052 

14,230 

Miles  de toneladas métricas 

893 
1,600 

14,522 
17,015 

680 
4, I44 

623 
1 1 1  
42 

5,99 1 
7,088 

2,206 
638 

1,151 
700 
950 

1,443 
7,088 

1,057 
923 
863 

1,206 
15,783 

503 

916 
1,615 

14,952 
17,483 

780 
4,562 

647 
1 I 7  

53 
395 

6,554 

2,259 
682 

1,177 
715 
90 1 

1,502 
7,236 

1,083 
816 

1,074 
1,284 

16,645 
533 

962 
1,710 

15,128 
17,800 

875 
4,600 

65 1 
123 
59 

3 80 
6,688 

2,320 
719 

1,195 
737 
905 

1,513 
7,389 

1,110 
850 

1,115 
1,515 
16,416 

CQ: 

1,004 
1,809 

15,891 
18,794 

895 
5,105 

678 
129 
60 

375 
7,242 

2,3  10 
740 

1,135 
739 
916 

1,516 
7,356 

1,117 
840 

1,182 
1,638 

16,793 
Oceania 500 J 0 - J  603 

Total 47,524 50,429 52,708 53,468 55,535 
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3.2. Parámetros  de  calidad  de la carne  de pollo 

La aceptación de  la  carne por parte de  los  consumidores depende de  una  serie  de  propiedades 

que en su  conjunto dan como resultado un producto de aspecto atractivo  a la hora de la 

compra. El estado general de la carne depende de propiedades como la capacidad de retención 

de agua, el pH,  la  textura, el color, así como la integridad de las proteínas  miofibrilares. 

3.2.1.  pH 

El pH determina  en gran medida la aceptación por parte del consumidor  debido  a  que influye 

sobre  el  color,  textura,  sabor,  capacidad  de  retención de agua, entre  otros. El pH de  la  carne 

depende  de  varios  factores  entre  los  que destacan las  condiciones  pre y post-mortem del 

animal (Guerrero y Arteaga, 1990), e incluyen el acondicionamiento y condiciones  durante y 

después  del  sacrificio. El descenso del pH en la carne se encuentra  determinado por la 

formación  de  ácido láctico en el músculo en la etapa post-mortem. Si el descenso  es muy 

rápido y a  altas  temperaturas, se obtiene una carne  pálida, suave y exudativa  (PSE). Por el 

contrario, si el descenso  es muy lento e  incompleto  se  obtiene una carne  oscura,  firme,  seca 

(DFD) y de  vida útil reducida (Price y Scheigert, 198 1). 

3.2.2.  Capacidad  de retención de agua ( C M )  

La capacidad  de retención de  agua (CM) se  define  como la capacidad que  tiene la carne para 

retener el agua, tanto propia  como  añadida  durante la aplicación de  fuerzas  externas  como el 

cortado, tratamiento térmico o prensado (Trout,  1989; Ponce y col., 2000). La carne, 

incluyendo el pollo, contiene 70% de  agua (Baker y Bruce, 1989) la cual se encuentra 

asociada  a  las  proteínas  miofibrilares, en el sarcoplasma y entre  los  espacios  extracelulares. 

La capacidad  de  retención  de  agua (CM) depende de factores  tales  como  el  pH  final de la 

Fmyléo  de cukívos 6ío~otectmes y nirím sohe rii caC~dmzh-o6íoh@ca y ~ í c o q u í m z ~ a  de carne  de 
yoEo almacenada en condcíones de  a6uso  de  temyeyatura. 
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carne,  longitud  del  sarcómero,  fuerza  iónica, presión osmótica, la presencia  de  sales y el 

estado post-rigor (Pearson y Young , 1989). 

3.2.3 Color 

El color se define  como una relación subjetiva, resultado de una compleja  serie de respuestas 

fisiológicas y psicológicas a la radiación electromagnética de  longitudes  de  onda 

comprendidas  en el intervalo de 400-700 nm (Pérez Álvarez y col, 2000). Cualquier  color 

tiene  tres  atributos:  tonalidad,  cromaticidad y luminosidad.  La  cromaticidad o matiz es el 

resultado de cierta longitud de  onda  de la radiación  de  luz al incidir  sobre  un  objeto. La 

tonalidad,  pureza o saturación describe la intensidad de un color  fundamental y la 

luminosidad o brillo  en  un índice de refractancia de la luz del color o brillantez  (Wheeler y 

col.,  1993). El color de la carne  es una cualidad sensorial que  depende de varios  factores 

entre los que  destacan el pH, estado de las proteínas miofibrilares, el estado post-mortem, el 

tipo de  músculo,  la  especie,  edad y alimentación (Pérez-Álvarez y col., 2000). 

3.2.4. Textura 

La textura es una propiedad relacionada con  los  elementos  estructurales  de la carne y junto 

con  el  color son tal vez  las principales características sensoriales  en las cuales los 

consumidores  fijan  su interés a la hora de  adquirir cualquier tipo de  carne. La textura  de la 

carne  depende  de  varios  factores  entre  los  que destacan la velocidad y magnitud del cambio 

de pH,  interacción  actina-miosina y manejo  post-mortem y grado de  maduración  debido  a la 

actividad de proteasas  endógenas  (Hultin,  1993). 

Existen  varios  métodos para evaluar la textura,  entre  ellos el método químico y los  métodos 

de  corte y compresión. El método químico consiste en  determinar la cantidad de 

hidroxiprolina  presente,  medida  indirecta del contenido de colágena  en el tejido  conectivo,  a 
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mayor cantidad  de  colágeno, mayor dureza  (Young y col., 1996). Por otra  parte  los  métodos 

de  compresión y corte  se basan en la aplicación  de  fuerzas ya sea paralelas o perpendiculares  a 

las fibras  musculares  de la carne para medir el grado de  estiramiento o elongación  antes  del 

corte (Voisey,  1976). 

3.2.4.1.  Proteínas  de la carne y su importancia en las propiedades  funcionales 

Los atributos  sensoriales  de la carne,  tales  como la textura y la apariencia  dependen en gran 

medida de  propiedades  funcionales de las proteínas, las que a su vez  dependen del estado  de 

las proteínas de la carne (Smith,  2001). La carne de pollo contiene cerca  de 20-23% de 

proteínas, se clasifican  en  tres categorías con base en su localización y solubilidad  en 

miofibrilares,  sarcoplámicas y del estroma (Greer, 1989; Baduí, 1999; Smith, 2001). 

3.2.4.2.  Proteínas miofibrilares 

Las proteínas  miofibrilares son proteínas solubles  en  soluciones  salinas  concentradas  (Greer, 

1989 y Baduí,  1999) pero son insolubles en  agua.  Comprenden  alrededor  de 50-56% de la 

proteína  total  del  músculo esquelético (Smith,  2001). Con base en sus  funciones  fisiológicas 

dentro del músculo se clasifican en: a) proteínas contráctiles, las cuales  son  responsables de 

la contracción  muscular, b) proteínas regulatorias, involucradas  en la regulación y control de 

la contracción,  y  c) proteínas del citoesqueleto, mantienen la integridad estructural de la 

miofibrilla  (Forrest y col.,  1974;  Smith,  2001)  (Tabla 3.4). 
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a) Miosina 

La miosina es la proteína miofibrilar más abundante  (50-56%), se encuentra  en  los  filamentos 

gruesos tiene un peso molecular alrededor de 520  kDa, y se  encuentra  formada por 6 

subunidades.  Estas  subunidades incluyen 2  cadenas pesadas de 222 kDa  cada una y 2 pares de 

cadenas ligeras de 17 a 23 kDa (Price y Schweigert, 198 1; Hultin, 1993;  Smith,  2001). La 

miosina del músculo  esquelético de pollo contiene 43 grupos  sulfhidrilo y ningún enlace 

disulfuro y su punto isoelétrico se  encuentra alrededor de 5.3  (Smith,  2001) 

Tabla 3.4. Composición  de  las  proteínas  del  músculo  esquelético  de  las aves (Smith, 2001) 

Fracci6n proteica Contenido  de proteina total 

(Yo) 

Miofibrilar (Solubles en sal) 55 

Miosina 

Actina 

Tropomiosina 

Troponinas C, I, T 

Actininas 

Desmina 

Conectina 

Sarcoplhsmica (Proteínas  solubles  en  agua) 

Mioglobina y otras  hemoproteinas 

Ezimas glicoliticas 

Enzimas  mitocondriales 

Enzimas lisosomales 

Estroma (insolubles) 

ColAgena 

Elastina 

Reticulina 

29 

13 

3.2 

3.2 

2.6 

2.1 

3.7 

35 

1.1 

12 

5 

3.3 

3-6 

5.2 

0.3 

0.5 
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b) Actina 

La actina es la segunda  proteína miofibrilar más abundante (ya que  constituye 

aproximadamente  el  22%  de la proteína total. Presenta un peso molecular de  42  kDa,  Se 

cree que se encuentra  en el músculo  en los filamentos  delgados  formando  cadenas 

helicoidales  denominadas  actina fibrilar, o F-actina. Por su parte la actina  globular o G-actina, 

es la forma  monomérica  de la proteína (Price y Schweigert, 198 1 ; Smith, 200 1). Finalmente, 

la actina  presenta  un punto isoelétrico alrededor de 4.8 (Smith,  2001). 

c) Proteínas reguladoras 

Se  dividen  en  proteínas reguladoras mayores (tropomiosina, y troponina) y menores  como la 

a-actinina. Son las  responsables  de mantener la integridad de la actina  y la miosina  durante el 

proceso  de  contracción relajación. (Lawrie, 1985). 

3.2.4.3. Proteínas sarcoplásmicas 

Estas  proteínas  son  solubles  en agua y en  soluciones de baja fuerza i6nica (<0.6 M) (Greer, 

1989,  Smith,  2001).  Comprenden alrededor del 30-35% de la proteína  total del músculo 

esquelético.  La  mioglobina,  hemoglobina,  enzimas  sarcoplásmicas,  mitocondriales, 

citocromos y flavoproteínas forman parte de  este grupo (Price y Schweigeert,  1981). 

3.2.4.4. Proteínas  del estroma 

Son  proteínas  insolubles  en  agua y soluciones  salinas, se encuentran  formando  parte  de  los 

tendones, la piel y el  hueso.  Comprenden del 3 al 6% de las proteínas del músculo  esquelético 

de las  aves. La colágena, reticulina y elastina forman parte de  este  grupo  (Baduí, 1999; 

Smith,  2001). 
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3.3. Origen,  tipo  e  importancia  de los microorganismos  presentes 

en la carne  de  pollo 

Generalmente  se  asume que los  tejidos  internos de los animales  sanos  se  encuentran libres de 

bacterias (Jay, 1994 y 1996).  Sin  embargo, la contaminación  microbiana de la carne  ocurre, en 

primer término,  como resultado del proceso de sacrificio y manejo post-mortem (Guerrero y 

Taylor, 1994). 

La microflora  primaria del pollo y de las aves  en general está  constituida  principalmente por 

bacterias Gram-negativas. Entre otras bacterias Gram-positivas, los enterococos  son la flora 

más frecuentemente  encontrada  junto  con los lactobacilos (Jay, 1996).  También  es frecuente 

hallar un gran número  de  hongos incluyendo Penicillium, Mucor y Cladosporium; y  levaduras 

de los géneros Candida y Rhodotorula (Jay,  1996).  Estos  microorganismos  tienen  su  origen en 

la piel de  las  aves, los tractos respiratorios, y gastrointestinal, y a  veces  pueden  proceder del 

proceso de  matanza por el  empleo  de  cuchillos,  agua  contaminada  (Jay,  1994 y 1996). 

3.3.1. Microorganismos  causantes de deterioro 

El deterioro  de la carne puede ocurrir por las reacciones bioquímicas,  en  donde participan 

proteasas endógenas,  oxidación de los  lípidos (Lawrie, 1985) y las  reacciones provocadas por 

el metabolismo  microbiano,  las que son las  principales  causas de deterioro  de la carne  (Gill, 

1986).  En  éste  sentido,  en  los  Estados  Unidos se procesan cerca  de 7 mil millones  de  pollos 

cada  año,  de  los  cuales, 80% son vendidos  como  producto  fresco, De este  total  se  estima  que 

del 2 al 4% de  esta  came  se  pierde  como resultado del deterioro, lo cual  equivale,  a  pérdidas 

que van de  $300  a 600 millones  de dólares por año  (Russell, 2001). 

Las principales  causas del deterioro de la carne de pollo son: (1)  prolongado  tiempo  de 

almacenamiento y distribución, (2) inapropiada temperatura de  almacenamiento o 



fluctuaciones  en la temperatura por arriba de 4°C durante el almacenamiento en refrigeración, 

distribución y venta al menudeo y (3) una alta  cuenta microbiana inicial. 

Al principio, la microflora del pollo almacenado aeróbicamente a 4°C se  encuentra integrada 

por Pseudomonas y un poco menos Acinetobacter,  Psychrobacter y Shewanella  putrefaciens 

(antes Pseudomonas  putrefaciens) (Barnes e Impey, 1968, 1975; McMeekin,  1975,  1977). 

Las pseudomonas presentes pueden ser de dos tipos: fluorescentes o pigmentadas y no 

pigmentadas (Barnes  e Impey, 1968). La composición de la microflora puede variar 

dependiendo de la parte anatómica, por ejemplo Pseudomonas es dominante en toda la canal, 

pero Acinetobacter y S. putrefaciens están  restringidos  a músculo blanco de pollo por el bajo 

valor de pH (5.7-5.9)  comparado  con  el  músculo  rojo  (6.4-6.7)  (Jackson y col.,  1997). 

3.3.1.1.  Pseudomonas 

Se  encuentran  ampliamente  distribuidas  en la naturaleza.  Son Gram-negativas, aeróbicas y la 

mayor parte  de  ellas pueden crecer dentro  de  condiciones  ácidas  (Jay,  1996).  Tienen una 

extensa  capacidad  oxidativa, y pueden crecer a  expensas de una amplia variedad de 

compuestos  solubles, incluyendo compuestos nitrogenados de bajo peso molecular. En 

ausencia  de  azúcar pueden atacar a  los  aminoácidos y producir malos  olores  debidos  a la 

formación  de  ésteres,  sulfhidrilos,  ácidos, etc. Empiezan  a utilizar los aminoácidos  cuando la 

cantidad de  bacterias  excede lo8 ufc/cm2 y en  este  caso, la viscosidad llega  a ser visible  sobre 

la superficie de la carne  (Gill, 1986). 

Cuando las Pseudomonas crecen sobre  substratos musculares pueden liberar amonio y 

aminoazúcares,  compuestos  que incrementan significativamente  el pH y provocan con ello un 

aumento  en la capacidad de hidratación de las proteínas que  permite  el  desarrollo  de  otros 

microorganismos  que no pueden crecer a pH ácido (Lea y col.,  1969;  Greer,  1989). 
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3.3.1.2. Brochotrix  termosphacta 

Son bacterias Gram-positivas, no encapsuladas, no esporuladas,  catalasa  positivas  y  contienen 

citocromos.  Las  especies  de Brochrothrix son anaeróbicas facultativass y no pigmentadas. 

Crecen en un rango  de  temperatura  de O-30°C (óptimo 20-25°C). Requiere  de  glucosa para 

crecer y como  producto del metabolismo  aerobio generan ácido  acético y cetoína.  Puede 

producir ácido  isovalérico  e  isobutirico que son producidos por el metabolismo  de la leucina 

y valina  respectivamente (Tabla 3.4) (Gill, 1986, Guerrero y Taylor,  1994). Este 

microorganismo  es  el  responsable de la generación de malos olores  en la carne empacada al 

vacío, pero también  se puede encontrar formando parte de la flora  de  carnes  almacenadas  en 

aire.  Su  crecimiento generalmente no es afectado por el pH en  condiciones  aeróbicas, sin 

embargo,  en  condiciones anaeróbicas su crecimiento es inhibido a pH inferior a  5.8  (Stiles, 

1996). 

3.3.1.3.  Origen  de los microorganismos  causantes  de  deterioro  en pollo 

Las bacterias psicrótrofas presentes sobre las canales  de pollo provienen  principalmente  de 

las plumas y las patas de  dichas aves, del  agua  suministrada  durante  el  procesamiento y los 

tanques de enfriamiento, y tienen su origen  en la basura  esparcida  (Mulder y col.,  1978).  Estas 

bacterias son  capaces  de  sobrevivir  debido  a la humedad presente sobre el equipo  de 

procesamiento  (Russell,  2001). 

3.3.2.  Microorganismos  patógenos 

La mayoría de  las bacterias que  contaminan el pollo son no patogénicas, y se  encuentran 

asociadas  con el deterioro de la carne. Sin  embargo, el pollo sirve  como reservorio de un gran 
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número  de  microorganismos  patógenos incluyendo serotipos  de Salmonella,  Campylobacter 

jejuni,  Listeria  monocytogenes,  Clostridium  perfringes,  Staphylococcus  aureus (Conner y col., 

200 1 )  y Escherichia  coli O 1  57:H7 (Hargis y col., 2001). Estos microorganismos,  como ya 

mencionamos  en la sección 3.2, pueden crecer y representar un riesgo para la salud del 

consumidor  (Aymerich y Hugas, 1998; Garcia y col.,  1995; Hugas, 1993). 

3.3.2.1. Salmonella 

Las Salmonelas  son bacterias mesofílicas, facultativas,  Gram-negativas  pertenecientes  a la 

familia Enterobacteriaceae.  Salmonella  spp causa en humanos fiebre tifoidea y paratifoidea, y 

gastroenteritis. La gastroenteritis es  causada por Salmonella  enteritis, la cual  se  encuentra en 

el tracto gastrointestinal  de los humanos y de los animales. Las aves han sido identificadas 

como  los  principales reservorios de esta bacteria.  Existen más de 2300 serotipos.  De  estos, los 

serotipos typhimurium,  enteritidis y heidelberg son más  frecuentemente  aislados  de  casos en 

humanos y también  son los más  comunes en aves. La presencia de  salmonela  sobre el pollo 

crudo  puede ser el resultado del manejo inapropiado del producto durante  la  obtención, 

distribución y venta  (Conner y col.,  2001; D’Aoust, 1997). Las fiebres  tifoidea y paratifoidea, 

así como la gastroenteritis son transmitidas  de  humanos  a  humanos por vía fecal-oral y en este 

caso  caso,  el  humano  es el  Único reservorio (Conner y col., 2001). 

3.3.3.2 Campylobacter 

Bacteria mesofílica, microaerofílica, Gram-negativa. C. jejuni y C. lari son  los  patógenos  de 

mayor interés. De  estas  dos bacterias C. jejuni es la más comunmente  asociado  con  las 

infecciones alimentarias. C. jejuni es la principal causa de diarrea en los Estados Unidos. 

Este microorganismos tiene su origen en el tracto gastrointestinal de  los  pollos y puede 

persistir si  existe  una preparación inadecuada  del  pollo (Conner y col., 2001). 
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3.3.3.3. Listeria  monocytogenes 

Es un bacilo Gram-positivo y psicrotrofo. Es un patógeno oportunista  e  infecta  principalmente 

a la población  inmuno-comprometida. Las mujeres  embarazadas y sus  productos,  personas  de 

la tercera  edad,  enfermos  de SIDA y alcohólicos son los más afectados  (Hugas  1993; Comer 

y col.,  2001). En estos pacientes la listeriosis puede progresar a  meningitis  (Conner y col., 

2001). Las bacterias del género Listeria se encuentran  ampliamente  distribuidas en el 

ambiente, por lo tanto su eliminación total es casi imposible  (Hugas,  1993). 

La contaminación  post-cocimiento  es el principal factor que permite la contaminación con L. 

rnonocytogenes de  los  alimentos  listos para consumo. L. rnonocytogenes puede  sobrevivir bien 

en el ambiente  de la planta de procesamiento y es  considerado  como  un  contaminante del 

ambiente. El equipo  de  congelamiento  también  es considerado como  fuente  de  este patógeno 

ya que  puede  sobrevivir  a -1.5"C. Otras  fuentes  de L. rnonocytogenes son el agua, el aire, 

personal, y todas las superficies de contacto (Comer y  col., 20001). 

3.3.3.4 Escherichia  coli 

Bacteria Gram-negativa,  anaeróbica  facultativa,  oxidasa negativa, catalasa  positiva, y 

mesófila.  Produce gas a partir de glucosa y presenta actividad de  lisina y ornitina 

descarboxilasa.  Forma parte de la flora normal intestinal de  los  animales  (Prescott y col., 

1999), por lo que resulta un buen indicador de  contaminación fecal. La  mayoría de las E. coli 

aisladas  de  pollo  son no patógenas para humanos. No obstante,  las  aves son altamente 

susceptibles a infectarse con E. coli 0157:H7, un microorganismo altamente  patogénico que 

causa  enteritis  hemorrágica  en  humanos (Comer y col,, 2001). 
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3.3.2.5. Importancia de la carne de aves como vehículo  causante de 

toxiinfecciones e intoxicaciones 

Las enfermedades  asociadas  a  alimentos representan un gran problema de  salud pública en 

todo el mundo. En la mayoría de los paises occidentales las aves  y  las  carnes rojas no 

procesadas se  reportan  como los principales vehículos causantes  de  toxiinfecciones  e 

intoxicaciones  (Baird-Parker, 2000) (Tabla 3.5). El Consejo para la Agricultura la Ciencia y 

la Tecnología  de  Estados Unidos reportó en 1994 en el informe  titulado “Patdgenos 

asociados  a  alimentos:  Riesgos  y  consecuencius” que cerca  de  9000  muertes y 6.5-33 

millones  de  enfermedades  en Estados Unidos cada año son causadas por la ingestión de 

alimentos  contaminados. Los principales causantes  de las intoxicaciones  alimentarias son los 

microorganismos de los géneros Salmonella y Campylobacter (Netten y col., 1994). En 1997, 

Campylobacter (3966 casos) y Salmonella (2204 casos) ocasionaron cerca del 76% de las 

enfermedades  asociadas  a  alimentos (Hargis y col., 2001). Actualmente la carne  de  aves  en 

términos  de  seguridad  alimentaria ocupan el primero o segundo lugar  en  enfermedades 

asociadas  a  alimentos en Australia, Canadá, Inglaterra y Gales, mientras que en  Estados 

Unidos  ocupa el tercer lugar (el 8% de los alimentos  causantes  de  toxiinfecciones)  (Connner  y 

col., 2001). 
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Tabla 3.5. Número  de  reportes  de  enfermedades  bacterianas  asociadas al consumo  de  alimentos, 
brotes,  casos y mortalidad  en  Estados  Unidos.,  1993-1997  (FDA, 2000). 

Tabla 3.5. Número  de  reportes  de  enfermedades  bacterianas  asociadas al consumo  de  alimentos, 
brotes,  casos y mortalidad  en  Estados  Unidos.,  1993-1997  (FDA, 2000). 

Bacteria  Brotes  Casos  Muertes 
No. (%) No. (%) NO. ( Y o )  

Bacillus  cereus 14 2.14 69 1 1.58 o 0.00 
Brucella 1 0.15 19 O .O4 o 0.00 

Campylobacter 25 3.82 539 1.23 1 3.57 
Clostridium  Botulinum 13 1.98 56 0.13 1 3.57 

Closrridium petfringes 57 8.70 2772 6.33 o 0.00 
Escherichia  coli 84 12.82 3260 7.44 8 28.57 
Listeria  monocytogenes 3 0.46 1 o0 0.23 2 7.14 
Salmonella 357 54.50 32610 74.42 13 46.43 

Shigella 43 6.56 1555 3.55 o 0.00 
Stahylococcus aureus 42 6.4 1 1413 3.22 1 3.57 

Streotococcus grupo A 1 0.15 122 0.28 o 0.00 

Streptococcus  (otros) 1 0.15 6 0.0 1 o 0.00 
Vibrio  cholera 1 0.1 5 2 0.00 o 0.00 

Vibrio parahemolyticus 5 0.76 40 0.09 o 0.00 
Yersinia  enterocolitica 2 0.3 1 27 0.06 1 3.57 
Otras bacterias 6 0.92 609 1.39 1 3.57 

Total 655 100 43821 1 O0 28 100 

Salmonella (no  causante  de tifoidea) continua  siendo el principal patógeno  asociado  a  los 

alimentos, las aves y sus  derivados prevalecen como vehículos de salmonelosis, lo cual trae 

consigo  grandes  pérdidas  económicas. Para ilustrar lo anterior, basta con mencionar que  tan 

sólo en los Estados Unidos anualmente se pierden cerca de 1.4 billones  de  dólares en 

productividad humana,  gastos médicos y en los costos de producción (Hargis y col., 2001). 

Además  de SalmonelIa y Campylobacter existen  otros  microorganismos  asociados al 

consumo  de  carne  de  aves,  entre  ellos destacan los géneros Listeria y Escherichia  coli 

(Franco y col, 1995; Kotula y Pandya.,1995). En este sentido, la contaminación del pollo 

crudo con L. monocytogenes es  alta en comparación con otros  alimentos (Franco y col,, 

1995). La presencia  de L. rnonocytogenes en pollo crudo representa un grave problema debido 
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a que puede  producirse la contaminación cruzada con otros ingredientes durante la preparación 

de los  alimentos  en  los hogares, y por  la capacidad  de  éste microorganismo de  sobrevivir en el 

pollo procesado.  (Franco y col,  1995). Con respecto a E. coli, su  presencia  en  canales  de 

aves  indica  que  existe  contaminación con materia fecal, además, la presencia  de  formas 

virulentas de este microorganismo puede ocasionar enfermedades crónicas en humanos 

(Kotula y col.,  1995). 

3.3.2.6. Factores que  contribuyen al aumento de las enfermedades  asociadas a 10s 

alimentos 

La incidencia  de  enfermedades  asociadas  a  los  alimentos en general crece  constantemente. 

De acuerdo  con Baird-Parker (2000), las principales razones por las cuales se han 

incrementado  las  enfermedades  atribuidas  a los alimentos son las siguientes: 

a) Producción intensiva de  animales: esta práctica favorece la propagación de 

patógenos  tanto  humanos como de  animales. Ejemplos recientes son la propagación de 

Salmonella  enteritis PT4 en aves y S. typhimurium DT 104 en ganado. 

b) Integración vertical de los procesos de producción animal y prácticas asociadas: 

Se refiere a  los productos de desecho de la matanza en la cadena  alimenticia  de  los 

animales, lo cual da como resultado la presencia de salmonelosis y encefalopatía 

esponfingiforme. 

c) Cambios  en  los  estilos de  vida: más tráfico de  personas  a  paises  en  donde  los 

estándares de higiene son más bajos  a  los  de los países de  origen, permitiendo la 

exposición  a  microorganismos  a  los  cuales  ellos no tienen inmunidad. Incremento en el 

consumo  de  alimentos  extranjeros los cuales en ocasiones  son preparados en 
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condiciones  antihigiénicas, lo cual trae  consigo la exposición  a  microorganismos 

patógenos  asociados  a  alimentos. 

d) La demanda  creciente  por  alimentos  sin aditivos: Crece la demanda  de  alimentos 

más  naturales,  es decir mínimamente  procesados y libres de  aditivos, con 

tratamientos  suaves  tales  como el envasado en atmósferas  modificadas y almacenado 

en refrigeración,  altas  presiones o la combinación de estos  tratamientos (Leistner y 

Gorris, 1995). 

e) Cambios  demográficos: Al incrementarse la población crece el número  de  personas 

inmuno-comprometidas, cuyo porcentaje es de 20 a 25%. en los paises  occidentales. 

f) Desnutrición: La desnutrición  de los habitantes del Tercer Mundo  incrementa  la 

susceptibilidad  a las enfermedades. En muchas partes del mundo un gran número de 

personas  abandona  sus lugares de origen y se  expone  a  condiciones  extremas 

permitiendo la dispersión  de  enfermedades  como el cólera y la disenteria. 

g) Globalización  en el abasto de los alimentos: El aumento  en el comercio mundial de 

alimentos y materiales  frescos,  ocasiona que más personas se encuentren  involucradas 

en  el  manejo  de los alimentos, de manera que  los riesgos se  incrementan. 
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3.4. Factores  que  influyen el crecimiento  de  microorganismos  en la carne 
de pollo 

Para aumentar la vida de anaquel de los sustratos  cárnicos y disminuir  la  incidencia tanto de 

microorganismos  patógenos  como  causantes de deterioro, se han desarrollado varias 

estrategias  de  conservación  entre las que destacan la fermentación láctica, la adición de 

aditivos  como los nitritos, ácidos orgánicos; el empleo de atmósferas  controladas, radiaciones 

y, más  recientemente  altas presiones, bacteriocinas, cultivos bioprotectores y la tecnología de 

barreras.  Sin  embargo, para decidir entre una u otra estrategia  de  conservación,  es  de vital 

importancia  tener  conocimiento acerca de la naturaleza de los alimentos así como todos 

aquellos  factores  intrínsecos y extrínsecos que contribuyen al desarrollo  de los 

microorganismos  (Gould, 2000). 

3.4.1.  Factores  intrínsecos 

Se refieren a la naturaleza del alimento, incluyen factores  físicos  y  químicos  del  alimento con 

los  cuales  un  microorganismo  contaminante  está  inevitablemente  en  contacto  (Gould, 2000). 

La composición  química, el pH, la actividad de  agua (Aw) y potencial oxido-reducción (Eh), 
son ejemplos  de  estos  parámetros (Jay, 1994; Montville,  1997;  Gould, 2000). 

3.4.1.1.  Composición química de la  carne de pollo 

Para que  los  microorganismos  asociados  a los alimentos puedan crecer y multiplicarse 

satisfactoriamente necesitan de  los  siguientes  elementos (Jay, 1994): 

a) Agua 

b) Una fuente  de energía 

c)  Una  fuente  de nitrógeno 

d)  Vitaminas y factores  de  crecimiento 

e)  Sales  minerales 
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De acuerdo  con lo anterior, la carne de pollo resulta ser un buen sustrato  para el sostenimiento 

del desarrollo  de  una gran variedad de  microorganismos ya que contiene en suficiente 

cantidad agua,  proteínas, grasas y en menor medida carbohidratos  (Tabla  3.6).  Además, 

presenta en su composición química a  todos los aminoácidos  esenciales,  vitaminas del 

complejo B y minerales,  como el potasio, magnesio y cobre  (Maurer,  1993) 

Tabla 3.6. Análisis  aproximado  de  pollo (por 100 g de  porción  comestible,  peso en base 
húmeda)  (Maurer, 1993). 

Nutriente PCP*  PCP PCP PCP 

(cruda)  (asada)  (cruda)  (asada) 

"- ~ " ~ -.....,..... "l"l~"l~l."-"l_..^.^..I._^ I.. I ..I. 

Agua (g) 69.46 62.44 69.91 60.92 
Proteína (8)  20.85  29.80  18.15  25.96 

Energía (kJ) 772  827  785  974 

Lípidos 

Total (g) 9.25 7.78 12.12 13.46 

Saturados 2.66 2.19 3.41 3.72 

Monoinsaturados (g) 3.82 3 .O3 4.89 5.24 

Poli-insaturados 1.96 1.66 2.65 3 .O0 

Colesterol (mg) 64 84 83 92 

Cenizas (g) 1 .o1 0.99 0.85 0.92 

Sodio (mg) 63 71  79 87 

*PCP= pechuga  con  piel y PCP= pierna  con piel, pierna  sin  piel 

3.4.1.2 PH 

El valor del pH de la carne determina en gran medida el desarrollo de  microorganismos. La 

mayor parte de  las bacterias crece mejor a un  pH cercano  a 7.0 (6.6-7.5) (Jay, 1994). El pH de 

músculo de pollo inmediatamente  después del sacrificio se encuentra  en un rango de  6.2-6.4. 

Sin embargo,  se ha observado que puede variar con la localización anatómica y con ello el 

tipo de flora  dominante. En este  sentido, Barnes e Impey (1968) realizaron estudios  sobre la 
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flora psicrótrofa que crecía  a  1°C  en pechuga y pierna de pollo y encontraron que 

Acinetobacter y Alteromonas crecían en la carne blanca. Asimismo,  observaron  que 

Pseudomonas  putrefaciens crecía bien en  ambos  tipos de músculo,  sin  embargo,  este 

microorganismo  creció  más rápido en el músculo  de la pierna que en el de pechuga. Estas 

diferencias  fueron  ocasionadas por las  diferencias  en  el pH ya que  mientras la pechuga tenía 

un  pH de  5.7-5.9,  comparado  con un  pH de  6.4-6.7  en la pierna. Más  tarde,  esta  diferencia  en 

composición  de la microflora en el músculo rojo y blanco de pollo fue  observada por 

McMeekin (1 977). 

