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Resumen

El deterioro de los alimentos es causado principalmente por la presencia y el desarrollo de
microorganismos. La estabilidad y seguridad de los alimentos se basa en la aplicacion
combinada de varios factores denominados obstaculos o barreras, que controlan los
procesos de deterioro, esto implica modificar condiciones como la temperatura, actividad
de agua, pH, potencial redox entre otros. En esta investigacion se busco evaluar el efecto de
la aplicacion dela combinacién de métodos:, envasado al vacio [P=850+5mbar], adicion de
lactato de calcio [3%] y ultrasonicacion de alta intensidad [47kHz, t=10min] y
refrigeracion a 4°C, sobre la conservacion de carne de conejo y el aumento de su vida Util.
Se evaluo cada meétodo solo y combinado, a los dias 2, 7 y 14 de almacenamiento, mediante
la determinacion de pH, utilizando un potenciémetro digital Orion Five Star, la capacidad
de retencion de agua (CRA) empleando una centrifuga Centurion Scientific Ltd modelo
K2015R, y calidad microbioldgica, de acuerdo con la metodologia sefialada en las normas
para la cuenta de baterias aerobias (NOM-110-SSA1-1994, NOM-092-SSA1-1994) y para
la cuenta de microorganismos coliformes (NOM-113-SSA1-1994), asi mismo se realizé la
observacién de morfologia colonial en las placas de agar y tras la tincién de Gram, la
observacion de las muestras al microscopio Optico, para determinar que bacterias
predominan, gram positivas o0 gram negativas, durante el almacenamiento. Se trabajé bajo
un disefio completamente al azar, obteniéndose 4 lotes diferentes, Lote (Control) 1:
Envasado al vacio y refrigerado a 4°C, Lote 2: Adicion de lactato de calcio, envasado al
vacio y refrigerado a 4°C, Lote 3: Envasado al vacio, ultrasonicacion y refrigerado a 4°C,
Lote 4: Adicidon de lactato de calcio,envasado al vacio, ultrasonicacion de alta intensidad y
refrigeracion a 4°C, la determinacion de las variables de respuesta se realizo por triplicado.
Los resultados sobresalientes indican que para el pH se encontraron diferencias altamente
significativas (P<0.01) entre los diferentes lotes y dias de almacenamiento, comprobando
con la prueba de Tukey que el efecto principal en cuanto ella, aumento de pH fue
observado en los tratamientos con lactato de calcio ya que los lotes 2 y 4 (con valores de
6.1578 y 6.2197 respectivamente a los 14 dias de almacenamiento) no presentaron
diferencias significativas entre si y a su vez, presentaron los pH mas altos en comparacion
con el control, materia prima y el lote 3, que Unicamente fue ultrasonicado. De igual forma
para la capacidad de retencion de agua (CRA), se encontraron diferencias altamente
significativas (P<0.01) entre los diferentes lotes y dias de almacenamiento, comprobando
con la prueba de Tukey que el efecto principal en la CRA fue el tratamiento de
Ultrasonicacién ya que los lotes 3 y 4 no presentaron diferencias significativas entre si,
ademas de que presentaron en promedio un aumento del 22% y 25% respectivamente al
compararlos con la materia prima.

En los resultados microbioldgicos no se encontraron diferencias significativas (P>0.05), en
términos de las cuentas de bacterias mesofilas aerobias y coliformes totales entre los 4
lotes analizados a los diferentes dias de almacenamiento. Sin embargo, se puede concluir
que el lactato de calcio tiene un efecto bioconservador importante al aplicarse solo y en
combinacion, ya que fue capaz de controlar ambos tipos de microoganismos, ya que cabe
resaltar que en la materia prima carnica se identificé la presencia de microorganismos
Gram negativos, y posterior a la aplicacion de la combinacion de los tratamientos, adicion
de lactato de calcio,envasado al vacio, ultrasonido de alta intensidad, y refrigeracién, estos
fueron ausentes, ademas se logré reducir con respecto al lote control la cuenta de bacterias
mesofilas aerobias en 2 log UFC/g tras 14 dias de almacenamiento.
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Introduccion

La calidad nutrimental de la carne de conejo ciertamente se adapta bien a los requisitos de salud del
consumidor moderno. Este aspecto representa un hito para promover su consumo. La carne de
conejo es rica en proteinas con altos niveles de aminoacidos esenciales y baja en grasas con una
proporcién favorable entre &cidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados. Proporciona
una cantidad moderada de energia (un promedio de 751 kJ/100g de carne). También tiene un
contenido bajo de colesterol (47mg/100g) y sodio (42mg/100g). Ademas, es una buena fuente de
potasio  (430mg/100g), fosforo  (228mg/100g), selenio  (12ug/100g) y  vitamina
B,, (Dalle Zotte &Szendro, 2011).

La carne en general se considera como un alimento altamente perecedero por su alto contenido de
nutrientes y elevada actividad de agua, por lo que se han desarrollado métodos de conservacion, o

barreras.

El concepto del efecto barrera fue introducido por Leistner y Rodel entre 1976 y 1978. Las barreras
son condiciones o aditivos aplicados al alimento, como altas temperaturas, secado, cambios de pH
mediante la adicion de acidos organicos, presencia de oxigeno o no para modificar el potencial

oxido-reduccion y los conservadores sintéticos como tal (Leistner, L., 1988).

La reducciéon de la temperatura del producto, a través de larefrigeracion, tiene un impacto
importante en las tasas decrecimiento microbiano, accidén enzimatica, caida del pH y

envejecimiento.

Para modificar por ejemplo el potencial 6xido reduccion se puede aplicar el envasado. Un envase
sirve como material de proteccion que rodea carne y productos carnicos, previene las
contaminaciones bioldgicas, quimicas y fisicas, ademas de cambios sensoriales. Existen el envase al

vacio, envase activo y el envase con atmdsfera modificada.

El envasado al vacio se ha utilizado principalmente para cortes primarios de carnes rojas, cocidas,
embutidos y pescados. Principalmente inhibe el crecimiento de bacterias aerobias. Desde una
perspectiva sensorial provoca cambios de color y una mayor dureza por la presencia de
la desoximioglobina (Chen, J.H., et. al., 2012).

Por otro lado, tenemos el uso de conservadores naturales, los de mayor potencial en la industria
carnica son las bacteriocinas, los lactatos y los extractos de semilla de toronja. Las sales derivadas

del &cido l4ctico estan naturalmente presentes en la carne y su uso es permitido como conservador
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por el USDA-Food Safety and Inspection Service (USDA-FSIS) en la cantidad limite de 3g/100g de
carne (Gomez C.,L., et. al., 2013).

Las sales de &cidos organicos como el lactato de calcio han sido utilizadas en la industria de la carne
por su habilidad para resaltar el sabor, prologar la vida de anaquel, y mejorar la seguridad
microbiolodgica de los productos. La Carne y productos carnicos son considerados como una fuente
menor de calcio (Fennema, 2000) por lo que la adicion de una solucion de lactato de calcio es util
para enriguecer los productos con este mineral, el lactato de calcio ayuda a mantener la terneza y
palatabilidad de los productos carnicos (Raham S., M. E., et al., 2013).

La aplicacion de ultrasonido [HIU] en la carne ayuda a ablandar, acelera la maduracion y la
transferencia de masa, reduce la energia de coccion, aumenta la vida util, mejora las propiedades
funcionales de los productos emulsionados. El efecto de HIU sobre las bacterias depende de
numerosos factores, los mas importantes son;tipo de microorganismo, frecuencia, intensidad y
duracion de la aplicacion de ondas de ultrasonido, y las caracteristicas del material o alimento. La
teoria principal sobre como la ecografia de alta intensidad altera la viabilidadde los
microorganismos se relaciona con el fendmeno de Ilacavitacién, produciendo un dafio
celular (Pifion et al., 2018).
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CAPITULO 1

“MARCO TEORICO”
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1. MARCO TEORICO
1.1 Carne
1.1.1 Definiciéon

De acuerdo con la NOM-194-SSA1-2004, la carne se define como la estructura muscular
estriada esquelética, acompafiada o no de tejido conectivo, hueso y grasa, ademas de fibras
nerviosas, vasos linfaticos y sanguineos, proveniente de los animales de abasto, que no ha
sido sometido a ningun proceso que modifique de modo irreversible sus caracteristicas

sensoriales y fisicoquimicas, se incluyen las refrigeradas o congeladas.
1.2 Estructura del musculo

Hay tres tipos de tejido muscular: musculo cardiaco, masculo liso y musculo estriado o
esquelético (Purslow, 2017). EI musculo esquelético es una estructura fibrosa jerarquica, es
decir, cada nivel de estructura esta compuesto por varias subunidades fibrosas. EI mayor
nivel de estructura es un musculo completo, cuya superficie externa esta definida por una
capa de tejido conectivo, el epimisio. Internamente, cada musculo se divide en fasciculos, o
haces de fibras musculares, que estan separados por otra capa de tejido conectivo, el
perimisio. Los fasciculos mas grandes (primarios) pueden consistir en varios fasciculos mas
pequefios (secundarios), separados por capas mas delgadas de perimisio. Los fasciculos
estan formados por numerosas fibras musculares individuales, tipicamente de 20 a 80 mm
de diametro dependiendo de la especie. Las fibras musculares individuales son células
multinucleadas, cada una con su propia membrana basal que recubre la membrana
plasmatica celular que consiste en una bicapa de fosfolipidos (Purslow, 2017), la

representacion esquematica del musculo esquelético se presenta en la figura 1.
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Epimisio Sarcémero

Reticulo e N v i e i

Fibra o >
sarcoplasmico i "

Haz de Fibra

Actina Miosina

Perimisio

NL'JcIéo
Endomisio Miefibrilla

BPOUE LA SCENCE N W OCTURES Sem

Figura 1. Estructura del musculo

Fuente: Listrat, A. et al., 2016

La Figura 2 representa esquematicamente la organizacion del musculo estriado. Se
compone de unidades que se repiten longitudinalmente denominadas sarcomero, éste es la
unidad contractil mas pequefia de la célula y se encuentra separado uno de otro por una
estructura denominada linea Z. En el microscopio éptico, las miofibrillas (y las fibras
musculares) tienen una apariencia de bandas o estriadas debido a las diferentes propiedades
Opticas de la banda | (isotrépica en luz polarizada) y la banda A (anisotrépica en luz

polarizada).

Dos conjuntos de miofilamentos estan dispuestos longitudinalmente en el sarcomero: los
filamentos delgados, compuestos principalmente de actina junto con las proteinas
reguladoras tropomiosina y troponinas, y los filamentos gruesos, compuestos
principalmente de miosina. Estos filamentos se interdigitan en una porcién de su longitud y
una seccion transversal del sarcomero donde se superponen revela un empaque hexagonal
de filamentos gruesos, con filamentos de actina delgados que se encuentran equidistantes
de cada filamento grueso en su propia matriz hexagonal. La banda A es la longitud de los
filamentos gruesos y mantiene una longitud constante en el musculo en funcionamiento. La

banda I es la distancia entre el punto de solapamiento de los filamentos delgados en la
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mitad del sarcomero, a través del disco Z y hasta el punto de solapamiento del filamento
delgado en la siguiente mitad del sarcomero. La longitud de la banda | varia con la
contraccion y relajacion muscular. La zona H es la region ligeramente menos densa de la
banda A donde los filamentos delgados no se superponen con los filamentos gruesos, y
nuevamente la longitud de esta zona varia con la longitud del sarcomero a medida que el

musculo se alarga o contrae. En el medio de la banda

A hay una estructura que corre transversalmente a través del sarcomero, la linea M, que

estabilizo los gruesos filamentos (Purslow, 2017).

Fibra muscular ; o
Reticulo sarcoplasmico

Tubulo-T Mitocondria

Sarcolema
Miofibrilla
——
Filamento de titina :,/( Filamento grueso
Filamento delgado -
Actina Tropomiosina Troponina Miosina Titina
- —_— .- —d’ —

Figura 2. Organizacion del masculo estriado

Fuente: Guo, W., & Greaser, M. L. 2017
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1.2.1 Mecanismo de contraccion muscular

La funcion del musculo es desarrollar o generar tension. Este proceso de “generacion de
tension” es llamado contraccion. La funcidon principal de la contraccion muscular es
producir movimiento, el mecanismo mediante el cual los musculos se contraen, relajan o
estiran se muestra en la Figura 3, y a continuacion se describe el mecanismo (Palmer &
Epler, 2002).

(1) La union de ATP (Trifosfato de adenosina) a la cabeza de miosina libera su unién a la

actina.

(2) EI ATP se hidroliza a ADP (Adenosin difosfato) y la cabeza gira hacia la izquierda. En
el muasculo relajado, esta es la posicion; la cabeza estd ladeada, cargada con ADP y la
interaccion con actina esta blogueada por el complejo tropomiosina y troponina. El calcio
liberado por el reticulo sarcopldsmico como resultado de la activacion muscular se une al
complejo de troponina, moviendo la tropomiosina y permitiendo que la cabeza de miosina

se una a la actina.

(3) La union de la cabeza de miosina libera el fosfato inorganico (Pi), causando un cambio
en la conformacién de la cabeza (en este diagrama gira hacia la derecha). Este es el golpe
de poder, llenando el filamento grueso a lo largo del filamento delgado en

aproximadamente 10 nm.

(4) Se libera el nucleétido ADP. En presencia de mas ATP, la cabeza de miosina puede

unirse a mas ATP, causando su liberacion de la actina y comenzando el ciclo nuevamente.

La contraccion termina cuando el secuestro de calcio vuelve al reticulo sarcoplédsmico, lo
que hace que el complejo troponina-tropomiosina bloquee estéricamente la miosina para
gue no se una a la actina. En el musculo post mortem, bajos niveles de ATP vy altos de
calcio debido a la falla de las bombas de calcio dependientes de ATP significa que los
puentes cruzados formados entre las cabezas de miosina y la actina estan atrapados en el

estado que se muestra en la parte superior del diagrama (Lodish, H, et al, 2000).
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1.3 Conejo
1.3.1 Raza

Existen muchas razas y variedades de conejos que han sido desarrolladas con diferentes
fines. Su clasificacion depende de varios criterios: por el principal producto obtenido
(carne, piel, pelo), por el color de la capa, por su tamafio corporal, por el origen geografico,
etc. Si bien es cierto que la raza ideal es aquella que satisface cabalmente las demandas del
mercado, también es cierto que algunas razas poseen muchas ventajas sobre otras. En
muchos paises, incluido Mexico, se ha considerado de manera oficial (como parte de una
politica gubernamental) que la raza de conejos més apropiada para reproducirse dentro del
territorio nacional es la Nueva Zelanda, variedad Blanca. Sin embargo, el éxito en la
Cunicultura no radica solo en tener una excelente raza, también deben tomarse en cuenta y
aplicarse los aspectos zootécnicos basicos, tales como: genética, reproduccion,
administracion, nutricion, manejo, sanidad y economia (Jandete, Martinez, & Galvez,
2018).
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Cuadro 1. Razas de conejo

Generalidades

Nueva Origen: Estados Unidos.
Zelanda Caracteristicas: pelaje liso color blanco,
rojo y negro.
Clasificacion: doble propdsito: produce
carne de buena calidad y la piel tiene un
alto valor industrial.
Peso corporal adulto: 4 - 4.5 kg
California Origen: Estados Unidos
Caracteristicas: su pelaje es de color
blanco con manchas en el hocico, orejas,
patas y cola de color negro o habano.
Clasificacion: raza de doble proposito
Peso corporal adulto: 4.3 kg
Rex Origen: Francia
Caracteristicas: pelaje es muy corto (no
mayor de 13 mm.), carece de cerdas o
pelos de Jarré y se inserta en sentido
perpendicular a la dermis. Esta piel es de
las mas demandadas. Presenta varios
colores, aunque también existen las
variedades blanca y negra
Clasificacion:  doble  propdsito,  sin
embargo, es mas utilizada para produccion
de piel.
Peso corporal adulto: 3.2 kg
Chinchilla Origen: Francia
Caracteristicas: Su pelo es rigido y fino,
de color gris azulado en su base y una
combinacion en blanco y negro en las
3 puntas
T Clasificacion:  doble  propésito, sin
Figura 7. Conejo chinchilla embargo, es mas utilizada para produccion
de piel.

Fuente: Jandete, Martinez, & Galvez, 2018.

30



1.3.2 Clasificacion de canales

Segun la NMX-FF-105-SCF1-2005, el conejo para abasto se clasifica en categorias, como
se muestra en el cuadro 2.

Cuadro 2. Categorias de las canales de conejo

CATEGORIA  Pesoen Edad [dias]

canal [kg]
Meéxico extra lalb Hasta 77
México 1 09al8 Hasta 100

Meéxico 2 <0.90>1.8 Cualquier edad

Fuente: NMX-FF-105-SCFI1-2005
1.3.3 Composicién Quimica de la carne de conejo

La composicion de la carne de conejo se muestra en el cuadro 3.

Cuadro 3. Composicion quimica y valores de energia del conejo (en 100g de fraccién
comestible)

Composicion quimica de

carne de conejo

Agua 69.6
Proteina 20.8
Grasa 7.62
Minerales 1.1
kcal/100g 164

Fuente: Souci, Fachman & Kraut, 1986

1.3.3.1  Proteinas musculares

Se pueden dividir ampliamente en aquellas que son solubles en agua o soluciones salinas

diluidas (las proteinas sarcoplasmicas), aquellas que son solubles en soluciones salinas
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concentradas (las proteinas miofibrilares), y aquellas que son insolubles en el Gltimo, al
menos a baja temperatura (las proteinas del tejido conectivo y otras estructuras formadas),
(Purslow, P.P., 2017).

Proteinas miofibrilares

Las proteinas miofibrilares son proteinas largas de fibrillas organizadas en secciones
repetidas (sarcémeros), para contraerse deslizando los filamentos gruesos (miosina), y
delgados (actina), uno a lo largo del otro. La proteina miofibrilar mas abundante es la
miosina. La molécula de miosina tiene un peso molecular cercano a 500,000 daltones y una
relacion de longitud a didmetro de aproximadamente 100:1. Debido a su alto contenido de
acidos glutamico y aspartico, y de aminoacidos dibasicos, tiene una gran carga negativa y
tiene cierta afinidad por los iones de calcio y magnesio. La miosina es una molécula
asimétrica compuesta de dos cadenas de polipéptidos pesados y cuatro cadenas de
polipéptidos ligeros. La meromiosina pesada y la meromiosina ligera son fragmentos
proteoliticos de miosina, existen otras proteinas miofibrilares en menor proporcion como

son troponina, tropomiosina (Lépez. C, 2017).

Proteinas sarcoplasmicas

Corresponden al 30-35% del total de las proteinas, se encuentran en el citoplasma de la
fibra muscular. Estan constituidas en su mayoria por los sistemas enzimaticos del
metabolismo celular. Estos polipéptidos también se conocen con el nombre genérico de
midgeno son fundamentalmente globulinas y albiminas pertenecientes a los sistemas que
intervienen en el metabolismo celular. De importancia en este grupo es el pigmento

respiratorio Ilamado mioglobina responsable del color de la carne (Badui, 2006).

Tejido conectivo

El tejido conectivo intramuscular (IMCT), es una red compleja de proteinas extracelulares
como es el colageno y la elastina que mantiene la estructura muscular y transporta las
fuerzas de contraccién hacia los tendones y los huesos. Ademas de su papel estructural, el
IMCT es importante en la regulacion del crecimiento de las células musculares mediante la
sefializacion celular directa y mediante la modulacion de los factores de crecimiento

(Nishimura, 2015) El IMCT se desarrolla sincronicamente con las fibras musculares y se
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adapta a través del crecimiento y la deposicion de grasa intramuscular (FMI) (Purslow,
P.P., 2017).

1.3.3.2 Agua

Los musculos y la carne vivos contienen una alta proporcién de agua. Como el agua es una
molécula dipolar, puede producirse una estrecha interaccion con las proteinas y otras
moléculas cargadas. Por lo tanto, el agua puede clasificarse como agua ligada y no ligada,

que a su vez puede inmovilizarse en estructuras celulares o liberarse (L6pez. C, 2017).

Dado que las proteinas forman aproximadamente un quinto del peso himedo de la carne, y
la union del agua a ellas es equivalente a aproximadamente la mitad del peso de las
proteinas, el agua unida a las proteinas es aproximadamente el 13% de la cantidad total de
agua en la carne. El agua unida esta fuertemente unida a las proteinas y no se mueve
facilmente entre compartimentos, incluso aplicando calor de liofilizacion. La
desnaturalizacion de proteinas afecta la exposicion externa de grupos cargados y conduce
notablemente a una pérdida en su capacidad para retener el agua. Tanto los componentes
miofibrilares como los sarcoplasmicos se desnaturalizan en diferentes grados después de la
muerte, dependiendo principalmente de combinacion de disminucion del pH, temperatura y
deterioro oxidativo, perdiendo asi parte de su capacidad para retener el agua (Honikel et al.,
1983; Lopez-Bote et al., 1989). Por otro lado, la degradacion proteolitica de la carne a lo
largo del envejecimiento aumenta el nimero de grupos cargados y la capacidad de retener
agua. La mayor parte del agua (hasta el 85%) esta contenida dentro de la red miofibrilar
densa en proteinas (miofibrilares), que generalmente se conoce como agua atrapada o
inmovilizada. Esta agua se encuentra entre los filamentos finos y gruesos, y es retenida por
las fuerzas de capilaridad. La capacidad de retener agua entre las miofibrillas se ve afectada
por el pH final de la carne (pHu). El espacio entre las miofibrillas es minimo a un pH
cercano al punto isoeléctrico de las proteinas (5.5), y se produce un marcado aumento en la
retencion de agua a un pH mas alto. El agua restante se encuentra en los nucleos, organulos,
sarcoplasma, entre las fibras musculares (en el espacio interfascicular), y entre los
fasciculos musculares (extrafasciculares). Esta agua generalmente se conoce como agua

libre y puede perderse facilmente (Huff-Lonergan y Lonergan, 2005).
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1.3.3.3 Carbohidratos

La cantidad de carbohidratos en la carne es muy baja (0.2%-0.4% en peso). Sin embargo,
el masculo in vivo almacena glucégeno a 60-150 mmol de glucosa / kg de concentracion de
peso humedo (equivalente a 1%-2.7%), como una fuente de energia altamente disponible
facilmente disponible en situaciones exigentes, como el estrés, el ejercicio o el ayuno. El
glucogeno es un polimero de glucosa de cadena ramificada, andlogo del almidén en las
plantas. Tiene una estructura similar, pero esta mas ampliamente ramificada, lo que permite
una mayor hidratacion (aproximadamente 3-4 partes de agua por parte de glucosa), y
disponibilidad metabdlica. La sintesis de glucogeno es iniciada por una proteina,
glucogenina, cuya molécula se combina auto cataliticamente con ocho moléculas de
glucosa para formar una proteina glucosil y constituye un cebador para la sintesis de
glucdgeno. Se ha propuesto que el factor principal que limita el almacenamiento de

glucdgeno en el musculo puede ser la disponibilidad de glucogenina (Alonso et al., 1995).

1.3.34 Grasa

La carne es fuente importante de grasa, la cual viene de tres depoésitos: grasa intramuscular
en la forma de fosfolipidos, grasa subcutanea y grasa intermuscular .Esta Gltima relacionada
con cantidades importantes de acidos grasos, de los cuales existen dos tipos: los &cidos
saturados y los insaturados, los que a su vez se clasifican como monoinsaturados y
poliinsaturados. Y estos Ultimos se subdividen en acidos omega 3 y omega 6, que no son
sintetizados por el organismo humano y que han sido asociados con prevencion de
enfermedades (Scollan, 2006).

1.4 Parametros de calidad de la carne

El término calidad se refiere a la constitucion o propiedades que un producto posee, de
dichas caracteristicas dependera su aceptacion por parte del consumidor. Las caracteristicas
naturales mas importantes de la carne fresca que determinan la calidad son las propiedades
fisicoquimicas (potencial de hidrogeno (pH), actividad de agua (aw), tecnologicas
(capacidad de retencion de agua (CRA), capacidad emulsificante (CE)), y fisicas (color,
textura), organolépticas (suavidad, consistencia, olor, sabor, etc.), y microbioldgicas. Estas

propiedades son influidas por factores independientes e interdependientes como sistema de
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produccién, alimentacidn, grupo, raza genética, transporte, estado de salud, manejo del
animal antes y después de la matanza, manejo de la carne y procedimientos de

conservacion (Lopez. C, 2017).
141 pH

Es la caracteristica de calidad de la carne mas importante ya que afecta directamente la
estabilidad y propiedades de las proteinas y de su valor final, dependerdn précticamente
todos los atributos importantes de calidad de la carne, como son: capacidad de retencién de
agua, textura y color. la evolucion del pH de la carne de conejo se inicia a partir del pH del
musculo. Sin embargo, después del sacrificio el mdsculo pierde el aporte de oxigeno y
nutrientes, por lo que trata de mantener su integridad disipando sus propias reservas
energeéticas y sufriendo cambios en sus propiedades durante la etapa post-mortem , las
cuales dependen de las condiciones ante-mortem como (transporte, estrés, ayuno, método
de aturdimiento, disponibilidad de glucégeno y produccion de &cido lactico) y del

glucogeno disponible (Alvarado, 2002).

En lo concerniente a la relacion existente entre el pH y la calidad de la carne, (Warriss,
1995), afirma que uno de los cambios méas importantes en la conversion de musculo a carne
es su acidificacion, en este proceso el pH normalmente baja de 7.2 a 5.5 en las 24 horas
posteriores a la matanza, ademas afirma que las propiedades estructurales de la carne
dependen del pH. Segun (Alvarado, 2002), las tasas de declinacion del pH causan dos
defectos de calidad que son la carne DFD (Oscura, firme y seca del inglés dark, firm and
dry), y la carne PSE (carne palida, suave y exudativa del inglés pale, soft and exudative),
La carne DFD se desarrolla cuando el glucogeno muscular disminuye antes del sacrificio
resultando en un pH muscular alto proveniente de una glucolisis post-mortem (después de
la muerte) reducida. Esta carne se caracteriza por tener una alta capacidad de retencion de

agua, aunque su apariencia sea seca (Alvarado, 2002).
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1.4.2 Capacidad de retencion de agua

Es una propiedad que se refiere a la capacidad que tienen las proteinas de la carne en
retener agua, propiedad que se ve influenciada por varios factores ambientales como: (pH,
fuerza idnica, tipos de sales, temperatura) y por la conformacion proteica (Fennema,2000),
cuando se somete a factores externos como: corte, presion y temperatura, entre otros. la
carne sufre perdidas de humedad debido principalmente al agua libre de su estructura. La
CRA, es una propiedad de gran importancia en la calidad de la carne, ya que sufre cambios

antes, durante y después de la coccion (Lopez. C, 2017).