3.4.1.3 Actividad de Agua (a,) 

Otro de los elementos  que  determinan el desarrollo de los microorganismos  es la cantidad de 

agua presente en los  alimentos. La forma universal de expresar las necesidades de  agua  de  los 

microorganismos es la actividad de agua o Aw, la cual se define  como la relación  existente 

entre la presión  de  vapor  del agua del sustrato  alimenticio y la presión de  vapor del agua  pura 

a la misma  temperatura (Jay, 1994): 

a, = PRO 
Donde : 

P = presión  de vapor de la solución 

Po= presión  de vapor del solvente  (agua pura) 

La mayoría  de los alimentos frescos presenta una actividad de agua superior  a 0.99. La carne 

de pollo presenta una actividad de agua entre 1 y 0.95 (Jay, 1994)  es ideal para el  desarrollo 

de bacterias causantes  de  deterioro, ya que crecen a una a, por arriba  de  0.91.  Con respecto 

las bacterias causantes  de  toxiinfeciones,  se ha observado  que Staphylococcus  aureus puede 

desarrollarse  a una a, tan baja como lo es 0.86, mientras  que Clostridium  botulinum no crece 

por debajo  de 0.91 (Jay, 1994). 
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3.3.1.5. Potencial Óxido-reducción (EA) 

El potencial oxido-reducción (Eh) se define  como la facilidad con la que un sustrato pierde o 

gana electrones.  Cuanto  más intensamente sea  oxidada una sustancia,  más  positivo será su 

potencial eléctrico, y cuando más intensamente esté reducida una sustancia,  más negativo será 

su potencial eléctrico. Los microorganismos  aerobios necesitan valores  de Eh positivos 

(oxidados),  mientras  que los anaerobios y microaerofílicos necesitan valores negativos 

(reducidos).  Con respecto al potencial redox de la masa muscular se ha observado  que en la 

carne los grupos -SH favorecen el mantenimiento de las condiciones  reductoras (Jay, 1994). 

3.4.1.  Factores  extrínsecos 

Este término se refiere a aquellos factores no relacionados con la naturaleza de los  alimentos 

pero que influyen en el desarrollo de los microorganismos.  Son  aplicados  desde afuera del 

alimento y actúan  durante el almacenamiento  (Gould,  2000). La temperatura  de  conservación 

y la composición  de los gases son los principales factores extrínsecos que afectan el 

crecimiento  microbian0  (Montville, 1997). 

3.4.1.1.  Temperatura de conservación 

De acuerdo  con  su  temperatura de crecimiento los microorganismos  pueden ser clasificadas 

como  psicrófilos,  psicrótrofos,  mesófilos y termófilos (Jay, 1994; Montville,  1997), en la 

Tabla 3.7 se muestran los rangos de temperatura  a los cuales pueden crecer los tres  primeros 

grupos  de  microorganismos. Muchas especies de bacterias no pueden ser  clasificadas en una 

sola categoría debido  a que su rango de temperatura es muy amplio. Por ejemplo, algunas 

especies  de bacterias, tales  como Listeria monocytogenes, pueden crecer tanto a temperaturas 

de refrigeración como  a altas temperaturas (Russell,  2001). 
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Tabla 3.7.. Agrupación de bacterias basada en los efectos de la temperatura  sobre el crecimiento 
(Conner y col., 2001) 

Rangos de temperatura que permiten  el crecimiento 

("C) 
Mínimo óptimo Mhximo 

Clasificaci6n 

Psicrófilos -15-5 5-30 20-40 

Psicrótrofos -5-8 20-30 30-43 

Mesofilicos 5-8 25-43 40-50 

Las bacterias causantes  de deterioro en el pollo son  predominantemente psicrotróficas y 

psicrófilas, mientras  que  las principales causantes  de infecciones e  intoxicaciones  alimentarias 

asociadas con el pollo son mesofílicas. La refrigeración además  de retardar el deterioro 

microbian0  puede ser importante para prevenir el incremento del número de patógenos en el 

pollo (Conner y col., 2001). 

Por otra parte, el factor que más afecta el crecimiento  de las bacterias psicrotrófas y por lo 

tanto, la vida  de  anaquel  de la carne de pollo y las  aves en general es el mantenimiento de la 

temperatura. La variaciones en este parámetro ya sea  durante el procesamiento, 

almacenamiento,  distribución y venta  podrían favorecer el aumento  en  de la velocidad de 

crecimiento  de  los  microorganismos  (Conner y col., 2001). 

3.4.1.2. Presencia y concentración de gases en el ambiente 

El crecimiento  de  los  microorganismos  sobre los sustratos cárnicos  puede  ser alterado 

mediante la modificación en la composición  de  los gases (oxígeno o dióxido  de  carbono) en el 

ambiente  (Molin, 2000). 
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a) Efecto del oxígeno 

El oxígeno  es  tóxico para todo tipo de vida si  la presión parcial es suficientemente alta. Las 

explicaciones  a  esta toxicidad incluyen: la inactivación de  ciertas  enzimas,  el  incremento  en la 

generación de  peróxido  de hidrógeno, la oxidación  de la membrana de los lípidos y la 

producción in vivo  de radicales superóxido.  La presión parcial de  oxígeno  en aire es 

generalmente  tóxica para microorganismos  anaeróbicos  debido  a  que no tienen sistemas 

eficientes para eliminar los radicales generados a partir del oxígeno  (Molin, 2000). 

Pseudomonas y Shewanella son ejemplos  de  microorganismos  aeróbicos,  sin  embargo, 

también  pueden  crecer en condiciones  anaeróbicas.  Muchas bacterias pueden crecer tanto en 

condiciones  aeróbicas  como  anaeróbicas,  ejemplos, Enterobacteriaceae,  Aeromonas, 

Photobacterium y Brochotrix (Molin, 2000). 

b) Efecto del COZ 

Todas  las  células requieren COZ para crecer, sin embargo, si la presión parcial de COZ se 

incrementa sobre  ciertos  niveles críticos, la actividad metabólica puede ser retardada debido  a: 

la disminución del pH intracelular, asi como por la inhibición (o estimulación)  de reacciones 

catalizadas  enzimáticamente y síntesis  de  enzimas  (Molin, 2000). 

El efecto  inhibidor  del CO2 aumenta  conforme  disminuye la temperatura,  debido  a  que hay una 

mayor solubilidad del C02 y una mayor formación  de  ácido  carbónico. Esto trae  como 

consecuencia  que el pH de  las carnes almacenadas con concentraciones  elevadas  de COZ sea 

ligeramente más bajo que el de  las  carnes  almacenadas en atmósfera  de  aire. En general, las 

bacterias Gram-negativas  (pseudomonas)  son  más  sensibles al COZ que  las Gram- positivas 

(bacterias lácticas) (Jay, 1994). 
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3.5. Importancia  de  las  aminas  biogénicas  como  compuestos  generados 

durante el deterioro  de la carne 

Los microorganismos alterantes que se desarrollan sobre la superficie  de la carne,  favorecen 

la producción de  olores y colores  desagradables lo cual va en detrimento  de la calidad. Los 

principales  compuestos  responsables de los  malos  olores  en la carne  son los compuestos 

sulfurados,  ésteres,  aldehídos,  ácidos  orgánicos y las  aminas  biogénicas  (Lea y col.,  1969; 

Guerrero y Taylor,  1994)  (Tabla 3.8). 

La presencia  de  las  aminas biogénicas en la carne y sus derivados no solamente  es  indeseable 

por la producción  de malos olores  sino  que  además, pueden resultar un riesgo para la salud 

de los consumidores  como lo veremos más adelante pero además  pueden ser útiles como 

indicadores  de la descomposición  de la carne fresca. 

Tabla 3.8. Algunos  compuestos volátiles originados  por  microorganismos presentes en la carne 

(Guerrero y Taylor, 1994). 

Microorganismos Condición Compuestos 

B. therrnosphacta Aer6bica:  medio complejo Acetoína, acético, isobutirico, ácido 
isovalerico y sus aldehtdos y alcoholes, 
ácidos grasos de cadena ramificada. 
Acido  láctico y pequeiias cantidades de 

Anaeróbica:  medio  mínimo ácidos volátiles, olor ligero. 

Enterobacteriaceae A 10°C, Cuando glucosa y Aminas  biogknicas y compuestos 
glucosa 6-P se agotan,  utilizan  sulfurados H2S. 
aminoácidos. 

Bacterias ácido Utilizan  principalmente glucosa Acidos grasos volátiles,  algunas cepas 
lácticas y arginina.  también  producen H2S. 
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3.5.1 Definición 

Las aminas  biogénicas  son  compuestos  básicos nitrogenados de bajo  peso molecular 

formados por la descarboxilación  de  aminoácidos o por aminación y transaminación  de 

aldehídos y cetonas  (Maijala, 1993; Silla,  1996). De acuerdo con su estructura  química, 

pueden clasificarse  en alifáticas (putrescina, cadaverina,  espermina y espermidina),  aromáticas 

(tiramina,  feniletilendiamina) y heterocíclicas - histamina y triptamina-  (Silla,  1996). 

3.5.2. Funciones e importancia 

Son sustancias  con actividad biológica. Son importantes  como  fuentes  de nitrógeno, 

precursores en la síntesis de hormonas,  alcaloides y además  como  componentes del aroma  de 

los  alimentos.  La  putrescina,  espermidina y cadaverina son componentes  de  las  células  vivas 

y están  implicadas  en la síntesis  de  ADN, ARN y proteínas, y en  la  estabilización de las 

membranas.  (Silla,  1996; Hernández-Jover y col.,  1997). En plantas, la putrescina, 

espermidina y espermina  estan implicadas en la división celular, florecimiento,  desarrollo de 

frutos,  respuesta al estrés y senescencia. En el hombre las monoamino  oxidasas y las  diamino 

oxidasas  juegan un papel importante en la degradación de  aminas  en el cuerpo  (Haláz y col., 

1994). 

El deterioro  de  los  alimentos con un alto contenido de proteínas tales  como la carne, puede 

estar acompañado por un incremento en la producción de  descarboxilasas, por lo tanto, la 

presencia de  aminas biogénicas ha sido  sugerido  como un indicador de deterioro de la carne y 

de  otros  alimentos  (Haláz y col., 1994; Silla,  1996; Hernández-Jover y col.,  1997). No 

obstante, es importante recordar que  en productos cárnicos  fermentados.  Estas  aminas 

pueden estar  presentes  como  consecuencia  de la actividad microbiana de algunos  cultivos 

iniciadores empleados  en la elaboración de productos cárnicos (Hernández-Jover y col.,  1997; 

Treviño y col.,  1997). Q ? ” P  - ~ 2 3 6 0  

lmpho de cu&ívos 6íoy~otectores y nic-ína  sobre hi c a f í m í ~ o 6 í o b ~ í c a  y ffiícoquímíca  de  came de 
po~Eo afmacenada en  condiciones de abuso de  tempmafura. 



3.5.3. Microorganismos  productores 

Los microorganismos  de los géneros Bucillus,  Citrobacter,  Clostridium,  Klebsiellu, 

Escherichia,  Proteus,  Pseudomonas,  Salmonella,  Shigella,  Photobacterium, y bacterias 

lácticas de los géneros Lactobacillus,  Pediococcus, y Streptococcus, son capaces de 

descarboxilar  a  más  de un aminoácido  (Silla, 1996). Muchas enterobacterias y ciertos 

lactobacilos como por ejemplo Lactobacillus  buchnery, L .  brevis,  L.  divergens, L. higardii 

(aisladas de  carne y productos cárnicos) (Maijala, 1993), así como  microorganismos  de los 

géneros Pediococcus y Enterococcus son particularmente activos en la producción  de  aminas 

biogénicas (Halász y col.,  1994). 

3.5.4. Factores  que  afectan la actividad  aminodescarboxilasa 

La producción  de  aminas  en  los  alimentos requiere de la presencia  de  microorganismos 

capaces  de  producir  descarboxilasas,  cofactores o inductores para la  descarboxilación, 

adecuadas  concentraciones  de  aminoácidos,  además de factores ambientales  que  favorezcan el 

crecimiento bacteriano y condiciones  que  conduzcan  a la síntesis  de  descarboxilasas y la 

subsecuente  descarboxilación  (Maijala y col.,  1995). Los factores que  pueden afectar la 

producción de  aminas en los alimentos  son: la temperatura, el pH, la concentración  de  sales, la 

presencia de  carbohidratos  fermentables, la presencia de oxígeno, el potencial redox y las 

condiciones de manufactura  (Silla, 1996). 

3.5.5. Toxicidad  de las Aminas biogénicas 

El consumo  de  alimentos  con grandes cantidades  de  estas  aminas  constituye un riesgo 

potencial para la salud de los humanos,  sobre todo cuando  existen  al  mismo  tiempo  otros 

factores de riesgo tales  como los inhibidores de la monoaminaoxidasa,  alcoholismo y las 

enfermedades  gastrointestinales  (Maijala, 1994; Hernández-Jover y col.,  1997). 
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Las aminas  secundarias  como la cadaverina y la putrescina pueden reaccionar  con  el nitrato 

para formar  sustancias carcinogénicas como  las  nitrosaminas,  nitrosopirrolidina y 

nitrosopiperidina.  Además,  estas  aminas  han  sido identificadas como  potenciadores  que 

aumentan la toxicidad  de la histamina por depresión de la oxidación de la histamina  (Halász y 

col.,  1994;  Hwang y col, 1995; Izquierdo-Pulido y col., 1996; Silla, 1996). 

Los límites legales han sido  establecidos únicamente para la histamina  sólo en algunos 

productos  pesqueros.  Sin  embargo, niveles toxicológicos han sido  propuestos,  tales  como 10- 

100 mg de  histamina / lo0 g de alimento y 100-800 mg de  tiramindkg  de alimento 

(Hernández-Jover y col.,  1997).  Con respecto a la putrescina y cadaverina,  aunque han sido 

reconocidos  como  potenciadores  de la toxicidad  de la histamina y tiramina, no se han 

establecido  límites  de seguridad en los alimentos  (Hernández-Jover y col., 1997). 

3.5.6.  Aminas  Biogénicas  en  productos  fermentados 

Los cultivos  iniciadores acortan el proceso de  fermentación, y en  algunos  casos pueden 

prevenir la formación  de  aminas (Joosten y Nuñes, 1996) y reducir el  crecimiento  de  algunos 

microorganismos  causante  de  deterioro,  como lo son las enterobacterias  (Roig-Sagués y col., 

1997)  comúnmente relacionadas con la formación de aminas biogénicas. Sin  embargo, existen 

evidencias  de  que  algunos  de  estos  cultivos pueden producir pequeñas  cantidades  de  aminas 

biogénicas, entre  ellas putrescina, cadaverina y tiramina  (Eitenmiller y col.,  1978;  Santos- 

Buelga y col.,  1986;  Silla, 1996; Hernández-Jover y col., 1997). 

3.5.7.  Aminas  biogénicas en carnes  no  fermentadas 

En productos  no  fermentados,  la presencia de  aminas biogénicas se  considera  como un 

indicativo  de  actividad microbiológica indeseable. En carne fresca, se ha observado que los 

contenidos  de  putrescina y cadaverina  se  incrementan  durante el almacenamiento  (Haláz y 

col.,  1994)  tanto  a  temperatura  ambiente  como  a bajas temperaturas (Silla,  1996). Por lo tanto, 

rmpko de cu&ivos 6ioyotecto~es y nkim  sohe hi c a C ~ d m i é ~ o 6 i o ~ . + í c a  yfiicoquz'míca de  came  de 
pozo  almacenada ea condiciones de a 6 ~ 0  de  temperatura. 



la cantidad  de  estas  aminas podría permitir evaluar la frescura de la carne. Así, valores por 

debajo  de los 5 mg/kg podrían sugerir que se trata de una carne de  alta  calidad higiénica 

(Hernández-Jover y col.,  1997). No obstante, hay que tener en  cuenta  que la presencia de 

aminas en alimentos no está necesariamente correlacionado con el crecimiento de 

microorganismos  causantes de deterioro,  debido  a que no todos ellos son descarboxilasa 

positivos  (Silla,  1996). 

3.5.8. Putrescina y cadaverina como indices de calidad en la carne  fresca 

Como ya se  mencionó  anteriormente, la presencia de  aminas biogénicas puede  ser útil como 

índice  de  calidad  de la carne. Haláz y col.,  (1994) señalaron que  microorganismos  psicrotrófos 

requieren de un nivel de lo5 a ufc/g para producir cantidades significativas  de  putrescina. 

Asimismo,  Koutsoumains y col.  (1999) realizaron estudios  en una variedad de pescado del 

Mediterráneo.  Estos investigadores detectaron cantidades  significativas  de putrescina y 

cadaverina  cuando la cuenta de Pseudomonas excedía lo6 a lo7 ufc/g. Con respecto a  los 

coliformes,  se  ha  encontrado una alta correlación  entre los niveles de  cadaverina y las cuentas 

de  enterobacterias  (Haláz y col., 1994). Estos  datos sugieren que tanto la putrescina  como la 

cadaverina  podrían  ser útiles como indicadores  de la cuenta o cantidad  de tales 

microorganismos. 

Pseudomonas produce principalmente putrescina mientras que  las  enterobacterias 

preferencialmente  forman cadaverina (Dainty, y col., 1986; Guerrero-Legarreta y Chávez- 

Gallardo,  1991;  Haláz y col., 1994; Roig-Sagués y Eerola, 1997).  Con  respecto  a  las  carnes 

empacadas al vacío,  a bajas temperaturas, las enterobacterias  juegan  un  papel  importante  en 

la acumulación  de  aminas  (Halaz,  1994). 
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3.6. Control  del  deterioro  de la carne  fresca 

La conservación de la carne fresca puede lograrse mediante el control de la velocidad de 

crecimiento de los  microorganismos. Para ello,  se debe modificar uno de  los  parámetros 

extrínsecos  más  importantes,  es  decir, la temperatura. La disminución  de la temperatura a 

4°C se  conoce  como refrigeración, y es el método más empleado para aumentar la vida de 

anaquel de la carne  fresca sin alterar sus  características de calidad.  Este  método restringe el 

crecimiento de mesófilos, no obstante, el crecimiento microbian0 no se  detiene  totalmente y 

los microorganismos  psicrótrofos principalmente de los géneros Pseudomonas,  Lactobacillus, 

Moraxella,  Acinetobacter o Brochrotrix  thermosphacta emergen como  flora  dominante 

(Jackson y col., 1997). Por otra parte, en  ocasiones, la temperatura de  los refrigeradores 

comerciales y domésticos  se encuentra por arriba de los 4°C. Estos  abusos  en la temperatura, 

pueden ocasionar  el  aumento en la velocidad de crecimiento tanto de  microorganismos 

capaces  de  alterar las características de calidad como patógenos. Por ello, el empleo  de 

métodos  complementarios tales como el empleo de ácidos orgánicos, atmósferas  modificadas 

y la fermentación láctica son una alternativa viable para mejorar la calidad microbiológica y 

con ello la vida  de anaquel de la carne (Garriga y col., 1996). 

3.6.1. 'Tratamientos con  ácidos  orgánicos 

Los conservadores  más  empleados  en la industria  de  los  alimentos  son  los  ácidos  orgánicos 

débiles  tales  como el ácido acético, láctico, benzoic0 y sórbico (Brul y Coote, 1999). Estos 

ácidos  tienen  el  estatus GRAS (generalmente reconocidos como  seguros) (Lund y Eklund, 

2000). 

El mecanismo  de  inhibición  de los ácidos  orgánicos se basa, en principio,  en  que los ácidos 

acético y láctico en  forma no disociada, pueden atravesar la membrana celular,  disociarse en el 

citoplasma, e interferir en funciones  celulares, como la traslocación  de  sustrato y la 
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fosforilación  oxidativa. La disociación  de  los  ácidos provoca el incremento de protones en el 

interior de la célula.  Cuando la concentración  de protones excede la capacidad  tampón del 

citoplasma, se transportan hacia el exterior  mediante una bomba de  protones, reduciendo de 

esta manera  las  reservas energéticas de la célula.  Cuando  estas reservas se  agotan, la bomba  de 

protones se  detiene y se provoca el descenso del pH interno, lo cual  causa  a su vez 

desnaturalización  de las proteínas y desestabilización de otros  componentes  celulares 

(Requena y Peláez, 1995). El efecto  antimicrobiano de los ácidos  a una concentración  dada no 

es  igual, el ácido  acético tiene un efecto inhibitorio mayor que el ácido  láctico  (Caplice y col., 

1999). 

El ácido  láctico y acético pueden  emplearse para descontaminar canales,  su efectividad 

dependerá  del grado de  contaminación inicial, del tipo y la concentración del ácido, y la 

temperatura  de  las  soluciones  empleadas  (Smulders y col., 1986; Jackson y col.,  1997). En 

este  sentido,  el  ácido láctico es más fuerte que el ácido acético ya que  presenta una constante 

de disociación  (pKa = 3.86) menor que el ácido acético (pKa  4.75). Por otra parte, las 

propiedades  bactericidas  de los ácidos  orgánicos pueden ser potencialmente  mejoradas 

incrementando la concentración y temperatura de la solución, sin embargo,  esto  puede afectar 

la calidad de  las  canales (Anderson y Marshall, 1990). 

El ácido láctico es  comúnmente  empleado  como  descontaminante  de la superficie de las 

carnes  frescas  de  vacunos y aves, ya que reduce el número de enterobacterias y 

Campylobacter spp,  favoreciendo la extensión  de la vida de  anaquel  en refrigeración 

(Smulders y col.,  1986). Anderson y Marshall (1990) realizaron un  estudio  en  el  que 

concluyeron que  las  enterobacterias  mesofílicas podrían ser un indicador  confiable  de la 

descontaminación  con  ácido láctico sobre Salmonella spp y Campylobacter  jejuni. 

Asimismo,  Netten  y  col. (1 994) observaron que el tratamiento con 1 % de  ácido láctico a pH 
de 3.0 a 21 "C por 30  segundos  era  efectivo  contra Campylobacterjejuni. Por su parte Vega y 

col. (1998) concluyeron que el empleo  de una mezcla  de acetato de  sodio,  ascorbato  de 

sodio,  ácido  cítrico y ácido  ascórbico era efectivo contra el crecimiento  microbiano, 

incluyendo coliformes. Ellebracht y col. (1 999),  observaron  que el tratamiento  de recortes de 
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carne de  vacuno  con una mezcla  de agua caliente con ácido láctico, redujo  los  niveles  de E. 
coli 015557:H7 y Salmonella  typhimurium. 

Los efectos  que el ácido láctico tiene  sobre  las  cualidades  sensoriales  de la carne dependen en 

gran medida  de las concentraciones  empleadas, por ejemplo,  se  ha  observado  que 

concentraciones  de  ácido láctico del 1% v/v y a pH de 2.4, no afectan la coloración de la 

superficie  de la carne  de vacuno (Smulders y col., 1986; Greer y Jones,  1991),  de  hecho, un 

importante  efecto del tratamiento con ácidos es la prevención del enverdecimiento por 

inhibición del crecimiento  de A .  putrefaciens (Gill,  1986).  Con  respecto  a  los  efectos  sobre el 

olor y sabor,  en  experimentos  realizados con ácido acético se observó  que el ácido residual 

no necesariamente  afecta el olor y el sabor de la carne ya que  éste  se  evapora  durante  el 

almacenamiento  en refrigeración (Gill,  1986). 

El empleo  de los ácidos  orgánicos  también  tiene  sus  limitaciones ya que son generalmente 

inefectivos  contra  microorganismos  causantes  de deterioro en la carne  a  valores  de pH por 

arriba de 6.0 (Gill,  1986) ya que al aumentar el pH por arriba de 5, el  porcentaje  de  ácido no 

disociado  diminuye  considerablemente (Tabla 3.9) 

Tabla 3.9. Porción de ácido total no disociado a diferente pH 

% de ácido total no disociado 

Acido orghnico PKa P* 

3 4 5 6 

Ácido  acBtico 4.75 98.5 84.5 34.9 5.1  

Ácido  láctico 3.86 86.6 39.2 6.05 0.64 



3.6.2.  Atmósferas  modificadas 

La vida de anaquel  de la carne puede ser aumentada por modificación  en la composición del 

aire, ya sea  aumentando o disminuyendo el contenido  de oxígeno o de  dióxido  de  carbono, 

Este método  de  conservación se denomina  “almacenamiento en atmósferas  modificadas” (Jay, 

1994). La carne  se  coloca  dentro  de una película impermeable al oxígeno  con un espacio  de 

cabeza, el cual puede tener evadas cantidades de COZ, nitrógeno, y  oxígeno  en varias 

proporciones. La extensión de la vida  de anaquel es el resultado de la modificación  de la flora 

causante  de  deterioro, es decir psicrótrofa aerobia consistente  de Pseudomonas,  Moraxella y 

Acinetobacter a bacterias ácido lácticas y B. thermosphacta (Jackson  y col., 1997). 

Debido a su efecto bacteriostático, el dióxido  de carbono es  frecuentemente  empleado  en la 

composición  de  las  atmósferas  modificadas.  Su presencia restringe el crecimiento  de  los 

microorganismos  aerobios, altera las propiedades de la membrana celular y de los sistemas 

enzimáticos así como el  pH intracelular. (Jackson y col., 1997). Sin  embargo, el empleo  de 

dióxido  de  carbono presenta algunos inconvenientes en algunos  empaques  de  atmósferas 

modificadas  en  donde  se  encuentra  como principal componente, ya que  debido  a su alta 

solubilidad  en  agua puede causar una disminución en el volumen del gas y ocasionar  el 

colapso del empaque  (Molin, 2000). 

3.6.3.  Empacado  al  vacío 

La vida  de  anaquel  de la carne fresca puede ser extendida por el empacado al vacío en 

películas que tengan una baja permeabilidad a los gases atmosféricos.  Este método de 

conservación  también  proporciona una atmósfera modificada ya que el aire es  removido 

(Molin., 2000). El contenido  de  oxígeno es reducido hasta 1% debido  a  la actividad 

respiratoria de los  tejidos musculares frescos y en menor medida de la microflora  aerobia o 

facultativa (Petterson y col., 1984; Jackson y col.,  1997).  Además, la tensión  de COZ, 

incrementa cerca del 20 % (vh )  (Dainty y Mckey, 1992). 
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Durante el almacenamiento al vacío y en atmósferas  controladas,  el  crecimiento  de la flora 

aeróbica  causante  de deterioro es  suprimido  (Molin, 2000). En estas  condiciopes, las bacterias 

ácido lácticas (BAL) y Brochotrix  thermosphacta emergen como  flora  dominante, Las BAL 

son favorecidas por su  alta velocidad de  crecimiento, por su  metabolismo  fermentativo, su 

capacidad para producir sustancias antagónicas (ácidos orgánicos, peróxido de hidrógeno y 

bacteriocinas) y su habilidad para crecer al pH de la carne. A pH por arriba de 5.8,  B. 

thermosphacta puede crecer y contribuir al deterioro, sin embargo, no puede crecer en 

condiciones  anaeróbicas  cuando el pH está por debajo de 5.8 (Jackson y col.,  1997). 

La vida de anaquel  de la carne refrigerada envasada al vacío puede extenderse  de  3  a 5 veces 

más que  aquella  almacenada en aire.  Sin  embargo, esto no aplica para carnes de vacuno o de 

aves con un alto pH como en la carne DFD. En este caso, el aumento  en  la  vida  de anaquel es 

de tan  sólo 2 veces  más que aquella  almacenada  en aire (Molin, 2000). 

3.6.4 Bioconservación 

Una  nueva  generación de alimentos  llamados  “Alimentos  mínimamente procesados’’ ha 

surgido  como  consecuencia  de la demanda creciente por parte de  los  consumidores, de 

alimentos más frescos, naturales y más seguros, sin la presencia de aditivos. En ellos se 

emplean  técnicas  suaves  de conservación como la refrigeración, el empacado en atmósferas 

controladas y la bioconservación  (Ohlsson,  1994;  Stiles, 1996). Asimismo,  ha  surgido  el 

término “tecnología  de barreras” que consiste en  emplear una combinación de factores  fisicos, 

químicos y microbiológicos  con el fin de obtener  alimentos  seguros,  que sean estables 

respecto al deterioro microbiológico (Leistner y Gorris, 1995). En este  sentido,  los  cultivos 

bacteriogénicos y/o sus bacteriocinas también podrían ser útiles en la preservación mediante 

dicha  técnica (Garriga y col., 1993; Stiles, 1996). 
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3.6.4.1. Definición 

La biopreservación o bioconservación se define  como la extensión  de  la  vida útil e 

incremento  de la seguridad sanitaria de los alimentos mediante el desarrollo de la microflora 

natural o seleccionada, o sus metabolitos, para la elaboración de  productos más saludables, 

naturales y convenientes,  menos  industrializados y con un gusto más  suave  (Stiles,  1996; 

Aymerich y Hugas,  1998). 

3.6.4.2. Bioconservación y cultivos bioprotectores 

Según  Stiles (1 996) la bioconservación puede aplicarse mediante la adici6n  de: 

0 cepas  bacterianas que crecen rápidamente y /o producen sustancias  antagonistas 

sustancias  antagonistas puras 

concentrado  de un organismo antagonista 

0 bacterias lácticas mesofílicas como protección en contra de los  abusos  de  temperaturas 

Las bacterias lácticas son los  microorganismos ideales para ser empleados  como  cultivos 

iniciadores o bioprotectores ya que  forman parte de la flora endógena  de la carne;  además  se 

han empleado  desde hace mucho  tiempo  en la conservación de  carne, leche y otros  alimentos 

sin representar ningún riesgo para la salud, son conocidos  como  GRAS o “Generalmente 

reconocidos  como seguros” por sus siglas en inglés (Aymerich y  Hugas,  1998). No obstante, 

aún sabiendo  que las bacterias lácticas poseen características deseables  para  ser  empleadas 

como  cultivos  iniciadores,  es necesario hacer una buena selección dentro de las mismas, 

debido  a  que no todas las bacterias lácticas son inocuas y algunas producen metabolitos 

indeseables,  que  causan malos olores y sabores  cuando crecen sobre  carne  almacenada  dentro 

de  condiciones  anaeróbicas  (McMullen y Stiles,  1996). 
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3.6.4.3. Criterios de selección de los cultivos bioprotectores 

Un cultivo bioprotector es un cultivo bacteriano capaz  de  aumentar la seguridad 

microbiológica  de  los  alimentos sin modificar sus cualidades  sensoriales y según Holzapfel y 

col.  (citado por Aymerich y Hugas,  1998), debe de  cumplir con las siguientes  características: 

P No debe  tener ningún riesgo para la salud,  es decir, no debe producir toxinas,  aminas 

biogénicas,  u  otras  sustancias  tóxicas. 

P Debe tener  efectos beneficiosos para el producto: adaptarse con  facilidad,  ser  estable, 

poder predecir su comportamiento  ante  otros factores, competitivo  ante la flora 

endógena, poseer actividades  enzimáticas  deseables. 

P No debe producir efectos negativos sobre  las cualidades sensoriales 

P Debe ser capaz  de  funcionar  como indicador de  contaminación  microbiana  ante 

condiciones  de abuso de  temperatura 

Con  respecto  a las bacterias lácticas productoras de bacteriocinas, y de  acuerdo con McMullen 

y Stiles  (1996),  además  de las características anteriores deben de  cumplir con los requisitos 

que se muestran  en la tabla 3.1 O. 
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Tabla 3.10. Criterios de  selección de bacterias  lacticas  productoras  de  bacteriocinas  para la 
biopreservación  de  carnes  según  McMullen y Stiles, 1996. 

Criterio  de  selección  Característica  deseable 

Habilidad  para crecer en  carnes  Psicrótrofa 

Producción de bacteriocinas 

Actividad de bacteriocinas 

Seguro 
Tiempo de producción relacionado con  el 
crecimiento 

Activo y estable  en el ambiente chrnico 
Actividad  bactericida 
Temprana producci6n  en el ciclo de 
crecimiento. 