Debido a su naturaleza dipolar, el agua es atraida a grupos con carga eléctrica. El agua
unida estd estrechamente asociada con los componentes cargados, como los grupos
reactivos en las proteinas miofibrilares, y no se elimina facilmente por la fuerza fisica.
Inmovilizado o atrapado el agua es atraida a la capa de agua unida y es la mas afectada por
los cambios fisicos y bioquimicos post-mortem. Por Gltimo, el agua libre es retenida
libremente en la carne por fuerzas capilares débiles, y su flujo desde el tejido no se ve
obstaculizado. El agua libre no se observa facilmente en la carne pre-rigor, pero puede
resultar de condiciones que permiten el movimiento del agua inmovilizada. Los cambios
estructurales en las miofibrillas influyen en el movimiento y la fijacion del agua durante la
conversion del masculo en carne. A pH fisioldgico, hay una carga negativa total neta de
proteinas; después del sacrificio, el pH muscular disminuye, y se acerca al pl (carga neta ¥4
cero) La atraccion entre las cargas positivas y negativas reduce la cantidad de sitios

disponibles para la unién del agua por la proteina Figura 8 (Lépez. C, 2017).
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Figura 8. El efecto del pH muscular sobre el agua inmovilizada en la carne

Fuente: Wismer Pedersen, 1971
1.5 Factores que afectan la calidad de la carne

Las caracteristicas principales que determinan la calidad son las propiedades
fisicoquimicas, organolépticas y microbiologicas. Estas caracteristicas estan influenciadas
por factores como la alimentacion, estrés, transporte, y factores post-mortem
transformacion de musculo en carne el efecto que tiene cada etapa del manejo ante-mortem
y post-mortem se ve reflejado en la calidad de la carne obtenida (pH, conductividad, color,

capacidad de retencion de agua y vida de anaquel), (Hernandez, Aquino, & Rios, 2013).
1.5.1 Ante-mortem

1.5.1.1  Alimentacion

La dieta y la estrategia de alimentacion afectan en gran medida la composicién de la carne
y las propiedades metabdlicas del musculo, lo que afecta la calidad de la carne de muchas

maneras.

Diversos estudios se han enfocado en la modificacion de la dieta del animal, cambiando la
composicion de carbohidratos, con la finalidad de optimizar la caida del pH posterior al
sacrificio, mejorando la calidad de la carne. La suplementacién de dietas o agua potable con
azucar u otro carbohidrato digerible aumenta las reservas de glucogeno y reduce el pH. Por
otro lado, las dietas con carbohidratos de baja digestibilidad (alta en grasas y proteinas) se
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han utilizado para reducir las reservas de glucdgeno con el objetivo de modular la caida del
pH (Rosenvold et al., 2001). En este caso, se obtuvo un pH similar, pero se aumenté la
capacidad de retencion de agua. La creatina aumenta la disponibilidad de fosfocreatina para
la produccion de ATP, ahorrando glucégeno, lo que puede reducir la disminucién del pH
durante los primeros pasos post-mortem y mejorar la (CRA), (Young et al., 2005).
Incluyendo el cromo, un regulador del metabolismo de la glucosa, en las dietas de cerdos a
muy baja concentracion (200 ppb), produjo un pH mas alto y retencién de agua (Matthews
et al., 2005).

1.5.1.2 Estrés

Uno de los elementos mas importantes de la respuesta de un animal a estimulos externos es
la susceptibilidad al estrés. Cuando un animal percibe que un estimulo ambiental es
antagénico al mantenimiento de la homeostasis, se alteran varios elementos bioquimicos. El
metabolismo se altera drasticamente en respuesta al estrés, a través de una disposicion
compleja de regulacion hormonal. Tras la excitacion, se activa el eje hipotaldmico-
pituitario-adrenal (HPA), del animal (Stephens, 1980; Grandin, 1995; Schaefer et al.,
2001). La activacion del eje HPA tiene importantes efectos indirectos eventuales sobre la
calidad de la carne (Schaefer et al., 2001). Esto genera un aumento del metabolismo
muscular aumento en la produccién de calor y, por lo tanto, aumenta el consumo de
oxigeno al aumentar ain mas las reacciones enzimaticas. La liberacién de hormonas
asociadas, enfatizan via anaerdbica de la glucolisis ya que las demandas de oxigeno para la
glucolisis aerdbica no se cumplen debido a la capacidad disminuida de oxigeno por lo que
se genera una mayor proporcion de &cido lactico. Muchos elementos de la calidad de la
carne, como el color, capacidad de retencidn de agua y la textura, se ven afectados por el
estrés previo a la cosecha. En términos de calidad de la carne, los principales cambios
metabdlicos, segun la influencia del estrés previo a la cosecha, son el agotamiento del
glucogeno y la consiguiente incapacidad del musculo para desarrollar niveles adecuados de
acidez post-mortem (Gregory y Grandin, 1998). Los niveles inadecuados de acidez post-
mortem impiden que el muasculo alcance el pH muscular normal (5.6-5.8), tras la resolucion
del rigor y comunmente se observa la condicion de DFD. Varios factores estresantes ante-
mortem se han relacionado con defectos de calidad de la carne PSE (Rosenvald y
Andersen, 2003), y DFD (Apple et al., 1995).
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15.1.3 Transporte

Es un factor importante ya que la mayor parte de los traumas que se traducen en hematomas
ocurren durante el transporte, camiones indebidamente ventilados o condiciones climéticas
calurosas causan enormes molestias a los animales. Ademas de las pérdidas anteriores, la
contraccion del tejido muscular y la reduccion del peso de la canal son una consecuencia
del transporte prolongado. El transporte ocasiona un gran estrés psiquico y fisico que se
traduce en pérdidas (0.5 a 3 %), que pueden ocurrir durante e inmediatamente después del
transporte el estrés causado durante el transporte altera la concentracion de las variables
fisicoquimicas del metabolismo, de los indicadores de inflamacion y de las hormonas
esteroideas que se consideran como biomarcadores de estrés e inmunosupresion. El
transporte supone un cambio ambiental que desafia la actividad del eje Hipotalamo-
Hipofisis-Adrenales lo que produce un aumento de los niveles de cortisol plasmatico y sus
metabolitos. Asimismo, el proceso de adaptacion supone un gasto energético importante lo
que se traduce en un incremento sanguineo de ciertos metabolitos como el lactato y la
glucosa. Cuando el animal realiza ejercicio por encima de lo normal, este se ve reflejado en
un aumento de la enzima creatina quinasa (CK), indicadora de actividad muscular y dafio
de membranas. Esta ampliamente generalizada la opiniéon de que tiempos de transporte
inferiores a 4 horas tienen un escaso efecto sobre el pH a 24 horas, siempre que las
condiciones del mismo sean apropiadas. Sin embargo, ha sido demostrado que viajes aun
en cortas distancias, pueden deprimir los contenidos de glucégeno en mdsculo e
incrementar la temperatura muscular, aunque no siempre se vea reflejado en el pH ultimo
de la carne. Por lo tanto, el transporte en asociacion con otros factores como formacion de
lotes con animales desconocidos, prolongado tiempo de espera, privacion de agua y
temperaturas ambientales extremas contribuyen a obtener carnes DFD y PSE (Rosenvald y
Andersen, 2003).

1.5.2 Transformacion del musculo en carne

Se produce una compleja cascada de cambios energéticos, bioquimicos y fisicos en el

musculo que resulta en su conversion en carne. El proceso comienza poco después de la
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cosecha cuando se interrumpen muchos de los mecanismos homeostaticos del animal. A
medida que el animal sucumbe al desangrado y la anoxia resultante, el masculo esquelético
continua sintetizando y utilizando el ATP en un intento inatil por mantener la homeostasis
celular. Una vez que el oxigeno se agota del masculo, el glucdgeno y los compuestos de
fosfato de alta energia presentes en el masculo en el momento de la muerte se metabolizan
anaerdbicamente con el Unico proposito de producir ATP. ElI metabolismo anaerdbico es
significativamente menos eficiente en la generacion de ATP que el metabolismo aerdbico.
Como resultado, la tasa de hidrolisis de ATP excede su generacion, lo que desencadena la
aparicion de rigor mortis (rigidez de la muerte). A medida que avanza el metabolismo post-
mortem, el musculo pierde gradualmente la capacidad de generar ATP y, finalmente, todas
las moléculas de ATP se agotan. En ausencia de ATP, la miosina se une irreversiblemente a
la actina, lo que lleva a la finalizacién del rigor mortis y la pérdida de la excitabilidad y
extensibilidad muscular, ocurre entre 1-12 h post-mortem, dependiendo principalmente de
la especie, el tipo de fibra muscular y las condiciones ante-mortem y post-mortem. Durante
el almacenamiento post-mortem, la degradacion proteolitica de las proteinas del
citoesqueleto provoca la pérdida de la integridad estructural del muasculo y, por lo tanto, una
disminucion de la tensién muscular (resolucion del rigor mortis durante la maduracion),
(Matarnenth et. al, 2017).

Otro cambio significativo ocurre en el musculo post-mortem en condiciones anaerobicas, la
acidificacion. El producto final de la glucélisis post-mortem y la hidrélisis de ATP, iones
lactato e hidrégeno (Hp), respectivamente, se acumula en el musculo debido a la falta de un
mecanismo de eliminacion efectivo. Como resultado, el pH muscular disminuye
gradualmente de alrededor de 7.2 en el tejido vivo a un pH final cercano a 5.6. La tasa y el
alcance del metabolismo post-mortem influyen significativamente en el desarrollo de los
atributos de calidad de la carne. La disminucion del pH post-mortem acelerada, prolongada
o insuficiente influye negativamente en el color de la carne, la textura y la capacidad de

retencion de agua (Matarnenth et al. 2017).
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1.6 Efectos en la calidad de la carne
1.6.1 Carne pélida, suave y exudativa (PSE)

La condicion PSE resulta de una serie de procesos bioquimicos en el musculo, en especial,
la rapida descomposicion del glucdgeno. La carne entonces se vuelve muy paélida y
adquiere una acidez muy pronunciada, valores de pH (5,4 - 5,6), inmediatamente después
del sacrificio, como se muestra en la Figura 9 y con poco sabor. Este tipo de carne es dificil
de aprovechar, y de hecho no la pueden usar los carniceros o los procesadores de carne. En
casos extremos se desperdicia. Si se permite que los cerdos descansen una hora antes de su
sacrificio, y se les da un buen manejo, se reduce considerablemente el riesgo de presentar
PSE (Philip & Temple, 2011).

1.6.2 Carne oscura, firmey seca (DFD)

La carne de la canal es mas oscura y mas seca de lo normal, y tiene una textura mas firme.
El glucogeno muscular se consume durante el transporte y el manejo en el periodo anterior
al sacrificio. Por consiguiente, hay poca generacion de &cido lactico luego del sacrificio,
produciéndose asi una carne DFD. Esta carne es de una calidad inferior, ya que el sabor
menos acentuado y su color oscuro son poco apetecidos por el consumidor. Tiene una
menor vida atil por sus niveles de pH anormalmente altos (6,4 - 6,8), como se muestra en la

Figura 9 La carne con la condicién DFD implica que la canal procedié de un animal
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Figura 9. Influencia de la tasa y el grado de disminucion del pH post-mortem en las

caracteristicas de calidad de la carne.

Fuente: Wismer Pedersen, 1971

1.7 Microbiologia de la carne

Es evidente que, por sus caracteristicas, la carne es un buen sustrato para la multiplicacion

de microorganismos, especialmente bacterias, tanto alterantes como patégenas. Aunque el

musculo de un animal sano es estéril, la carne, incluso cuando se obtiene en condiciones

higiénicas adecuadas, presenta una contaminacion superficial de 10°-10* UFC/cm?. Durante

el almacenamiento, dependiendo de la temperatura y composicién de gases en la atmdsfera,

se multiplican diversos grupos microbianos que seran los responsables de los cambios

organolépticos asociados con la alteracion (Rodriguez C., J. M., 2006).
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1.7.1 Microbiota de origen

La procedencia de los microorganismos es principalmente del animal vivo y su ambiente.
Durante el transporte al matadero, los animales sufren estrés y, ademads, estan en estrecho
contacto entre ellos y con materia fecal. El ayuno tiene efectos beneficiosos, pero también
perjudiciales, ya que se ha demostrado que el estrés asociado al transporte favorece la

diseminacion de algunos patdgenos (Johnston, 2000).

Durante los procesos de matanza y transformacion del muasculo en carne, si se realizan de
forma incorrecta, aportan microorganismos patdgenos Yy alterantes procedentes del
intestino, aparato respiratorio y de la piel del animal y del medio ambiente del matadero.
Las posibilidades de contaminacion aumentan en las fases posteriores como el despiece
(ICMSF, 2005).

Los grupos microbianos utilizados para evaluar la higiene de los procesos son los recuentos

de microbiota aerobia mesofila (35+2°C).

Para asegurar una adecuada vida Util se recurre a recuentos de bacterias psicrotrofas
aerobias y recuentos de grupos especificos de microorganismos alterantes (Pseudomonas,
Brochothrix thermosphacta), bacterias acido lacticas (BAL), clostridios psicrétrofos,
mohos y levaduras), También se han recomendado la determinacion de pH, de la capacidad
de retencion de agua y del contenido en &cido D- y L- l4ctico. Finalmente, el recuento de
estafilococos coagulasa positivos es un reconocido indicador de manipulacion humana
(Gill, 1986; Mead, 2000).

Los niveles de microbiota aerobia mesoéfila, son buenos indicadores de la calidad
microbioldgica general tanto del producto como del equipo utilizado en el proceso, asi
como de la vida util. El grupo de bacterias coliformes (capaces de crecer a 37 °C vy
fermentar la lactosa con produccion de gas), incluye tanto a mesofilos como a psicrotrofos.
Entre los coliformes mesofilos se encuentra E. coli que es un aceptado indicador de

contaminacion fecal como también lo son las enterobacterias (Gill, 2000; ICMSF,2005).