Cambios sensoriales  Limitada  producción de ticido 
Limitada  producción de gas 
Ausencia de producci6n de polisachridos 
Baja  actividad  proteolítica 

Para que la tecnología de la bioconservación sea efectiva es necesario tener  en  cuenta la 

naturaleza del producto  cárnico, ya que es necesario que el microorganismo  crezca y 

produzca  las  sustancias  antibacterianas,  entre  ellas las bacteriocinas. Por ejemplo,  aunque 

Lactococcus  lactis subs lactis produce nisina in situ, su  empleo no sería exitoso debido  a  que 

este  microorganismo es mesófilo y no crece en la carne almacenada  a  muy bajas temperaturas 

(McMullen y Stiles, 1996). Sin embargo, podría estudiarse su efecto  en  carnes  almacenadas 

en condiciones  de  abuso  de temperatura 

3.6.4.4. Importancia  de la aplicación  de  cultivos bioprotectores en la carne 

Los “alimentos  mínimamente  procesados” reciben un ligero tratamiento térmico,  están libres 

de aditivos,  se  empacan al vacío y se mantienen en refrigeración para  su  conservación 

(Ohlsson, 1994). Estas barreras no son suficientes para prevenir el  crecimiento de 

microorganismos  patógenos psicrófilos, particularmente L. rnonocytagenes, el  cual resulta ser 

una amenaza  para  la  salud ya que puede crecer  a 4°C y podría  multiplicarse  rápidamente si 
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se abusa de la temperatura  (Campos y col.,  1997). De ahí que la aplicación de las bacterias 

lácticas y sus bacteriocinas como bioconservadores tengan un gran potencial en la 

conservación de  este grupo de alimentos (Foegeding y col., 1992). 

Por otra  parte, la biopreservación de las carnes podría ser de gran ayuda en los países en vías 

de desarrollo  en los cuales,  debido  a  la  falta  de  las  buenas prácticas de  manufactura  e  higiene 

en la obtención  de la carne, la falta o ausencia de la cadena  de frío y las altas  temperaturas, 

dan  como  resultado la contaminación de las  canales  con  microorganismos  patógenos y 

causantes  de  deterioro. En este sentido, Guerrero y col. (1995) realizaron estudios  de 

inoculación de carne de cerdo y vacuno con bacterias lácticas como una medida  de 

descontaminación  en  condiciones  semitropicales  (25°C) y observaron que L.  bulgaricus y P. 

pentosaceus fueron  efectivos en la reducción de Pseudomonas en carne  de  cerdo y vacuno 

(Rodriguez y col.,  1998). 

3.7. Bacterias  ácido  lácticas y sus metabolitos 

Las bacterias ácido lácticas son un grupo de bacterias Gram-positivas, no esporuladas, 

catalasa  negativas,  desprovistas  de  citrocromos, de habitat anaeróbico pero aerotolerantes, 

exigentes,  ácido tolerantes, y que producen principalmente ácido láctico a partir de la 

fermentación  de  azúcares  (Alxesson, 1993). Son bacterias mesofílicas pero pueden crecer  a 

temperaturas  tan bajas como 5°C y tan altas  como 45°C (Caplice  y  col,  1999).  Comprenden 

los generos Aerococcus,  Carnobacterium,  Enterococcus,  Lactobacillus,  Lactococcus, 

Leuconostoc,  Pediococcus,  Streptococcus,  Tetragenococcus y Vagococcus. De estos  géneros, 

Lactobacillus es  un importante grupo asociado con carnes almacenadas  anaeróbicamente 

(Alxesson,  1993). 
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Las BAL presentan un efecto  antimicrobiano el cual se debe a la gran cantidad  de  metabolitos 

que  estas  producen incluyendo ácido láctico, acético, peróxido de hidrógeno, diacetílo, 

reuterina, y bacteriocinas  entre  otros (Alxesson, 1993; Manzanares, 1997; Caplice y col., 

1999). 

3.7.1.  Clasificación 

La clasificación de las BAL está basada en la morfología, modo  de  fermentación  de la 

glucosa, crecimiento  a  diferentes  temperaturas, producción de  ácido  láctico, habilidad para 

crecer en  altas  concentraciones  de  sales y tolerancia  a ácidos y bases  (Axelsson,  1993). 

Actualmente la clasificación  e identificación de  las bacterias ácido  lácticas se puede realizar 

comparando la secuencia  de ribonucleótidos en la fracción ribosomal 16S, así como  mediante 

el análisis de la composición  de  ácidos grasos (Bhunia y col,  1988). 

De acuerdo con la ruta metabólica empleada para la fermentación de la glucosa se clasifican 

en:  homofermentativas, las cuales producen ácido láctico como principal producto de 

degradación  de la glucosa y heterofermentativas, que además de ácido láctico (50%), pueden 

producir COZ, etanol,  ácido acético y acetaldehído  (Alxesson,  1993;  Guerrero y Taylor, 

1994). Leuconostoc y un subgrupo de lactobacilos son heterofermentativos, mientras  que todas 

las demás  bacterias lácticas son homofermentativas  (Alxesson, 1993) (Tabla 3.1 1). 

Fmyléo de cu&ívos 6íoyn-orectures y nírím sohe Lii c a ~ & m i ~ o 6 í o ~ ~ í c a  yflícoquz'míca de came de 
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Tabla 3.11. Características  diferenciales de las bacterias lácticasa (Alxesson., 1993) 

Bacilos  cocos 

Caracteristica 

Formación  de 
c 0 2  de 

glucosa 
Crccimicnto 
a 10°C 
Crecimiento 
a  45°C 
Crecimiento en 
6.5% NaCl 
Crecimiento 
en 18% NaCl 

Crecimiento 
a pH 4.4 

Crecimiento 
a pH 9.6 

Acido  láctico' 

Carnob 

+ 

N D ~  

ND 

L 

Lactob 

f 

f 

f 

i 

f 

D. L. 
DLe 

Lactoc. 
Aeroc.  Enteroc. C'agococ. Leucon 

t 

+ 1- i~ -1 

+ 
+ + f 

+ f - + 
+ + 

L L L D 

Pedioc. 

f 

f 

f 

+ 

L .  DLe 

Streptoc.  Tetragenoc. 

i -  

f 

+ 
+ 

+ 

L L 
~- 

a+ positivo; -, negativo; f, respuesta  variada  entre  especies; ND, no determinado. 

respectivamente. 
Prueba  para  homo o heterofermentacibn  de  glocosa;  negativo y positivo  denota  homofermentavivo y heterofermentativo, 

Configuración  del Acido  IActico producido  a  partir  de  glucosa. 
se  ha  reportado  que  no  crece  en 8% de  NaCI. 

e Producción de ácido láctico D-, L-, o DL variaci6n entre  especies. 

3.7.2. Ácidos  Orgánicos 

Durante el  proceso  de fermentación, las BAL producen por diferentes  vías  ácidos  orgánicos, 

principalmente  ácido acético y  láctico.  Estos  ácidos no son utilizados por las BAL y se 

excretan al exterior y contribuyen al desarrollo del sabor, aroma y textura  de  los  alimentos, 

además  de  proporcionar  estabilidad  inhibiendo  tanto  a  microorganismos  patógenos,  como  a 

microorganismos  causantes  de deterioro (Requena y Peláez, 1995). El mecanismo  de acción 

de éste tipo de  ácido ya se mencionó en la sección 4.6.1, Las BAL pueden  sobrevivir y 

desarrollarse en presencia  de un  pH relativamente bajo debido  a que poseen un sistema  de 

transporte  simultáneo  de  ácido láctico y de protones al exterior celular,  que  además  de 

contribuir  a la homeostasis del pH interno, origina energía (Requena y Peláez,  1995). 

í?my& de  cuPívos  6íoprofectorees y nirr'na sohe liz ca~&mímo6ío@íca y~ícoquz'míca aé carne  de 
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3.7.3. Peróxido de hidrógeno 

Las bacterias lácticas producen peróxido de hidrógeno como  mecanismo  de protección frente 

al oxígeno  mediante la acción de oxidasas o NADH peroxidasas. El Hz02 se acumula  en el 

medio,  debido  a  que las BAL no poseen la enzima catalasa (Daeschel,  1989;  Requena y 

Peláez,  1995;  Caplice y col., 1999). El efecto antibacterial del peróxido,  se atribuye a su efecto 

altamente  oxidante,  mediante la peroxidación de los lípidos de la membrana, lo cual genera 

cambios  irreversibles en la membrana celular (Vanderbergh, 1993; Requena y Peláez,  1995). 

El peróxido  de hidrógeno puede reaccionar con  otros  componentes para formar  sustancias 

inhibitorias,  como por ejemplo el sistema  lactoperoxidasa (SLP). En  leche  cruda, el peróxido 

de  hidrógeno  generado por las bacterias lácticas puede reaccionar con  el  tiocianato  endógeno 

el cual es  catalizado por la lactoperoxidasa para formar productos de  oxidación intermediarios 

inhibitorios para ciertos microorganismos (Daeschel, 1989). 

3.7.4. Diacetilo 

El diacetilo  (2,3-butanodiona)  es  producido por las BAL fermentadoras de citrato y es el 

responsable del aroma y sabor de la mantequilla y algunos  otros  productos  lácteos 

fermentados. El diacetilo  puede  ser  producido por muchas BAL incluyendo  cepas  de 

Leuconostoc,  Lactococcus,  Pediococcus y Lactobacillus  (Caplice  y  col.,  1999).  Su  acción 

antibacteriana es mayor contra  microorganismos  Gram-negativos,  levaduras y hongos. 

Desactiva por bloqueo o por modificación de la zona catalítica a  enzimas  microbianas  tales 

como  alcohol  deshidrogenasa,  adenilato  ciclasa, glutamato deshidrogenasa,  y  transcetolasa 

(Requena y Peláez,  1995). 

Aunque el diacetilo  es generalmente conocido como seguro ( G U S ) ,  su utilidad en alimentos 

es  limitada  debido  que  se necesitan elevadas  concentraciones. Su intenso  aroma podría excluir 
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su uso en  alimentos, sin embargo, podría ser empleado como  desinfectante de utensilios y 

superficies  de  trabajo  debido  a su alta volatilidad (Daeschel, 1989). 

3.7.5. Reuterina 

La reuterina o P-hidroxipropionaldehído es una sustancia  de bajo peso molecular,  altamente 

soluble,  producida por las especies heterofermentativas de Lactobacillus  ruterii (Daeschel, 

1989)  proveniente del tracto gastrointestinal y de los productos c h i c o s .  Es un  metabolito 

asociado  al  metabolismo  del glicerol. Tiene un amplio espectro de inhibición  contra 

Salmonella,  Shigella,  Clostridium,  Staphylococcus,  Listeria,  Candida y contra  algunos 

protozoarios  e  incluso  contra virus. La reuterina actúa inhibiendo la  enzima  ribonucleótido 

reductasa, que  cataliza el primer paso en la síntesis del ácido  desoxirribonucleico (ADN) 
(Daeschel,  1989;  Requena y Peláez,  1995;  Caplice y col, 1999). 

3.7.6. Bacteriocinas 

Las bacteriocinas  son sustancias de origen proteico biológicamente activas  que producen 

efectos  antagonistas intraespecie (Klaenhammer, 1988; Vandenbergh, 1993; McMullen y 

Stiles,  1996).  Son pequeñas proteínas catiónicas (30-60 residuos  de  aminoácidos) con altos 

puntos isoeléctricos y con características anfipáticas (Bruno y Montville,  1993). 

Fmpfio de cuftivos 6íoprotectwer y niríiza sohe hi caLiiadmí¿-ro6íoh~íca  yfiícoquz’míca  de  carne de 
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3.7.6.1. Clasificación 

Las bacteriocinas  se clasifican con base en su espectro de actividad,  estructura, modo de 

acción bactericida, y la presencia de receptores sobre la superficie de la célula para la 

adhesión  (Tabla  3.12)  (Klaenhammer,  1993; Vandenbergh, 1993;  McMullen  y  Stiles,  1996). 

Las bacteriocinas  de las clases I y I1 son las más estudiadas  debido  a  que son las  más 

abundantes en la naturaleza (Hugas,1998). Las bactericinas del grupo I contienen 4 

aminoácidos  como  comunes  dehidroalanina,  dehidrobutirina,  lantionina y p-metil lantionina. 

Estos  aminoácidos  son  producidos por modificación postranslacional de  la  serina y la treonina 

para formar  dehidro  aminoácidos. Los dehidro-aminoácidos reaccionan con la cisteína para 

formar anillos  de  lantionina  tioéter  (Klaenhammer,  1988;  Vandenbergh,  1993;  Montville y 

Winkowski,  1997). 

Las bacteriocinas  del grupo I1 son un grupo grande de  pequeñas  proteínas  estables con una 

secuencia  principal  que contiene Gly+Gly"- Xaa". Este grupo está  dividido  en tres sub- 

grupos. En el  subgrupo IIa se encuentran aquellas bacteriocinas contra L. monocytogenes. La 

pediocina  PA-1,  sakacina A y la leucocina P, leucocina A, bavaricina MN, y la curvacina A 

son  algunos  ejemplos  de  este grupo y requieren de dos péptidos diferentes para activarse. Las 

bacteriocinas  del  grupo 11, como la lactacina B requieren cisteínas  reducidas para activarse 

(Montville y Winkowski,  1997). Finalmente, las bacteriocinas del grupo 111, son proteínas 

lábiles al calor,  ejemplos helvecina J y V y lactacina A y B (Klaenhammer,  1988; 

Vandenbergh,  1993;  Montville y Winkowski,  1997). 

Zmpho de cufiívos 6ío~otecto~.es y nictita sohe rii c a f í m í ~ o 6 í o b g í c a  yfiícoquímíca de carne de 
yoKo afmacenadiz en condiiíones de abuso de temperatura. 

""__. 
I 



Capítuh 3. Ri?vlj.t.oiz %6&og~a)5ca 49 

Tabla 3.12. Clasificación de las bacteriocinas con base en su estructura (Según Nes y col., 1996) 

Clase  Características 

I o Lantibibticos Pequeflos  pCptidos ( 4  kDa) con  actividad  antibi6tica,  contienen los 
Tipo A: Elongadas aminohcidos  inusuales  lantionina,  p-metil  lantionina, dehidroaminokidos y 

Tipo B: Globulares 

"" "_ 

tioeter  aminohcidos. Ej.: nisina,  lacticina 481, carnocina U149 y lactocina S. 

I1 o No lantibibticos Tienen u n  tarnaflo < 10k  Da, se dividen en tres subclases  con  base en su secuencia 
IIA: Listeria activos N- terminal,  formaci6n de biocomponentes, o la presencia de grupos funcionales 
11B: Dos  pkptidos  sulfhidrilo.  Son  Estables  al  calor.  Ej.:  pediocina PA-I, lactococcina  A, 
IIC: Sec dependiente B,M,leucocina A, sakacina  A,  curvacina A, sacacina  P  y  lactacina F. Existen 3 
IID: No perteneciente  subgrupos. 

a  las anteriores 

I1 o lábiles  al  calor Tarnaflo > 30 kDa,  incluye  principalmente  enzimas  bacteriolíticas extraCelub3. 
Ej. helveticina V-1829, lactacinas  A  y  B. 

3.7.6.2. Características y modo de acción 

Las bacteriocinas  son  compuestos  de  naturaleza proteica y se  inactivan por proteasas 

incluyendo aquéllas  de origen pancreático (tripsina y a-quimiotripsina) y de origen gástrico 

como la pepsina. Se inactivan durante su paso por el tracto gastrointestinal, sin ser absorbidos 

como  compuestos activos. Algunas bacteriocinas también se inactivan por tratamiento 

térmico  equivalente  a la pasteurización y son estables  a pH neutro (Lloyd y Draque, 1975; 

Martinez y col., 2000). Las bacteriocinas pueden inhibir a ciertos microorganismos ya que 

afectan la permeabilidad  de la membrana por medio de la formación  de  canales y poros, 

ocasionando  con  ello una pérdida de ciertas  moléculas,  entre  ellas K+ y ATP. Este 

agotamiento  en  las reservas energéticas conduce  a la disminución  de  síntesis  de 

macromoléculas  llevan  finalmente  a la muerte celular  (Vandenbergh, 1993). 

Las bacterias que  producen  a las bacteriocinas son  inmunes  a sus propias bacteriocinas. Son 

activas  contra  grupos bacterianos taxonómicamente relacionados (Gram-positivas) y 

I 
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generalmente no inhiben bacterias Gram negativas, hongos y levaduras. Sin embargo,  existen 

bacteriocinas,  entre  ellas la nisina, las cuales presentan un espectro de actividad más amplio 

(Vandenberg, 1993). 

Tabla 3.13 Características  de las bacteriocinas  producidas  por Lactococcus spp. (Requena y 
Peláez, 1995) 

Bacteriocina  Micoorganismo  Espectro de  Caracterlsticas 
productor inhibici6n 

Nisina Lactococcus  lactis 3500 Da, Termoestable (IOO'C, I O  
ssp. Lactis 

Lacticina 48 1 L. lactis ssp. 
lactis CNRZ 48 1 

Diplococina L. lactis ssp. 
cremoris 346 

Lactoestrepcina S L. lactis ssp. 
lactis y cremoris 

Lactococina A L. lactis ssp. 
lactis y cremoris 

Lactocinas B y M L. lactis spp. 
cremoris 9B4 

Bacterias 
Gram  positivas 

Bacterias lácticas 
Cl. Vrobutyricum 

Lactococcus spp. 

Lactococcus spp. 
Streptococcus 
SPP. 
L. helveticus 
Leuconostoc spp. 

Lactococcus spp. 

No determinado 

min) 
Resistente a pronasa, tripsina y pepsina 
Sensible a quimiotripsina y pancreatina 
Estable a pH ácido, hasta pH6.8. 
Determinantes genkticos codificados 
en un transposh conjugativo (70 kb) 

2900 Da, Termoestable ( 100°C, 60 
m in) 
Sensible a quimiotripsina, pronasa, 
proteinasa K y cuajo. 
Determinantes genkticos transmisibles 
por conjugaci6n. 

5300 Da, termoestable ( 100°C, 60 
min) a pH 5.0 sin purificar. Sensible a 
quimiotripsina, tripsina pronasa y 
pepsina. 
Determinantes geneticos en  plksmido 
(83kb) 

Estables a 12 lac, 10 min y al a pH 
inferior a 5. Sensibles a tripsina, 
pronasa, quimiotripsina y lipasas. 

3400 Da, termoestable ( 100°C, 30 
min) 
Sensible a tripsina. Determinantes 
genkticos  en  plhsmidos, 

Determinantes genéticas en plásmido 
(60kb) 
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3.7.6.4. Nisina 

El término  nisina  describe  a una familia  de moléculas polipeptídicas con  carácter inhibitorio 

producidas por Lactococcus  lactis subs lactis (Vandenbergh,  1993). La nisina pertenece a la 

clase Ia y es la bacteriocina mejor caracterizada. Puede  existir en formas  multiméricas. La 

nisina A  contiene  una  histidina en la posición 27, mientras  que la nisina Z tiene una aspargina 

(Vandcnbcrgh, 1993; Montvillc y Winkowski, 1997). ( ‘ l ’ a b l a  3.13). 

3.7.6.4. Aplicación  de  bacteriocinas  en  carne y productos  cárnicos 

Muchas  bacteriocinas han sido  aisladas  a partir de carne y productos cárnicos  (Tabla  3.14).  Sin 

embargo,  las  bacteriocinas más estudiadas en la carne y los productos cárnicos  son la nisina A, 

P y K, también la leucocina y la pediocina  PA- 1/AcH (Hugas, 1998). 

Aunque  la  nisina  es la bacteriocina más estudiada, su aplicación en los  productos  cárnicos es 

limitada  debido  a  su baja solubilidad, su difícil distribución y la falta de estabilidad. 

Además, la dosis requerida para ser efectiva no es costeable y excede la ingesta diaria 

permitida  de 1 OOg/día (Hugas, 1998). Sin  embargo la nisina empleada  en  forma  de 

atomizador  (AmbicinR 5,000 AU/mL) ha sido empleada para la descontaminación de 

superficies  de  carne. La combinación  de nitritos y 1,000-10,000 UI/g de  nisina  fue  efectivo 

contra de Clostridium y algunas otros  microorganismos Gram-positivos patógenos  tales  como 

Listeria y Staphylococcus en salchichas de cerdo y carne cruda (Stiles, 1996;  Hugas, 1998). 

2inp/eo de m&ívos 6íoy~otectmes y nií=  sobe h ca~~dmí¿-ro6ío~¿@íca y fiícoquímica  de carne de 
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Tabla 3.14. Cepas  bacteriogénicas  productoras  de  bacteriocinas  clase I1 aisladas  a  partir  de  carne y 
productos  cárnicos  (Hugas, 1998) 

Microorganismo  Bacteriocina  Fuente  Espectro  antibacterial 

Pd. acidilactici PAC 1 .O Bacteriocina 
Pd,  ncidilnctici JD, H, PA-I 
E.F,M 

Leu. Gelidum A-UALI 87 

l.elr,nlc.sen~eriod~s TA33a 

C. pisicola KLV!IB 

C. Pisicola JG 126 

L curvatus FS47 

Lb. brevis SB27 

P.d. acid  ilactic L50 

Enterocina A 
Enterocina 
1 I46 

Leucocina  A- 
UAL 
Lxucocina 
TA33a 
Carnobacterioci 
n a B 1   y B 2  

psicolina 126 

curvaticina 
FS47 
brevicina  27 

pediocina  L50 

divergicina 750 

Embutidos 
fermentados  estilo 
americano y espafiol. 

Embutidos  poco 
fermentados. 
Productos  lácteos 

Carnes  frías 
almacenadas al vacío. 

Carne  envasada al 
vacío 

Jamón 

carne  de  vaca  picada 

Embutidos 
fermentados 
embutidos espanoles 
fermentados 

Carne  empacada al 

Pediococcus. Lactobacullus, 
Leuconostoc, Listera monocytogenes I 

C'lostridum perjringes, CI. bulinum, 
Staphilococcus  aureus. 
Otros  Lactobacillus, L. monocytoges , 
C. divergens,  Ent.  fecalis y C. 
perfringes. 

BAL, L. monocytogenes,  Enl.  faecium, 
Leu. carnosum  B-TAI I .  

Activa contra otras carnobacterias, 
Lactobacillus, Pediococcus, Listeria y 
Enterococcus. 
Fuerte actividad antiliseria 

Lactobacullus,  Pediococcus, 
Enterococcus y Bacillus. 
Lacrobacillus y pediococcus. 

Lactobacillus,  Pediococcus, 
Leuconostoc, Lactococcus. 
Enterococcus,  Propionic  bacteria, C. 
perfiinges, C. botulinum, Listeria y 
Staphilococcus  aureus 
Carnobacterium,  Entrococcus, L. 

La pediocina PA-I/AcH es otra  bacteriocina  producida por P. acidililacti que,  aunque no ha 

sido  aprobada  para su uso en alimentos  (Stiles, 1996), se  sabe  tiene  un  gran  potencial  por su 

actividad  antilistérica y podría  ser  empleada  en  carne y productos  cárnicos. P. acidililactici no 

es un  microorganismo  nativo en la carne y no es  capaz  de  crecer a temperaturas  de 

refrigeración, pero  podría  ser  empleado  en  condiciones de  abuso  de  temperaturas  (Hugas, 

1998). 

Existe un proceso  llamado Wisconsin que  consiste en  la adición de carbohidratos y P. 

acidilactici como cultivo iniciador que ha sido  adaptado para su uso en alimentos  refrigerados 
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de baja acidez  tales  como  ensalada  de pollo a pH 5.1 (Stiles, 1996). En estudios  realizados con 

Clostridium  botulinum se observó  que la presencia de una cepa  de P. acidilacti inhibió la 

formación  de la toxina producida por C. botulimun (Stiles, 1996; Hugas,  1998). 

Lb.  sake CTC494 han sido empleado para inhibir exitosamente el desarrollo  de Listeria en 

productos  cárnicos  frescos, productos cárnicos  cocidos y embutidos  fermentados (Aymerich y 

Hugas,  1998). Por otra parte, también fue capaz de inhibir a Listeria  innocuu en jamón  cocido 

refrigerado, aves y carne picada almacenados  durante 7 días (Hugas, 1998). 

Existe un número  considerable de bacterias lácticas productoras de  bacteriocinas  que inhiben 

a Listeria  monocytogenes. Sin embargo, la cantidad de  ácido  producida  puede  ocasionar 

deterioro. Así Carnobacterium, la cual produce menos  ácido  podría tener grandes 

aplicaciones  (Campos y col., 1997). En estudios realizados por Campos y col.  (1997), 

encontraron  que  a bajas temperaturas la producción de bacteriocinas aumentó la inhibición 

de Listeria  monocytogenes por C. piscicola 

3.7.6.5. Consideraciones para el empleo de bacteriocinas en alimentos 

Las bacterias lácticas productoras y no productoras  de  bacteriocinas así como las 

bacteriocinas  purificadas o semipurificadas, tienen un gran potencial en la conservación de los 

alimentos  de una manera más higiénica y saludable,  además,  tienen el estatus GRAS (Stiles, 

1996).  Sin  embargo, el empleo  de bacteriocinas purificadas o semipurificadas  podría 

representar ciertos  problemas y limitaciones, entre las que se encuentra  el riesgo de favorecer 

el desarrollo  de  flora resistente a  bacteriocinas  (McMullen y Stiles,  1996). Por otra parte el 

efecto  antagonista  puede  ser limitado o incluso nulo en la carne  debido  a la presencia de las 

proteasas endógenas o por la unión a  proteínas y grasas, lo cual causa la pérdida  de actividad 

de las  bacteriocinas.  Además,  puede haber antagonismo  con  otras bacterias e  inhibición por 

bacteriófagos (Stiles,  1996). En este  sentido, se recomiendan utilizar cepas bacteriogénicas y/o 

í?rnpféo de cukívos 6ío~otectores y nicri2a sohe lir ca~ídmí¿-ro6íoh~íca yfizcoquímíca de  carne aé 
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bacteriocinas  aisladas  de su propio habitat, más adaptadas y más  competitivas  de  acuerdo con 

el producto  (McMullen y Stiles,  1996; Aymerich y Hugas, 1998). 

Otra  limitante de las bacteriocinas es su estrecho espectro de  inhibición,  además no son 

activas en contra  de bacterias Gram-negativas como Scxlmonella. No obstante,  diferentes 

tratamientos  han  sido  empleados para que los microorganismos Gram-negativos sean 

sensibles  a  las bacteriocinas, especialmente, la nisina. El empleo  de nisina con agentes 

quelantes  (EDTA, Tween 80, Triton -X, 100) amplia el espectro antibacterial de la nisina a 

las bacterias Gram-negativas ( Stiles, 1996; Hugas, 1998). Otros métodos tales como el 

"shock " osmótico,  altas  presiones  hidrostáticas y pulsos eléctricos en presencia de nisina o 

pediocina,  han  causado la pérdida de viabilidad y daños sub-letales  a  células de 

Lmonocytogenes Scott A, E. coli O1 57:H7 y Salmonella  typhimurium M1 (Hugas,  1998). 

Con  respecto  a  los  cultivos bacteriogénicos, estos pueden tener  un  efecto  positivo  sobre la 

población  de  microorganismos  Gram-negativos  estableciéndose  como  flora  dominante y 

desplazándolos.  Finalmente, el efecto de las bacteriocinas y los  cultivos  bioprotectores 

podría ser  más  efectivo si se  emplea la " tecnología de barreras", es decir  cultivos 

bioprotectores  en  conjunción con otros  factores  como la actividad de  agua, pH, temperatura, 

aplicación de pulsos  eléctricos y altas presiones (Hugas, 1998; Stiles,  1996). 
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4.1 Objetivo General 

o Estudiar el efecto del empleo de cultivos bioprotectores y nisina  sobre la calidad 

microbiológica y fisicoquímica de la carne de pollo almacenada en condiciones  de  abuso 

de  temperatura. 

4.2 Objetivos  Particulares 

o Seleccionar  concentración y tipo de fuente de carbono  que  se  adicionará  a  los  distintos 

inóculos,  con base en la reducción del pH y acidez total titulable  del  músculo de pollo. 

o Evaluar el efecto del empleo de cultivos bioprotectores o nisina sobre las poblaciones 

de  microorganismos  indicadores:  Pseudomonas, Listeria y coliformes  totales en el 

músculo  de  pollo. 

o Evaluar el efecto del empleo de cultivos  bioprotectores o nisina en la producción de 

aminas  biogénicas en el  músculo  de  pollo. 

o Evaluar el efecto del empleo  de  cultivos bioprotectores o nisina  sobre  algunos 

parámetros  de calidad de la carne como  son capacidad de  retención de agua,  textura, 

color  e integridad de las proteínas miofibrilares. 
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S. MATERIALES YMETODOS 
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La metodología  empleada para estudiar el efecto del empleo  de  cultivos bioprotectores y 

nisina sobre la calidad del músculo de pollo se encuentra dividida  en  las  siguientes  secciones: 

I. Selección de cultivos bioprotectores (CB). 

11. La selección  de la concentración y tipo de fuente de  carbono 

111. Estudio del efecto del empleo  de  cultivos bioprotectores (Lactococcus Iactis 

sbsp lactis ATCC 1 1454 y Staphylococcus  carnosus MC-1-02055) y nisina 

sobre  la población de  microorganismos indicadores en  muestras  inoculadas con 

PseudomonasJluorescens C65, Escherichia  coli ATCC 8937 (no patógena) y 

Listeria  innocua ATCC 33090 

IV. Efecto del empleo de cultivos bioprotectores y nisina sobre la producción de 

aminas  biogénicas en muestras inoculadas con cultivos (a) bioprotectores o 

nisina y (b)  cultivos  bioprotectores o nisina y microorganismos  indicadores 

(Escherichia  coli o Pseudomonas  fluorescens). 

V. El estudio del efecto del empleo  de cultivos bioprotectores y nisina sobre 

algunos  parámetros  de calidad de la carne de pollo: pH, acidez total titulable 

(ATT), producción de  ácidos  orgánicos, capacidad de  retención de agua (CRA), 

textura, integridad de las proteínas miofibrilares y color. 
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5.1 Selección  de  cultivos  bioprotectores y nisina 

Con el fin  de  mejorar la calidad microbiológica  de la carne de pollo se emplearon por separado 

dos  cultivos  bioprotectores y una bacteriocina: 

u) Cepa no productora de bacteriocinas: Stuphylococcus  carnosus MC-1-02055 

(Ch.Hansen). 

b) Cepa  productora  de bacteriocinas: Lactococcus  lactis subsp lactis ATCC  11454 

(Ch.Hansen)  (Vandenberg,  1993). 

c)  Bacteriocina  comercial: nisina 12.5 mg/L (Sigma Chem. Co. Louis, M 0  E.U.A)) 

(Hugas,  1998) 

Staphylococcus carnosus es una bacteria nativa  de la carne la cual  tiene la capacidad de 

producir ácido lá‘ctico (Holt y col.,  1994) y por lo tanto de reducir el  pH. Se emplea en la 

elaboración de productos cárnicos fermentados  a bajas temperaturas (Ricke y Keeton,  1997). 

Staphylococcus  carnosus MC-1-02055 ha sido empleado exitosamente  como  cultivo 

bioprotector  sobre  la  superficie  de la carne de cerdo  (Minor, 1998). 

Lactococcus lactis además  de producir ácido láctico como principal metabolito  (Alxesson, 

1993)  es  productor de nisina y por lo tanto su espectro de inhibición podría  ser  más  amplio 

comparado con S. carnosus. Por otra parte, Lactococcus  lactis no puede  crecer  a  temperaturas 

de refrigeración (McMullen y Stiles,  1996), sin embargo, podría ser  de utilidad como  cultivo 

bioprotector sobre  sustratos musculares almacenados en condiciones  de  abuso  de  temperatura 

ya que  es  capaz  de  crecer  a 10°C (Alxesson,  1993). 
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La nisina actualmente  se ha empleado para mejorar la calidad microbiológica  de una gran 

variedad de  productos  entre  ellos canales de pavo (Mahadeo y Tatini,l994), tocino,  salchichas 

de pollo (Vandenbergh, 1993) y queso manchego (Rodriguez y col.,  1997), etc. En este  caso 

únicamente  se  experimentará  con una concentración de 12.5  mg/L  (Hugas,  1998). El empleo 

de nisina a  diferencia del empleo  de los cultivos bioprotectores podría representar ciertas 

ventajas  sobre  las  características  fisicoquímicas de la carne  debido  a  una menor disminución 

del pH. 

Finalmente,  todas las bacterias lácticas empleadas en este  estudio  se  conservaron  a -80°C en 

una mezcla  de  medio MRS y glicerol al 20%. Antes  de realizar alguna  prueba o fermentación 

se  realizaron dos resiembras (1 % v/v) y se  incubaron  a 30°C por 18 horas. 

5.1.1 Ensayo  de la prueba  de  actividad de cepa  productora de bacteriocinas 

Para confirmar la capacidad bacteriogénica de Lactococcus  lactis subs. lactis ATCC  11454, 

se empleó el método  de difusión en placas de agar (Bhunia y col., 1998). 

5.1.1.1 Preparación del extracto libre de células de la  cepa productora 

A partir de un cultivo de 18 horas al 1% incubado a 30"C, las células  se  separaron por 

centrifugación en una  centrífuga Beckman (Palo Alto, California, E.U.A.) a 121 O0 g durante 

10 min a  4°C.  Posteriormente  el pH del sobrenadante  se ajustó entre  5.8-5.9  con  NaOH 1 N 

y se esterilizó por filtración con una membrana  de 0.2 pm. Finalmente,  dado que en este 

caso lo Único que  nos interesaba era verificar la producción de bacteriocinas por parte de 

Lactococcus lactis se realizaron diluciones  sucesivas de 1 : 1 O y no de 2 en 2 como  sugiere la 

literatura (Harting,  1972). 
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5.1.1.2 Preparación  de la cepa  sensible 

El  Único método  estándar  que  existe para cuantificar la actividad de la  nisina (en este  caso 

producida por Lactococcus  lactis subs. lactis ATCC  11454),  sugiere el empleo  de 

Micrococcus luteus como  microorganismo  indicador  (Bhunia y col.,  1988).  Sin  embargo, 

como  sólo  interesa  probar la capacidad  bacteriogénica  de la cepa  productora de bacteriocinas, 

se  empleó  como  cepa  sensible una bacteria  aislada a partir de  chorizo,  la  cual  se  presume  que 

es una cepa  de Enterococcus,fecaZis (Kuri,  1998). La cepa  sensible se inoculó  sucesivamente 

en  medio MRS al 1% a las 8,  18 y 2 horas a 30°C.  Transcurrido  este  tiempo, se tomaron 70 

pL de  la  dilución  para  inocular  10  mL de agar  suave  (0.8%). 

5.1.1.3 Prueba  de  producción  de  bacteriocinas 

Sobre 1 O mL  de medio MRS (agar 1.5%)  se  colocó una  sobrecapa  de 8 mL de  medio MRS 

suave (0.8% agar)  inoculado  con la cepa  sensible  (Sección  5.1.1.2).  Después las placas se 

colocaron a 4°C para permitir la solidificación de agar;  posteriormente se realizaron  los  pozos. 

Cada  pozo  se  llenó  con 25 pL del extracto  libre  de  células.  Posteriormente, las placas  se 

colocaron a temperatura  ambiente  durante  media hora con el fin de  permitir la difusión del 

extracto y después  se  incubaron a 30°C durante 24 horas.  Transcurrido  este  tiempo, la 

capacidad  bacteriogénica  se  determinó  midiendo el diámetro del halo  de  inhibición 

producido  por la dilución 1 O"/ mg de proteína. 
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5.1.1.4 Sensibilidad frente a proteasas 

Este paso se  realizó para corroborar la naturaleza proteica del compuesto  antimicrobiano 

producido  por la cepa  de Lactococcus lactis empleada. La destrucción de la bacteriocina  se 

verifica mediante una disminución o la no formación de los halos  de  inhibición. Para ello,  a 

800 pL del extracto  enzimático libre de  células se le adicionaron 200 pL de  solución  de 

proteinasa K o a-quimotripsina (10 unidadeshnl) (Sigma  Chem.  Co. Louis, M 0  E.U.A) 

(Tabla 5.1 ) durante 15 minutos  (Tabla 5.1). Para inactivar las proteasas, se  adicionaron 0.2 mL 

de  ácido  tricloroacético al 5%. Como control se empleó el extracto  celular sin adición  de 

proteasas. Finalmente, la pérdida de la actividad de la bacteriocina se determinó midiendo el 

diámetro  de los halos  de  inhibición. Además, se determinó la cantidad de  proteína  soluble por 

el  método  de Lowry (1951). 

Tabla 5.1. Condiciones  de  incubación  empleadas  por  las  proteasas  empleadas  para  probar la 

sensibilidad  de Lactococcus  lactis subs. lactis ATCC 11454 

Enzima pH 6ptimo  Tiempo de  incubaci6n Temperatura ("C) de 

(min.) incubacibn 

Proteinasa K 7.5 15 
- 

37 

7.5 15 25 

Quimotripsina 
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5.2 Selección del  tipo y concentración  de  fuente  de  carbono 

En esta  sección  se realizó la selección  de la concentración y tipo de fuente de carbono (Tabla 

5.2) que se adicionaría  a los distintos inóculos para favorecer el crecimiento  de las bacterias 

lácticas e  inducir la fermentación láctica sobre la superficie de la carne  de  pollo sin que esto 

ocasionara  grandes  cambios en el  pH así como en la acidez total titulable  (ATT ). 

Tabla 5.2. Variables y niveles  empleados  para la selección  del  inóculo,  fuente y concentración 
de carbono. 

Variables Niveles Niveles 

Inóculo 3 Testigo (Sin inóculo) 
Lactococcus  lactis subs. lactis ATCC 11454 
Staphylococcus  carnosus MC-1-02055 

2 
Fuente de carbono Glucosa 

Sacarosa 

Concentracihn de 5 0, 2.5, 5, 7.5 y 10% 
Fuente de carbono 

5.2.1 Preparación de los inóculos cultivos bioprotectores 

Antes de iniciar  cualquier ensayo los cultivos  bioprotectores se resembraron  dos  veces (1% 

v/v) en caldo  MRS (Difco, Detroit, Mich., EUA) y se incubaron a 30°C por 18 horas. 

Posteriormente,  se  inocularon  de manera individual en matraces de 250 mL en  caldo MRS 

a 30°C, hasta que la suspensión de células  alcanzó una densidad óptica  de 1 medida  a 600 nm 

(Ramírez y col., 1994) en un espectrofotómetro Beckman DU modelo 650 (Palo Alto, 
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California,  E.U.A).  A  continuación,  a  esta  suspensión celular se le adicionó  como  fuente  de 

carbono ya sea  glucosa o sacarosa  a  distintas  concentraciones, tal y como  se  muestra en la 

tabla 5.2. 

5.2.2 Preparación e inoculación  del  músculo  fresco  de  pollo 

Durante todos  los  experimentos  se  empleó el músculo Pectoralis (pechuga) de pollo, el cual se 

obtuvo en el área del sacrificio inmediatamente  después  de la evisceración, en la procesadora 

de pollo “Los Hacendados”, localizada en el municipio de Texcoco, Estado de  México. 

Al músculo Pectoralis se le eliminó piel y huesos y se cortó en  porciones  de 50 g, 

aproximadamente.  Posteriormente, la carne se  inoculó por inmersión  durante 10 minutos  a 

temperatura  ambiente  en una suspensión  celular  que  contenía  aproximadamente 10’ ufc/mL 

de Lactococcus  lactis subs. lactis ATCC 11454 o S. carnosus MC-1-0205, la cual  se  preparó 

como  en  el  inciso  anterior (5.2.1). A  continuación,  las muestras se  dejaron  drenar  durante 30 

segundos para eliminar el exceso de suspensión. El testigo se preparó de igual forma  que los 

inóculos pero sin la adición  de  cultivos  bioprotectores.  Todas  las  pruebas  se realizaron por 

duplicado. 

5.2.3 Empacado y almacenamiento 

Las muestras  se  empacaron al vacío en bolsas Cryovac LB-50 en una empacadora  Multivac 

D-8941 (Koch,  Kansas,  E.U.A.) y se almacenaron  a 1 O k- 2°C por 8 días.,  durante los cuales 

se  analizaron el  pH y la acidez total titulable. 
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5.2.4. Determinación  de pH y acidez total titulable  (ATT) 

La reducción excesiva del pH por parte de los cultivos  iniciadores  puede afectar las 

caracteristicas  sensoriales  de la carne (McMullen y Stiles,  1996). Es por ello  que tanto el  pH 

como la ATT se monitorearon a los 0,2,4,6 y 8 días de almacenamiento. 

a) Determinación  de pH (Guerrero y Arteaga 1990) 

A 1 O g de  muestra  de carne fermentada de pollo se le añadieron 100 mL  de  agua  destilada. 

Posteriormente  se realizó una homogenización  durante 1 minuto en una licuadora  doméstica. 

La mezcla  de  carne  obtenida  se  filtró  a  través  de una manta  de  cielo para eliminar el tejido 

conectivo y finalmente  se midió el pH del filtrado  en un potenciómetro Beckman  (Palo  Alto 

California, E.U.), modelo pH 0 50. 

b) Acidez total titulable (ATT) (Guerrero y Arteaga 1990) 

Se  homogeneizaron 10 g  de muestra de  músculo de pollo con 200 mL de agua destilada. 

Después de 1 minuto la mezcla  obtenida  se filtró a  través  de una manta  de  cielo. El filtrado 

se  aforó  a  250  mL con agua  destilada.  A  continuación  a 25 mL de  esta  solución  se le 

adicionaron 75 mL de agua destilada y se realizó una titulación con  NaOH 0.01N usando 

fenolftaleína  como  indicador.  Finalmente, la ATT se reportó como 'YO ácido  láctico 

empleando la siguiente  fórmula: 

En donde: 

V=voIumen, N= normalidad f= mL  aforado (250 mL) 
Alícuota  (25 mL) 

~ ~~ ~ 
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5.3. Efecto  del  empleo  de  cultivos  bioprotectores y nisina  sobre la 

población de  microorganismos  indicadores 

En esta  sección el músculo  de pollo se inoculó por inmersión con una suspensión celular que 

contenía una mezcla  de un cultivo bioprotector o nisina (12.5 mg/L) y un microorganismo 

indicador  (Figura 5.2). 

5.3.1. Preparación de los inóculos 

La preparación  de  los  cultivos bioprotectores se llevó a cabo de igual manera  que  en el inciso 

5.2.1. Por otra  parte, la carne de pollo también se inoculó ya sea  con P. fluorexens C65, E. 
coli ATCC  8937 o L. innocua ATCC  33090.  Estos  microorganismos  se  inocularon  en  medio 

F  (Anexo l), caldo  nutritivo y caldo de soya y tripticaseína  adicionado  con  0.6%  de  extracto 

de levadura,  respectivamente hasta alcanzar una densidad óptica  de 1 a 600 nm (Tabla 5.4). 

Posteriormente,  los  distintos  inóculos se prepararon  mezclando 90%  de  la suspensión  celular 

que  contenía  a  los  cultivos  bioprotectores (Lactococcus  lactis o S. carnosus) o nisina 

(DO~600~,,,=1 ) o nisina y 10% de  suspensión  celular  de P. fluorescens C65, E. coli ATCC 

8937 o L.  innocua ATCC  33090 (DO~600~,,,=l). De esta manera se  obtuvieron los siguientes 

grupos  de  inóculos: 

I. Microorganismo bioprotector = 10' ufc/mL o nisina + P. fluorexens 

C65, 1 O' ufc/mL. 

11. Microorganismo bioprotector FZ 10' ufc/mL o nisina + E. coli ATCC 

8937 (no patógena), = 10' ufc/mL 

111. Microorganismo bioprotector =: 10' ufc/mL o nisina + L. innocua 

ATCC 33090, lo8 ufc/mL. 
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Todas las muestras control se prepararon de manera parecida pero sin adición de bacterias 

lácticas, es  decir  que únicamente se inocularon con el microorganismo indicador respectivo. 

Finalmente,  todos y cada uno de  estos  inóculos se le adicionó 2.5 o 5%  de sacarosa como 

fuente de carbono. 

5.3.2. Inoculación del músculo de pollo 

Aproximadamente 50 g  del  músculo PectoraZis (pechuga) de pollo fresco  se inocularon por 

inmersión  durante 10 minutos  a  temperatura  ambiente en los inóculos  preparados en el inciso 

anterior (Figura 5.1). Al igual que en el inciso 5.2.3, nuevamente todas las muestras se 

empacaron al vacío, se almacenaron a 1Ok 2°C y se numeraron las  poblaciones de 

pseudomonas,  coliformes  totales o Listeria a  diferentes intervalos de tiempo  durante 8 días. 

5.3.3. Cuenta de microorganismos 

El recuento de  las  poblaciones de los microorganismos indicadores (figura 5.2) sobre la 

superficie  de la carne  de  pollo  se realizó por duplicado para todas  las  muestras  durante los 

días  0,2,4,6 y 8. El muestre0 se realizó sobre la superficie de la carne colocando un papel filtro 

Watman del No. 1 de 2 cm por lado durante  30  segundos.  A  continuación,  el papel se retiró 

con  unas  pinza  estériles y se  colocó en un tubo  que contenía 36 mL  solución  salina,  a  esta 

dilución le llamamos 10". A partir de aquí se realizaron diluciones  decimales.  Finalmente, 

volúmenes  de O. 1 mL se colocaron sobre los medios  señalados en la tabla 5.5 para numerar la 

población de  coliformes totales, Pseudomonas y Listeria (Anexo 1). Las placas  empleadas 

para la numeración  de  coliformes totales y cuenta total se incubaron durante  24 horas a  35°C. 

Las placas empleadas para la numeración de Listeria se incubaron a  30°C por 48 horas, 

mientras  que  aquellas  empleadas para numerar Pseudomonas se  incubaron  a  temperatura 

ambiente  (aprox.25"C)  durante 48 horas (Tabla  5.3). 
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Figura 5.1. Diagrama  para  estudiar el efecto del empleo  de  cultivos  bioprotectores y nisina 

sobre la población  de  microorganismos  indicadores 
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Tabla 5.3. Microorganismos  de  importancia en la salud y causantes  de  deterioro  empleados 

Microorganismo  Importacia  Medio  de  cultivo  Numeración de poos 
para SU indicadores 
propagación 

Escherichia coli Salud  pública  Caldo  nutritivo  Agar  bilis y rojo  violeta 
ATCC  8937 y deterioro (BRV) (Davis, 195 1 )  
(no  patógena) 

Listeria  innocua Salud  pública  Caldo  de  soya y Caldo  biotriptasa 
tripticaseínd  0.6% adicionado  con  37.5g/L 
de  extracto  de tiocianato  de  amonio 
levadura ( ver  Anexo 1 ) 

Pseudomonas Deterioro  Medio F Agar GSP 
jluorescens C65  (Stainer y col, 1966) 

5.4. Cuantificación de aminas  biogénicas 

La determinación  de  aminas biogénicas se realizó por duplicado tanto en las muestras 

inoculadas  únicamente  con bacterias lácticas como en aquéllas  inoculadas  con una mezcla 

que  contenía ya sea  un  cultivo bioprotector o nisina y P. fluorescens C65, E. coli ATCC 8937 

o Listeria  innocua. 

5.4.1. Extracción y derivatización 

La extracción de aminas se realizó con ácido tricloracético (5%) y posteriormente una 

derivatización  con  cloruro  de benzoílo ( Hwang y col., 1995) tal y como  se muestra en el 

anexo 2. 
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5.4.2. Detección  cromatográfica 

El análisis  de  aminas biogénicas en las  muestras se realizó mediante un sistema  de 

cromatografía  de  líquidos  alta resolución (HPLC)  Waters  (Waters,  Milford, E.U.) equipado 

con una bomba  626 y detector  de arreglo de  diodos UV-VIS 994 integrados  a un software 

Millenium Chromatography Manager v2.10 (Milipore Corp., Japan).  Se  empleó una columna 

de fase reversa Simmetry C-18 con una longitud de 3.9 x 150 mm y un tamaño  de poro de 

918, (Waters,  Milford, E.U). Finalmente,  las  muestras fueron eluídas  a  temperatura  ambiente 

y empleando un gradiente  de metano1 del 55-100%  (Anexo 2). El flujo  empleado  durante 

toda separación  fue  0.5  mL/min, y el tiempo  de  corrida fue de  30  minutos.  Finalmente, el 

cromatograma  se  obtuvo  a  256 m. 

Como  estándares  se  emplearon  clorhidrato  de  triptamina,  clorhidrato  de  putrescina,  clorhidrato 

de  cadaverina y clorhidrato de trimetilamina (Sigma Chem.  Co. Louis, M 0  E.U.A). Las 

curvas  patrón  sólo se elaboraron para las aminas presentes en las muestras  (Anexo 3). 

5.5. Análisis  de los parámetros de calidad 

El empleo  de  cultivos bioprotectores y nisina puede ayudar a  mejorar la calidad 

microbiológica de muchos  alimentos.  Sin  embargo,  es  de esencial importancia  que  en la carne 

fresca el empleo  de  cultivos bioprotctores no altere  algunos  parámetros de calidad importantes 

para el consumidor. Se procedió  a realizar el  análisis  de capacidad de  retención  de  agua 

(CM), textura, integridad de las proteínas miofibrilares y color, a varios intervalos de tiempo 

durante el almacenamiento en aquellas  muestras inoculadas con cultivos  bioprotectores o 

nisina. 

Fmpléo de culfívos 6zóyrotectores y nbína rohe /a cafidadmícro6íohgíca y jZrícoquímíca de carne 
depaflo afmacenada  en condcioner de abwo de temperatura 



5.5.1. Determinaciones  de ATT, pH y producción  de  ácidos  orgánicos del músculo  de 

pollo  inoculado  con  cultivos  bioprotectores o nisina 

Una vez seleccionados el tipo y la concentración de la fuente de carbono,  se llevó a cabo la 

inoculación de la carne con cada uno de los cultivos bioprotectores o nisina (12.5 mg/L). 

Asimismo,  se  realizó el seguimiento del pH,  ATT y producción de ácidos  orgánicos  a los 

0,2,4,  6 y 8 días  de  almacenamiento.  Todas las determinaciones se realizaron por duplicado. 

5.5.1. Preparación de los cultivos  bioprotectores y nisina 

Una  vez  que se estableció que se emplearía  como  fuente de carbono  sacarosa al 2.5 y al S%, 

la preparación de los cultivos  bioprotectores se llevó acabo de igual manera  que el inciso 

5.2.1. Por su parte la nisina (Sigma  Chem.  Co. Louis, M 0  E.U.A) se preparó a una 

concentración  de  12.5 mg/L (Hugas, 1998). 

5.5.2. Inoculación del músculo  de  pollo  con  cultivos  bioprotectores o nisina 

Las muestras  se  prepararon  de igual manera que en los inciso 5.2.2,  sólo  que  en  este  caso, 

además de inocular  la carne por inmersión  durante 10 minutos con una suspensión de cultivos 

bioprotectores (Staphylococcus  carnosus MC-1-02055 o Lactococcus  lactis subs. lactis 

ATCC  11454) y sacarosa ( 2.5 o S%), se preparó  otro lote de la misma  manera  que el testigo 

en el inciso 5.2.2 pero con la adición de la bacteriocina nisina (12.5 mg/L). Finalmente, las 

muestras  se  empacaron al vacío y se almacenaron a 1 O k2 O C  durante 8 días. 

5.5.3. Determinación de pH y ATT 

Las determinaciones  de pH y acidez total titulable se realizaron de igual manera  que en el 

inciso 5.2.4  a  los  0,2,4,6 y 8 días de almacenamiento. 
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5.5.4. Preparación de las muestras 

La preparación de  los inóculos y la inoculación de  las muestras se realizó de igual manera que 

en los incisos 5.2.1 y 5.2.2. 

5.5.5. Capacidad  de  retención  de  agua 

La capacidad  de retención de agua se  determinó  a varios intervalos de  tiempo  durante el 

almacenamiento  mediante el método de Price y Schweigert (1 98 1)  (Anexo 2). 

5.5.6.  Cuantificación  de  ácidos  orgánicos 

La determinación del pH y la acidez titulable (ATT) proporcionan una idea acerca del 

crecimiento  de las bacterias lácticas, así como  de la reducción del pH debido  a la producción 

de  algunos  ácidos, incluyendo el ácido láctico. Sin  embargo, una cuantificación  más  exacta de 

los ácidos  orgánicos  producidos durante la fermentación láctica puede  verificarse  mediante el 

empleo  de  cromatografía  de  líquidos  de  alta  presión (HPLC), por lo que  se  siguió  el  siguiente 

procedimiento 

5.5.6.1.  Preparación de las muestras 

Las muestras  de  pollo  fermentado se analizaron por duplicado a los O, 4 6 y 8 días  de 

almacenamiento.  Para  la  extracción,  se pesaron 5 gramos de muestra y se  homogeneizaron 

durante 1 minuto  con 20 mL de agua  destilada en una licuadora doméstica.  Posteriormente, 

las muestras  se  centrifugaron  a 8000 g por 10 minutos  a 4°C. El sobrenadante  se filtró y se 

aforó  a 25 mL. Finalmente,  volúmenes  de 100 pL de esta solución se inyectaron a un HPLC 

para realizar la cuantificación de los ácidos  orgánicos. 
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5.5.6.2. Condiciones  cromatográficas 

La  cuantificación de los ácidos  orgánicos  se  realizó en un sistema  de  cromatografía de 

líquidos de  alta presión (HPLC) marca Waters (Milford, E.U.A.) equipado  con una bomba 

626 y detector  de  índice  de refracción modelo 241 O acoplado al programa Milenium 201 O. 

Se  empleó una columna de intercambio iónico Sugar SH 101 1 con dimensiones 300 x  0.8mm 

(Shodex", Tokio, Japón). 

Las condiciones  cromatográficas  isocráticas  que se emplearon  durante la separación  se 

muestran en la tabla 5.4. 

Tabla 5.4, Condiciones  cromatográfícas para el análisis  de  ácidos  orgánicos 

Parámetro  Valor 

Temperatura columna 50°C 

Temperatura del detector 50°C 

Presión  límite 900 psi 

Flujo 1 mL/min 

Tiempo de corrida 30 minutos 

Eluyente HzS04 0.01N 

Polaridad  Positiva 

Como estándares  se  emplearon los ácidos láctico y acético (J.T.Becker,  Phillipsburg,  New 

Jersey, E.U.A.). Para determinar la cantidad de ácidos presentes en las muestras, se elaboraron 

las curvas patrón a partir de  ácido láctico (0-12 mg/mL) y acético (0-70 pg/mL)  (Anexo 3). 
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5.5.7. Textura 

Las muestras  se  analizaron  a  diferentes  tiempos  durante el almacenamiento con un 

texturómetro TX-TX2 (Texture  Technologies, Corp., Nueva York, E.U.A.) acoplado al 

software  Texture Expert v1.2 (Stable Micro Systems, Ltd, Surrey, UK). Las muestras 

fermentadas  se  sometieron  a un tratamiento  térmico en baño María hasta  alcanzar una 

temperatura  interna  de  70 k 1°C. Una vez  concluida esta operación  se  dejaron  enfriar  a 

temperatura  ambiente y posteriormente  se  cortaron  en forma de cubos  de 1 cm '. Finalmente, 

se realizó una prueba de  esfuerzo al corte en  sentido perpendicular a las fibras  musculares, 

empleando una navaja de Warner-Bratzler (Klettner,  1995). Los parámetros  que  se emplearon 

en esta  prueba  se muestran en la tabla 5.5. 

Tabla 5.5. Parámetros  empleados  en  la  prueba  de  Warner-Bratztler 

Parhe t ro  Valor 

Forma  de la muestra  Cúbica 
Fuerza aplicada  5000  g 
Tiempo 1 O segundos 
Velocidad 1 m d s  
Temperatura interna de la muestra  70k1 "C 
Aplicación  de la fuerza con respecto Perpendicular 
a las fibras musculares 

5.5.8. Proteínas  miofibrilares 

Para estudiar el efecto  de la fermentación láctica sobre el estado de  las  proteínas  miofibrilares, 

en primer  término  se  realizó la extracción  mediante una precipitación fraccionada  con cloruro 

de  sodio  a los días 4 y 8 por el método reportado por Samejima y Wolfe (1976),  con ligeras 
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modificaciones  (ver  Anexo  2). La hidrólisis  de  las proteínas se evaluó  mediante  electroforesis 

desnaturalizante  (SDS-PAGE) por el método  de Laemmli (1 970),  con 4% T de  acrilamida para 

el gel de  concentración y 10%  de  acrilamida para el gel de separación. Para  ello, se empleó 

una cámara  de  electroforesis Mini Protean I1 Modelo 10001500 (Bio Rad,  Richarmond,  V.a. 

E.U.A.) con un voltaje  constante de 200 V. Los geles se fijaron y se tiñeron  durante 1 hora en 

una solución de azul  de  Coomasie al 0.2%, metanol al 40 % y ácido  acético glacial 10 '3'0. 

Posteriormente,  los  geles  se destiñeron durante  toda la noche con una solución  de metanol al 

40% de y ácido  acético glacial al 10%.  Se  empleó un marcador de pesos  moleculares de 

amplio rango (205-6.5 kDa) (Sigma  Chem.  Co. Louis, M 0  E.U.A) en  donde las proteínas 

estándar  fueron  Miosina (205 kDa), P-galactosidasa de E. coli (1 16  kDa),  seroalbúmina  (66 

kDa), Ovoalbúmina (45 kDa), Anhidrasa carbónica  (29 kDa), Inhibidor de  tripsina  (20.1 

kDa), a-Lactoalbúmina  (14.2kDa) y Aprotinina (6.5 kDa) (Bio-Rad, Richarmond , 

California).  Finalmente,  los geles se analizaron  en un Image Master Total Lab (Amersham 

Pharmacia  Biotech.,  Uppsala,  Suiza) en donde se escanearon en un scanner-18  1134  (Win 

NT) y posteriormente se analizaron  empleando el software Image MasterlD (Amersham 

Pharmacia  Biotech.,  Uppsala,  Suiza). 

5.5.9. Determinación  de  color 

Para evaluar el efecto  de la fermentación láctica sobre el color se  empleó un colorímetro 

Hunter Lab modelo 1 149 1, Color Flex (Reston , Va) por el método de Little (1 975) (citado 

por Pérez-Chabela,  1998). Los estándares empleados fueron L=94.35, a=l .O b 1 . 9 .  Por su 

parte las  muestras (preparadas de igual manera que en 5.2.1 y 5.2.2)  se  analizaron por 

triplicado  rotando  el portamuestras 90" en cada  lectura.  A  continuación,  los valores de L, a, y 

b, se  transformaron  a  coordenadas polares con el fin de obtener los  valores  de  cromaticidad y 

tonalidad de  acuerdo  con las siguientes  fórmulas: 
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Tonalidad= Tan "b/a 

Cromaticidad= (a2 + b2)'" 

5.6, Análisis  estadístico 
Los resultados  obtenidos  se  analizaron  en  el  paquete  estadístico SPSS versión 8.0 mediante 

un modelo  lineal de covarianza y ANOVA, así como  una  prueba de Duncan  para  la 

comparación  múltiple  de  medias. 
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6. ANÁLISIS Y DISCUSIóN DE 

RESULTADOS 
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6.1 Verificación  de la capacidad  bacteriogénica de Lactococus  lactis 

subsp lactis ATCC 11454 

El extracto libre de  células  obtenido a partir de Luctococus luctis subsp. lacfis ATCC 1 1454 

presentó sensibilidad  frente  a la cepa  de Enterococcus fecalis mediante la formación de halos 

de inhibición. La ventaja  de emplear a Enterococcus feca1i.s como  cepa  sensible radica en  el 

hecho de  que  se  trata  de una bacteria aislada  a partir de un sustrato  muscular, por lo tanto L. 

lactis podría  inhibir  este tipo de bacterias de  hallarse presente sobre el músculo de pollo. 

6.1.1 Sensibilidad  frente a enzimas proteolíticas 

Para probar  que la inhibición producida por L.  lactis contra la cepa 133 era causada por 

compuestos  de  origen  proteico, se determinó la sensibilidad de compuesto  producido por L. 

lactis frente  a la acción  de proteasas a-quimotripsina y proteinasa K (Ibarra-Silva, 1999). Para 

ello, el diámetro  de  inhibición  se midió antes y después  de haber tratado  al  extracto  celular con 

dichas  proteasas. 

En la tabla 6.1 se  observa  que el extracto libre de  células  obtenido a partir de L. lactis fue 

sensible  a  las  enzimas  probadas,  debido  a  que presentó una disminución del 40 % de 

actividad para la proteinasa K y 60% para la quimotripsina en la longitud del diámetro  de los 

halos de  inhibición  comparado  con el control (Tabla  6.1). Esto sugiere  que  el  compuesto con 

actividad antibacteriana producido por Lactococus  lactis subsp. lactis ATCC 1 1454 es de 

origen proteico y corresponde  a una bacteriocina. 



Tabla 6.1 Sensibilidad  de la bacteriocina  producida  por Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 

1 1454 frente a enzimas 

Enzima Sensibilidad Longitud de los 
dikmetros de 
inhibición 

Control I O0 Yo 

Quimotripsina + 38.5 

Proteinasa K f 63.67 

6.2 Selección  de la concentración y fuente  de  carbono 

La carne  contiene 1.5% de  carbohidratos (Baduí, 1999) lo cual resulta insuficiente para 

soportar  el  crecimiento  de las BAL y producción de  sus  metabolitos. No obstante, si se 

adicionan  pequeñas  cantidades  de  azúcares  fermentables, los cultivos  iniciadores así como 

algunas  bacterias  lácticas nativas, pueden desarrollar una fermentación  moderada sin afectar 

las cualidades  sensoriales de la carne (Aymerich y Hugas, 1998). 

La selección del tipo y concentración de la fuente de carbono que se adicionaría  a los distintos 

inóculos  se realizó con base en la reducción del pH y el aumento de la acidez total titulable 

(ATT)  a  través del tiempo.  Se  encontró que la reducción del pH y el aumento  en la ATT en el 

músculo  de pollo dependían del tipo de inóculo, pero no de la fuente  de  carbono.  Mediante 

el análisis  de  comparación de medias por el método  de Duncan se  determinó  que  los valores 

promedio de pH más  bajos y más altos  en  ATT  se presentaron en  aquéllas  muestras 

inoculadas  con  cultivos bioprotectores (Tabla 6.2). Las muestras inoculadas  con Lactococus 

lactis subsp. lactis ATCC 11454 presentaron valores promedio de pH más bajos  que  aquellas 

inoculadas  con S. cary2osus MC-1-02055. 
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Tabla 6.2. Comparación  de medias para pH y ATT por método  de Duncan para  la  selección del 
inóculo y fuente de carbono 

Variables Niveles PH ATT 
"_l I.".." "-"l".." .................................... . ... .." , ." ..-""."~"l".ll"ll- 

Testigo 5.53" 1.87' 
Lactococus  lactis subsp. lactis 
ATCC 11454 5.367b 2.04" 

S. carnosus MC-1-02055 5.362b 1 .93b 
Inóculo 

Fuente de carbono Testigo  (sin  fuente de carbono) 5.97" 1 .77b 

Concentración 
sacarosa 

Glucosa 
Sacarosa 

de 
Testigo (sin sacarosa) 
2.5% 
5.0% 
7.5% 

5.42b 
5.41b 

5.86" 
5.67b 

1 
1 

5.30'  1.99' 
5.19d 2.04b 

.93" 

.97a 

.73' 

.83d 

10% 5.10e 2.14" 
*Medias con  superindices  con  la  misma  letra  presentan  diferencia  significativa 

De acuerdo  con lo anterior,  se concluyó que es posible emplear como  fuente  de  carbono ya 

sea  glucosa o sacarosa.  Se eligió sacarosa por ser una fuente de  carbono  más  económica  que 

la glucosa.  Posteriormente, se observó que el incrementar la concentración  de  dicho 

carbohidrato se producía una reducción significativa (P>O.OOOl) en el pH y por consiguiente 

un aumento en la ATT  de la carne (P>O.OOOl) (Tabla 6.2). Estos  resultados  sugieren  que  los 

inóculos  adicionados  al  músculo  de pollo producen  ácidos  orgánicos  a  partir  de la utilización 

de sacarosa.  Finalmente, se decidió preparar los inóculos con 2.5 y 5% de  sacarosa porque 

con estas  concentraciones se obtenían valores de pH cercanos al testigo, y porque el empleo  de 

mayores concentraciones  podría  ocasionar  cambios  desfavorables  en  las  características 

sensoriales  de la carne  de  pollo;  como  son  pérdida  en la capacidad de retención de agua, 

cambios  en el color,  textura  e integridad de  las proteínas miofibrilares (McMullen y Stiles, 

1996). 
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6.3. Efecto  de la bioconservación  de la carne  sobre la población de 

microorganismos  patógenos y causantes  de  deterioro 

La bioconservación  podría ser una alternativa viable y segura para mejorar la calidad 

microbiológica y por lo tanto aumentar la vida  de anaquel de la carne (Mc Mullen y Stiles, 

1996; Hugas, 1998 y Liicke, 2000). Como  parte del estudio del efecto  del  empleo  de  cultivos 

bioprotectores y nisina  sobre la calidad del músculo de pollo se  analizó el efecto  de la 

presencia de  cultivos bioprotectores sobre las poblaciones  adicionadas  de  algunos 

microorganismos  indicadores  de deterioro y de patógenos. 