La utilidad del pH como indicador de alteracion por contaminacién microbiana esta

documentada, ya que aumenta de forma significativa cuando la microbiota total alcanza
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valores proximos a 108 UFC/cm?, debido a la produccién bacteriana de compuestos como

amoniaco y dimetil sulfuro (Garcia-L6pez y col., 1998).

La capacidad de retencion de agua es un parametro que se ha utilizado como un indicador
de alguna alteracion en carne fresca desde que Jay y Kontou (1964), demostraron la
relacion inversa entre el grado de alteracion de la carne picada y su capacidad de retencion

de agua.

1.7.1.1  Bacterias acido lacticas

La composicion quimica de la carne fresca y sus caracteristicas biologicas, permiten el
desarrollo de microorganismo deteriorantes y patdgenos, que disminuyen el tiempo de vida
atil y algunos producen intoxicaciones o infecciones. En este sentido se han desarrollado
procedimientos complementarios de conservacion, que adicionales al uso de refrigeracion,
consiguen aumentar la vida util y garantizar la calidad sanitaria de la carne fresca (Garcia
T., etal, 1995).

Las Bacterias acido lacticas (BAL), comprenden un ndmero elevado de bacterias gram-
positivas, cuya caracteristica comdn es la produccién de éacido lactico a partir de los
carbohidratos. El grupo de bacterias asociadas con los alimentos incluyen cocos de géneros:
Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc y bacilos de los géneros
Lactobacillus y Carnobacterium (Urrego V., M. C. y Cadavid R., L. A., 2005; Feria C., P.
F, 2007).

Moreira Dos Santos, W. L., 1995 menciona que este grupo de bacterias probablemente sea
el més abundante y difundido en la naturaleza, debido a la capacidad que poseen de crecer
en una variedad de sustratos y en diversas condiciones bioldgicas. Dentro de las bacterias
lacticas, el género Lactobacillus es el mas importante y heterogéneo, incluyen especies con
propiedades biogquimicas y fisioldgicas muy diferentes (Parajo, J. C. et al, 1996). Las
bacterias lacticas no necesitan oxigeno para crecer, son tolerantes a la presencia de CO»,
nitritos, humo y concentraciones de sal relativamente altas y toleran valores de pH bajos.
Por ello las condiciones existentes en las carnes envasadas al vacio en las curadas y en los

productos carnicos favorecen el crecimiento de estos microorganismos. En la carne
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envasada al vacio los microorganismos dominantes son Lactobacillus sp, Leuconostoc sp y
Carnobacterium sp (Feria C., P. F, 2007).

1.7.2 Microorganismos alterantes

Este tipo de microorganismos actta sobre los tejidos profundos de la carne y de otros
alimentos ricos en proteinas, producida por microorganismos anaerobios, que se manifiesta
por importantes modificaciones de los caracteres organolépticos, como consecuencia de la

degradacion de los compuestos nitrogenados (Moreno, 2006).
Estas son las modificaciones fundamentales:

- Coloraciones anormales: gris, marron, verdoso, etc.

- Olor repulsivo: acido, amargo, acre, amoniacal, sulfuroso, netamente putrefacto.
- Textura anormal: Ablandamiento tisular, a veces con produccion de gas.

- Reaccidn Alcalina por predominio de sustancias Basicas: NH3, aminas, etc.

- Microbiota abundante, con predominio de los clostridios.

Después de la muerte del animal, la carne experimenta una serie de cambios bioquimicos
que repercuten en sus caracteristicas organolépticos y también en sus aptitudes como

sustrato para el crecimiento de los microrganismos (Moreno, 2006).

En el rigor mortis la carne es un mal sustrato, principalmente por el descenso de pH. El
potencial redox (Eh), se hace negativo en las primeras horas, por lo que solo van a poder
desarrollarse en la profundidad de los tejidos las bacterias anaerobias y anaerobias
facultativas (algunas de estas Gltimas crecen lentamente). Pero en la segunda fase o
maduracion, la carne se convierte en un excelente medio para el crecimiento de los
microorganismos, por la subida de pH, debida a los cambios autoliticos de los componentes
nitrogenados, con formacion de sustancias de reaccion basica por el ablandamiento y
jugosidad de los tejidos. EI Eh negativo (-250 mV), permitira el crecimiento en el interior
de los tejidos de las bacterias anaerobias y anaerobias facultativas. En superficie el Eh

positivo (+150 a +250mV), favorecera el crecimiento de las aerobias (Moreno, 2006).
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1.7.21 Mesofilos aerobios totales

En este grupo se incluyen todas las bacterias, mohos y levaduras capaces de desarrollarse a
35°C+2°C en las condiciones establecidas. En este recuento se estima la Microbiota total,
sin especificar tipos de microorganismos, refleja la calidad sanitaria de un alimento, las
condiciones de manipulacion y las condiciones de materia prima (Fonseca M, Avina G.,
2008).

1.7.2.2 Coliformes totales

De acuerdo con la NOM-113-SSA1-1994, los coliformes, son bacilos gram-negativos, no
esporulados, aerobios o anaerobios facultativos que a 35° C fermentan la lactosa con
formacion de acido, ocasionando en las colonias desarrolladas el vire del indicador rojo

neutro presente en el medio y la precipitacion de las sales biliares.

El grupo coliforme constituye un grupo heterogéneo con habitat primordialmente intestinal
para la mayoria de las especies que involucra, es constante, abundante y casi exclusivo de

la materia fecal, cuenta con capacidad de sobrevivencia y multiplicacion fuera del intestino.

Cuando los coliformes llegan a los alimentos, no s6lo sobreviven, sino que se multiplican
por lo que en los alimentos el grupo coliforme adquiere un significado distinto al que recibe
en el agua. Entonces, cuando los productos alimenticios han recibido un tratamiento
térmico (pasteurizacién, horneado, coccidn, entre otros), estos microorganismos se utilizan
como indicadores de malas précticas sanitarias. Este grupo esta conformado por 4 géneros
principalmente: Enterobacter, Escherichia, Citrobacter y Klebsiella (Kornacki, J. L. &
Johnson J. L., 2001).

1.8 Teoria de barreras

El concepto de barrera fue introducido por Leistner y Rodel en 1976. Desde el punto de
vista microbioldgico, la conservacion de alimentos consiste en exponer a los
microorganismos a un medio hostil (por ejemplo, uno o mas factores adversos) , para

prevenir o retardar su crecimiento , disminuir su supervivencia o causar su muerte .

Numerosos métodos de conservacion (incluyendo calentamiento, enfriamiento,

congelacién, secado por congelacion, secado, curado, salado, adicion de azlcar,
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acidificacion, fermentacion, ahumado, remocion de oxigeno, adicion de didxido de carbono
e irradiacion), son utilizados para hacer a la carne estable (inhibicion de descomposicion
debido a las actividades autoliticas o autodegradativas), y segura (evitar envenenamiento
con alimentos). Sin embargo, estos métodos de conservacion estan basados solamente en
algunos pocos parametros o barreras. Por ejemplo, F (alta temperatura), t (baja
temperatura), a,, (remocion de agua disponible), pH (acidificacién), Eh (modificacion del
potencial 6xido-reduccion), conservadores (nitrito, humo, diéxido de carbono, entre otros),
Microbiota competitiva (BAL), y radiacion (Figura 19). Mas procesos son distinguibles que
los parametros que los gobiernan, asi como fue planteado por Leistner et al. (1981), y
Leistner (19852. 1987).

Las barreras son condiciones como altas temperaturas, secado, o adicion de aditivos
aplicados al alimento, que provocan cambios de pH mediante la accion de &cidos organicos,
presencia de oxigeno o no para modificar el potencial 6xido-reduccion y los conservadores
sintéticos. Como se pude observar en la Figura 10, se ejemplifican diversas combinaciones
y cantidades de barreras. En general el microorganismo presente no puede superar o
“saltar” estas barreras, entonces el alimento es microbiolégicamente estable y seguro
(Leistner L., 1988).
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Figura 10. Efecto barrera

Fuente: Leistner L. 1988

1.8.1 Aplicacion de bajas temperaturas

El agua es el componente mayoritario en los alimentos; su contenido varia dependiendo de
su composicion; en la carne magra de vacuno es de alrededor del 75%; mientras que en la
carne de cerdo puede oscilar entre 39 y 57%, para carne grasa y magra respectivamente;
para aves esta cerca del 75%; para carne de pollo y de pescado normalmente se encuentra
en intervalos entre 55 y 80% (Barreiro, J. A. & Sandoval, A. J., 2006).
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Las temperaturas bajas se usan para retardar las reacciones quimicas y la accion de las
enzimas Yy retrasar o inhibir el crecimiento y actividad de los microorganismos que se
encuentran en los alimentos. Cuanto mas baja sea la temperatura, tanto més lentas seran las
reacciones quimicas, la accion enzimatica y el crecimiento bacteriano. Las temperaturas
ligeramente superiores a las de congelacion, mantienen los alimentos en condiciones
similares a las originales sin tratamientos previos especiales. El tiempo de almacenamiento,
sin embargo, es limitado; la refrigeracion es cara, siendo critica para ciertos alimentos en
almacenamiento. La congelacion y conservacion a temperaturas de congelacion son todavia
mas caras y pueden ocasionar cambios perjudiciales en algunos alimentos (Amerling, C.,
2001).

1.8.1.1 Refrigeracién

La refrigeracion es el método mas usado para la conservacion de la carne. Las temperaturas
bajas retardan tanto el crecimiento microbiano como las reacciones quimicas y enzimaticas

causantes de alteraciones.
Una refrigeracion adecuada depende de los siguientes factores:

- Répida pre-refrigeracion
- Temperatura adecuada de refrigeracion

- Circulacion y velocidad correcta del aire en las camaras

Para prolongar el tiempo de conservacion de la carne refrigerada, la aplicacién de frio se
complementa con procedimientos que dificulten el crecimiento de los agentes que causan
alteracion en las condiciones normales de refrigeracion. Los maés utilizados son:
disminucion de la humedad relativa, desecacion de la superficie de las piezas, atmosfera
con alta concentracion en dioxido de carbono, tratamiento del alimento con antibioticos,
envasado al vacio o en peliculas impermeables, entre otros. El tiempo de conservacion de la
carne se prolonga por detencion y control de crecimiento de los psicrofilos (Amerling, C.,
2001).

Para inhibir el crecimiento de los microorganismos, las canales deben ser refrigeradas
inmediatamente después del sacrificio. ES necesario que ese enfriamiento sea rapido, ya que

de lo contrario se puede producir la alteracion denominada “putrefaccion del hueso”, que
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consiste en una alteracion que se presenta en torno a los nodulos linfaticos situados en las

partes profundas de las canales.

La carne refrigerada, antes de su conservacion en cadmaras, contiene microorganismos que
crecen a bajas temperaturas (psicrofilos), con una temperatura 6ptima de crecimiento de
2°C a 7°C y microorganismos que crecen mas lentamente a esas temperaturas como son los

mesofilos.

Entre los microorganismos mesofilos cabe sefialar la posible presencia de ciertas bacterias
provenientes de una contaminacion exdgena de la carne. Estas no crecen, pero se mantienen
vivas a la temperatura de refrigeracion, como son Staphylococcus aureus, Salmonella y
Clostridium perfringens, principales agentes causantes de intoxicaciones alimentarias por
carne. Los microorganismos psicrofilos pueden causar alteraciones en carnes refrigeradas y
congeladas, cuando el periodo de almacenamiento es prolongado y las temperaturas son
superiores a los -10°C. Entre este grupo se encuentran las Pseudomonas, aerobias, no
esporuladas. Para el almacenamiento en refrigeracion, las condiciones deben ser de -1°C y
una humedad relativa de 90% (Amerling, C, 2001).

1.8.1.2  Congelacion

La congelacion es uno de los métodos mas importantes para la conservacion de la carne y
productos carnicos. En comparacién con otros métodos, la congelacion lleva a una minima

pérdida de calidad durante el almacenamiento por un periodo largo.
Se aplican 2 tipos de congelacion: rapida y lenta.

La congelacion rapida provoca cristales mas pequefios, dando como resultado menores
pérdidas de liquido celular por exudacion y bajo ablandamiento de los tejidos durante la
descongelacion. Este tipo de congelacion se lleva a una temperatura de -30°C y un tiempo
de 12 a 18h. Presenta la desventaja de que el color en la superficie de la carne se torna mas
claro de lo normal debido a la reflexion de la luz por los cristales pequefios que se

encuentran distribuidos uniformemente.

50



La congelacién lenta genera cristales de hielo de gran tamafio, dando como resultado un
producto de baja calidad, por la elevada pérdida de exudado durante la descongelacion
(Amerling, C., 2001)

Por otro lado, se sabe que el almacenamiento en congelacion es utilizado para retardar
reacciones bioquimicas indeseables en la carne, pero existe la presencia de ruptura celular y
destruccion de fibras musculares debido a la formacion de los tipos de cristales ya
mencionados. Ademas, pueden ocurrir diferentes reacciones entre los componentes de la
carne. Por ejemplo, la carne de pescado y pollo son susceptibles a las reacciones oxidativas
debido a sus altas concentraciones de catalizadores oxidativos (como la mioglobina y
hierro), y lipidos (Soyer, A., et al., 2010).