La numeración de estos  microorganismos se realizó  durante el almacenamiento.  Además, l a  

efectividad de los cultivos bioprotectores dependerá,  en parte, de la capacidad  de  estos 

microorganismos para metabolizar los carbohidratos  fermentables y de esta  manera reducir el 

pH. Es por todo lo anterior que los inóculos arriba citados fueron preparados  en presencia de 

2.5 y 5% de  sacarosa.  Además, los experimentos  correspondientes  a la nisina únicamente se 

realizaron en  presencia de 2.5% de sacarosa. 

6.3.1. Inoculación de la carne de pollo con cultivos bioprotectores, sacarosa 5% 

6.3.1.1 Población de Pseudomonas 

El empleo  de  cultivos bioprotectores, específicamente Lactobacillus  alimentarius, ha sido 

eficiente para reducir la cantidad de  pseudomonas presentes sobre  las  canales de pollo 

refrigeradas (Guidolin y col.,  1998). Este trabajo se enfocó al estudio del efecto del empleo  de 

cultivos  bioprotectores  sobre la población de  pseudomonas en el músculo de pollo  almacenado 

en condiciones  de abuso de  temperatura (1Ort2" C)  durante 8 días,  debido  a  que se ha 



reportado que  existen grandes pérdidas económicas debido a los malos  manejos en la 

temperatura  de  almacenamiento  de la carne de  ave. 

En la figura 6.1 se  muestra la variación de la población de  pseudomonas  en la carne de pollo 

inoculada por inmersión en una suspensión  celular que contenía Pseudomonas  jluorescens 

C65,  cultivos  bioprotectores (S. carnosus MC-1-02055 o L. lactis subsp. lactis ATCC 11454) 

y 5% de  sacarosa. El testigo (muestras  inoculadas únicamente con P. jluorescens C65) 

presentó, en principio, una pequeña  disminución  en la población de Pseudomonas spp en el 

día 2. Sin  embargo, se observó un incremento alrededor de 0.5 y 1.5 ciclos  logarítmicos en los 

días 4 y 6  de  almacenamiento. Y no fue sino hasta el día 8 en que se presentó una disminución 

de  aproximadamente 2 ciclos logarítmicos. Además, se observa  que el empleo de cultivos 

bioprotectores redujo significativamente (P>O.OOOl) (Tabla 6.3) el  crecimiento  de 

Pseudomonas desde el inicio del almacenamiento,  especialmente  en  aquéllas muestras 

inoculadas  con la mezcla  de P. fluorescens C65 + S. carnosus MC-1-02055,  en  donde la 

reducción en  población  de Pseudomonas spp  en el día 6 fue de 4 ciclos  logarítmicos  mientras 

que para la mezcla  de P.  Jluorescens + L. lactis fue  de 3.5 ciclos. 
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Figura 6.1. Evolución  de los recuentos  medios  de la población  de Pseudomonas de la carne  de 
pollo  inoculada  por  inmersión  en  una  suspensión  de  cultivos  bioprotectores y 
P.fluoresens  C65,  adicionada  con 5% de  sacarosa y almacenada  a  10k2"C.  Símbolos: 
.=Control (Pfluorescens C65), O= P. fluorescens C65+ S. carnosus MC-1-02055 y o= 
P.fluorescens C65 + L. lactis subsp. lactis ATCC 11454 

Tabla 6.3. Recuentos  medios  de la población  de  pseudomonas en la carne  de  pollo  inoculada  por 
inmersión  en  una  suspensión  de  cultivos  bioprotectores y Pseudomonas Juorescens 
C65,  adicionada  con  5%  de  sacarosa y almacenada  a  10 f2"C 

P. jluorescens C65 
+ PJluorescens C65 

Tiempo  (días) Control L. lactis subsp. + 
(P. jluorescens C65) lactis S. carnosus 

ATCC 11454 MC-1-02055 
O 5 .O4 5 .O4 5.04 

2 4.49 If: 0.07 4.65 k 0.49 2.65 k 0.49 

4 5.52 k 0.09 1.6 k 0.42 1 (ND) 

6 6.58 (ND) 3.61 (ND) 1 k0.03 

8 4.14 k 0.5 1 2.91 k 0.31 1 f 0.07 

Promedio  Final 5.16' 3.56 2.1M 

* Medias con la misma letra no presentan diferencia significativa. Cada número  es la media  de dos muestras 
diferentes. Cada muestra fue  analizada  por duplicado. ND= desviacih estgndar no determinada 
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En  la carne  de  pollo  envasada al vacío almacenada en refrigeración, las bacterias lacticas y 

Brochotrix  thermosphacta emergen  como  microflora  dominante  (Kakouri  y  Nychas,  1994; 

Molin, 2000). Por lo tanto, resulta extraño  encontrar que la población de  pseudomonas 

aumentara  en el testigo  durante los primeros  6  días de almacenamiento,  sobre  todo si tomamos 

en  cuenta  que  se  trata  de  microorganismos  aerobios  (Gill, 1986). En este  sentido, Kakouri y 

Nychas  (1994)  observaron  que la población  de pseudomonas se incrementó hasta 100 veces 

después  de 8 días  de  almacenamiento  en  el  muslo  de pollo empacado al vacío y almacenado  a 

3 y a 10°C. Por su  parte  Nielsen y col.  (1990)  también observaron resultados  similares pero en 

carne de vacuno,  ambos  autores atribuyeron este  comportamiento  a la falta de una atmósfera 

100% anaeróbica. 

En este  experimento, el incremento en la población  de  pseudomonas  en el testigo se podría 

explicar  de  la  siguiente manera: en principio, la carne de pollo se  inoculó  con una población 

considerable  de Pseudomonasfluorescens C65 (1 O9 ufc/mL), la cual podría haber superado en 

número  a la población de BAL nativas. Posteriormente, las pseudomonas lograron 

desarrollarse  exitosamente  debido  a que poseen una gran afinidad por el oxígeno y pueden 

crecer  incluso  a  bajas  presiones  de  este  elemento  (Molin, 2000). A partir del día 6, la 

población de pseudomonas  podría haberse inhibido por la acumulación de COZ producido por 

la flora  nativa y por el metabolismo  muscular, así como por la reducción  del pH y la 

competencia por el sustrato por parte de  las  bacterias  nativas  (Molin, 2000; Nielsen y col., 

1990). 

En las muestras  inoculadas con P.  fluoresens y S. carnosus o L. lactis, se  observó la 

inhibición  de  pseudomonas  a partir del día 2. En este  caso,  es muy probable  que los cultivos 

bioprotectores  adicionados a la carne crecieran favorablemente en condiciones anaeróbicas y 

produjeran un efecto antagónico contra las pseudomonas  debido  principalmente  a la 

acidificación del medio, pero también  a la competencia por nutrientes y espacio, producción 

de  ácido  láctico y otros  metabolitos, así como a la producción de COZ ocasionada por  la 

metabolismo  muscular  desde el inicio del almacenamiento, o al efecto  sinérgico  de  estos 
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factores  (McMullen y Stiles,  1996).  Además, la bacteriocina producida por L. lactis resulta 

inefectiva  contra bacterias del género Pseudomonas por ser Gram-negativas  (Gill,  1986). 

6.3.1.2. Poblaciones  de  coliformes  totales 

En la figura 6.2 se observa en el control un incremento en la población de coliformes  totales 

alcanzando  valores  desde log 5.7 ufc/cm2 al inicio del almacenamiento  hasta log 6.1 1 ufc/cm2 

para el cuarto  día.  Sin  embargo,  a partir de aquí y hasta el día 8 hay una disminución  de 2 

ciclos  logarítmicos.  Con respecto las muestras inoculadas con E. coli y S. carnosus o L. lactis, 

se  observó  que  los  niveles  promedio de coliformes  totales permanecieron significativamente 

más  bajos (P>O.OOOl) (Tabla 6.4) que  con respecto al testigo. Las muestras  inoculadas  con S. 

carnosus (5.28)  presentaron niveles promedio  más  bajos en la población de coliformes  totales 

que  las  muestras  con L. lactis (log 5.53 ufc). 

Los microorganismos  causantes  de  intoxicaciones y toxiinfecciones  alimentarias  como 

Salmonella y E. coli enterohemorragico (0157:H7)  comúnmente  asociados al consumo de 

carne de  aves  (Conner y col., 2001), no pueden crecer y/o producir sus  toxinas a temperatura 

de  refrigeración, pero son un peligro potencial en condiciones de abuso  de la temperatura de 

almacenamiento  (Aymerich y Hugas, 1998). En este sentido, la numeración  de  coliformes 

puede ser útil como un indicador del abuso de la temperatura durante  el  almacenamiento 

(Zeitoun y col.,  1994;  Nielsen y col.,  1990). 
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Figura 6.2. Evolución  de los recuentos  medios  de la población  de  coliformes  totales en carne  de 
pollo  inoculada  por  inmersión en  una  suspensión  de  cultivos  bioprotectores y E. coli, 
A T C C  8937 adicionada  con 5% de  sacarosa y almacenada  a 1Ok2"C. Símbolos: 
.=Control (E. coli ATCC 8937), O= E. coli ATCC 8937-t S. carnosus MC-1-02055 y 
o= E. coli ATCC 8937 + L. lactis subsp. lactis ATCC 11454 

Tabla 6.4. Recuentos  medios  de la población  de  coliformes  totales  en la carne  de pollo inoculada 
por  inmersión en  una  suspensión  de  cultivos  bioprotectores y E. coli ATCC 8937, 
adicionada  con 5% de  sacarosa y almacenada  a 1 O f2'C 

Tiempo  (días)  Control E. coli ATCC  8937 + E. coli ATCC  8937 + 
(E. coli ATCC  8937) L. laciis subsp. lactis S. CarnOSUS MC-1-02055 

ATCC  11454 

5 .I2 5 .I2 5.72 

6.8 k 0.08 5.03 f 0.02 4.51 f 0.07 

5.12 k 0.24 5.6 (ND) 4.34 (ND) 
6.82 k 0.02 4.93 f 0.21 5.96 (ND) 

6.1 1 f 0.05 6.45 f O. 1 O 5.88 f 0.25 

Promedio  6.11'  5.54b  5.2Sa 

* Medias  con la misma  letra  no  presentan  diferencia  significativa.  Cada  número es la media de dos muestras 
diferentes. Cada muestra  fue analizada por duplicado. ND= desviacih estandar no determinada 
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El empleo de BAL  aisladas  a partir de carne como cultivos bioprotectores ha sido  sugerido 

como una alternativa para inhibir el crecimiento E. coli 0157:H7  en  productos cárnicos 

cocinados  (Bredholt y col., 1999). Lactobacillus  alimentarius ha sido  sugerido para inhibir la 

población de  coliformes  totales presentes sobre las carnes de pollo refrigerada (Guidolin y 

col., 1998). 

El incremento  en el número de  coliformes en el testigo durante los primeros  días de 

almacenamiento  podría deberse a: (1) la naturaleza anaerobia facultativa  de  este tipo de 

microorganismos  (Holt y col.,  1994), (2) la capacidad de emplear los carbohidratos  de carne y 

los adicionados y (3) a la capacidad que tienen  estos microorganismos para crecer al pH inicial 

de la carne (5.8). Posteriormente, la disminución  en la población de  coliformes  totales podría 

estar asociada al agotamiento  de la fuente  de  carbono, así como  a la disminución del pH y la 

producción de  ácidos  orgánicos  debido al surgimiento de las BAL nativas  como  flora 

dominante  (Kakouri  y  Nichas, 1994; Zamora  y Zaritzky, 1985). 

La inoculación de la carne de pollo con cultivos bioprotectores causó  un  efecto inhibitorio en 

la población  de  coliformes totales (Figura 6.2). Para las muestras inoculadas  con S. carnosus, 

el efecto  inhibitorio  podría deberse a la capacidad  de  esta bacteria para producir  suficiente 

ácido láctico y reducir  el pH (Holt y col., 1994; Ricke y Keeton,  1997).  En  las muestras 

inoculadas con L. lactis, la inhibición de la población de coliformes totales  podría deberse a 

la acción conjunta  de la competencia por nutrientes, disminución del pH, producción de 

ácidos  orgánicos y peróxido  de hidrógeno. El efecto inhibitorio no podría deberse a la 

producción de bacteriocinas debido a  que  estas sustancias no son  activas contra 

microorganismos  Gram-negativos,  a  menos  que se dañe la membrana celular 

(Vandenbergh,l993; Hugas, 1998). 

Finalmente, el hecho de  que las muestras  tratadas con cultivos  bioprotectores presentaran 

niveles significativamente  menores (P>O.OOOl) (Tabla 6.4) de coliformes,  demuestra que S. 

car~osus  y L. lactis pueden ser empleados para inhibir el desarrollo  de  estos 

microorganismos. 
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6.3.1.3. Poblaciones de Listeria 

La carne  de  aves y en especial el pollo en cuales quiera de  sus  presentaciones:  “listo para el 

consumo”,  fresco,  precocido, refrigerado o congelado,  se  encuentra  comúnmente  contaminado 

con Listeria  rnonocytogenes. La contaminación con este  microorganismo  ocurre  durante el 

proceso  de  matanza y puede representar un riesgo potencial para la población 

inmunocomprometida (Hugas, 1993).  Además  a diferencia de otros  microorganismos 

patógenos, Listeria puede resistir condiciones  ambientales  adversas  tales  como bajo pH, 

altas  concentraciones de NaCl y empacado al vacío (Rocourt y Cossart,  1997; Liicke, 2000). 

En este  experimento no se  empleó L.  monocytogenes, debido a  que el laboratorio en donde se 

realizó toda la investigación no cuenta  con  las  condiciones  necesarias  para trabajar con 

microorganismos  patógenos.  Sin  embargo, el empleo de L. innocua como  microorganismo 

indicador puede  darnos una idea de la acción de los cultivos  bioprotectores contra los 

microorganismos  del género Listeria (Bell y Kyriakides, 1998; Hugas, 1993). 

En la grafica 6.3 se  observa que la adición de lo8 ufc/cm2 de L. lactis y S. carnosus como 

cultivos  bioprotectores  provocó un efecto  inhibitorio  significativo (P>O.OOOl)(Tabla 6.5) 

sobre la población  de Listeria en el músculo de pollo almacenado al vacío y en  condiciones de 

abuso  de  temperatura.  Después  de 4 días  de  almacenamiento las muestras  inoculadas con L. 

lactis presentaron una disminución de aproximadamente 3.5 ciclos  logarítmicos, y a partir de 

ahí el crecimiento  de Listeria se mantuvo constante. Por otra parte, la población  de Listeria 

en las muestras  inoculadas  con S. carnosus se  mantuvo más o menos  constante  desde el inicio 

y hasta el día 6 sin  embargo,  en el día 8 hubo una reducción de  aproximadamente 1 ciclo 

logarítmico  (Figura 6.3). Por otra  parte, los valores promedio más bajos en la población de 

Listeria se  obtuvieron  en las muestras inoculadas con L. lactis. 
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Figura 6.3. Evolución  de los recuentos  medios  de la población de Listeria en  carne  de  pollo 
inoculada  por  inmersión  en  una  suspensión  de  cultivos  bioprotectores y L. innocua 
ATCC 33090 adicionada  con 5% de  sacarosa y almacenada a 1Ot-2"C. Símbolos: 
.=Control (L. innocua ATCC  33090), O= L. innocua ATCC  33090+ S. carnosus 
MC-1-02055 y o= L. innocua ATCC 33090+ L. lactis subsp. lactis ATCC 1 1454 

Tabla 6.5. Recuentos  medios  de la población  de Listeria en la carne  de  pollo  inoculada  por 
inmersión en una  suspensión  de  ~ultivos  bioprotectores y L. innocua ATCC 33090, 
adicionada  con 5% de  sacarosa y almacenada a 1 O k2"C 

Tiempo L. innocua ATCC L. innocua ATCC  33090 + L. innocua ATCC  33090 + S. 

(días) 33090 L. luctis subsp. lactis ATCC carnosus MC-1-02055 

11454 

O 5.9 1 5.9 1 5.91 

2  6.04 f 0.39  2.81 k 0.47  6.14  f0.34 

4  6.66 k O .  14 2.30 k 0.43 6.10 k 0.25 

6  6.56 f 0.80 2.28 f 0.53 5.75 k 0.04 

8 6.05 k 0.04 2.26 k 0.01 4.70 k 0.2 1 
". ___- 

Promedio 6.24'  3.11' 5.72b 
" 

* Medias con la misma  letra  no  presentan diferencia significativa. Cada  número  es la media  de dos muestras 
diferentes. Cada muestra fue analizada por duplicado. ND= desviación  estándar no determinada 
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En la gráfica 6.3  se observa  un ligero incremento en la población de Listeria, lo cual es lógico 

ya que se trata  de  un  microorganismos  anaerobio facultativo (Rocourt y Cossart,  1997). La 

reducción mostrada en muestras inoculadas con S. carnosus podría  deberse  básicamente  a la 

reducción del pH y a la producción de ácido láctico por esta bacteria (Holt y col.,  1994). El 

hecho de  que  en  las  muestras  inoculadas con la mezcla que contenía L.  lactis se haya 

producido una reducción  de casi 3.5 ciclos  logarítmicos  en la población de Listeria, podría 

deberse a la competencia por nutrientes, disminución del pH, producción de ácidos  orgánicos, 

peróxido  de  hidrógeno, pero sobre  todo a la producción de bacteriocinas (Bredholt y col., 

1999). No es la primera vez que se emplean BAL bacteriogénicas para inhibir Listeria en 

carne.  Hugas y col.,  1995 emplearon Lactobacillus sake CTC494,  productora  de  sakacina, 

para inhibir  el  desarrollo  de Listeria  monocytogenes y L.  innocua en  salchichas. Goff y  col. 

(1 996),  demostraron  que una cepa de Pediococcus  acidilactici productora  de  pediocina  podría 

eliminar  bajos  niveles  de L. monocytogenes en pollo crudo y cocido. Aymerich y Hugas 

(1998)  emplearon una cepa  de Lactobacillus  sake productora de sakacina K para reducir e 

incluso después  de  13  días de almacenamiento la población de Listeria en  pechugas  de pollo 

envasadas al vacío y previamente  contaminadas con Listeria. Todos  estos  experimentos, 

además  de  los  realizados  en  este trabajo, justifican la inhibición  de Listeria debido  a la 

producción in  situ de bacteriocinas más que a la producción de  ácido  láctico.  Sin  embargo, no 

hay que  perder de vista que el efecto inhibitorio de las bacteriocinas podría  ser  disminuido 

debido  a la inactivación por las proteasas de la carne así como  a la resistencia  de Listeria 

(Lücke, 2000). 

6.3.2. Biopreservación con inóculos de BAL o nisina adicionados  con 2.5% sacarosa 

En la sección 6.3.3 se analizaron los  resultados  obtenidos  de  los  experimentos 

correspondientes  a la adición de 5% de  sacarosa  a los distintos  inóculos  de  cultivos 

bioprotectores.  Sin  embargo,  se  sabe que la cantidad de  carbohidratos  fermentables podría 

afectar las características  sensoriales y fisicoquímicas de la carne de  pollo,  debido  a la 
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producción  de  grandes  cantidades de ácidos  orgánicos (Lücke, 2000). Por ello,  también se 

decidió  analizar los resultados microbiológicos  obtenidos con la adición  de 2.5% de sacarosa  a 

los inóculos. Por otra parte, se  analizará el efecto  de la adición de nisina (12.5 mg/kg) sobre 

la población  de  microorganismos indicadores. 

6.3.2.1. Población de Pseudomonas 

En la figura  6.4  se  observa que hay una disminución de la población de  pseudomonas tanto en 

el testigo 

como  en  las  muestras  inoculadas con nisina presentan un comportamiento muy similar y no 

se encontraron  diferencias significativas (P>0.524)  entre  éstas. En el día 2 de  almacenamiento 

ambas  muestras  presentan un ligero incremento (0.5 ciclos  logarítmicos),  posteriormente  se 

observa una disminución (1.5 ciclos)  en el día 4, pero a partir de  ese punto y hasta el día 8 la 

población permaneció más o menos constante. Las muestras que se  inocularon en presencia de 

S. car~losus mostraron una disminución de alrededor de 3 ciclos  logarítmicos  en  el  día 4. 

Sin embargo,  a partir de este punto y hasta el  día 8 mostraron un incremento en la población 

de  pseudomonas.  Este  comportamiento  podría  deberse  a que el conteo  se  realizó únicamente 

en 1 muestra y no en 2 como en los demás casos, por lo tanto no se pudo tomar en cuenta la 

desviación  existente  entre las muestras a la hora de realizar los promedios. Con respecto a las 

muestras  inoculadas con L. lactis, presentaron una reducción gradual y muy semejante  a la 

observada con S. carnusus desde el inicio del almacenamiento y hasta  el  día 4 (2 ciclos 

logarítmicos). En el  día 8 la disminución fue de 3.2 ciclos logaritmicos, lo cual es menor que 

lo  observado  con 5% de sacarosa (5 ciclos). Esto podría deberse a una menor producción de 

dióxido  de  carbono  en las muestras  inoculadas con 2.5%  de  sacarosa  debido a una menor 

concentración de azúcares  fermentables. Finalmente podemos concluir  que únicamente el 

empleo  de  cultivos bioprotectores puede causar reducciones significativas  en la población de 

pseudomonas  (Tabla  6.6). 
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Figura 6.4 Evolución  de los recuentos  medios  de la población  de Pseudomonas de la carne  de 
pollo  inoculada  por  inmersión en una  suspensión  de  cultivos  bioprotectores o nisina y 
P.flu0resen.s C65,  adicionada  con  2.5%  de  sacarosa y almacenada  a  10k2°C. Símbolos: 
.=Control (Pfluorescens C65), A =  P. fluorescens C65  +nisina,+ = P. fluorescens 
C65+ S. carnosus MC-1-02055 y o= P.fluorescens C65 + L. lactis subsp. lactis ATCC 
1 1454 

Tabla 6.6. Recuentos  medios  de la población defluorescens C65 en la carne  de  pollo  inoculada 
por  inmersión  en  una  suspensión  de  cultivos  bioprotectores o nisina y L. innocua 
ATCC 33090, adicionada  con 5% de  sacarosa y almacenada  a 1 O +2OC 

P. fluorescens C65 + P. fluorescens C65 + 

Control P. jluorescens C65 + L. lactis subsp. laclis S. carnosus 

Tiempo  (días) P. fluorescens C65 Nisina ATCC  11454  MC-1-02055 

O 6.134  6.196 6.134 6.134 

2 6.42i 0.05 6.42 i 0.05 4.42 f 0.03 4 (ND) 
4 5.19 k0.15 5.19 f. 0.15 3.54 k 0.21 3.15 i 0.21 

6 5.091 2 0.15 5.09 f O. 15 3.10 f 0.88 4.77 (ND) 
S 5.13 1 2 0.27 5.46 k O. 1 1 3.30 f. o. I o 5.22 f. 0.62 

Promedio  5.59'  5.67' 4.1' 4.66b 

* Medias con la misma letra no presentan  diferencia significativa. Cada número es la media de  dos muestras 
diferentes. Cada muestra fue analizada por duplicado. ND= desviación  estándar no determinada. 
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6.3.2.2 Efecto sobre la población  de E. coli 

Al igual que en la figura  6.2,  en la figura 6.5 el testigo muestra un incremento  en la población 

de coliformes  (0.7  ciclos logarítmicos) a partir del inicio del almacenamiento y hasta el día 4 a 

partir del cual se observa una disminución. Las muestras inoculadas en presencia de nisina 

presentaron  comportamiento muy parecido al testigo solo  que en este  caso la población de 

coliformes  totales  se  mantuvo  aproximadamente 0.5 ciclos  logarítmicos  por  arriba del testigo. 

Por su parte las  muestras inoculadas con  cultivos bioprotectores mantuvieron la población  de 

coliformes por debajo de 1 ciclo logarítmico con respecto al testigo  durante el 

almacenamiento. 

Mediante un análisis  estadístico se determinó que el empleo de cultivos  bioprotectores o nisina 

redujo significativamente (P>O.OOOl) el crecimiento de la población de  coliformes  totales en 

la carne de  pollo.  Posteriormente, mediante un análisis de medias por el método  de  Duncan  se 

determinó  que no había diferencia significativa  (P>0.326) en los recuentos promedio de las 

poblaciones  de  coliformes totales en las muestras inoculadas con L. lactis o S. (Tabla  6.7). Las 

muestras  inoculadas en presencia de nisina presentaron una población promedio  de  coliformes 

totales mayor que la observada  en el testigo. 

Finalmente, la reducción en la población de  coliformes  totales  fue  menor  que  aquélla 

observada  en  las  muestras inoculadas en presencia de 5% de sacarosa,  esto  podría  deberse  a 

una menor producción  de ácido láctico debido  a una menor concentración  de  carbohidratos 

fermentables. 
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Figura 6.5. Evolución  de los recuentos  medios  de la población  de  coliformes  totales en carne  de 
pollo  inoculada  por  inmersión  en  una  suspensión  de  cultivos  bioprotectores y E. coli, 
ATCC  8937  adicionada  con  2.5%  de  sacarosa y almacenada  a  10+2"C.  Símbolos: 
.=Control (E. coli ATCC  8937), A =  E. coli ATCC  8937, O= E. coli ATCC 89373- 
S. carnosus MC-1-02055, + nisina y o= E. coli ATCC  8937 -t L. lactis subsp. lactis 
ATCC 1 1454 

Tabla 6.7. Recuentos  medios  de la población  de  coliformes  totales en la carne  de  pollo  inoculada 
por inmersión  en  una  suspensión  de  cultivos  bioprotectores o nisina y E. coli ATCC 
8937,  adicionada  con  2.5%  de  sacarosa y almacenada  a 10 2~2°C 

Tiempo Testigo E. coli ATCC E. coli ATCC 8937 E. coli ATCC 8937 

(días) (E. coli ATCC 8937) 8937 + L. lactis subsp. + S. carnosus MC-1- 

+ nisina /actis ATCC 1 1454  02055 

O 5.43 5.43 5.43 5.43 

2 5.97 +- 0.03 6.53 f 0.03 4.69 k 0.07 5.1 1 f 0.29 

4 6.18 ?c 0.03 6.52 * 0.06 5.34 rt 0.61 5.43 rt: 0.24 

6 6.15 k0.21 6.63 rt: 0.21 4.55 k O. I 4  4.85 f O. 12 

8 5.78 k 0.03 5.97 rt: 0.29 4.66 k 0.09 4.29 f 0.09 

Promedio 5.90b 6.21 4.93a 5.02a 

* Medias con la misma letra no presentan diferencia significativa. Cada  número es la media  de dos muestras 
diferentes. Cada muestra fue analizada por duplicado. ND= desviación estdndar no determinada. 
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6.3.2.3. Poblaciones de Listeria 

En  la figura 6.6 se  muestra un incremento en el día 2 de  almacenamiento en la población de 

Listeria ( 3  ciclos  logaritmicos)  en el testigo. Sin embargo,  a partir de  este  punto y hasta el día 

8 se  observa  un  decremento importante (1.5 ciclos logarítmicos), lo cual  podría deberse 

básicamente  al  agotamiento  en la fuente de  carbono aunado a la disminución del pH debido  a 

la presencia de BAL nativas. En las muestras inoculadas en presencia  de cultivos 

bioprotectores o nisina  se produjeron niveles significativamente más bajos (P>O.OOOl) en  la 

población  de Listeria que en el testigo. Sin embargo, no se observó una reducción gradual en 

numero de Listeria desde el inicio del almacenamiento,  a diferencia de  las  muestras  con 5% 

de  sacarosa. En las  muestras inoculadas en  presencia de nisina, aunque la población de 

Listeria aumentó  desde el inicio la población permaneció  a niveles por debajo del testigo. 

Este hecho es  de gran importancia ya que sugiere  que la bacteriocina  presentó actividad 

inhibitoria aún sobre la superficie del músculo  de  pollo pese a  que  podría haber sido  atacada 

por las  proteasas  endógenas de la carne, 

De acuerdo  con  el  análisis  de medias para la población promedio de Listeria no se  observó 

diferencia significativa (P>0.382) en la reducción de la población  de Listeria entre  las 

muestras inoculadas con cultivos bioprotectores o nisina. El hecho de que la reducción en  la 

población de Listeria sea  menos evidente en las muestras con 2.5 que  con.5%  de  sacarosa, 

podría deberse  a una menor proliferación de población de las BAL nativas y cultivos 

bioprotectores ya sea una menor producción de metabolitos, incluyendo ácido láctico y por 

supuesto  bacteriocinas.  Finalmente, el hecho de que en las muestras inoculadas en presencia 

de nisina o cultivos  bioprotectores  se hallan producido niveles significativamente  menores la 

población de Listeria tanto con 5 como con 2.5% de sacarosa es  de gran importancia  sobre 

todo si tomamos  en  cuenta que la concentración  de  carbohidratos afecta en gran medida las 

características  de  calidad de la carne fresca inoculada con cultivos  bioprotectores. 
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Figura 6.6. Evolución  de los recuentos  medios  de la población  de Listeria en carne  de  pollo 
inoculada  por  inmersión en una  suspensión  de  cultivos  bioprotectores y L. innocua 
ATCC  33090 adicionada  con  2.5%  de  sacarosa y almacenada  a 10+2OC. Símbolos: 
.=Control (L. innocua ATCC 33090),A= L. innocua ATCC  33090 + nisina, O= 
L. innocua ATCC  33090+ S. carnosus MC-1-02055 y o= L. innocua ATCC 
33090+ L. Zactis subsp. Zactis ATCC  11454 

Tabla 6.8. Recuentos  medios  de la población  de Listeria en  la carne  de  pollo  inoculada  por 
inmersión en una  suspensión  de  cultivos  bioprotectores o nisina y L. innocua ATCC 
33090. adicionada  con  2.5%  de  sacarosa  v  almacenada  a 1 O k2OC 

Tiempo  Testigo L. innocua ATCC  33090 L. innocua ATCC  33090 L. innocua ATCC  33090 

(días)  ATCC  33090 + + L. lactis subsp. t 

Nisina luctisATCC I 145 S. carnosus MC-I -02055 

O 3.9 3.9 3.9 3.9 

2 6.97 f 0.41 4.65 f 0.27 4.12 (ND) 5.35 f 0.36 

4 6.6 (ND) 5.14 k 0.56 5.56 (ND) 5.73 f 0.92 

6 5.87 k 0.70 5.01 k 0.43 4.82 +_ 0.05 4.54 (ND) 
8 5.5 k 0.04 5.65 +_ 0.02 5.94 5 0.33  5.48 (ND) 

Promedio 5.77b  4.87'  4.86" 5.00" 

* Medias con la misma  letra no presentan  diferencia significativa. Cada número es la media de  dos muestras 
diferentes.  Cada muestra fue analizada por duplicado. ND= desviación &Andar no determinada. 
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6.4. Producción  de  aminas  biogénicas en  carne  de  pollo  inoculada  con 

cultivos  bioprotectores o nisina. 

El deterioro  de  la  carne es causado por la acumulación de  productos  metabólicos o por la 

acción de enzimas  extracelulares producidas por los microorganismos capaces  de crecer a 

temperaturas  de refrigeración (Conner y col., 2001). Las aminas biogénicas, específicamente 

las aminas  cadaverina y putrescina, han sido  estudiadas  como  indicadores del deterioro  de la 

carne  (Maijala,  1993;  Guerrero y Taylor, 1994;  Haláz y col., 1994; Jay, 1996). 

Existen  evidencias  de  que  aminas  como la putrescina, cadaverina y tiramina pueden ser 

formadas  durante el almacenamiento de la came roja  fresca  (Hernández-Jover y col.,  1997). 

En este  caso,  putrescina y cadaverina fueron las únicas aminas  detectadas. Al inicio del 

almacenamiento, la carne fresca de  pollo  se  encontraba libre de  aminas pero durante el 

almacenamiento  se  produjeron cantidades considerables de putrescina y cadaverina  (Tablas 

6.9 y 6.10).  Además,  se  observó una mayor producción de cadaverina en las muestras 

inoculadas con 5% de  sacarosa que con 2.5%. 