1.8.2 Envasado al vacio

El envasado al vacio es tal vez el método mas comdn de modificar el ambiente interno del
envase y es utilizado extensamente por la industria carnica. La extension de la vida de
anaquel de las carnes envasadas al vacio radica en los cambios que se producen en las
concentraciones de O, y CO, dentro del envase, generandose una seleccion microbiana.
Como resultado, se inhibe el crecimiento de especies aerobias, especialmente
Pseudomonas, mientras se tornan predominantes especies de Lactobacillus y Brochotrix
thermosphacta (Signorini, M., 2007).

El envasado sirve como material de proteccién que rodea carne y productos carnicos,
previene las contaminaciones bioldgicas, quimicas y fisicas, ademas de los cambios

sensoriales.

El envasado al vacio se ha utilizado principalmente para cortes primarios de carnes rojas,
carnes cocidas, embutidos y pescados. Generalmente la nitrosomioglobina pigmentaria

debe protegerse de la oxidacion. Inhibe el crecimiento de bacterias aerobias.

El envasado al vacio puede controlar efectivamente el crecimiento de las bacterias en la
familia Enterobacteriaceae. Desde una perspectiva sensorial provoca cambios de color por

la presencia de desoximioglobina y una mayor dureza (Chen, J. H. Ren, et al., 2012).
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1.9 Bioconservacion

La bioconservacion puede definirse como la extension de la vida util e incremento de la
seguridad sanitaria de los alimentos mediante la microbiota natural, o sus metabolitos
(Hugas, M., 1998). Puede ser aplicada en los alimentos en general y en las carnes, en

particular a traves de 4 métodos basicos de acuerdo con (Signorini, M., 2007).

1. Adicion de cultivos bacterianos viables. Lo que depende de la habilidad del cultivo
para crecer bajo las condiciones ambientales del alimento y las condiciones
tecnoldgicas. No debe producir cambios sensoriales y en el caso de abuso de
temperatura debe ser capaz de crecer competitivamente.

2. Adicidn de cultivos bioprotectores productores de bacteriocinas.

3. Mediante productos de fermentacion o sus concentrados procedentes del
crecimiento de bacterias lacticas en medios complejos.

4. Como sustancia purificada o semipurificada.

La bioconservacion es un método de conservacion que ofrece diversas condiciones para
extender la vida util y aumentar la seguridad de los alimentos, por medio del uso de una
Microbiota natural o controlada y de sus productos antimicrobianos (Lewus C., y
Monteville T., 1991). Diferentes estudios han aplicado la bioconservacion mediante el uso
de una Microbiota natural como las bacterias acido lacticas (BAL), aisladas de productos
lacteos, carnicos, pescados y vegetales, utilizando las propiedades antibacterianas,
atribuidas a los productos finales de su metabolismo como el acido lactico, acético,

perdxido de hidrégeno, diacetaldehido, reuterina y bacteriocinas (Hugas M., 1998).
1.9.1 Sales de acidos organicos

Se sabe del uso de conservadores naturales, los de mayor potencial en la industria carnica
son las bacteriocinas, los lactatos y los extractos de semilla de toronja. Las sales derivadas
del acido lactico estan naturalmente presentes en la carne y su uso es permitido como
conservador por el Food Safety and Inspection Service-USDA (USDA-FSIS), en la
cantidad limite de 3g/100g de carne (Gomez C.,L., et. al., 2013).
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1911 Lactato de calcio

Las sales de acidos organicos como el lactato de calcio han sido utilizadas en la industria de
la carne por su habilidad para resaltar el sabor, prologar la vida de anaquel, y mejorar la

seguridad microbioldgica de los productos.

La Carne y productos cérnicos son considerados como una fuente menor de calcio
(Fennema, 1996), por lo que la adicion de una solucién de lactato de calcio es util para
enriquecer los productos con este mineral, el lactato de calcio ayuda a mantener la terneza y

palatabilidad de los productos carnicos (Raham S., M. E., et al., 2013).
1.10Tecnologias emergentes no térmicas

La evolucion de los procesos alimentarios estd impulsada por los cambios en las
preferencias de los consumidores y la necesidad de producir alimentos seguros y de alta
calidad. Las tecnologias emergentes parecen ser la mejor alternativa para lograr las
caracteristicas mencionadas. Estas tecnologias, que incluyen el uso de alta presion, pulsos
eléctricos, microfiltracion y ultrasonidos, estan especialmente disefiadas por la economia, la
simplicidad y la eficiencia energética. Ademas de eso, el ultrasonido es considerado un
proceso ecologico que se utiliza para garantizar alimentos seguros y de alta calidad (F.
Chemat, M. A., 2017).

1.10.1 Ultrasonido

El ultrasonido es una forma de energia generada por una onda mecénica longitudinal cuya
frecuencia de vibracion es mayor a 20,000 ciclos por segundo (20 kHz), que esta por
encima del limite audible para los humanos. El sonido se considera una onda de presion con
propagaciéon unidimensional. La velocidad de un pulso ultrasénico depende de las
propiedades acusticas del medio, y la velocidad de propagacion del sonido es mayor en

solidos que en liquidos y mayor en liquidos que en gases (M. R. Kasaai, 2013).

En un sistema de ultrasonido, la energia eléctrica se transforma en la que ha sido
transmitida a través de un medio sonicado. Parte de la energia de entrada se pierde a través

de la conversion en calor, y el resto puede producir cavitacion. Una fraccion de la energia
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de cavitacion produce efectos quimicos, fisicos o bioldgicos, mientras que otras fracciones

se reflejan y consumen en la reemision del sonido (Alarcén, R. A. D., et al., 2019).

1.10.1.1 Clasificacion del Ultrasonido

El ultrasonido varia de 20 kHz a 10 MHz y se divide en tres categorias:

1) Alta intensidad (>5W/cm? o 10-1000W/cm?) y baja frecuencia (20-100 kHz)
2) Intensidad media y frecuencia intermedia (100 kHz-1 MHz)
3) Baja intensidad (<1W/cm)

Se utilizan 3 métodos diferentes para aplicar ultrasonido a los productos: aplicacion directa,
acoplamiento al dispositivo, e inmersion en un bafio de ultrasonido (F. Chemat, Zill-E-
Huma, MK Khan, 2011).

El ultrasonido de alta frecuencia y baja intensidad tiene aplicaciones analiticas que
proporcionan informacion sobre las propiedades fisicoquimicas de los alimentos, como la
composicion, la estructura y el estado (A. Demirddven, T. Baysal, 2009) Ademas, a

diferencia de las técnicas analiticas no es invasiva ni destructiva.

El ultrasonido de lata potencia, también conocido como ultrasonido de alta intensidad,
causa cambios en las propiedades fisicas, quimicas o mecanicas de los alimentos (Alarcon,
R.A.D, etal., 2019).

1.10.1.2 Mecanismo de accién

Dependiendo el rango de frecuencia, y el tipo de prueba a realizar que puede ser destructiva
0 no destructiva, se generan fendmenos en la materia que se somete a este tipo de

tratamiento.

Las pruebas de tipo “destructivo” se utilizan para deshacerse de objetos muy especificos.
Lo anterior se rige por la intensidad acUstica (W/m?), que puede causar 2 efectos, la

cavitacion acustica y las ondas de choque, al modular la frecuencia.

La onda acustica en frecuencia constante genera un fendmeno conocido como cavitacion
acustica. Esto ocurre durante la compresion y expansion de la onda, como se muestra en

Figura 11,
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Figura 11. Formacion y colapso de burbujas en estado estacionario

Fuente: Alarcon R., A. D. et al.,2019

La cavitacion acustica es el crecimiento y colapso de las burbujas de vapor incrustadas en
un medio fluido, se produce un cambio de estado debido a la temperatura elevada y el
fendmeno ocurre cuando la presién en un fluido disminuye rapidamente, creando pequefias
burbujas; luego, cuando la presion del fluido aumenta nuevamente, las burbujas

implosionan (L. Crum, 1994).

() ®) ) (9)

Figura 12. Pasos durante la cavitacion de burbujas

(a) colapso de la burbuja de vapor; (b) y (c) onda de choque intrinseca; (d) aumento de la
temperatura y emision de luz

Fuente: Alarcon R., A. D. etal., 2019

Como se observa en la Figura 12, las cavidades gaseosas aumentan de tamarfio hasta que
alcanzan su volumen méaximo. Por lo tanto, cuando la onda va de pico a valle durante la
presion, la energia potencial obtenida durante el crecimiento se transforma en energia
cinética durante la implosion. Las cavidades colapsan hasta que se obtienen tamarios de
burbuja méas pequefios que los generados originalmente. Las implosiones de burbujas
vecinas en una interfaz son asimétricas y crean microjets de fluido que afectan la interfaz

Figura 13. La velocidad media de los microjets varia de 100 a 340 m/s dependiendo del
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perfil de presion y el didmetro inicial de la burbuja, que puede variar de 10 a 100 pm (WB
McNamara I, et al., 1999).

Shock Sonoluminescence

| waves
!

O ®

Ultrasound
irradiation

Figura 13. Fenomenologia de la cavitacién ultrasénica

Irradiacion ultrasonica. Formaciéon de radicales.Ondas de choque. Sonoluminiscencia.,
Nucleacion de burbujas y grietas. Erosion superficial,

Fuente: Alarcéon R., A. D. et al.,2019

1.10.1.3 Efectos de la ultra sonicacion en la carne

Muchos estudios recientes han reportado usos potenciales de ultrasonido de alta intensidad
en carne fresca. Se han publicado aplicaciones con interesantes ventajas en congelacion,

descongelacion, inmersion en salmuera, coccidn, inhibicion bacteriana y ablandamiento.

Existen diversos efectos del ultrasonido de alta intensidad en la carne y productos carnicos,

principalmente sobre el pH, laCRA y la Microbiota presente.

El efecto del ultrasonido sobre el pH, ha sido analizado en varios estudios y condiciones.
Algunos autores han informado que el pH inicial de la carne puede aumentar como
resultado del tratamiento con ultrasonido (2.6 MHz, 10 W/cm?), antes del rigor-mortis, sin
diferencias en el pH final, mientras que otros informaron pequefias diferencias (J.
Stadnik,ZJ Dolatowski, HM Baranowska, 2008), o sin diferencias en el pH debido a la
ecografia (2W/cm?, 45kHz), después de 24, 48, 72 y 96 h post-mortem.

El aumento del pH se atribuy0 a la liberacién de iones de la estructura celular al citoplasma
0 a cambios en la estructura de la proteina, lo que podria conducir a cambios en la posicion

de los grupos funcionales que modifican el pH muscular.
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La capacidad de retencion de agua (CRA), particularmente en proteinas miofibrilares ha
sido investigada. Algunos autores informaron que después de aplicar un tratamiento de
ultrasonido de ultrasonido (100W) del0 min, la CRA de las proteinas miofibrilares de la
carne aumentd del 45% al 53%. Ademas, si aumenta la intensidad o el tiempo de
sonicacion, la CRA se puede mejorar hasta un 90% (30 min 300W). Una posible
explicacion podria ser que las intensidades de sonicacion aumentadas causan una mezcla a
microescala mas vigorosa y turbulenta, lo que hace que los solutos se difundan (H. Kim, K.
S., 2018).

Con respecto a las propiedades antimicrobianas del ultrasonido de alta intensidad, se sabe
que éste ofrece una alternativa a los métodos tradicionales de conservacién de alimentos y

se considera una tecnologia verde, versatil y emergente.

La efectividad antimicrobiana del ultrasonido depende de factores como el tiempo de
tratamiento,, el tipo de microorganismo, la cantidad de alimento, la composicion y

temperatura del tratamiento.

La cavitacion intracelular produce el adelgazamiento de las membranas celulares, el
calentamiento y la produccién de radicales libres tales como H,0,, cuyo radical hidroxilo
dafa la membrana celular y el ADN. Segun los informes, las bacterias Gram positivas son
mas resistentes al ultrasonido, ya que la estructura de la pared celular que poseen estos
microorganismos es mas gruesa, debido a la capa de peptidoglucano y protege a la célula de
la sonicacién (Alarcon, R. A. D., et al., 2019).
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Justificacion

En México el consumo de carne de conejo es aproximadamente de 100g per capita, mucho
menor que los consumos de especies como bovinos y porcinos, esto se debe principalmente
al desconocimiento de sus caracteristicas nutritivas, economicas y sensoriales, lo que
representa un area de oportunidad para utilizar la carne de conejo como objeto de estudio,

dando asi a conocer sus atributos.

La carne es un producto altamente perecedero. Actualmente la industria carnica se ha
enfocado en el uso de tecnologias que permitan obtener productos inocuos, a partir de
aplicacion de la teoria de barreras, con el aumento (deshidratacién, secado), o diminucion
de la temperatura (refrigeracion, congelacion), y adicién de conservadores quimicos
principalmente; sin embargo, estos métodos llegan a modificar de manera indeseable las

propiedades fisicas, quimicas y organolépticas del producto.

Con el fin de evitar o disminuir lo anterior se ha implementado el uso de tecnologias
emergentes no térmicas, como lo es el ultrasonido, el cual debido a la generacion del
fenémeno de la cavitacion es capaz de destruir las paredes y el ADN de algunas células
microbianas, ademas de que propicia cambios estructurales en las proteinas miofibrilares de
la carne lo que lleva a la modificacién, hasta cierto punto deseable, de las propiedades de
esta. Por otro lado, estudios comprueban que la combinacion de ultrasonido con otro
método de conservacion como lo es la adicion de algin antimicrobiano natural es capaz de
mejorar la calidad microbiol6gica, porque se genera un dafio letal en aquellos

microorganismos alterantes o patdgenos presentes.

El lactato de calcio es una sal, la cual es un conservador natural utilizado para el control de
crecimiento microbiano, extendiendo la vida til y mejorando sus atributos sensoriales. Es
GRAS (generalmente reconocida como segura), de acuerdo con los estandares de la FDA
(Sallam,2007).