6.4.1.  Producción de cadaverina 

Al inicio del almacenamiento no se detectó la presencia de cadaverina. Sin  embargo,  dicha 

amina  se  produjo  durante el almacenamiento en condiciones de abuso de temperatura del 

músculo  de  pollo. En el día 2 las muestras inoculadas en presencia de  nisina y de 2.5% de 

sacarosa  fueron  las únicas muestras en las  que  se detectó cadaverina (1 9.18 pg/g). En el día  6 

en todas las  muestras inoculadas tanto en presencia de 2.5 como  con 5% de sacarosa  se 

produjo  cadaverina,  independientemente  del  tipo  de inóculo. No obstante, se produjeron 

mayores concentraciones  de  ésta  amina en aquéllas muestras en las que el inóculo contenía 5% 

de sacarosa  que  con 2.5% (Tabla 6.9). AI analizar  estadísticamente  la producción de 

cadaverina  después de 8 días  de  almacenamiento en las muestras inoculadas  en presencia de 

2.5% de  sacarosa  se  determinó  que  había  diferencia  significativa (P>O.OOOl) entre la cantidad 
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de cadaverina y las muestras inoculadas con cultivos bioprotectores o nisina. La producción 

de  cadaverina  en los distintos  inóculos  fue la siguiente: L. lctctis (0.07 pg/g carne)<Testigo 

(6.7 pg/g carne)<S. carnosus (1 1 S2 pg/g carne)<nisina (1 8.89 pg/g carne). Con respecto a las 

muestras  inoculadas  en presencia de 5% de  sacarosa, la formación de  cadaverina  se  detectó  a 

partir del día  6,  independientemente del tipo de  inóculo. Por otra parte, también  se  observa 

que los niveles de cadaverina fueron mayores que  aquellos  mostrados  con  2.5%  de  sacarosa. 

Destaca el hecho  de  que en este caso,  las  muestras  inoculadas con cultivos  bioprotectores o 

nisna presentaron niveles de cadaverina significativamente mayores que el testigo: L. lacfis 

(26.1 pg/g carne)<S. carnosus MC-1-1-02055  (42.9) <nisina (43.48)ctestigo  (78.74) (Tabla 

6.9). 

La actividad  aminodescarboxilasa presenta un  pH óptimo  entre 4.0 y 5.5 (Silla,  1996). Por lo 

tanto el hecho de que la producción de cadaverina  aumentara  considerablemente al final del 

almacenamiento  podría haber sido  ocasionado,  a la reducción del pH por debajo  de 5.8 (pH 

del pollo)  ocasionada por la proliferación de  las BAL nativas (en el testigo y nisina) (Jackson 

y col.,  1997) y los  cultivos bioprotectores, así como al incremento en la actividad de los 

microorganismos  causantes de deterioro (Silla, 1996). En este  caso,  podría tratarse de 

microorganismos del género Bacillus, además de enterobacterias y Brochotrix  thermocphacta 

las  cuales  poseen la capacidad de producir cadaverina (Dainty y col.,  1986;  Silla,  1996) y de 

crecer en el músculo  de pollo almacenado al vacío  (Jackson y col., 1997). 

En las muestras  inoculadas en presencia de  2.5%  de  sacarosa se observó  que  después  de 8 días 

de  almacenamiento, los mayores niveles  de  cadaverina se produjeron  en las muestras 

adicionadas  con  nisina. Esto podría haber sido  causado por la inhibición  de  algunas BAL 

nativas debido  a la presencia de nisina,  cosa  que no sucedió con el testigo. La inhibición  de  las 

BAL nativas  podría haber ocasionando por una menor producción de  sustancias  antagonistas y 

por lo tanto una menor inhibición de  microorganismos con actividad aminodescarboxilasa. Por 

otra parte, el que en las muestras inoculadas  con S. carnosus se  produjeran niveles 

significativamente mayores de cadaverina que el testigo, resulta extraño, ya que la producción 

de ácido  láctico  podría haber inhibido a  otros  microorganismos  contaminantes  de la carne 
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capaces  de  producir  cadaverina.  Finalmente, los bajos niveles de  cadaverina  presentados en 

las muestras  inoculadas  con L. lactis podrían deberse  a la inhibición  de  algunas BAL nativas y 

contaminantes  con potencial aminodescarboxilasa  (Haláz y col.,  1994;  Silla, 1996). 

Tabla 6.9. Producción  de  cadaverina (pg/g) en la carne  de  pollo  inoculada  por  inmersión  en  una 
suspensión  de  cultivos  bioprotectores o nisina,  adicionada  con 2.5 o 5% de  sacarosa y 
almacenada a 1 O k2OC 

Sacarosa 2.5% Sacarosa 5.0% 

Testigo Nisina S. carnosus L. laclis subsp. Testigo Nisina S. carnosus L. lactis 

Día  MC-1-02055 lactis ATCC MC-  1-02055 subsp. 
lactis ATCC 

11454  11454 

O O O O O O O O O 

2 19.18 O O O O O O 

O +OS4 

6 11.92 29.68  6.55  0.07  96.96 45.9 54.18 9.83 
f 1.45 f 1.30 f 0.05 f 4.85 f 0.91 f 5.87 

8 14.90b  26.72'  39.52d  0.22" 218.02* 128.04' 117.41' 94.57A 

f 4 . 4 1  f3.23 k 5.00 f 0.09 k0.71 f 5.29 f 3.25 _+ 3.39 

Promedio 6.7b 18.8gd 11.52' 0.07a 78.746' 43.48' 42.90B 26.1 O* 

* Medias  con  la  misma  letra  no  presentan diferencia significativa. Cada número es la media de  dos muestras 
diferentes. Cada muestra fue  analizada por duplicado. ND= desviaci6n  esthndar no determinada 

La producción  de mayores niveles de  aminas en aquellas muestras inoculadas  en presencia de 

5% de  sacarosa  podría  explicarse  a  que la presencia de carbohidratos fermentables  aumentó el 

crecimiento y la actividad de las bacterias aminodescarboxilasa  positivas  (Haláz y col.,  1994; 

Silla,  1996).  Sin  embargo, aún cuando las concentraciones de cadaverina  producidas  en las 

muestras  inoculadas  en presencia de 5% de sacarosa fueron mayores que  con 2.5%, se observó 

que el empleo  de  cultivos bioprotectores o nisina produjo niveles  de cadaverina 

significativamente  menores  que el testigo. La presencia  de menores niveles  de cadaverina en 

muestras  inoculadas  con nisina podría  explicarse con base en la acción  antagonista  de  esta 

bacteriocina  contra  algunas BAL nativas taxonómicamente relacionadas y capaces  de producir 
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aminas.  Finalmente,  las muestras inoculadas con S. carnosus o L. lactis podrían haber 

producido niveles  más bajos de cadaverina debido  a una mayor reducción del pH (Silla,  1996), 

producción  de  ácido láctico y bacteriocinas en el caso de L. lactis (Tabla 6.9). 

6.4.2. Producción de putrescina 

En la tabla 6.1 O se  observa  que  en las muestras inoculadas con 2.5%  de  sacarosa la producción 

de  putrescina, al igual que la de cadaverina, aumentó  significativamente (P>O.OOOl) durante el 

almacenamiento,  independientemente  del  inóculo. Después de 8 días  de  almacenamiento,  las 

muestras  inoculadas en presencia de nisina nuevamente produjeron niveles  de putrescina 

significativamente mayores (P>O.OOOl) que el testigo (9.79 pg/g carne),  seguido por las 

muestras  con S. carnosus ( 26.49 pg/g carne) o L. lactis (5.1626.49 pg/g carne). Con 5% de 

sacarosa no se observó producción de putrescina en las muestras inoculadas  con S. carnosus. 

Sin  embargo,  en las muestras se produjo más del doble de putrescina que  con  2.5% (Tabla 

6.10). Las muestras inoculadas con L. lactis y nisina produjeron  niveles  de putrescina 

significativamente  menores que el testigo 

En embutidos  secos, la disminución  del pH puede  ocasionar una menor producción  de  aminas, 

entre  ellas, la putrescina debido  a la reducción de la población de  estreptococos fecales, 

mesófilos  aerobios y enterobacterias  (Silla,  1996). En este  caso,  probablemente una mayor 

concentración  de  carbohidratos  fermentables favoreció el crecimiento de S. carnosus y de las 

BAL nativas,  aumentando la producción de  ácido láctico. Esto podría haber impedido la 

posibilidad de  crecimiento y producción de  aminas por parte de  algunos  microorganismos 

contaminantes  tales  como  las enterobacterias o Brochotrix  thermosphacta (Haláz y col., 

1994; Silla,  1996)  los cuales son capaces de producir aminas. El hecho de que algunas BAL 

nativas no hubieran  producido putrescina podría deberse a la utilización de  los  carbohidratos 

fermentables por ser una fuente de energía más fácil de metabolizar que los aminoácidos. 

Finalmente, las muestras con L. lactis produjeron niveles de  aminas  significativamente 

menores que el testigo tal vez debido al efecto sinérgico del ácido  láctico,  peroxid0  de 
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hidrógeno y bacteriocinas contra algunos  microorganismos  contaminantes y BAL nativas con 

actividad aminodescarboxilante. 

Tabla 6.10. Producción  de  putrescina en la carne  de  pollo  inoculada  por inmersión en  una 
suspensión  de  cultivos  bioprotectores o nisina,  adicionada  con 2.5 o 5% de  sacarosa y 
almacenada a 1 O k2"C 

Sacarosa 2.5% Sacarosa 5.0% 

Testigo  Nisina S. carnosus L. lactis subsp. Testigo Nisina S. carnosus L. [actis 

Día MC-1-02055 lactis ATCC MC-1-02055 subsp. 
lactis ATCC 

1 1454 1 I454 

O O O O O O O O O 

O O O O 

2 o 5.19  0.79 O 

k 0.38 

6  8.99  18.83 1.62  1.26 35.61 O O 
rt 0.1 1 f 1.15 k 2.47 

8 9,79a  18.49b 26.48' 5.1 6a 77.79' 41.24B O 24.07* 

k3.19 k 1.85 k2.14 k 2.72 f 0.06 k 2.55 k 1.02 

Promedio 4.69a 10.62d 7.22' 1.60a 28.35' 10.31 O 6.01A 

* Medias  con la misma  letra no presentan diferencia significativa. Cada  número  es la media de  dos muestras 
diferentes. Cada  muestra  fue analizada por duplicado. ND= desviaci6n estandar no determinada 

La producción  de  cadaverina se incrementó más rápidamente que la de  putrescina  durante el 

almacenamiento  (Tablas  6.9  y 6.1 O).  Resultados  similares han sido observados  en carnes rojas 

empacadas al vacío (Jay, 1996). De ahí  que  existan  autores  que  sugieren  que la producción de 

aminas  debería  ser  evaluada en las carnes  empacadas al vacío (Jay,  1996; Hernández-Jover y 

col,  1997). La determinación  de  aminas en la carne también podrían ser útiles para evaluar la 

frescura, en este  sentido, Hernández-Jover y col., (1997) sugieren que  valores  de  aminas por 

debajo  de  5pg/g  podrían  indicar una carne  de  alta calidad higiénica. Por otra parte, aunque la 

putrescina y cadaverina han sido  reconocidos  como potenciadores de la toxicidad de la 
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histamina y tiramina, no se han dado  sugerencias de los niveles  de  seguridad de dichas 

aminas  en los alimentos  (Hernández-Jover y col., 1997). Sin  embargo,  con base en  estos 

experimentos  podríamos  concluir  que el empleo de L. fuctis y S. carnosus como  cultivos 

bioprotectores, o nisina podrían tener un efecto benéfico en la reducción de la formación  de 

putrescina y cadverina. En este  sentido,  Joosten y col.(  1996) han encontrado que la formación 

de  histamina en quesos  puede prevenirse mediante el empleo  de BAL productoras de 

bacteriocnas. 

6.4.3. -Producción de  aminas  biogénicas en el músculo  de pollo inoculado  con una 

mezcla de cultivos bioprotectores o nisina y microorganismos  causantes de 

deterioro. 

Muchos  autores  han  sugerido  que la medición  de los niveles de  aminas  puede  ser útil para 

indicar  el  grado  de deterioro de la carne y productos  cárnicos  (Silla,  1996). En la sección 

anterior se  estudió el efecto del empleo de cultivos  bioprotectores o nisina  sobre la 

producción  de  aminas  en el músculo  de  pollo.  En  este  caso,  se  estudió  de  que manera el 

empleo  de  cultivos  bioprotectores o nisna  afecta  la producción de aminas  durante el 

almacenamiento en las muestras inoculadas con cultivos bioprotectores o nisina y 

microorganismos  causantes  de  deterioro,  en presencia de 2.5% de sacarosa. 

6.4.3.1. Producción de aminas  biogénicas en muestras  inoculadas  con E. coli ATCC 

8937 y cultivos bioprotectores o nisina. 

De acuerdo con la literatura,  las  enterobacterias producen preferentemente  cadaverina (Jay, 

1996). Por otra parte, también se ha encontrado  que  existe una alta  correlación  entre la 

producción  de  cadaverina y la cuenta  de  coliformes  (Halász, y col.,  1994;  Jay,  1996), de ahí 

que  se  sugiera su empleo  como un índice de  deterioro  de la carne y productos  cárnicos  (Silla, 

1996; Hernández-Jover y col., 1997). 
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En las  tablas 6.1 1 y 6.12  se observa  que la producción de cadaverina y putrescina se 

incrementa  durante el almacenamiento. Los mayores niveles de putrescina y cadaverina se 

produjeron en el testigo, el cual se inoculo únicamente con E. coli. Las muestras inoculadas 

con cultivos  bioprotectores o nisina produjeron niveles promedio de putrescina y cadaverina 

significativamente  menores (P>O.OOOl) que el testigo. Pero además  las muestras inoculadas 

con cultivos  bioprotectores retardaron la aparición  de  dichas  aminas.  De  hecho,  las muestras 

inoculadas en presencia de L. lactis no produjeron putrescina después  de  8  días  de 

almacenamiento. 

Al realizar un análisis  estadístico en el día 8 se  determinó que la producción de  cadaverina en 

orden  con los distintos inoculos fue la siguiente: L. lactis (8.6pg/g  de  carne)< S. carnosus 

(16.98)<  nisina  (54.81)< testigo (58.45).  El hecho de que las  muestras  inoculadas  en presencia 

de nisina se  produjeran niveles de  cadaverina  significativamente  menores (P>O.OOOl) que el 

testigo podría haber sido  ocasionado por su acción bactericida sobre  algunas BAL nativas  con 

actividad aminodescarboxilasa. Esto podría haber sido  causado por una menor producción de 

ácido y por lo tanto una menor inhibición  de  coliformes. Por otra  con respecto a la 

producción de putrescina se determinó que únicamente las muestras  inoculadas con cultivos 

bioprotectores  retardaron  significativamente (P>O.OOOl) la producción de putrescina (Tabla 

6.12). 

El hecho de que en las muestras inoculadas con cultivos bioprotectores retardaran 

significativamente (P>O.OOOl) la producción de  cadaverina podría deberse  a la inhibición de 

los  coliformes  totales,  debido  básicamente  a  la reducción del pH. Esto no sucedió en las 

muestras  inoculadas con nisina dado que las muestras no se  inocularon  con ningún cultivo 

bioprotector. De hecho, la presencia de  nisina podría haber ocasionado la inhibición de 

algunas BAL nativas, al igual que en el caso anterior, y por lo tanto la producción  de  sus 

metabolitos.  Finalmente,  aunque la putrescina  es  preferentemente  producida  por  pseudomonas 

(Jay, 1996),  se  encontró  que  el  empleo  de  cultivos bioprotectores también retardó la 

producción de  esta  amina probablemente también por la reducción del pH. 
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Tabla 6.11. Producción  de  cadaverina  en la carne  de pollo inoculada  por  inmersión  con  una  mezcla 
de  cultivos  bioprotectores o nisina y E. coli ATCC 8937 adicionada  con 2.5 y 
almacenada a 10 + 2 O C  

Día Testigo E. coli ATCC  8937 E. coli ATCC  8937 E. coli ATCC  8937 

(E. coli A TCC 8937) + + + 
Nisina S. curnosus L. luctis subsp. 1ucti.s 

MC-1-02055 ATCC 11454 

O 

O 

1.63 

O O O 

2 O O 

4 6 1.35 k 5.41 20.65 + 10.81 

6 60.51 zk 11.78 25.30 k 12.66 

8 58.45 k 3.69 54.80 k 10.57 I 

O 

O 

O 

O 

6.98 f 4.14 8.6O8 
"._.,..~".-.-."-I__ 

Promedio 36.06' 20.1 5B  3.39A 2.05* 

* Medias con  la  misma  letra  no  presentan diferencia significativa. Cada  número  es  la  media  de dos muestras 
diferentes. Cada muestra h e  analizada por duplicado. ND= desviaci6n estandar no determinada 

Tabla 6.12. Producción  de  putrescina  en la carne  de pollo inoculada  por  inmersión  con  una  mezcla 
de  cultivos  bioprotectores o nisina y E. coli ATCC 8937 adicionada  con 2.5 y 
almacenada a 1 O +2"C 

Día Testigo E. coli ATCC  8937 E. coli ATCC  8937 E. coli ATCC  8937 

(E. coli A TCC 8937) + + + 
Nisina S. carnosus L. lactis subsp. luctis 

MC-1-02055 ATCC 11454 

O O O O O 
2 O O O O 

4 42.08 +_ 13.4 ) 7.93 +_ 5.6 O O 

~- 

6 36.22 k 6.4 18.93 k3.1 O O 

8  31.26 2 1.0 27.85 2 8.0 9.69 f 2.4 

Promedio  21.91'  10.15'  1.93B O 

* Medias  con la misma  letra  no  presentan diferencia significativa. Cada número es la  media de  dos muestras 
diferentes. Cada muestra fue analizada por duplicado. ND= desviación  esthndar  no determinada 
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6.4.3.2. Crecimiento  de la población de  coliformes totales y su  relación  con la 

producción  de  aminas  biogénicas 

En  la figura 6.7  se muestra una gráfica del efecto del almacenamiento  sobre la población de 

coliformes  totales y la producción de aminas en las muestras de pollo inoculadas  úricamente 

con E. coli. En esta gráfica se  observa que la producción tanto de  putrescina  como  de 

cadaverina  se  encontró asociada al crecimiento de la población de  coliformes, lo cual coincide 

con lo reportado en la literatura (Haláz y col., 1996; Jay, 1996). Sin embargo  a partir del día  6 

se observó una pequeña reducción en la concentración de aminas.  Este  fenómeno pudo haber 

ocurrido por la hidrólisis de las aminas  presentes  debido  a la producción de  algunas  enzimas 

amino-oxidasas por E. coli. Por otra parte, se  observa  que en este caso  las  muestras 

inoculadas  con E. coli produjeron preferentemente cadaverina, lo cual  también  coincide  con la 

literatura (Haláz y col., 1994; Jay, 1996). 
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Figura 6.7  Variación de la población de coliformes  totales y producción de aminas biogdnicas en  la 
came  de pollo  inoculada por inmersión  en  una  suspensión  con E. coli ATCC 8937, adicionada 
con 2.5% de sacarosa. Simbolos: m= crecimiento de coliformes  totales, o= producción de 
cadaverina, o= producción de putrescina. 
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6.4.3.3. Producción  de  aminas  biogénicas en muestras  inoculadas  con P,fluorescens 

C65 y cultivos  bioprotectores o nisina. 

En las tablas 6.13 y 6.14 se observa que la producción de cadaverina y putrescina se 

incrementa  durante el almacenamiento,  independientemente del tipo de  inóculo. Al realizar un 

análisis  estadístico en el  día 8 para la producción de cadaverina se  determinó  que la adición 

de cultivos  bioprotectores o nisina, produjo niveles de cadaverina significativamente 

(P>O.OOOl) menores  que el testigo. Mientras  que en el testigo se  produjeron  74.15  pg/g de 

carne,  en las muestras  inoculadas  en presencia de nisina, L. lactis y S. C U Y ~ O S U S  se 

produjeron 25.49,28.16 y 29.30 pg/g de  carne, respectivamente. 

Se  observa  que  empleo de L. lactis o S. cu~nosus retardó la aparición de putrescina. Mientras 

que el testigo y las muestras inoculadas en presencia de nisina la putrescina  se detectó a partir 

del día 4 de  almacenamiento,  en las muestras inoculadas con cultivos  bioprotectores  las 

aminas  se  detectaron hasta los días 8 y 6 , respectivamente.  Además,  también se determinó 

que  las  muestras inoculadas en presencia de  cultivos bioprotectores o nisina produjeron 

niveles  de  putrescina  significativamente (P>O.OOOl) menores que el testigo. 
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Tabla 6.13. Producción  de  cadaverina en la  carne de pollo inoculada  por  inmersión  con una 
mezcla  de  cultivos  bioprotectores o nisina y P. fluorexens C65  adicionada  con  2.5 y 
almacenada a 1 O +2OC 

Día Testigo P. fluorescens C65 P. fluorescens C65 P. fluorescens C65 

(P. fluorescens C65)  + + + 
Nisina S. curnosus L. luctis subsp. 

MC-1-02055 luctis ATCC 11 454 
____ __ - - 

O O O O O 

2 O O O O 

4 56.66 k 9.88 41.1 I +_ 20.77 O O 

6 10.82 k 0.71 16.58 f 0.78 14.88 k 0.80 O 

8 75.14 f 4.47 25.49 a f 13.32 29.30' 28.16 k 3.11 

Promedio 28.52' 16.63B 8.83A 5.63A 

* Medias con  la  misma  letra  no  presentan diferencia significativa. Cada número es la media  de  dos muestras 
diferentes. Cada muestra  fue analizada por duplicado. ND= desviación  estindar no determinada 

Tabla 6.14. Producción  de  putrescina  en  la  carne  de pollo inoculada  por  inmersión  con  una 
mezcla  de  cultivos  bioprotectores o nisina y P. j1uore.scens C65  adicionada  con  2.5 y 
almacenada a 1 O +2"C 

Dla Testigo P. fluorescens C65 P. J'uorescens C65 P. jluorescens C65 

(P. fluorescens C65) + + + 
Nisina S.curnosus L. 1acti.v subsp. 

MC-1-02055 luclis ATCC 1 1454 

O 
2 

4 20.51 k 4.49 14.87 k 8.68 

6 13.89 5.87 _t 0.41 3.24 

8 34.01  k1.6  11.76 k 2.05  13.32 k1.80 3.09 k 0.05 

Promedio 13.68'  6.50'  2.66*  1.26A 
- 

* Medias con  la  misma  letra no presentan diferencia significativa. Cada  número es la  media de  dos muestras 
diferentes. Cada muestra  fue analizada por duplicado. ND= desviación  estándar no determinada 
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6.4.6.4. Crecimiento de la población  de  pseudomonas y su relación con la 

producción de aminas  biogénicas 

En la figura 6.8  se demuestra que en las muestras inoculadas con pseudomonas  en presencia 

de nisina, la producción  de  aminas biogénicas no se  encuentra  asociada al crecimiento de 

pseudomonas ya que  se  observa que mientras la población de psedomonas  desciende  mientras 

la concentración  de  aminas  aumenta.  Estos  resultados coinciden con la literatura (Haláz y 

col.,  1994; Jay, 1996) en la cual se cita  que las pseudomonas producen  principalmente 

putrescina, y que  además, la producción de  esta  amina  se  encuentra  asociada al crecimiento 

(Jay, 1996).  En los resultados aquí mostrados,  además  de que la producción  de cadaverina y 

putrescina  se  incrementó  durante el almacenamiento, la producción de  cadaverina  es mayor 

que la de putrescina. De acuerdo con lo anterior, parece ser que la producción de aminas, en 

este caso, no se encuentra asociado al crecimiento  de  pseudomonas.  En la figura  6.9 se 

observa  que la producción  de  cadaverina y putrescina  se encuentra perfectamente  asociada  a la 

cuenta total de  microorganismos.  Estos resultados coinciden con estudios  realizados por 

Dainty y col.  (1986) en carne de vacuno almacenada al vacío. Estos autores  observaron  que 

no había producción de aminas en las muestras inoculadas con Pseudomonas spp. Sin 

embargo,  encontró  que el incremento en la producción de minas  estaba  asociadas  a la 

cuenta  total  viable. 
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Figura 6.8 Crecimiento  de  Pseudomonas y producción  de  aminas  durante el almacenamiento  a 
10°C  de la carne  de  pollo  inoculada  por  inmersión  con Pseudomonasfluorescens C65 
y nisina,  almacenada  a  10°C.  Símbolos m= crecimiento  de  pseudomonas, o= 
producción  de  cadaverina y A = producción  de  putrescina 
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Figura 6.9 Cuenta  de  mesófilos  aerobios y producción  de  aminas  biogénicas  durante el 
almacenamiento  a  10°C  de la carne  de  pollo  inoculada  por  inmersión en  una 
suspensión  con Pseudomonas fluorexens C65 y nisina.  Simbolos B= crecimiento 
o= producción  de  cadaverina y A =  Producción  de  putrescina 
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6.5. Efecto  del  empleo  de  cultivos  bioprotectores y nisina  sobre 10s 

parámetros  de  calidad  de la carne 

6.5.1. pH y acidez total titulable 

El pH es  un  parámetro  que afecta el color, la capacidad de retención de  agua y la textura de 

la carne  (Guerrero y Arteaga, 1990), y por lo tanto también determina  en gran medida el 

grado de  aceptación  de la carne por parte del  consumidor. 

Al inicio del almacenamiento la carne de pollo presentaba un pH alrededor  de  5.8 (Figura 

6.1Oa). Este  pH, junto con el empacado al vacío de la carne, podrían haber favorecido el 

crecimiento de BAL nativas (Jackson y col.,  1997) y cultivos  bioprotectores  con la 

consiguiente  producción  de  ácidos  orgánicos, incluyendo el ácido láctico (Friedrich y Liicke, 

2000). En la figura 6.10 se observa una rápida reducción del pH en  las muestras que 

contenían  5%  de  sacarosa  comparado con las  que contenían 2.5%, es  decir  que la adición de 

una mayor concentración de azúcares  fermentables favoreció una mayor reducción del pH. 

Mediante el análisis  estadístico  correspondiente y una comparación de  medias  por el método 

de Duncan,  se  comprobó  que la adición de BAL favoreció significativamente (P > 0.0001) la 

reducción del pH en el  músculo  de pollo independientemente de la concentración de sacarosa 

adicionada  a los inóculos  (Tabla 6.1 5 y 6.16). Los valores promedio  más  bajos  de pH se 

observaron en las muestras  inoculadas en la suspensión celular que  contenía Lactococcus 

lactis 4, (5.35 y 5.04 para 2.5% y 5% de  sacarosa respectivamente), seguidas  por las muestras 

inoculadas en presencia  de S.carnosus (5.55 y 5.29), el testigo (5.67 y 5.6) y finalmente para 

las muestras  inoculadas en presencia  de nisina (5.76 y 5.70). El hecho  de  que el mayor valor 

promedio de pH se observe en las  muestras inoculadas con nisina podría haber sido 

ocasionado por la inhibición de microorganismos acidificantes por esta bacteriocina 

(McMullen y Stiles,  1996). 

Fmp féo de cuctívos bíoyrorectores y nbina sobe rii cafidadmík~o6iohJica ysemm-kzCde rii carne de 
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Figura 6.10. Evolución en  el pH  durante el almacenamiento  a 10°C de la carne  de  pollo  inoculada 
por  inmersión  en  una  suspensión  de BAL o nisina  en  presencia  de (a) 2.5% y (b) 5% 
de  sacarosa. m= Testigo, A= Nisina, O= S. carnosus MC-1-020555 y o= L. Iuctis 
subsp. Iactis ATCC 11454. 

Con respecto a la ATT,  se  sabe que existe  una relación inversa entre  este  parámetro y el pH, 

es  decir,  mientras  que el pH  desciende la ATT  se  incrementa. Durante el  almacenamiento del 

músculo  de pollo en condiciones  de  abuso  de temperatura se observó un incremento en la 

ATT. Después  de  analizar  estadísticamente los datos se determinó  que la ATT del músculo de 

pollo dependía  significativamente (P>O.OOOl) del tipo de inóculo. Posteriormente  mediante la 

comparación  de  medias por el  método  de  Duncan  se  determinó  que los mayores niveles 

promedio de ATT  se produjeron en las muestras inoculadas ya sea  con L. lactis subsp. lactis 

ATCC I1454 o S. carnosus MC-1-02055, tanto en presencia de 2.5 como  con 5% de  sacarosa 

(Tabla 6.15  y  6.16).  Con respecto a las muestras inoculadas en presencia  de  nisina no 

mostraron  diferencia  significativa en la ATT  con respecto al testigo. Este hecho resulta muy 

interesante  debido  a  que el empleo  de nisina podría  en un momento dado  conservar la calidad 

microbiológica  de la carne  sin afectar los parámetros de calidad. 
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Tabla. 6.15. Variación  del  pH y la ATT,  en el músculo  de  pollo  inoculado  por  inmersión  con 
cultivos  bioprotectores o nisina  en  presencia  de 2.5% de  sacarosa y almacenado a 
10°C. 

Testigo  Nisina L. lactis subsp. S. carnosus 

lactis MC-1-02055 

ATCC 1 1454 

Tiempo p& pH= & I m  pH= 
(Día) 

O 5.79 1.54 5.79 1.54 5.79 1.54 5.79 1.54 

2 5.65 1.41 5.71 1.38 5.39 1.54 5.52 1.59 

f 0.01 4 0.08 f 0.06 f 0.02 f 0.03 f 0.02 f 0.01 ND 

4 5.85 I .37 5.87 1.54 5.32 1.58 5.67 1.50 

f 0.06 i 0.04 f 0.02 f 0.05 f O. 15 * 0.01 f 0.08 * O. I6 

5.39 1.70 5.70 1.72 4.89 2.08 5.24 2.03 

8 f 0.01 i 0.08 f 0.03 i- 0.01 4 0.03 f 0.06 4 0.01 ND 

Promedios 5.67‘ l.5OA S.76d 1.54A 5.3Sn 1.68’ 5 S b  1.66’ 

* Medias  con la misma letra no  presentan  diferencia significativa. Cada  número es la media  de  dos  muestras 
diferentes. Cada  muestra  fue  analizada  por  duplicado.  ND=  desviaci6n estindar no  determinada 

Tabla 6.16. Variación  del pH y la ATT,  en  el  músculo  de  pollo  inoculado  por  inmersión  con 
cultivos  bioprotectores o nisina  en  presencia  de 5% de sacarosa y almacenado a 10°C. 

Testigo  Nisina L. lactis subsp. S. carnosus 

lactis MC- 1-02055 

ATCC 1 1454 

Tiempo  PH ATT pH ATT pH ATT pH ATT 

(Día) 

O 5.84 1.57 5.84 1.57 5.84 1.57 5.84 1.57 

2 5.5 1 1.46 5.63 1.50 4.9 1 1.71 5.47 1.51 

f 0.03 f 0.14 ri: 0.01 0.11 f 0.02 ND f 0.05 f0.07 

4 5.57 1 S 7  5.58 1.55 4.84 1.97 5.00 1.94 

f 0.01 k 0.03 k 0.01 f 0.25 f 0.02 f0.05 (ND) 40.01 

5.  I6 2.13 5.36 2.18 4.58 2.77 4.84 2.37 
8 f 0.04 f 0.36 ri: 0.03 * 0.12 * 0.02 f 0.15 f 0.01 40.08 

Promedios 5.52‘ 1.6aA  S.60d  1.70A 5.04’ 2.00‘ 5.29b 1 .8SB 

* Medias  con la misma letra no  presentan  diferencia significativa. Cada  número es la  media de dos  muestras 
diferentes. Cada  muestra fue analizada  por  duplicado.  ND=  desviaci6n  esthndar  no  determinada 
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6.5.2. Efecto  sobre  capacidad  de  retención  de  agua (CRA) 

La capacidad  de  retención  de  agua ( C M )  es una característica muy importante de la carne ya 

que muchas  propiedades  tales  como el color, la textura y la firmeza  de la carne cruda, así 

como la jugosidad y la suavidad de la carne procesada dependen en gran parte de esta 

propiedad (Guerrero y Arteaga, 1990; Ponce y col.,  2000). 

En  la tabla 6.17  se muestra la evolución  en la CRA durante el almacenamiento del músculo  de 

pollo tratado en presencia  de 2.5 y 5% de sacarosa. En ambos  casos,  las  muestras  inoculadas 

con L. lactis presentaron una disminución  significativa (P>O.OOOl) de  la  CRA  promedio 

(Tabla  6.17). En este  sentido, la disminución en la CRA promedio fue  más  dramática  en  las 

muestras  con 5%  (CRAz5.75 mL NaCl 0.6 M retenidos/100  g  came)  que  con  2.5%  de 

sacarosa  (CRA=lO  mL NaCl 0.6 M retenidos/100 g  carne). En este  caso, una mayor cantidad 

de sacarosa  podría haber promovido una mayor acidificación. Esto trajo  consigo una 

disminución del pH y por consiguiente una pérdida  en la CRA debido  a los cambios  en la 

carga  neta  de  las  proteínas  de la carne (Ponce y col.,  2000). 