Por lo anterior, el presente trabajo pretende aplicar envasado al vaio, refrigeracion a 4°C, en
conjunto con la adicién de una solucién de lactato de sodio con la finalidad de identificar
los efectos de los tratamientos en las propiedades fisicoquimicas y microbioldgicas de la

carne de conejo y establecer su calidad sanitaria después de 14 dias de almacenamiento.
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Hipotesis

Si la aplicacion de ultrasonido de alta intensidad en combinacion con la aspersion de una
solucion de lactato de calcio al 3% es capaz de aumentar el pH de la carne, adicional al
fendmeno de cavitacion, a su vez genera un cambio en la conformacion estructural de las
proteinas miofibrilares aumentando la CRA y al mismo tiempo dafia la membrana celular
microbiana en la superficie del alimento, entonces se espera una disminucion en la cuenta
total de log de UFC/g tanto de microorganismos mesoéfilos aerobios y de coliformes totales,
ademas de un efecto benéfico en las propiedades funcionales del tren posterior de conejo,
envasado al vacio y almacenado en refrigeracion a 4°C durante 14 dias, alargando con esto

su vida (til.

Objetivo General

Evaluar la aspersion de una solucién de lactato de calcio [3%] en combinacion con la
aplicacion de ultrasonido de alta intensidad (47kHz, t=10min), en el tren posterior de
conejo envasado al vacio y refrigerado a 4°C a los 2, 7 y 14 dias de almacenamiento,
mediante la determinacion de propiedades fisicoquimicas (pH), microbiologicas (mesofilos
aerobios, coliformes totales), y funcionales (CRA), para el andlisis del efecto de la

combinacion de métodos en la calidad del alimento.

Objetivo Particular 1

Analizar el efecto conservador de la aspersion de una solucion de lactato calcio [3%] y la
aplicacion de ultrasonido de alta intensidad (47 kHz, t=10min), por separado y en
combinacién, en el tren posterior de conejo envasado al vacio y refrigerado a 4°C a los 2, 7
y 14 dias de almacenamiento, mediante la determinacion de pH, para establecer los

cambios en su calidad.

Objetivo particular 2

Identificar el efecto conservador de la aspersion de una solucion de lactato de calcio [3%],
solo y en combinacién con la aplicacion de ultrasonido de alta intensidad (47kHz, t=10
min), en el tren posterior de conejo envasado al vacio y refrigerado a 4° Calos 2, 7y 14
dias de almacenamiento, mediante la determinacion de la presencia de microorganismos
mesofilos aerobios y coliformes totales en placa, para establecer la calidad microbiolégica

del producto.
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Objetivo particular 3

Verificar el efecto conservador de la aspersion de una solucion de lactato de calcio [3%)]
sola y en combinacién con la aplicacion de ultrasonido de alta intensidad (47kHz, t=10min)
en el tren posterior de conejo, envasado al vacio y refrigerado a 4°C a los 2, 7 y 14 dias de
almacenamiento, mediante la determinacion de su CRA para analizar la influencia de los

tratamientos en las propiedades funcionales y calidad del alimento.
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CAPITULO 2

“METODOLOGIA EXPERIMENTAL”
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2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
2.1 Materiales y métodos

En este capitulo se establecen las condiciones de trabajo, obtencion de materia primay la
unidad experimental, tratamientos que se aplicaran, asi como la definicion de los lotes
experimentales, las pruebas efectuadas y el analisis estadistico bajo el cual se rige la

experimentacion.
2.2 Obtencion de materia prima

Se trabajo con conejos de la raza chinchilla de 732 dias clasificados como México extra
por la NMX-FF-105-SCFI-2005, obtenidos del mddulo de cunicultura perteneciente al
Centro de Ensefianza Agropecuaria (CEA) de la FESC-UNAM Campo 4, posteriormente
fueron trasladados al &rea de matanza del Taller de Carnes de la misma Facultad, en donde
se les dio muerte de acuerdo a lo aplicable en la NOM-033-SAG/Z00-2014.

En la Figura 14 se muestra el diagrama de proceso de las actividades que se llevaron a cabo
para la ejecucién del presente proyecto, y posteriormente se brinda una breve descripcion

de cada una de ellas.
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Inzensibilizcion

Desangrado

Extremidades

>

Visceras

Lavado

Recepeion de materia prima

MATANZA
NO®MA033-Z00-1993

A i4m de solucis Lactato de caleio al
spersion de solucion "
! —s | 3%
Trenes posteriores
Envazado al vacio
Ultrasomicacion = 10 min
F=47H=
h J
Refrigeracion T=rC
=2, 7,14 dias

Figura 14. Diagrama de proceso para la aplicacion de métodos en tren posterior del
conejo

Figura 15. Conejo raza Chinchilla de 73+2 dias

Se llevo a cabo la insensibilizacién de los conejos, a través de la dislocacion atlanto-

occipital, provocada por el estiramiento, simultaneo y en sentidos opuestos, de las patas y

la cabeza, ésta ultima echada hacia atras como se puede observar en la Figura 16.
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Figura 16. Insensibilizacion del Figura 17. Desangrado del
conejo conejo

Inmediatamente después, se realizdé un corte de manera perpendicular en el cuello del

conejo Figura 17, lo que abrio su arteria cardtida para que se desangrara.

Como siguiente operacion, se llevd a cabo el faenado que consistid en retirar mediante

diferentes cortes las extremidades superiores e inferiores del cadaver y en seguida:

- El desollado, cuyo propdsito es retirar toda la piel, y finaliza con la extraccion de las
glandulas anales, operacion crucial pues de ello depende evitar alguna
contaminacion y olores o sabores desagradables en la carne.

- El eviscerado (Figura 18), que como su nombre lo indica consiste en retirar las
visceras mediante el corte de la masa muscular abdominal. Operacién que también
debe realizarse con extremo cuidado pues si se dafia algin 6rgano se corre el riesgo

de derramar su contenido y en consecuencia contaminar la canal.

Cabe mencionar que entre cada operacion y/o corte se limpiaron los utensilios con ayuda

de un enjuague bajo chorro de agua.

En la Figura 19 se puede observar que se realiz6 una evisceracion correcta, ya que ningin

organo presento dafio fisico.
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Figura 18. Faenado: corte de extremidades y desollado

Figura 19. Eviscerado

La obtencion de las canales concluyé con el lavado con agua a presion de las mismas
Figura 20, ésta operacion se realiza con la finalidad de retirar la sangre residual y cualquier
otro foco de contaminacion fisica, como restos del pelaje del animal, que puede causar

estragos durante el despiece.
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Figura 20. Lavado de la canal

2.3 Preparacion de unidades experimentales

Una vez obtenidas las canales, se realizd la diseccion de los trenes posteriores. Se trabajé
con ambos miembros posteriores, los cuales poseian un peso entre 190g y 215g cada uno.
Posteriormente, se prepararon cuatro lotes a los cuales se aplicaron los tratamientos
indicados en el cuadro 4.

Para el envasado al vacio, se utilizaron bolsas tipo pouch, en cada una se coloc6 uno de los
2 miembros posteriores, Yy en seguida se sellaron al vacio en un equipo marca
MULTIVAC.

El lote 1, o lote control, Unicamente fue envasado al vacio como ya se menciond y
refrigerado.

Los lotes 2 y 4 fueron asperjados con una solucion de lactato de calcio al 3% (proveedor
MAKIMAT), y tras el envasado en el mismo tipo de bolsas, fueron selladas al vacio de la
misma forma.

Para el caso de los lotes 3 y 4 se efectud la aplicacion de ultrasonido de alta intensidad en
bafio ultrasénico (marca Cole Parmer), este tratamiento posterior al envasado al vacio solo
y en combinacién con el lactato de calcio respectivamente para cada lote.

Los 4 lotes, se almacenaron en refrigeracion a 4°C durante 2, 7 y 14 dias, para su analisis
de pH, CRA y calidad microbioldgica.
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Cuadro 4. Lotes a evaluar

Lotes (tratamientos y condiciones) Pruebas efectuadas

Lote (Control) 1: Envasado al vacio [P=850+5mbar] y -Microbiologia (bacterias aerobias

refrigerado a 4°C. totales (NOM-092-SSA1-1994) vy
Lote 2: Adicion de lactato de calcio [3%], envasado al coliformes totales (NOM-113-SSAl-
vacio [P=850+5mbar] y refrigerado a 4°C. 1994).

Lote 3: Envasado al vacio [P=850+5mbar] -PH (medicion electrométrica NMX-F-
Ultrasonicado [47kHz, t=10min], y refrigerado a 4°C.  317-NORMEX-2013

Lote 4: Adicion de lactato de calcio [3%], envasado al -CRA (técnica de centrifugacion a alta
vaci [P=850+5mbar], Ultrasonicado [47kHz, t=10min, Velocidad Bouton, et. al., 1971).

y refrigerado a 4°C.

2.4 Tratamiento con lactato de calcio

Se prepar6 una solucion de lactato de calcio [3% m/v] con la materia prima en polvo
(proveedor MAKIMAT), la solucién se dispersé en un frasco con agua potable, ambos
estériles. Se procedié a una segunda esterilizacion ahora por filtracion con una membrana
de nitrocelulosa, con poros de 0.2 um marca MILLIPORE. El filtro se conect6 a una jeringa
sin aguja de 50 mL, se quitd el émbolo y se vertio alli la solucion de lactato de calcio, se
coloc6 nuevamente el émbolo y lentamente se presiond para que la solucion fuese filtrada
(Figura 22c). Finalmente, con ayuda de jeringas de 5 mL con aguja se tomaron 2 mL para
cada tren posterior, y se colocaron en una hielera para mantener la solucién a 4°C. Se bafié
cada miembro posterior con 2 ml de solucion, 1 ml para cada lado, cubriendo

completamente toda la superficie Figura 21.
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Figura 21. Aspersion de lactato de calcio sobre miembro posterior de conejo

Figura 22. Esterilizacion por membrada de la solucidn de lactato de calcio

2.5 Envasado al vacio

Cada miembro posterior con su respectivo tratamiento fue colocado en bolsas lisas tipo
pouch fabricadas por Basser Vacuum con polietileno de alta densidad y barreras, que
impiden el paso del oxigeno y humedad, su espesor es de 70 um y mide 20 cm de ancho
por 30 cm de largo. Finalmente se llevaron a una envasadora marca MULTIVAC Figura
23.

68



Figura 23. Envasadora al vacio marca MULTIVAC modelo A300

2.6 Ultrasonicacion

Se utiliz6 un bafio ultrasénico 08891 (Cole Parmer EUA), el cual maneja una frecuencia de
47kHz y potencia de 80W. Durante la operacion del equipo, para impedir que la muestra
toque las paredes del equipo y permitir una correcta propagacion de ondas sobre la muestra,

se colocaron dos bandas horizontales como se muestra en la Figura 24.

En el bafio ultrasénico el medio de propagacion utilizado fue agua a 4°C +2°C, sin
embargo, con la finalidad de evaluar el tratamiento de ultrasonido sin la influencia la

temperatura mantener la temperatura, se adicionaron hielos.

Las muestras fueron sometidas a Ultrasonicacion durante 10min, para un tratamiento
homogéneo, se dio vuelta la muestra a los 5 min, para que cada parte fuera tratada a las

mismas condiciones.

Figura 24. Bafio ultrasonidomodelo 08891
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De acuerdo con (Pifion et. al., 2018), donde menciona que se debe almacenar la muestra
envasada al vacio 48h a 4°C, para permitir la adaptacion de la microbiota a las condiciones
de envasado y refrigerado, y posteriormente aplicar el tratamiento de ultrasonido. De
acuerdo con lo anterior las muestras se sometieron a ultrasonicacion después de 2 dias de

almacenamiento.
2.7 Refrigeracion

Las muestras tratadas de todos los lotes se almacenaron durante 2, 7, 14 y dias en
refrigeracion a 4°C Figura 25.

\\\
§

Figura 25. Refrigeracion de muestras envasadas al vacio

2.8 Evaluacion de la calidad microbiol6gica

Se evalud la calidad microbioldgica de los 4 diferentes tratamientos presentados en el

cuadro 5 alos 2, 7, 14 dias.

La evaluacion se llevd a acabo de acuerdo con la metodologia sefialada en las normas
NOM-110-SSA1-1994 Preparacion y dilucion de muestras de alimentos para su analisis
microbiolégico, NOM-092-SSA1-1994 Método para la cuenta de bacterias aerobias en
placa, y NOM-113-SSA1-1994 Método para la cuenta de microorganismos coliformes
totales en placa.
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2.8.1 Preparacion de solucion salina fisioldgica

Se realiz6 con base en lo establecido por la NOM-210-SSA1-2014, donde menciona que
para 1L de agua se adiciona 8.5g de NaCl, la solucién se almacen6 en un frasco tipo Schott.
Se utilizaron 90 ml de solucidn fisioldgica para la solucion primaria, y en 5 tubos de ensaye
con tapa de rosca de 16 x 150mm se agregan 9 ml de solucion para preparar 5 diluciones
decimales seriadas. Se esterilizd el material en un Autoclave a 121 °C durante 15 min (15
b./in?).

2.8.2 Preparacion de medio de cultivo: Agar cuenta estandar

Se realiz6 de acuerdo con lo establecido en la NOM-092-SSA1-1994 en un frasco tipo
Schott, se agregaron 300ml de agua, 0.75g de extracto de levadura, 1.5 g de tripona, 0.3g de
Dextrosa y 4.5g de agar, y se homogeneizaron por completo los reactivos mediante
agitacion. Se esterilizé en una autoclave a 121°C durante 15min (15Ib/in?), se deja enfriar a
45°C+1°C y se vertié aproximadamente 15ml en cajas Petri, y se incubaron durante un dia

a 35+2°C para probar su esterilidad.
2.8.3 Preparacion de medio de cultivo: Rojo violeta bilis

La preparacion de medios de cultivo se realizé de acuerdo con lo establecido en la NOM-
092-SSA1- 1994.

En un frasco Marca Schott Duran, se agregaron 300ml de agua, 12.45 g de agar rojo-
violeta-bilis lactosa (RVB), y se homogeneizaron por completo los reactivos mediante
agitacion, hasta que se obtuvo una mezcla como se muestra en la Figura 26. Posteriormente
se esteriliz6 en una autoclave Hirayama modelo HV-50, a 121°C, 15 Ib/in? durante 15min
(151b/in?), tras lo cual se dejo enfriar y se agit6 para lograr su incorporacion completa,
posteriormente se sirvieron a 45°C+1°C aproximadamente 15ml en cajas Petri y se
incubaron durante un dia a 35+2°C como prueba de esterilidad como se muestra en la

Figura 26.
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Figura 26. a) Servido de cajas Petri, b) Prueba de esterilidad de cajas Petri

2.8.4 Esterilizaciéon del material
La esterilizacion del material se realiz6 en la misma autoclave, a las condiciones 121°C, 15
min y 15 Lb/in.

Se esterilizaron los siguientes materiales, solucién salina fisiologica, medios de cultivo
(agar cuenta estandar y rojo-violeta-bilis), caja de puntas de 1ml y 20ul para micropipeta

envueltas en papel aluminio.

Para esterilizar utensilios como: cuchillos, vasos de licuadora se emple6 Luz UV, dentro de

una campana de flujo laminar Marca Nuaire, modelo UN-126-400.
2.8.5 Preparacion de la dilucion primaria

Se utilizaron los materiales previamente esterilizados con rayos UV, (cuchillo, vaso de
licuadora). Se procedid a preparar la dilucion primaria, en ambiente estéril, para lo cual se
encendieron dos mecheros Fisher. Se pesaron 10 g de muestra, la cual se coloc6 en el vaso
de licuadora y se adicionaron 90 mL de solucidn fisioldgica estéril y se licuo durante 90 s,

Figura 27.

La dilucién primaria se prepar6 por triplicado para cada dia de determinacion.
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Figura 27. Preparacion de la dilucién primaria

2.8.6 Diluciones decimales

De acuerdo con la NOM-110-SSA1-1994 se tom6 1 mL de dilucién primaria la cual se
transfirid al tubo de ensaye que contenia 9ml del diluyente estéril (solucién salina
fisiologica) , evitando contacto entre el diluyente y la pipeta, se agita la muestra con 25
movimientos de arriba abajo, en un arco de 30°, efectuados en un tiempo de 7 s. Las

diluciones siguientes se realizan como se muestra a continuacion Figura 28.

1 ml 1 ml 1 ml
|H| > ] — 7] ™ oo

Dilucién
primaria

10-1 10~ 10~ “EeESRmarm.

Figura 28. Diluciones seriadas decimales

2.8.7 Siembra en superficie

Después de la prueba de esterilidad se procedio a dividir en 3 partes la base de la caja con
ayuda de un marcador permanente, se marcaron dos cajas donde cada tercio corresponde a
una dilucién, 0 (dilucién primaria),1 (10™%), 2 (10?), 3 (10®), 5 (10™), se colocaron tres
gotas de 20 ul en la dilucidn correspondiente (Figura 29), se dejo reposar unos minutos con

la tapa abierta hasta que se secaron las gotas y se invirtid e incubd la caja bajo las
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condiciones descritas en la NOM-092-SSA1-1994 para mesdfilas aerobias y en la NOM-
113-SSA-1994 para coliformes totales.

Figura 29. Siembra en superficie en campana de flujo laminar

2.8.8 Conteo de microorganismos

Se utilizé un contador de colonias, se cuentas las cajas que tengan entre 25-250 para el caso
de bacterias mesofilas aerobias Figura 31 y de 15-150 para bacterias coliformes totales.

Figura 30.

Ya que se seleccionaron las cajas, se calcul6 el promedio por dilucion, se aplicé el factor de
dilucion que es el inverso de la dilucion y se redonded a 2 cifras en potencia de 10 de
acuerdo con la NOM-092-SSA1-1994.

Figura 30. Coliformes

Figura 31. Mesofilas
totales

aerobias
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2.8.9 Tincién de Gram

Se seleccionaron las cajas Petri con colonias diferentes entre si, para realizar la tincion de
Gram. Con un asa se tomo una impronta de cada colonia y se coloc6 en una gota de agua
destilada estéril sobre un portaobjetos y se fijo a la flama. Se procedio a tefiir con una
solucion de cristal violeta, se cubrio y se dejo reposar durante 60 s, se enjuagd con agua
destilada, posteriormente se aplica aplicé el mordente (solucién de yodo), durante 60 s, se
enjuago con agua destilada, se adiciond el decolorante (alcohol-cetona), durante 10 s, y se
lavd con agua destilada y finalmente se adicion6 una solucion de safranina durante 60 s, se
enjuagd con agua destilada, se dejo secar el portaobjetos y por dltimo, se observo al
microscopio optico marca Olympus con el ocular 100X, con la finalidad de identificar
forma de bacterias y clasificacion (gram-positivos y gram-negativos), de microorganismos

presentes en la carne.
2.9 Evaluacion del pH de la carne

Se realizé con ayuda de un potenciometro digital Orion Five Star Figura 32, los electrodos
fueron calibrados con 3 soluciones buffer, con pH de 4, 7 y 10.

Figura 32. Potenciometro Orion Five Star

Se utiliz6 el método indicado en la NMX-F-317-NORMEX-2013, segun el 981.12 del
AOAC, 2010, donde 10g de muestra se licuaron con 90 mL de agua destilada y se filtraron,
el filtrado se recolecté en un vaso de precipitados y ahi se introdujo el electrodo. En
seguida se registraron las lecturas, el proceso de filtracion se realiz6 bajo temperatura de
refrigeracion (4°C).
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2.10Determinacion de CRA

Fue determinada con el método utilizado por Guerrero, et al. (2002), empleando una
centrifuga Centurion Scientifica Ltd modelo K2015R (Reino Unido), (Figura 33).

Se utilizaron 5 gramos de muestra que se picaron finamente, y posteriormente se mezclaron
con 8mL de solucion de NaCl a 4°C, con ayuda del Vortex Mixer MaxiMix (M337615),
durante 15s, después se sometieron las muestras a un bafio de hielo durante 30 min y en
seguida se centrifugaron durante 30 min a 5000rpm. Se realizaron 4 repeticiones por

duplicado.

Para calcular el % de CRA se empled la siguiente ecuacion:

Va—-"Vs

%CRA = *
peso de la muestra

100

Donde:
Va = volumen de soluciéon salina aniadido (mL)

Vs = volumen de sobrenadante (mL)

Figura 33. Centrifuga Centurion Scientific Ltd K2015R
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2.11Disefio experimental

Se trabajo bajo el esquema de un disefio completamente al azar. Se elaboraron cuatro lotes
diferentes, y se llevaron a cabo tres repeticiones para cada una de las muestras tratadas

incluyendo al control, ademaés cada determinacion igualmente se realizo por triplicado.

Los resultados obtenidos del conteo de UFC/g y parametros fisicoquimicas, propiedades
funcionales y tiempos de almacenamiento en refrigeracion se almacenaron en el programa
estadistico Minitab version 16 mediante un analisis de varianza ANOVA de dos vias, con el
disefio de blogues completamente al azar. Se realizo una anélisis de medias mediante la

prueba Tukey para la comparacion entre tratamientos. Se establecieron las siguientes

hipétesis:

BLOQUES TRATAMIENTOS (LOTES)
Ho: Ho= W7= Haa= M1 Ho: iy = plp = iz = [y
Hi: no todas las medias son iguales. Hi: no todas las medias son iguales.
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CAPITULO 3
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3. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En este apartado se muestran los resultados obtenidos en términos de presencia de

mesofilos aerobios incubados durante 48h, coliformes totales incubados durante 24h, pH y

capacidad de retencion de agua (CRA), de diferentes lotes evaluados a los dias 2, 7 y 14

dias, la simbologia para la identificacion de cada lote es la siguiente, se muestra en el

cuadro 5.

Lote 1- Control, EV,R.

Cuadro 5. Simbologia de lotes

Envasado al vacio y refrigerada

Lote 2: LaC, EVYyR.

Adicionada de lactato de calcio, envasada al vacio y refrigerada.

Lote 3: EV, US,y R.

Envasada al vacio,ultrasonicada, y refrigerada.

Lote 4: LaC, US, EV y
R.

Adicionada con lactato de calcio, envasada al vacio
ultrasonicada, y refrigerada.

En el cuadro 6 se muestran los resultados obtenidos de pH, Capacidad de retencion de agua,
mesdfilos aerobios, coliformes totales a los 2, 7 y 14 dias de almacenamiento.

Cuadro 6. Resultados obtenidos durante la experimentacion de pH en emulsion, CRA,
Mesofilos aerobios y coliformes totales

Materia Prima 1h despues de 6.554 0 2 Ausencia
sacrificio

EV,R 2 6.176 20 3 Ausencia

7 6.062 17.5 1 Ausencia
14 6.051 10.6 4 1

LaC, EV, R 6.14 20 1 Ausencia

6.095 20 2 Ausencia

14 6.239 28 2 Ausencia

US,EV,R 6.21 20 2 Ausencia
5.871 20.67 2 2

14 6.145 18.33 2 Ausencia

LaC,US,EV,R 6.131 18.33 1 Ausencia

6.236 24 2 Ausencia

14 6.293 33 2 Ausencia
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3.1 Resultados de microbiologia

En el cuadro 7 se muestra el promedio de las log UFC/g de coliformes totales.

Cuadro 7 Resultados de log UFC/g de coliformes totales contabilizadas a las 24h

Materia prima Ausencia®
2 lote 1 Ausencia
7 Ausencia
14 1
2 lote 2 Ausencia
7 Ausencia
14 Ausencia
2 lote 3 Ausencia
7 2
14 Ausencia
2 lote 4 Ausencia
7 Ausencia
14 Ausencia

#Coliformes totales de la materia prima 1 h después de la matanza

log UFC/g

a@)=|ote 1 (EV, R)
2.5
el==|ote 2 (LaC, EVy R)
2 lote 4(LaC, US, EVy R)
15 lote 3 (US, EVy R)
«={)=Materia Prima
1 /
0.5 /
0 F‘t: T T '/A' f f f V;‘%
0 4 6 8 10 12 14 16

Dias de almacenamiento

Figura 34. Gréfico de tendencia de las log UFC/g de coliformes totales de materia primay

lotes
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En la Figura 34 se muestran los resultados en log UFC/g obtenidos de coliformes totales a las 24h.

Se puede apreciar que en los 4 tratamientos, incluyendo el control (envasado al vacio y refrigerado)
el resultado a los 2 dias de almacenamiento fue la ausencia de log UFC/g. Lo que significaun
manejo apropiado de la materia prima durante el sacrificio y que el envasado al vacio y la
refrigeracion a 4°C fueron suficientes para controlar la calidad microbioldgica inicial de la materia
prima que se analizd en la primera hora posterior de la matanza y que presentd ausencia de de

coliformes totales.

A los 7 dias de almacenamiento, los lotes 1 (envasado al vacio y refrigerado), 2 (lactato de calcio,
envasado al vacio y refrigerado) y 4 (lactato de calcio, envasado al vacio, ultrasonido y
refrigeracion), ausencia de coliformes totales , por lo que durante la primera semana, las barreras
debidas a la solucion de lactato de calcio al 3%, el envasado al vacio y la refrigeracion lograron

controlar la calidad microbiol6gica de la carne de conejo.

El lote 3 (ultrasonicacion de alta intensidad, en vasado al vacio y refrigeracién ), donde se aplicaron
10 min de ultrasonido de alta intensidad en combinacién con envasado al vacio y refrigeracion,
presentd 2 log UFC/g a los 7 dias de almacenamiento, por lo que se puede considerar que la
cavitacién del ultrasonido en la superficie del tren posterior de conejo permitio el desarrollo de las
pocas células de coliformes totales por la exposicion de nutrientes de las carne. Nutrientes que se
agotaron para los 14 dias de almacenamiento, pues el conteo de log UFC/g disminuyé hasta la

ausencia de nueva cuenta.

A los 14 dias de almacenamiento los lotes 2 y 4 también presentaron ausencia de log UFC/g, lotes
gue se trataron con la solucién de lactato de calcio, envasado al vacio y refrigeracion, y el lote 4 se
complement6 con la aplicacion del ultrasonido de alta intensidad. Para éstos 2 casos especificos, el
tratamiento con lactato de calcio se puede considerar como el que tuvo mayor impacto para
conservar la calidad microbiol6gica del tren posterior de conejo, por el efecto bacteriostatico de ésta

sal de calcio.