Las muestras  inoculadas  con L. lactis o S. carnosus y adicionadas con 5%  de  sacarosa 

disminuyeron  significativamente (P>O.OOOl) la CRA promedio.  Con  2.5 % de  sacarosa  se 

observó una menor pérdida en la CRA  que  con  5%, pero las  muestras  inoculadas con L. 

lactis nuevamente presentaron una disminución significativa en la CRA  promedio. Por su 

parte las  muestras  inoculadas con S. carnous no presentaron una disminución  significativa en 

la CRA  promedio. Las muestras adicionadas con nisina presentaron una CRA 

significativamente (P>O.OOOl) mayor (25.5 mL de NaCl 0.6 M/l00 g de  carne)  que el testigo 

( 1  9.25 NaCl 0.6M /1 O0 g  de carne). Este aumento  en la CRA promedio podría  explicarse por 

aumento  en la capacidad  de hidratación de las proteínas de la carne  debido al incremento del 

pH (Tabla  6.15-6.16). 

zmyléo  de cukivos 6íoyrotectores y nisína sobe ciz calíadmí¿-ro6ío~~íca  ysemuriálde h carne de 
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Tabla 6.17. Variación la capacidad de retención  de  agua ( mL de NaCl 0.6 M retenidos/100 g 
de carne), en el músculo de pollo  inoculado  por  inmersión  con cultivos  bioprotectores 
o nisina en presencia de 2.5 y 5% de sacarosa y almacenado a 10°C. 

Sacarosa 2.5% Sacarosa 5% 

Día 

O 30 30 30 30 30 30 30 30 

2 1 7 + 4  1 6 + 6  1 8 +  1 9 * 8  2 0 + 6  18-13  19 4 

4 1 3 * 4  18(ND) 13 (ND) 8-14 1 0 1 8  16*3  14 O 

8 17b*1 3OCH3 IOb (ND) -7'f 1 l C  9D-1 1 -21 **6 - 1 I B i  1 

Promedio 19.2b  23.5' 1 7.7b 1 ou 15.2'  18.2' 1 o s B  5.7* 

* Medias con  la  misma letra no presentan  diferencia  significativa. Cada número es la  media de dos muestras 
diferentes. Cada muestra h e  analizada  por  duplicado. 

La CRA de la carne puede ser  afectada por diversos  factores  entre los que destacan los 

cambios post-mortem, las  sales y por supuesto el pH (Ponce y col., 2000). Es por ello  que 

con el fin  de explicar la disminución de la CRA  en  músculo  de pollo en  función del pH, se ha 

trazado una grafica  con los valores de pH y CRA  obtenidos en un testigo  adicionado  con 5% 
de  sacarosa  (Figura 6.1 1). En la figura 6.1 1 se  puede ver que al disminuir  el pH , disminuye 

CRA  de la carne. Por ejemplo en el día 2 se  observó un ligero aumento  en el pH y por 

consiguiente en la CRA. No obstante,  a partir de  este punto y hasta el día 10, se  observa una 

disminución  en  la  CRA, lo cual resulta lógico ya que si bien a partir del día 8 se tuvo un ligero 

aumento en el pH éste  se encuentra alrededor de 5.0, La CRA de la carne tiene un valor 

mínimo a un pH de 5.0, el cual coincide con el punto isoeléctrico (PI) de las proteínas 

miofibrilares (Ponce y col., 2000). En este punto, se favorecen las interacciones  entre 

proteínas, lo cual provoca la disminución  de las interacciones entre el agua (Ponte y col., 

2000). La reducción  de la CRA por debajo  del pH a valores alejados del punto isoeléctrico de 

2inp/eo de culíívos 6ioyrotectores y nirina sobe  rii caE&rnimobíob/zéa ysemwzklde rii carne de 
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las proteínas  miofibrilares podría haber sido  ocasionado por la hidrólisis  de las proteínas 

debido  a la presencia  de  proteasas  ácidas. 

O 2 4 6 8 10 

Tiempo de almacenamiento (dlas) 

Figura 6.11 Evolución del pH y la CRA durante el almacenamiento  a 10°C en  las  muestras 
testigo (sin inóculo), 5% de  sacarosa.  Símbolos: e= pH y o= CRA 

6.5.3. Producción  de  ácidos orgánicos de cadena corta 

La fermentación láctica genera sabores y olores característicos, algunos  debidos  a la presencia 

de ácidos  orgánicos de cadena  corta  como el ácido láctico, acético, propiónico,  diacetilo, etc 

(Lücke, 2000), los  cuales,  en muchas ocasiones  son muy apreciados en la elaboración de 

productos  cárnicos.  Sin  embargo, la producción de  tales  compuestos  podría  tener algún 

impacto  sobre el sabor y el olor de la carne en las carnes frescas y por lo tanto afectaría la 

aceptación por parte del consumidor. 

~~ ~ 
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La evaluación  de la producción de algunos ácidos orgánicos  de  cadena  corta se realizó 

únicamente en aquellas  muestras  inoculadas en presencia de 2.5% de sacarosa  debido  a que en 

éstas los cambios en el pH, ATT, C M  fueron  menos  dramáticos  que  al  emplear  5%  de 

sacarosa 

6.5.3.1 Producción de ácido  láctico 

En  la tabla 6.18  se observa  un aumento en la cantidad  de  ácido láctico especialmente  en los 

días  6 y 8 de  almacenamiento,  independientemente del tipo de  inóculo.  Sin  embargo, el 

análisis  estadístico reveló que únicamente las muestras inoculadas con L. lactis subsp. lactis 

ATCC 11454 produjeron  niveles  de  ácido láctico promedio significativamente mayores (P > 

0.0001) que el testigo  (Tabla 6.18): 683.57 y 615.53 mg de ácido láctico/l00 g  de carne, 

respectivamente. 

Estudios realizados  por Kakouri y Nychas (1 994) en pechuga de pollo empacada al vacío y 

almacenada  a  10°C mostraron que  durante el almacenamiento  existe  una reducción en la 

concentración  ácido láctico y atribuyeron este  comportamiento  a la utilización de  este 

metabolito en forma de lactato por la microflora de la carne. Este  fenómeno ya había  sido 

observado  por  Borch y Agerhem en 1992 (citado (Kakouri y Nychas,  1994) en carne de 

vacuno  almacenada  en  condiciones  anaeróbicas. En nuestro estudio  aunque la concentración 

inicial de  ácido  láctico  (594.74 mg de  ácido Iáctico/100 g  de  carne) se encontró  dentro  del 

mismo  orden  de magnitud de lo reportado por Kakouri y Nychas (1994)  (679 mg/l00 g  de 

carne).  Sin  embargo,  a diferencia de lo observado por estos  autores y por Borch y  Agerhem, 

la producción  de  ácido láctico aumentó  aproximadamente entre 80 y 150 mg/l00 g  de  carne en 

los distintos  inóculos  durante el almacenamiento.  Este  comportamiento  resulta lógico ya que 

mediante el empleo  de vacío y se  favoreció  el  desarrollo  de 10s cultivos  bioprotectores, así 

como la producción  de sus rnetabolitos, entre  ellos el ácid0 1áctico. 

Fmpléo de cukivos 6iop~otecto~es y nirína sohe lii c a f ~ d m í k ~ o 6 í o b ~ i c a   y s e m m z á f d e  lii carne de 
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5.5.3.2. Producción  de  ácido acético 

Al inicio del almacenamiento  se  determinó  que la carne de pollo se  encontraba libre de  ácido 

acético,  pero  a partir del  día 2 se inició la producción en todas  las  muestras  excepto  en  las 

inoculadas  en  presencia de nisina, en las  cuales la formación de  ácido  acético se determinó 

hasta el día 6. Durante el almacenamiento la concentración de ácido acético se incrementó 

considerablemente, no obstante, al realizar el análisis estadístico de los datos  se  determinó  que 

las muestras  inoculadas en presencia de cultivos bioprotectores o nisina no produjeron 

cantidades  de  ácido acético significativamente  diferentes (P>0.101) a las producidas en el 

testigo. 

La concentración  de  ácido acético en la carne de pollo se  incrementó  durante el 

almacenamiento  independientemente  de  inóculo.  Estos resultados coinciden  con lo observado 

por Kakouri y Nychas  (1994).  También  observaron que después  de 8 días  a 10°C de 

almacenamiento  en el músculo de pollo empacado al vacío se producían  cerca  de 100 mg de 

ácido acético/l00 g  de  carne. En nuestro caso el testigo, así como  las  muestras  inoculadas con 

nisina, S. carnosus y L. lactis produjeron 65.55, 102.88, 81.43 y 116.17100 mg de  ácido 

acético/100  g de carne, respectivamente. El hecho de  que no se  encontrara diferencia 

significativa (P>O. 101) en la concentración promedio de ácido acético en  los  distintos 

inóculos con respecto al testigo podría deberse  a la gran desviación  estándar  mostrada  en  cada 

determinación  (Tabla  6.18).  Finalmente, el incremento en la concentración de ácido acético en 

el testigo y en  las muestras inoculadas  con  nisina podría haber sido  producido por las BAL 

nativas y otros  microorganismos capaces de  crecer en anaerobiosis  tales  como Brochotrix 

thermosphacta. Mientras  tanto, el incremento en concentración de ácid0 acético en las 

muestras  inoculadas  con S. carnosus y L. lactis podría haber sido  ocasionado básicamente 

por las BAL nativas  debido  a  que B. thermosphacta es incapaz de  crecer en condiciones 

anaeróbicas  cuando el pH  de la carne es inferior a 5.8 (Jackson y col.,  1997). 

Fmyko  de  cufiívos 6íoy~otecto~es y nbína so6~e  h caCídmí¿-~o6íoh~íca  ysemmiz/de h came de 
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Tabla 6.18. Cambios  ocurridos en los niveles  de  ácido  láctico y acético  [mg/l00 g de  carne) 
durante el almacenamiento  de  carne  de pollo inoculado por inmersión  con  cultivos 
bioprotectores o nisina en presencia  de 2.5 de  sacarosa y almacenado  a 10OC. 

Ácido láctico (mp/100 g de carne) Ácido  acdtico (mdl00  g de carne) 

Testigo ~ i ~ i ~ ~  S. carnosus L. lactis Testigo  Nisina S. curnosus L. luctis 
MC-1-02055 subs lacfis MC-1-02055 subs lactis 

Día ATCC I 1454 ATCC I 1454 

O 594.74  594.74  594.74  594.74 O O O O 

h3.74 *3.74 h3.74  k3.74 

2  598.65 641 S O  600.1 1 660.81 4.91 0.00 28.20 14.76 
h7.77 * 12.43 186.5 

4  583.74  598.59  634.55  687.52 27.84  13.65 44.75  24.53 

h41.80  h7.12  k8.3 1 58.33  k8.5 1 *8.5 1 

6  656.65  629.75  628.8 I 7 15.76 53.64  29.5 1 48.78  40.2 1 

h15.12 kl.76 32.60 ~t2.64 

8 643.86 671.99 698.90 758.99 65.55 102.88 8 1.43 116.17 

17.12 h17.38 h10.68 +70.28 k32.08 *13.14 h31.30 53 1.30 

Promedio 615.53n 627.3ln 631.42a  683.57b  17.28  8.63  24.35  15.90 

*Entre  medias  con la misma  letra  no  presentan  diferencia  significativa. Cada número es la media de dos 
muestras. Cada muestra  fue  analizada  por  duplicado 

2inpko de cukívos 6íoy~otectmes y nirína sobre lii cal í ídmimo6io~gíca ysemorkzlde lii came  de 
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6.5.4. Efectos  sobre  textura 

Los cambios  en la textura  de la carne de  pollo  ocasionados por el  empleo  de  cultivos 

bioprotectores o nisina se determinaron  mediante la realización de  pruebas de esfuerzo al 

corte. Los cambios  en la textura  se monitorearon en las muestras  inoculadas  con 2.5 y 5%  de 

sacarosa  a  los O,  4  y 8 días  de  almacenamiento (Figuras 6.12 y 6.13). En la figura  6.12 se 

observa  que  en  general, las muestras inoculadas en presencia de 2.5% de sacarosa mostraron 

cambios más graduales  en  el esfuerzo al corte  (Tabla  6.19). Pero las  muestra  inoculadas con L. 

lactis mostraron un incremento en el esfuerzo al corte desde el inicio del almacenamiento 

(20.72 N) y hasta  el  día 8 (27.18 N). Mientras  tanto, en el testigo y en  las  muestras  inoculadas 

con S. carnosus disminuyó el esfuerzo al corte en el día  4  a 1 1.96 N y 16.68 N, 
respectivamente. Para el día 8 el esfuerzo al corte en  ambas  muestras  fue  de 16.73 N y 22.92 

N. Finalmente,  en  las  muestras  inoculadas  con nisina el esfuerzo al corte  permaneció  más o 

menos  constante  durante  el  almacenamiento. Con respecto a  las  muestras  tratadas  en presencia 

de 5% de  sacarosa  (6.13 N) se  observa una rápida  disminución en el esfuerzo  al corte en el día 

4, independientemente del inóculo. En este  caso, el esfuerzo al corte pasó de  20.7 N al inicio 

del almacenamiento,  a  valores  entre 1  1 y 13 N en el día 4. Posteriormente,  en el día 8 se 

muestra un incremento  de  entre  5 y 15 N. Las muestras tratadas con L. lactis presentaron 

valores de  esfuerzo  al  corte  significativamente mayores (P>O.OOOl) con  respecto al testigo. 

Existen  varios  estudios relacionados con el empleo  de  cultivos  bioprotectores y de 

bacteriocinas para mejorar la calidad microbiológica  de la carne (Mahadeo y Tatini,  1994; 

Aymerich y Hugas,  1998; Bredholt y col.,  1999). Sin embargo, muy pocos  estudios son 

integrales en los cuales  además  de  estudiar la utilidad de los cultivos  bioprotectores  contra 

de bacterias de interés, se  estudie su impacto sobre las características de calidad de la carne 

incluyendo color y textura. En este  sentido  Guidolin y col. (1998) utilizaron Lactobacillus 

alimentarus para inhibir  microorganismos  indeseables  sobre la superficie  de las canales  de 

pollo  almacenadas al vacío, al mismo  tiempo  estudiaron el impacto  sobre las cualidades 

sensoriales  entre  ellos la textura de la carne. Estos estudios se realizaron con un panel 

sensorial que  determinó  que las muestras tratadas con L. alimentarus no presentaron  cambios 
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significativos  en la textura  con respecto al control. En nuestro caso, los  cambios en la textura 

se  determinaron  a  través  de un texturómetro. 

En éste  estudio el incremento al esfuerzo al corte durante el almacenamiento  podría haber 

sido  causado  por la reducción del pH, lo cual trajo  consigo la pérdida  en la CRA de las 

proteínas  miofibrilares  (Sección  6.5.1 y 6.5.2). El hecho de  que en el  cuarto  día  de 

almacenamiento  se presentara una disminución gradual en el esfuerzo al corte,  podría  deberse 

a la proteólisis  del  músculo  debido  a la acción de las proteasas endógenas  es  decir,  calpaínas y 

catepsinas  (Price y Schweigert,  1981). En el día 8 se observó un aumento  en el esfuerzo al 

corte el cual podría  estar relacionado con la disminución en la capacidad  de retención del 

agua y ésta  a  su  vez,  con  el pH. La reducción del pH ocasiona la disminución la CRA y de 

tal manera que la carne tiende a ser más seca y por  lo tanto, ésta presentará una mayor 

esfuerzo al corte  (Hultin, 1993; Murphy y Marks, 2000). Esta es la razón por la cual las 

muestras tratadas  con L. lactis presentaron esfuerzos al corte significativamente mayores 

(P>O.OOOl) que el testigo tanto en presencia de  2.5  como con 5% de sacarosa. El hecho de que 

las  muestras  tratadas  con S. carnosus, en presencia  de 5% de  sacarosa, no presentaran 

diferencia  significativa  (P>0.826) en el esfuerzo al corte promedio  sugiere  que  este 

microorganismo  puede  emplearse en la biopreservación del pollo sin  causar  daños 

significativos  en la textura. En el caso  de L. lactis habría que  determinar  a  que  concentraciones 

de  sacarosa  afecta  mínimamente la textura de la carne de pollo, claro sin perder su carácter 

inhibitorio.  Las  muestras  tratadas con nisina  (17.19 N) también  produjeron  cambios no 

significativos (P>O. 126)  con respecto al testigo (17.3 N) en el esfuerzo al corte promedio 

cuando la concentración de sacarosa fue de  5%. En las muestras con  2.5% de sacarosa  las 

muestras tratadas  con nisina (19.86 N) mostraron valores promedio de esfuerzo al corte 

significativamente mayores (P>O.OOOl) que el testigo (16.47 N). Este resultado es un poco 

extraño ya que  debido  a la presencia de una menor concentración  de  sacarosa  se  esperaba una 

menor producción  de  ácido láctico. No obstante, la desviación estándar  en  este caso fue muy 

grande.  Esto  podría haber afectado en gran medida el análisis aún cuando los valores 

observados con nisina se encuentren cerca del testigo. 

Empleo  de  cuctivos  6íoprotctcwes y nis ina   sohe  Ib caCidadmicro6ioCógica  yfisicoquimica  de  carne  de 
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Figura 6.12. Variación  del  esfuerzo al corte  durante el almacenamiento  a IO'C, de la carne  de 
pollo  inoculada  por  inmersión en  una  suspensión  de  BAL o nisina y 2.5% de 
sacarosa.Símbolos: M= testigo, A =  nisina, O=. S. carnosus MC-1-02055 y o=L. l a d s  
subsp. lactis ATCC 1 1454 

7 00 . ~ T"- ~ r- ." "7"----1""- 

O 1 2 3 4 5 6 7 8 

Tiempo  de  almacenamiento (Días) 

Figura 6.13. Variación  del  esfuerzo al corte  durante el almacenamiento  a IO'C, de la carne  de 
pollo  inoculada  por  inmersión en  una  suspensión  de  BAL o nisina y 5% de  sacarosa. 
Símbolos: M= testigo, A =  nisina, O=. S. carnosus MC-1-02055 y o=L. Zactis subsp. 
lactis ATCC 1 1454 

Fmpleo  de  cufiivos  6ioprotctwes y nisina s o h e  Ib caliadmicro6ioCógica y fisicoquímíca  de  carne  de 
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Tabla 6.19, Variación en el esfuerzo al corte (N) durante  el  almacenamiento  de  carne  de  pollo 
inoculado  por  inmersión  con  cultivos  bioprotectores o nisina  en  presencia  de 2.5 y 5% 
de  sacarosa y almacenado  a 10°C. 

Sacarosa 2.5% Sacarosa 5% 

Testigo Nisina S. carnosus L. lactis Testigo Nisina S. carnosus L. lactis 

MC- 1 - subsp. MC-I- subsp. 

Día 02055 lactis 02055 lactis 
ATCC  ATCC 

11454 1 1454 

0  20.72 20.72 20.72 20.72 2 I .o2 2 I .o2 2 1 .o2 2 I .o2 

k 1.95 f 1.95 f 1.95 f 1.95 f 1.45 k 1.45 f 1.45 k 1.45 

4 1 1.96 19.23 16.68 23.59 12.72 1 1 .O5 13 .O3 1 1.97 

ND f 0.42 * 1.58 f 1.30 f 0.51 f 0.54 f 0.44 + 1.62 

8 1 6.738 I 9.62n 22.9Yb 17. 14b 17.3SAB 19.51' 13.03A 27.18' 

A. 2. 1 S * 6.70 * 2.39 i 0.4s N I) t 0.71 i s.37 .I 0.45 

Promedio 16.47n  19.86b 20.1Ib 23-82' 17.03A  17.19A 15.6SA 19.11' 

*Entre  medias con  la  misma  letra no presentan diferencia significativa. Cada número es la  media de dos 
muestras.  Cada  muestra fue analizad  por duplicado.  ND= Desviaci6n estdndar no determinada. 

6.5.5. Efecto  sobre proteínas miofibrilares 

En  la carne fresca la integridad de las proteínas miofibrilares tienen una gran influencia 

sobre el color, la textura y las propiedades funcionales (Liu y col, 1996). Dado  que el estado 

de  las  proteínas  miofibrilares  afecta en gran medida varias propiedades  funcionales  de la carne 

se  procedió  dar un seguimiento del perfil electroforético  durante el almacenamiento. 

El perfil electroforético  de  las proteínas miofibrilares  obtenido  por  electroforesis  SDS-PAGE 

reductora como  se  muestra en las figuras 6.14 y 6.15. En general, después  de 8 días  de 

Tmpleo  de  cultivos  Gíoprotctwer y nisínu sobre Ib. caCidadmicro6ioCógíca yjisicoquímíca  de  carne  de 
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almacenamiento, la degradación  de la cadena  pesada  de miosina fue  más  evidente  que  a los 4 

días. Por su parte la actina  permaneció intacta aún  después  de 8 días  de  almcenamiento. 

En el día  4  las  muestras  tratadas  con L. lactis adicionadas con 5% de  sacarosa presentaron 

una mayor degradación  de la miosina que  aquellas  adicionadas  con 2.5%. Además,  en las 

muestras  tratadas  con L. lactis subsp. lactis ATCC 11454 (Figura 6.15.  líneas 2 y 5) se 

produjo una mayor degradación de la miosina  que en el testigo (Figura 6.15, línea 7) y en las 

muestras  inoculadas con S. C U ~ M O S U S  (figura 6.15, líneas 3 y 6). La degradación de la miosina 

en las muestras inoculadas con L. lactis, nuevamente file  mayor cuando la concentración de 

sacarosa en el  inóculo  fue  de 5% (Figura 6.15, líneas 2 y 5) 

En productos  cárnicos,  como los embutidos secos, la proteólisis resulta de la acción 

combinada  de  las  enzimas  endógenas y de  aquéllas producidas por los  microorganismos 

(Fadda y col.,  1999  a y b). En éste  caso, la degradación  de la miosina  podría haber sido 

causada,  en  principio, por la acción de las catepsinas (Fadda y col.,  1999a y b) y por la 

disminución del pH.  Sin  embargo, al final del almacenamiento la degradación  podría haber 

sido  causada por la presencia de proteasas microbianas (Fadda y col., 1999a  y b) y también 

por el pH. En este  caso,  es  de notar que las  muestras inoculadas con L. lactis subsp. lactis 

ATCC 1 1454  en presencia tanto de 2.5  como  5% de sacarosa fueron las que presentaron 

menores  valores  de  pH  y con ello grandes cambios en la CRA. Estos comportamientos fueron 

mucho  más  evidentes  cuando la adición de  sacarosa  fue del 5% probablemente por un mayor 

crecimiento  de la microflora tanto nativa  como  adicionada. 

Tmpleo  de  cultivos  tiioprotctores y nisina s o b e  h c a l ~ m i c r o 6 i o l ó g i c a  yjkicoquímica de  carne  de 
pollo almacenada  en  condiciones  de a6uso de  temperatura 



1 
L 

r 



C 

g 
O 

'1 

.. 



Capítulb 6. l&?sulhzdos y d&-cusíbn 126 

6.5.5. Efectos sobre el color 

El color  es una de las  principales  propiedades  sensoriales, ya que  determina  en gran medida 

el grado  de  aceptación de cualquier  alimento por parte de los  consumidores. El color de la 

carne puede ser  afectado por la cantidad y el tipo de  pigmentos presentes, por la estructura de 

las  proteínas  musculares,  el  contenido  de grasa y el pH (Pérez-Álvarez y col., 2000). La 

estructura juega un papel fundamental  en  las  propiedades  ópticas y por consiguiente en el 

color  de la carne. La mayor contribución  a la dispersión de la luz  en  las  fibras blancas 

corresponde  a  las  miofibrillas, de tal manera que la alteración del volumen de las  miofibrillas 

afecta  en gran medida el grado de  dispersión. Se ha observado que  cuando el volumen  de la 

miofibrilla  es  mínimo, hay una mayor dispersión  de la luz, mientras que  en el caso contrario 

hay una disminución  de la dispersión  de la luz  (Pérez-Álvarez y col., 2000). 

6.5.5. l. Tonalidad o Angulo  de  tono (Hue) 

Ángulos  de  tono (Hue) entre O” y 90” mostraran colores  entre  amarillo y rojo.  De  acuerdo 

con los registros del ángulo de tono  obtenidos,  los valores obtenidos fueron menores  de 90” 

en todos los casos  independientemente  de  la  concentración  de  sacarosa  adicionada  a los 

inóculos.  Además,  se  observó un incremento significativo  en  los  valores Hue después de 8 

días  de  almacenamiento es decir, hubo un “anaranjamiento”  sobre  la  superficie del músculo. 

En las  figuras 6.16 y 6.17  se visualiza la evolución  en los promedios  de  tres  observaciones  de 

valores de ángulo  de  tono  durante el almacenamiento del músculo de pollo. 

Al realizar un análisis  estadístico  de  los  datos  se  determinó  que  después  de 8 días  de 

almacenamiento  las  muestras tratadas con L. lactis fueron las únicas  que presentaron valores 

del ángulo  de  tono  significativamente (P>O.OOOl) menores  que  el  testigo,  tanto  en  presencia 

de 2.5 como con 5% de  sacarosa (Figura 6.16 y 6.17). 

linp/ea de cukívos  6íoyrotectorer y nbím sobre Liz calsad mícro6ío~~íca y fbicoquímíca de 
carne depoMo acmacenada en condícíones de a6u-o de temperatura 
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Figura 6.17 Evolución  de la tonalidad  durante  el  almacenamiento  a 10°C de la carne  de  pollo 
inoculada  en  una  suspensión  cultivos  bioprotectores o nisina 5% de  sacarosa  (Nota: 
Superíndices  con la misma  letra  no  presentan  diferencias  significativas) 
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Figura 6.17 Evolución  de la tonalidad  durante el almacenamiento  a 10°C de la carne  de  pollo 
inoculada en una  suspensión  cultivos  bioprotectores o nisina 2.5% de  sacarosa  (Nota: 
Superíndices  con la misma  letra  no  presentan  diferencias  significativas) 

Fmpho  de cukivos  6iíyrotecto~es y níína  sohe lii cafidad mí¿-~obíob&íca y fíícoquímíca  de 
carne deyoKo almacenada en  con&cíones de abusa de  temperatura 
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6.5.5.2.Cromaticidad o pureza  del  color (Chroma) 

La cromaticidad,  también  llamada  matiz,  describe el atributo que  uno  conoce  como  color 

(amarillo,  verde,  azul o rojo). En las figuras 6.1  8 y 6.19 se visualiza que  tanto para el testigo 

como para las muestras inoculadas con nisina hay  una disminución  significativa en la 

cromaticidad al cabo de  8  días  de  almacenamiento. Este comportamiento  fue  totalmente 

diferente para las  muestras inoculadas con bacterias lácticas ya que en este caso se  observó 

que la cromaticidad  aumentó  en el caso  de S. carnosus y se mantuvo constante L. lactis. 

Aquellas  muestras  inoculadas con nisina  (28.35), L. lactis (30.54), o S. C U Y ~ O S U S  (33.55)  en 

presencia  de 5%  de  sacarosa, mostraron un aumento  significativo (P >0.0001) en la 

cromaticidad  después  de 8 días de almacenamiento,  comparadas  con  el  testigo  (27.05). Por 

otra parte, se encontró diferencia entre S. carnosus y L. lactis y entre S. carnosus y nisina 

(Anexo  4d). 

En las muestras  inoculadas  en presencia de  2.5% de sacarosa, la tendencia y los valores  de 

Chroma fueron  muy  similares  a los mostrados con 5% de sacarosa, sólo  que  en  este  caso, no 

se  observó  diferencia  significativa  entre  los  valores  de cromaticidad promedio en el testigo 

(27.91) y las  muestras tratadas con nisina  (27.91).  Además, los valores  de cromaticidad 

mostrados por L. lactis (30.17) y S. carnosus (32.16) fueron significativamente mayores (P 

>O.OOOl)  a  los  observados  en el testigo. Esto  significa  que el empleo  de bacterias lácticas 

acentuó el color (mayores valores en la  pureza del color) en la carne  de  pollo al cabo de 8 

días de almacenamiento. 

Hay que hacer notar que estos resultados nuevamente podrían estar asociados  a la reducción 

de pH el cual, podría afectar de manera negativa la CRA y con ello el volumen  de las 

miofibrillas  dando  como resultado una mayor dispersión de la luz. En este  sentido,  las 

muestras inoculadas con bacterias lácticas desarrollaron valores de pH por  debajo del testigo 

y de las muestras  inoculadas con nisina. La presencia  de BAL con la consiguiente reducción 

del pH podría haber inhibido  microorganismos  causantes de deterioro  del  color  tales  como 

Pseudomonas. 

linp/eo  de  cukívos  6íup~otectores y ní ína su6re /a cakdad mi¿~-o6iobgica y fíícuquímíca  de 
carne  depoCb acmacenada en condiciones de a6uso de temyeyatuya 
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Figura 6.1 8 Variación  de la cromaticidad  durante el almacenamiento  a 10°C de la carne  de  pollo 
inoculada  por  inmersión  con  cultivos  bioprotectores o nisina y 5% de  sacarosa  (Nota: 
Superíndices con  la misma letra no presentan diferencias significativas) 
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Figura 6.19. Variación  de la cromaticidad  durante el almacenamiento  a 10°C de la carne  de  pollo 
inoculada  por  inmersión  con  cultivos  bioprotectores o nisina y 2.5% de  sacarosa 
(Nota:  Superíndices  con la misma  letra no presentan  diferencias  significativas) 

linp/ea de cu&ívos tííoyrotecto~es y nirina sohe La cakdad  míc~o6íobgíca y fkícoquÍmíca  de 
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3.5.5.4. Luminosidad (L) 

La luminosidad o brillo  es una medida del índice de reflectancia de la luz  del  color  (Wheeler y 

col.,  1993) y toma valores entre O (negro) a +lo0 (blanco). En la  carne,  los  valores  de la 

coordenada  de  luminosidad o brillantez (L) varían al igual que los demás  parámetros  de  color 

con el contenido  de  mioglobina  de  cada  especie. En este  sentido,  se ha observado que la 

ternera con 15 mg/g de mioglobina presenta valores L alrededor de  30-35. Por su parte la 

carne de pollo  con  3 mg/g de mioglobina tiene valores entre  45-50  (Pérez  Álvarez y col., 

2000). 

En las  figuras  6.20 y 6.21,  se  observa un incremento significativo (P >O.OOOl)  en la 

luminosidad (L) durante el almacenamiento,  es  decir, hubo una decoloración  sobre la 

superficie de  la  carne.  Esto  podría  deberse  a la desnaturalización de las  proteínas  miofibrilares 

y sarcoplámicas  debido  a la reducción del pH (Ogden y col.,  1995) lo cual generó una mayor 

dispersión  de  la  luz  (Pérez  Álvarez  y  col., 2000). 

Con 5% de sacarosa  el  valor  promedio  más alto de luminosidad después de 8 días  de 

almacenamiento  fue  alcanzado en las muestras inoculadas con S. carnosus (56.7),  seguidos 

por nisina (54.0), el testigo (50.91) y finalmente las muestras tratadas  con L. Zactis (48.26) 

(Figura 6.20).  Este  comportamiento  podría  deberse  a la reducción significativa del pH. Por 

otra parte, el incremento de la luminosidad en la carne de pollo se  muestra  más marcado en 

las muestras  que  contienen  2.5%  de  sacarosa (Figura 6.21). En este  caso, no se  observó 

diferencia significativa (P > O. 1 16) en  los valores de luminosidad después  de 8 días  de 

almacenamiento  en  las  muestras  inoculadas ya sea con nisina, S. carnosus y el testigo. No 

obstante,  los  valores  de luminosidad producidos con L. Zactis fueron significativamente 

menores (P > 0.0001) que los observados  en  el  testigo. Estos resultados  coinciden con lo 

reportado por Ogden y col. (1995), quienes  observaron una disminución  en los valores de 

luminosidad al aumentar la concentración de ácido láctico. 

rmyko de cuitivos 6iaprotectorer y nisina sa&e Ca calidad  mícro6ioh~ica y fisícoquimica  de 
carne depOna almacenada en con&¿-zones de a624so de temperatura 



Capítulo 6. X.esu&ados y dícusíón 131 

I - 53.00 
l i /" 

Testigo  Nisina S. carnosus L. lactis 

lndculo 

O Dia O UDia  4 O Día 8 

Figura 6.20 Variación  en  luminosidad (L) de la carne  de  pollo  inoculada  por  inmersión  en  una 
suspensión  de  cultivos  bioprotectores o nisina y 5% de  sacarosa y almacenada  a 10°C 
(Nota:  Superíndices con la misma letra no son estadísticamente diferentes) 
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Figura 6.21 Variación en luminosidad (L) de la carne  de pollo inoculada  por  inmersión  en  una 
suspensión  de  cultivos  iniciadores o nisina y 2.5% de  sacarosa, y almacenada  a 10°C 
(Nota:  Superíndices con la misma letra no son estadísticamente diferentes) 

2fnp/eo de cufiívoJ 6ioy~otecto~es y nBína sohe La cafidad  mik~o6íuhiíca y JiZrícoquímica de 
carne  depoKo  almacenada en con4ciones de a6wo de temperatura 
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6.5.5.4. Diferencia total de color (m) 

En las figuras  6.22  y  6.23 se muestran las variaciones en la diferencia de  color del músculo  de 

pollo durante el almacenamiento. En la figura 6.16 (sacarosa 5%), se  observa  que  las  muestras 

inoculadas  con bacterias lácticas o nisina mostraron valores mayores en la diferencia  de  color 

que el testigo  durante  los primeros 4 días  de  almacenamiento. No obstante,  a  los 8 días,  se 

observó  que  las  muestras tratadas con S. C U Y ~ O S U S  ( (5.72) presentaron  cambios en la 

diferencia  total de color  significativamente mayores (P > 0,0001) que  el  testigo  (4.72), L. 

lactis (4.79) y nisina  (5.15).  Además, no se observó diferencia significativa  entre los valores 

promedio  de AE del testigo y L. lactis. 

En presencia de  2.5%  de sacarosa (figura 6.23) el comportamiento de AE es muy similar  que 

con 5% de sacarosa,  es  decir, hay  un incremento en AE durante  el  almacenamiento.  Sin 

embargo, los valores  alcanzados con 2.5% de  sacarosa en todos los inóculos son mayores que 

aquellos  observados  con 5% (Figura 6.22). Esto podría atribuirse a una mayor inhibición  de 

microorganismos  contaminantes  capaces  de alterar la estructura  muscular y con  ello  las 

propiedades  ópticas  de la carne. Por otra parte, después  de 8 días  de  almacenamiento,  las 

muestras  inoculadas  con L. lactis (5.55) presentaron valores significativamente  menores  en 

AE que el testigo  (5.20), nisina (5.18) y S. C U Y ~ O S U S  (5.23). Tampoco  se  observó diferencia 

significativa ( P > 0.671)  en AE del testigo y  las  muestras inoculadas con  nisina o S. carnosus . 

2snp/ea de  cufiívos bíoprotectores y nisína sohe  /a cafidad mícro6íobgíca y ffiícoquímíca  de 
carne d e p K o  afmacenada en condcíones  de abura de  temperatura 
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Figura 6.22. Comportamiento  de AE durante el almacenamiento  a  10°C  de  la  carne  de  pollo 
inoculada  en  presencia  de  cultivos  iniciadores o nisina y 5% de  sacarosa. (Nota: 
Superíndices con  la  misma letra no son estadísticamente  diferentes) 
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Figura 6.23 Comportamiento  de AE durante el almacenamiento  a  10°C  de la carne  de  pollo 
inoculada  en  presencia  de  cultivos  iniciadores o nisina y 2.5% de  sacarosa. (Nota: 
Medias con la misma  letra  no  son  estadísticamente  diferentes) 

Fmpléo de cukívos 6íoprotectme-r y niína sohe rii cafidad mí2~o6iohgíca y jiiícoquímíca de 
carne depoKo almacenada en codcíones de a6no de temperatura 
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l .  De acuerdo con las condiciones  empleadas en este  estudio, el empleo  de  cultivos 

bioprotectores contribuyó a mejorar la calidad microbiológica de la carne de pollo 

mediante la reducción significativa (P>O.OOOl) las  poblaciones  de Listeria, 

Pseudomonas y  coliformes  totales. Por otra parte, el empleo de nisina  a  diferencia  de 

los cultivos bioprotectores, únicamente causo diferencia significativa en la población 

de Listeria. ufc/cm2 

2. Asimismo, la presencia de cultivos bioprotectores y nisina en el tejido muscular  de 

pollo  produjo  concentraciones  de  aminas  significativamente  menores (P>O.OOOI) que 

el testigo  durante el almacenamiento. 

3. En general,  adición  de  cultivos  bioprotectores afectó significativamente (P>O.OOOl) los 

parámetros de calidad del músculo de pollo como son el pH,  capacidad  de retención de 

agua,  color,  textura  e integridad de las proteínas miofibrilares, sobre  todo  cuando la 

concentración  de  sacarosa  fue  de 5%. 

4. La presencia  de L.  lactis subsp. lactis ATCC 11454 afectó en mayor medida  los 

parámetros  de calidad de la carne como  son: pH, C M ,  color, textura del músculo  de 

pollo  que S. carnosus MC-1-02055. No obstante, el tratamiento  de la carne  de pollo 

con L.  lactis subsp. lactis ATCC 11454 causó una reducción significativamente 

mayor (P>O.OOOl) en la población de  coliformes y Listeria que  el  tratamiento con S. 

carnosus MC- 1-02055. Esta reducción fue mucho más evidente  cuando la 

concentración  de  azúcar  a los inóculos  fue de 5% 

5. Con  respecto  a la producción de aminas, la presencia de L.  lactis subsp. lactis ATCC 
1 1454, S. carnosus MC-1-02055 y nisina redujeron significativamente la producción 

de aminas en aquéllas muestras inoculadas con una mezcla de cultivos bioprotectores 

y P. fluorescens C 65 o E. coli ATCC 8937. 

Empleo  de  cuCtivos  6ioprotectmes y nísina  so6re Ca caCúLad micro6ioCógica y físicoquímica  de  carne  de 
poCCo almacenado  en  condiciones  de  a6uso  de  temperatura 
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6. La miosina  presentó una degradación evidente después de 8 días de almacenamiento, 

tal degradación  fue más evidente en aquellas muestras inoculadas  con L. lactis subsp. 

lactis ATCC 11454. Por su parte la actina no presentó signos  de  degradación  aún 

después de 8 días de almacenamiento,  independientemente  del  inóculo y de la 

concentración  de  sacarosa  adicionada  a los distintos  inóculos. 

7.  Finalmente, tanto L.  lactis subsp. lactis ATCC 1 1454 como S. carnosus MC-1-02055 

pueden  ser  empleados para aumentar  la calidad microbiológica de la carne de pollo 

almacenada  en  condiciones  de  abuso  de la temperatura. Sin  embargo,  es necesario 

realizar más  estudios para establecer la concentración de azúcares  fermentables 

adecuada  que  permita la inhibición no sólo  de  pseudomonas,  coliformes, o Listeria 

sino  también  de  otros  microorganismos  capaces  de crecer en  condiciones  anaerobias 

como Brochrotrix  thermosphacta, así como retardar la producción  de  aminas 

biogénicas. Pero que además, que permita conservar las  características  de calidad de la 

carne como  son  color,  textura, y sabor. 

TmpCeo de  cuCtivos  6ioprotectores y nisina  so6re Ca caf idad  micro6ioCógica y fisicoquímica  de  carne  de 
poCCo aCmacenado en  condiciones d e  a6uso  de  temperatura 
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ANEXO 1 

MEDIOS  DE  CULTIVO 

a)  Medio GSP, selectivo  para el crecimiento  de Pseudomonas (Stainer y col., 1966). 

Tabla Al Componentes del Medio GSP, selectivo para el crecimiento  de Pseudomonas 
Ingrediente  Cantidad g/L 

Glutamato monosódico 10 

KZHP04 2 

Sulfato de magnesio 0.5 

Agar 15 

Penicilina G s6dica 100 O00 U.I. 

Principio 

Como  base  nutritiva  se  utiliza el glutamato,  que no puede ser  aprovechado  por  otros 

microorganismos  acompañantes.  Para  aumentar  la selectividad se  agrega  penicilina al medio 

de cultivo la cual  inhibe a los  microorganismos  Gram-positivos por daños  en la membrana 

celular  (Stainer y col., 1966). 

Modo de preparación 

En agua  destilada  se  disuelven  todos  los  ingredientes  de la tabla  excepto el agar. 

Posteriormente,  se  afora a 1000 mL y el pH se ajusta a 7k0.2 y se adiciona el agar y la 

mezcla se lleva a ebullición. A continuación el medio  se  esteriliza a 121°C por 15 minutos. 

Una vez  esterilizado el medio, se deja  enfriar el medio y se  adicionan 100,000 U.I. de 

penicilina G sódica  para inhibir el crecimiento de microorganismos  Gram-negativo 
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b) Medio F, para el crecimiento y propagación  de Pseudomonas (King y col, 
1954) 

Tabla A2 Componentes  del  medio F para el crecimiento  selectivo y propagación  de 

Pseudomonas 

Ingrediente  Cantidad 

Peptona de caseína 1 o g/L 

Peptona de carne 10 glL 

MgS04-7HzO 1.5 glL 

K2HP04 1.5 glL 

Glicerol I O  mL 

Agua  destilada 1 O00 mL 

PH 7f0.2 

c)  Agar  Bilis  rojo  neutro-cristal  violeta  (BRV)  para  la  demostración y 

numeración  de  coliformes  totales (Davis, 195 1) 

Tabla A3 Medio  agar  bilis y rojo  violeta  para la demostración y numeración  de  bacterias 

coliformes 

Ingredientes g/L 

Peptona de carne 7.0 

Extracto de levadura 3.0 

Cloruro de sodio 5.0 

Lactosa 10.0 

Rojo neutro 0.03 

Mezcla de sales  biliares 1.5 

Crisial  violeta 0.002 

Agar-Agar 13.0 

PH 7.4-f 0.2 
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Principio 

El cristal  violeta y las sales biliares inhiben el crecimiento  sobre  todo, de la flora  Gram- 

positiva  acompañante.  La  degradación  de  la  lactosa a ácido  se  pone de manifiesto  por el viraje 

a rojo del indicador de  pH Rojo neutro y por una precipitación de  ácidos  biliares. 

d)  Caldo LB, Medio  de  cultivo  para  el  crecimiento y propagación  de E. coli 

(Atlas Ronald , 1993). 

Tabla A4 Caldo LB para  el  crecimiento y propagación  de E.coli 

Ingredientes  Cantidad (g/L) 

Extracto de levadura 15 

Triptona I O  

Cloruro de s6dio 5 

Agar-Agar 
Hidr6xido de sodio 1N 

15 

1 

pH final 7.0k0.2 

e)  Medio CGB para la producción  de  bacteriocinas (Bhunia y col. , 1988) 

Tabla A5 Medio  CGB  para la producción  de  bacteriocinas 
Ingrediente Cantidad  g/L 

Triptona 20 

Glucosa 10 

Extracto de levadura 5 

Citrato de amonio 2 

Difosfato de sodio 2 

Sulfato de magnesio o. 1 

Sulfato de Manganeso 0.0 15 

Tween 80 I mL 

Agar 15 

PH 7f0.2 
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ANEXO 2 
TÉCNICAS EMPLEADAS 

a)  Capacidad de retención de  agua (Price y Schweigert (1981) 

Moler 1 O g de carne el un mortero. 

Colocar  porciones  de  5g  en  dos  tubos de centrifuga. 

Añadir 8 mL  de una solución  de  NaC10.6 M 

Agitar  empleando una varilla de vidrio durante 1 minuto. 

Colocar la mezcla formada en un baño de hielo durante 30 minutos 

Agitar  las  muestras  nuevamente  durante 1 minuto. 

Centrifugar  a 8000 r.p.m. a 4OC durante 15 minutos 

Decantar y medir el sobrenadante 

Reportar la capacidad de retención de agua ( C M )  como el volumen  de NaCl 0.6 M 

retenido por 100 g de carne. 

b) Extracción  de  las proteínas miofibrilares (Samejima. y Wolfe, 1976) 

La extracción  de  las proteínas miofibrilares  se realiza con base en la solubilidad  de  las 

proteínas mediante una precipitación fraccionada para ello, en primer término,  se  deben 

preparar las siguientes  soluciones: 
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Tabla A6. Soluciones  empleadas  para la extracción de proteínas miofibrilares 

Soluci6n A Soluci6n B Soluci6n C 

NaCl O.1M 5.84 1 NaCl 0.6M 35.0 NaCl 0.6 35 

MgCl 2mM 0.18 MgCI2 5mM 0.476 Bufer de fosfatos pH 6, 
50mM 

EDTA 1 mM 0.3722 Na2P4O7 5M; 2.23 
Azida de sodio 

Ditiothreitol 0.5mM 0.077 1 Buffer de fosfatos pH 6, 

Buffer de fosfatos pH 7, 1 OmM 50mM 

Método 

Pesar 10 g de carne 

Homogenizar  con 100 mL de la solución A 

Centrifugar ( 9000 rpm durante 25 minutos a 4°C) y descartar el sobrenadante “a” 

Resuspender  el  precipitado “a” en lOOmL de solución A 

Centrifugar ( 9000 rpm  durante 25 min.  ,4”C)  decantar el sobrenadante “b”. 

Resuspender el precipitado “B en 60mL de solución B. 

Agitar a baja  velocidad y mantener a 4°C  durante  toda la noche. 

Centrifugar a 9000 rpm, 25 min. a 4°C. 

Decantar el precipitado  “c”. 

Decantar  con  cuidado el sobrenadante “c” y diluirlo hasta una fuerza  iónica de O. 1 con 

agua  desionizada  enfriada a 4°C (600 mL) dejar reposar toda la noche  en refrigeración. 

Resuspender el precipitado  “d” en 5mL  de la solución C 

Dializar  en la solución “C”. 

Centrifugar (9000 rpm, 15 min,  4°C) y colectar el sobrenadante. 

Determinar  contenido  de  proteína 

FmpCeo de  cultivos  6ioprotectores y nisina so6re la caCiadmicro6ioCógica y f isicoquímica de  carne de  
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c) Exracción de  aminas  biogénicas (Hwang y col., 1995) 

1. Preparación  de los estándares 

Tabla A7 Estándares  empleados  para el análisis de aminas  biogénicas  en  músculo de pollo 

Amina 111 g 

Triptamina  hidroclorada 

Putrescina  hidroclorada 18.29 

Cadaverina  hidroclorada 17.14 

Trimetilamina  hidroclorada 12.67 

" 

12.8 

Preparación  de la solución  estándar  de  aminas 

Disolver  cada  estándar  en 1mL de agua desionizada. La concentración final de  cada  amina 

libre es  10mg/mL. 

Derivatizacibn 

l .  Se  tomaron 50 pL de cada  estándar O 2mL  de  muestra 

2. Se adicionó 1mL de  NaOH 2M 

3.  Se adicionarón  10 pL de cloruro  de benzoilo (E. Merck, Darmstadt, Germany 

4. La mezcl anterior se mezcló en un vortex y se  dejó repozar 20  min. 

5. Para la derivatización,  se  adicionaron 2mL de una soloción  saturada  de  NaCl 

5M. 
6. Se extrajo  ala  amida con 3mL de dietil eter agitando suavemente 

7. Se transfirió la fase orgánica en un tubo 

8.  Se evaporo  a sequedad en el rotavapor 

9.  Se  disolvió el residuo en 500 pL de una mezcla de metanol- agua 50:50 

10.  Se  analizaron alícuotas de 50 pL en el HPLC. 

'Empleo de  cultivos  Gioprotectores y nísina so6re Lá caCidadmicro6ioCógica y fisicoquimica  de  carne  de 
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2. 

1 .  

2. 
3 .  

4. 

5 .  

Preparación de las muestras 

Se homogeneizaron  5g de muestra con 20 mL de ácido  tricloroacético al 6% durante 3 

min. 

Posteriormente,  esta mezcla se centrífugo  a 8OOOg, por 1 O minutos y a 4°C. 

Se filtro el sobrenadante  a través de un papel Watman No. 2. 

El filtrado se transfirió  a un matraz y se aforó a  25mL. 

Finalmente, 2 mL  de  este  extracto fueron derivatizados  mediante  el  procedimiento 

señalado  anteriormente. 

d)  Gradientes  de  metanol  empleados  para el análisis de aminas  biogénicas 

Tabla A8 Gradientes  de  metanol  empleados en la elusión  de  muestras  analizadas  por HPLC 

Tiempo Flujo Yo A %B Curva 

(min) (mL/min) (% Metanol) (Metanol al 55%) 
O 0.5 O 1 O0 

8 0.5 O 1 O0 1 1  

10 0.5 50 44 6 

20 . o s  56 44 1 1  

21 0.5 1 O0 O 6 

25 0.5 1 O0 O 1 1  

27 0.5 O 1 O0 6 

28 0.5 O 1 O0 I 1  

Tmpfeo  de  cultivos  6íoprotectorer y nisína so6re fa caCidadmicro6ioCó~íca y fisicoquímíca  de  carne  de 
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ANEXO 3 
CURVAS  PATRÓN Y CROMATOGRAMAS 

a)  Curvas  Patrón  para  ácidos  orgánicos  de  cadena  corta 
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Figura Al. Curva  patrón  de  ácido acético 
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Figura A2. Curva patrón de  ácido láctico 

Empleo de cultivos  6íoprotectores y nisina  so6re la caCidadmícro6ioCógica y fisícoquímica  de  carne  de 
pollo almacenada  en  condiciones  de a6uso de  temperatura 



Anexos 158 

b) Cromatogramas  para  ácidos  orgánicos 
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Figura A3 Cromatograma  de la separación  de  ácidos  orgánicos  de  cadena  corta  mediante 

intercambio  catiónico, en una  columna -SH 101 1 de  con  dimensiones 8 x 300 mm; 

volumen  inyectado 100 pL, flujo 1 mL/ min y eluyente HzS04. 
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c)  Curvas  Patrón de Aminas  Biogénicas 
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Figura A5. Curva  patrón para cadaverina 
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d) Cromatograma  para  aminas  biogénicas 

Figura A6. Cromatograma  a 254 n m  de la separación  de  aminas  biogénicas  mediante  intercambio 

catalitico,  en  una  columna  de  fase  reversa  Simmetry C-18 con  una  longitud  de 3.9 x 150 mm 

y un  tamaño  de  poro  de 91A, con  una  longitud  de 3.9 x 150 mm;  volumen  inyectado 50 pL, 

flujo 0.5 mL/min, en un gradiente  exponencial  de metano1  del 55-1 00%. 
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ANEXO 4 
ANÁLISIS  ESTADÍSTICOS 

a)  Selección de la  fuente  de  carbono 

Tabla A9. Análisis  de  varianza  para la selección  de la fuente y concentración  de  carbono 

Fuente  de  variaci6n (P>) 

Variable  Respuesta Fuente  de carbono Concentraci6n  de la In6culo 
fuente  de carbono 

ATT 0.0001 * 0.000 1 * 0.0001 * 

pH 0.000 1 * 0.0001 * 0.000 1 * 

*Significativo al 5% 

Tabla A10. Comparación  de  medias  por  método  de  Duncan  para la selección  del  inoculo y fuente 

de  carbono 

Fuente  de  variaci6n Niveles pH ATT 

Testigo 5.53'  1.87' 
Inóculo L. lactis 5.367b  2.04b 

S. carnosus 5.362b 1.93' 

~- 

Fuente  de carbono Sin fuente de carbono 5.97' 1 .77b 
Glucosa 5.42b 1.93' 
Sacarosa 5.4 1 1.97' 

Concentración .de sacarosa 0.0% 5.86'  2.14' 
2.5% 5.67b 2.04b 
5 yo  5.30' 1.99' 

7.5% 5.1 9d 1 .83d 
10% 5.10e 1.73' 

*Para  cada  grupo, medias  con superíndices con  la  misma  letra  no  son significativamente diferentes 
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b) Efecto  de  la  fermentación  láctica  del  músculo  de  pollo  sobre  los  parámetros 
fisicoquímicos  del  músculo  blanco  de  pollo. 

Tabla A l l .  Análisis  de  varianza  para la variación  promedio  del  pH, ATT y CRA, del  músculo  de 

pollo  tratado  con  bacterias  lácticas o nisina y 5% de  sacarosa,  almacenado  a 1 O f 1 "C 

durante S días 

Fuente  de variacibn P(>) 

Variable Inóculo  Tiempo 
Respuesta 

ATT 0.00 1 o 0.0001 

PH 0.000 1 0.0001 

C M  0.000 1 0.0001 
*Significativo al 5% 

Tabla A12. Prueba  múltiple  de  Duncan  para la variación  promedio  del pH, acidez  total  titulable 

(ATT) y capacidad  de  retención  de  agua  (CRA)  en el músculo  de  pollo  tratado  con 

bacterias  lácticas o nisina en presencia  de 5% de  sacarosa,  almacenado  a 1 O & 1 "C 

durante S días 

In6culo PH ATT CRA 

"" 

Testigo 5.52' 1 .68a 15.25' 

Nisina 5.5gd 1 . 70a 18.25' 

S. carnosus 5.2gb 1 .85b 1 0.50b 

L. lactis 5.04a 2.00' 5.75a 

~ " " " ~ " 

*Para cada grupo, medias seguidas por superíndices con la misma letra no son significativamente diferente 
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Tabla A13. Análisis  de  varianza  para la variación  promedio  del  pH,  ATT y CRA,  del  músculo  de 

pollo  tratado  con  bacterias  lácticas o nisina y 2.5% de  sacarosa,  almacenado  a 10 rf: 

l 0C  durante 8 días. 

Fuente  de  variaci6n P(>) 

Variable  Respuesta Inóculo Tiempo 

ATT 0.0000 0.000 1 

PH 0.000 1 0.000 1 

CRA 0.000 1 0.000 1 
*Significativo al 5% 

Tabla A14. Prueba  múltiple  de  Duncan  para los parámetros  fisicoquímicos pH, acidez  total 

titulable  (ATT ) y capacidad  de  retención  de  agua  (ATT) en  el músculo  de  pollo 

inoculado  con  bacterias  lácticas o nisina y 2.5% de  sacarosa,  almacenado  a 10 rf: 1°C 

durante 8 días 

Tratamiento PH ATT CRA 

Testigo 5.67' 1 . 50, 1 9.2!jD 

Nisina 5.76' 1.54' 23.500b 

S. carnosus 5.55b 1 .66b 14.25, 

L. lactis 5.34, 1 .68b 1 3.50a 

*Para cada grupo o variable, medias seguidas  por superíndices de la misma  letra no son significativamente 
diferentes 
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Tabla A16. Análisis  de  varianza  de los parámetros  de  color  del  músculo  de  pollo  inoculado  con 

bacterias  lácticas o nisina y 2.5% de  sacarosa  almacenado  a 10°C. 

Fuente  de  variación P(>) 

Variable Inóculo Tiempo 
Respuesta 
Luminosidad (L) 

0.0000 0.000 1 

Tonalidad 0.0001 0.0040 

Cromaticidad 0.0001 0.0050 

AE 0.000 1 0.0001 
*Significativo al 5% 

Tabla A17. Prueba  múltiple  de  Duncan  para  la  variación  de los partimetros  de  color  en el músculo 

de  pollo  tratado  con  bacterias  lácticas o nisina y 2.5% de  sacarosa  almacenado  a 

10°C. 

Tratamiento  Luminosidad (L) Tonalidad  Cromaticidad  (Chroma)  Cambio  de  color 
(Hue) ( 4  

Testigo 53.29b 3.38  70.6064b 3.38 

Nisina 53.66 3.43  70.7043b  3.43 

S. carnosus 53.22 3.59 70.3689b 3.59 

L. lactis 51.65a 3.23 a 69.25 1 7a 3.23 a 

*Para cada grupo o variable, medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes 

FmyCeo de  cuCtívos  6íoprotectores y nísína so6re Ca caCidadmicro6ioCó~íca  yfwícoquímíca  de  carne  de 
poCCo almacenada  en  condiciones  de  a6uso  de  temperatura 
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d)  Análisis  de  color  después  de 8 días  de  almacenamiento 

Tabla A18. Análisis  de  varianza  de los parámetros  de  color  del  músculo  de pollo inoculado Col1 

bacterias  lacticas o nisina y 5% de  sacarosa  almacenado  a 10°C después  de 8 dias  de 

almacenamiento 

Fuente de variaci6n 
P(') 

Variable  Respuesta Inóculo 

Luminosidad (L) 0.000 1 

Tonalidad 

Cromaticidad 

0.000 1 

0.000 1 

0.0001 
AE 

*Significativo al 5% 

Tabla A19. Análisis de  medias  por  método  de  Duncan  para la variación  del  color  del  músculo  de 

pollo tratado  con  bacterias  lácticas o nisina y 5% de  sacarosa,  almacenado  a 10°C 

después  de 8 días  de  almacenamiento. 

Tratamiento Luminosidad Tonalidad Cromaticidad Cambio  de  color 
(L)  (Hue)  (Chroma) ( m  

Testigo 54.02'  71.52'  27,05*  4.71D 
"I 

Nisina 50.91 72.55b 28.35b 4.52a 

S. carnosus 56.70d 72.06' 30.54' 5.72' 

L. lactis 48.25a 64.8Ia 33.3!jd 4.78b 

*Para  cada  grupo o variable, medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferente 

Empleo  de  cultivos  Gíoprotectores  y nísína so6re la caCidadmícro6íológíca  yjisicoquímica  de  carne  de 
pollo almacenada  en  condiciones  de  a6uso  de  temperatura 
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Tabla A20. Análisis  de  varianza  de los parámetros  de  color  del  músculo  de  pollo  inoculado  con 

bacterias  Iácticas o nisina y 2.5% de  sacarosa  almacenado  a 10°C, después  de 8 días 

de  almacenamiento 

Fuente de  variacih 
P(') 

Variable Inóculo 
Respuesta 

Luminosidad (L) 0.0420 

Tonalidad 0.000 1 

Cromaticidad 0.000 1 

AE 0.0220 
*Significativo al 5% 

Tabla A21. Análisis  de  medias  por  método  de  Duncan  para la variación  del  color  del  músculo  de 

pollo  tratado  con  bacterias  Iácticas o nisina y 2.5% de  sacarosa,  almacenado  a 10°C 

después  de 8 días  de  almacenamiento. 

In6culo  Luminosidad Tonalidad  Cromaticidad  Cambio de color 
(L) (Hue) (Chroma) (AE) 

Testigo 57.53D 71.52' 28.04a 5.20' 

Nisina 57.53b 71 .48b 27 .9 Ia  5.1 8' 

S. carnosus 56.27a,b 71  .75b 32.16' 5.23a 

L. lactis 54.64a 69.87a 30.1 7b 5.55b 

*Para cada grupo o variable, medias seguidas por superindices con la misma letra son significativamente iguales 

Empleo  de  cuctivos  Gioprotectores y nisina  so6re Ca caC'admicro6íoCógíca y fisicoquímíca  de  carne  de 
poCCo almacenada  en  condiciones  de  a6uso  de  temperatura 
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e)  Análisis  de  varianza  para  la  Textura 

Tabla A22. Análisis  de  varianza  para la textura  del  músculo  de  pollo  inoculado  con  bacterias 

lácticas o nisina y 5% de  sacarosa,  almacenado  a 10°C durante 8 días. 

Fuente de variacibn P(>) 

Variable Inóculo  Tiempo 
Respuesta 

Textura 
0.000 1 0.000 1 

*Significativo al 5% 

Tabla A.23 Análisis  de  medias  por  método  de  Duncan  para  la  textura  del  músculo  de pollo tratado 

con  bacterias  lácticas o nisina y 5% de  sacarosa,  almacenado  a 10°C durante 8 días 

Tratamiento  Fuerza (N) 

Testigo 1 738.53a 

Nisina 

S. carnosus 

1754.3 a 

1600.23" 

L. lactis 2046.1  3b 
*Para  cada  grupo o variable, medias seguidas de  la  misma  letra  no  son significativamente diferentes 

Empleo  de  cuctivos  Gioprotectores y nisina s o b e  I% calidadmicro6iológica y fisicoquímica  de  carne  de 
pollo  almacenada  en  condiciones  de  a6uso  de  temperatura 
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Tabla A24. Análisis  de  varianza  para la textura  del  músculo  de  pollo  inoculado  con  bacterias 

Iácticas o nisina y 5% de  sacarosa,  almacenado  a 10°C durante 8 días. 

Fuente de variacibn P(>) 

Variable Inóculo Tiempo 
Respuesta 

Textura 
0.000 1 0.000 I 

*Significativo al 5% 

Tabla A.25 Análisis  de  medias  por  método  de  Duncan  para  la  textura  del  músculo  de pollo tratado 

con  bacterias  lácticas o nisina y 2.5% de  sacarosa,  almacenado a 10°C durante 8 días 

Tratamiento 2.5% sacarosa 

Testigo 1680.73a 

Nisina 2026.43b 

S. carnosus 205 1.96 

. L. lactis 2430.45' 

*Para  cada  grupo o variable, medias seguidas de la misma  letra no  son significativamente diferentes 

ZmpCeo de cuctivos  Gioprotectores y nisina  so6re Ca caCidadmicro6ioCógica yfísicoquímica  de  carne  de 
poCCo almacenada  en  condiciones  de  a6uso  de  temperatura 
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e)  Producción  de  ácidos  orgánicos 

Variable Inóculo Tiempo 
Respuesta 

Ácido  lhctico 0.0001 0.0001 

Ácido  acCtico O. 173 0.0001 

*Significativo al 5% 

Tabla A.27 Comparación  de  medias  de  la  producción  de  ácidos  orgánicos  de  pollo  almacenado 

en  condiciones  de  temperatura,  sacarosa  2.5% 

Inóculo Ácido  láctico 

Testigo 6.1510a 

Nisina 6.2730a 

S. carnosus 6.3372a 

L. lactis 6.8356 

*Para  cada  grupo o variable, medias seguidas  de la  misma  letra  no  son significativamente diferentes 

EmpCeo de  cufiivos  bioprotectores y nisina  sobre h calidadmicro6íoCígica y fisícoquimica  de  carne  de 
pollo  almacenada  en  condiciones  de  a6uso  de  temperatura 
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g) Análisis  microbiológicos 

Tabla A.28. Análisis  de  varianza  para  variación  en la población  de  microorganismos  indicadores  en 

el músculo  de  pollo  tratado con BAL o nisina + microorganismos  indicadores y 

sacarosa 5%, y almacenado  a 10°C durante 8 días 

Fuente de variaci6n P(>) 

Tratamiento In6culo Día 

Enterobacterias + BAL o 0.000 1 0.000 1 
nisina 
Pseudomonas + BAL o 0.000 1 0.0001 
nisina 
Listeria + BAL o nisina 0.0001 0.000 1 

*Significativo al 5% 

Tabla A.29.  Análisis  de  varianza  para  variación  en la población  de  microorganismos  indicadores  en 

el  músculo  de pollo tratado  con BAL o nisina + microorganismos  indicadores y 

sacarosa 2.5%, y almacenado  a 10°C durante 8 días 

Fuente de variación P(>) 

Tratamiento Inóculo Día 

Enterobacterias + BAL 0.0001 0.000 1 
o nisina 
Pseudomonas + BAL o 0.000 1 0.0001 
nisina 
Listeria + BAL o 0.000 1 0.0001 

lEmpCeo de  cultivos  6ioprotectores y nirina  so6re la caCidadmicro6iológica y firicoquímica  de  carne  de 
pollo  almacenada  en  condiciones  de  a6uso  de  temperatura 
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h) Producción de aminas  biogénicas 

Tabla 6.20. Análisis  de  varianza  para la producción  de  aminas en el músculo  de pollo tratado  con 

BAL o nisina y con  una  mezcla  de BAL o nisina + microorganismos  indicadores y 

sacarosa 5%, y almacenado a 10°C durante 8 días 

Variable  Respuesta  Tratamiento Mezcla Tiempo 

(BAL)  (BAL o nis + indicadores) 
Putrescina 0.000 1 0.000 1 0.000 1 

Cadaverina 0.000 1 0.0001 0.000 1 

*Significativo al 5% 

Tabla 6.25 Análisis  de  varianza  para la producción  de  aminas  en el músculo  de pollo tratado  con 

BAL o nisina y con  una  mezcla  de  BAL o nisina + microorganismos  indicadores y 

sacarosa 9 .40 ,  y almacenado a 10°C durante 8 días 

Variables respuesta 

Variable  Respuesta  Tratamiento Mezcla  Día 

(BAL)  (BAL o nis + 
indicadores) 

Putrescina 0.000 1 0.0001 0.0001 

Cadaverina 0.000 1 0.0001 0.0001 

Empleo  de  cultivos  Gioprotectores y nisina so6re Ib cafidadmicro6iológica y fisicoquimica  de  carne  de 
pollo aCmacenada en  condiciones  de  a6uro  de  temperatura 