En contraste con el lote 1 control, tratado con envasado al vacio y refrigeracion, que a los 14 dias
de almacenamiento present6 1 log UFC/g , lo que significdé que esas barreras ya no fueron
suficientes para controlar la Microbiota del tren posterior de conejo pues permitieron el desarrollo

de microorganismos coliformes, y solo funcionaron hasta los 7 dias
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Cuadro 8. Resultados de log UFC/g mesofilos aerobios contabilizadas a las 48h

Materia prima

2

7

14

lote 1

N

14

lote 2

N

7

14

lote 3

N

7

14

lote 4

NIFRINIDNINDNNRFPIRRPRWIN

2

#Mesofilos aerobios de materia prima 1 h después de la matanza

Lote 1 (EVyR)

-
. \ ! «== Lote 2 (LaC, EVyYR)
2% % - —a-

Lote 4 (LaC, EV, USyR)

Log UFC/g

Lote 3 (EV, USyR)

[ERN
= (2]
|

e=f)= Materia Prima

O T T 1
0 5 10 15

Dias de almacenamiento

Figura 35. Gréfico de log UFC/g de mesofilos aerobios en materia prima y lotes

En la Figura 35 se presentan los resultados obtenidos para el conteo de microorganismos mesofilos
aerobios a las 48h.
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Al dia 2 de almacenamiento, se pudo observar que los lotes 2 y 4 tratados con lactato de calcio,
envasado al vacio y refrigeracion, ademas de ultrasonido de alta intensidad para el lote 4, fueron la
combinacion de barreras que mejor controlaron y disminuyeron hasta 1 log UFC/g la carga
microbiana inicial de la materia prima, ya que al ser analizada 1h después de la matanza, el
resultado fue de 2 log UFC/g.

El lote 3 que fue sometido a envasado al vacio, ultrasonido de alta intensidad y refrigeracion
permanecid con la misma carga microbiana de 2 log UFC/g, lo que indicd que el ultrasonido de alta

intensidad permitio la supervivencia de los microorganismos.

El lote 1 control, cuyas barreras inicamente fueron envasado al vacio y refrigeracion, presentaron
3 log UFC/g lo que fue 1 log méas alto que la carga inicial de la materia prima e indicé que los
microorganismos mesofilos aerobios se adaptaron al medio durante los 2 primeros dias de

almacenamiento y se lograron desarrollar.

A los 7 dias de almacenamiento los lotes 2, 3 y 4 presentaron 2 log UFC/g. El lote 3 donde se
combind el envasado al vacio con ultrasonido de alta intensidad vy refrigeracién permanecié
constante desde el dia 2. Para los lotes 2 y 4 ya hubo una adaptacion de los microorganismos y

reproduccion de los mismos pues aumentaron 1 log UFC/g del dia 2 al dia 7.

En el lote 1, Control disminuy6 de 3 log UFC/g hasta 1 durante los 7 dias de almacenamiento,
debido a la combinacion de envasado al vacio y refrigeracion, que provocé la disminucion de
microorganismos aerobios iniciales, sin embargo, las reacciones autoliticas y autodegradativas de la
propia carne, aunada a la microbiota sobreviviente, para el dia 14 de almacenamiento, indicaba que

la calidad del tren posterior de conejo ya era deficiente y ya no era seguro consumirla.

El conteo de microorganismos mesofilos aerobios en los lotes 2, 3 y 4 permanecid constante en 2
log UFC/g durante los 14 dias de almacenamiento, lo que indica que la combinacion de lactato de
calcio, envasado al vacio, ultrasonido de alta intensidad y refrigeracion fue capaz de reducir la
microbiota de origen y controlar durante 14 dias la calidad microbiolédgica del tren posterior de
conejo. En donde, la combinacién de la aplicacion de lactato de calcio, envasado al vacio y
refrigeracion que son las barreras que ambos lotes, 2 'y 4, tienen en comdn, resultaron durante todo
el almacenamiento, fueron capaces de mantenerla a los 2 dias de almacenamiento, , y ser las mas
aptas para mantener una buena calidad microbiolégica en el tren posterior de conejo, permitiendo

Unicamente el desarrollo de especies gram positivas, anaerobias facultativas y psicrotrofas.

83



Cuadro 9. Analisis de varianza para coliformes totales

Lote 3 0.9167 0.3056 0.65 0.613
Dias de 2 0.5000 0.2500 0.53 0.614
almacenamiento
Error 6 2.8333 0.4722
Total 11 4.2500

Los valores del analisis estadistico para coliformes totales (Cuadro 9) indicaron que no
existen diferencian significativas (P>0.05). Lo que demuestra que tanto los diferentes
tratamientos de cada lote como los dias de almacenamiento no influyen en el desarrollo de
microorganismos coliformes totales.A continuacion se presenta una prueba estadistica de
Tukey de las medias obtenidas del analisis para coliformes totales, en el cuadro 10 y cuadro
11, para dias de almacenamiento y lotes respectivamente.

Cuadro 10. Resultados de la prueba de Tukey para el conteo de m.o. coliformes totales con
respecto a los dias de almacenamiento

2 4 05 A
14 4 025 A
7 4 0 A
0 3 0 A

Cuadro 11. Resultados de la prueba de Tukey para el conteo de m.o. coliformes totales con
respecto a los lotes y tratamientos

3 3 0.667 A
1 3 0333 A
4 3 0 A
2 3 0 A
0 3 0 A
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De acuerdo con los cuadros 10 y 11, la prueba Tukey agrup6 con letras iguales a los lotes y dias de
almacenamiento por lo que se puede inferir que no existen diferencias significativas entre el conteo
de microorganimos coliformes totales en la materia prima y el control con respecto a los conteos
obtenidos en el tren posterior de conejo, sometidos a los diferentes tratamientos y tiempos de

almacenamiento.

Cuadro 12. Analisis de varianza para mesofilos aerobios

Lote 3 2.0 0.6667 0.89 0.499
Dias de 2 1.5 0.7500 1.00 0.422
almacenamiento
Error 6 4.5 0.7500
Total 11 8

Los valores del analisis de varianza (Cuadro 12) para mesoéfilos aerobios indican que no
existe diferencia significativa (P>0.05). Lo que demuestra que tanto los diferentes
tratamientos de cada lote como los dias de almacenamiento, no influyen en la cuenta de
microorganismos mesofilos aerobios, 1o que se confirma con los resultados de la prueba de
Tukey gue se presenta en los cuadros 13 y 14.

Cuadro 13. Prueba de Tukey del conteo de m.o. mesofilos aerobios con respecto a los dias
de almacenamiento

2 12 1.583 A
14 12 1417 A
0 3 1333 A
7 12 1.167 A
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Cuadro 14. Prueba de Tukey del conteo de m.o. mesofilos aerobios con respecto a los lotes
y tratamientos aplicados

4 9 1.778 A
3 9 1.667 A
0 3 1333 A
1 9 1.111 A
2 9 1 A

De acuerdo con el Cuadro 14 se puede inferir que no existen diferencias significativas entre el
conteo de microorganimos mesofilos aerobios, en la materia prima y el contro,l con respecto de los

conteos obtenidos en el tren posterior de conejo sometido a los diferentes tratamientos.

3.1.1 Resultados de tincién de gram

De la evaluacion microbioldgica realizada a la materia prima y a los diferentes lotes y dias
de almacenamiento, se tomaron muestras de las colonias obtenidas de cada medio de
cultivo, agar cuenta estandar y agar bilis-rojo violeta, resultados que se presentan a

continuacion.

Los resultados de materia prima indicaron la presencia de microorganismos tanto gram
positivos como gram negativos en el agar cuenta estandar (Figura 36 (A), y (B)
respectivamente), y en el caso de coliformes totales en placa se obtuvieron bacterias gram

negativas en el agar rojo bilis violeta. (Figura 36 (C)).
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Figura 36. Tincion de Gram en microorganismos obtenidos de la materia prima

En Agar cuenta estandar: (A) Colonia cremosa, blanca, ovalada de 1 mm de diametro, al
microscopio optico (MO): cocos gram positivos de 1 pum.(B) Colonia cremosa blanca
redonda ondulada de 2-3 mm , cocos gram negativos de 1-2 um. (C) En Agar Bilis Rojo
Violeta Colonias rojas, cremosas y redondas, de 2mm, al microscopio 6ptico (MO): cocos
gram negativos de 1-2 wm.con cocos gram negativos
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Figura 37. Tincion de Gram en microorganismos obtenidos del Lote 1 (Control) tras 14
dias de almacenamiento

En Agar cuenta estandar (A) Colonia, amarilla, cremosa, redonda y pequefia y (B)Colonia,
blanca, cremosa y redonda; aisladas en Agar cuenta estandar. (C) Colonias rojas
cremosas y pequeiias aisladas en Agar Rojo Violeta Bilis.

Al igual que en la materia prima, se puede observar que se desarrollaron bacterias gram
negativas y gram positivas en el agar cuenta estandar, y que en el Agar Rojo Bilis Violeta
se presentaron Unicamente bacterias gram negativas. Lo que indica que el envasado al
vacio en combinacion con la refrigeracion no tuvieron efecto alguno sobre los
microorganismos gram negativos en todo el tiempo de almacenamiento, pues fueron

capaces de desarrollarse a los 14 dias de almacenamiento.
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Figura 38. Tincion de Gram en microorganismos obtenidos del Lote 2

(A) Colonias, blancas, cremosas redondas aisladas en Agar cuenta estandar. (B) Colonias
rojas cremosas; aisladas en Agar Rojo Bilis Violeta

Los resultados del lote 2 son relevantes pues de acuerdo a lo que se observa en la Figura 38,
tanto las colonias obtenidas del Agar cuenta estandar como las del Agar rojo violeta bilis,
indicaron Unicamente la presencia de microorganismos gram positivos. Lo anterior revela
que la aspersion de la solucion de lactato de calcio tuvo un efecto de control sobre los
microorganismos gram negativos que estaban presentes en la materia prima, aunado a la

combinacién del envasado al vacio y la refrigeracion.
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Figura 39. Tincién de Gram en microorganismos obtenidos del lote 3

(A) y (B). Colonias cremosas redondas aisladas en agar cuenta estandar. (C) Colonias
rojas cremosas aisladas en Agar Rojo Bilis Violeta

El lote 3 que permanecio con un conteo constante de microorganismos mesofilos aerobios
durante los 14 dias de almacenamiento, los cuales fueron gram positivos como lo muestra
la Figura 39 (A) y (B). Con eso se demuestra que el ultrasonido de alta intensidad fue capaz
de controlar a las bacterias gram negativas presentes en la materia prima. Sin embargo no
se eliminaron, pues en el agar rojo violeta bilis, aln se encontraron bacterias gram

negativas sobrevivientes.
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Figura 40. Tincién de Gram en microorganismos obtenidos del lote 4 al dia 14

(A)Colonia redonda blanca y cremosa, (B)Colonia redonda amarilla y cremosa aisladas en
Agar cuenta estandar

Como se presenta en la Figura 40, el lote 4 a los 14 dias de almacenamiento, presento
Unicamente bacterias gram positivas, lo que indicé que existio un control de los
microorganimos gram negativos con la aplicacion del ultrasonido de alta intensidad a las 48
h. Sin embargo, cabe destacar que en este lote, previo a la USque a los 2 dias fue posible

identificar células viables de microorganimos gram negativos en el agar cuenta estandar.
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Figura 41. Tincién de Gram en microorganismos obtenidos del Lote 4 al dia 14

Colonia roja cremosa y redonda aislada en Agar Rojo Violeta Bilis

Igual resultado para el conteo en el agar rojo violeta bilis, pues de los 2 a los 7 dias de
almacenamiento se encontraron bacterias tanto gram positivas como gram negativas, sin
embargo, para el final de la evaluacion, es decir, a los 14 dias, se encontraron Gnicamente
baterias gram positivas. Efecto que puede atribuirse al control que ejercié la combinacién
de la solucidn de lactato de calcio con el ultrasonido de alta intensidad, pues el ultrasonido
por si solo, para los 14 dias de almacenamiento aun permitio el desarrollo de m.o. gram

negativos.

De lo anterior se puede resaltar el hecho de que predominan en el lote experimental cocos

Gram positivos, que podrian asociarse a la presencia de bacterias acido lacticas,

3.2 Resultados de pH

Se realiazaron dos medidas de pH, con el electrodo superficial y el electrodo para pH de
inmersion, de acuerdo el menor coeficiente de variacion se eligi6 medir el pH con el
electrodo de inmersion, y los resultados se muestran en el cuadro 15 se muestran los datos
estadisticos del pH con electrodo de inmersion, se realizé 3 repeticiones por cada dia, con

4 réplicas cada repeticion.
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Cuadro 15. Datos estadisticos de las muestras de pH con electrodo de inmersién

Dias

Repeticiones

Réplicas

Materia 1

Prima 2 655 6.59 6.56 6.49 6.547 0.042 0.640
3 644 641 634 648 6580 0.059 0.90

Lote 1 2 1 559 6.26 6.46 6.46 6.103 0.456 7.466
control 2 6.28 6.27 6.25 6.26 6.265 0.013 0.206
3 6.16 6.13 6.16 6.12 6.143 0.021 0.34

7 1 6.06 6.1 6.01 564 5953 0.212 3.554

2 6.07 6.19 558 592 594 0.264 4.448

3 6.3 6.29 6.29 6.29 6.293 0.005 0.08

14 1 597 6.01 6.03 6.04 6.013 0.031 0515

2 6.07 6.06 6.19 6.14 6.115 0.061 1.004

3 6.02 6.01 598 6.09 6.025 0.047 0.77

Lote 2 2 1 6.16 6.15 6.18 6.18 6.168 0.015 0.243
2 6.12 6.11 6.12 6.11 6.115 0.006 0.094

3 6.14 6.14 6.14 6.13 6.138 0.005 0.081

7 1 6.13 6.15 6.12 6.12 6.130 0.014 0.231

2 6.04 6.06 6.02 6.05 6.0425 0.017 0.283

3 6.12 6.1 613 6.1 6.113 0.015 0.25

14 1 6.25 6.19 6.25 6.25 6.235 0.030 0.481

2 6.21 6.27 6.26 6.25 6.2475 0.026 0.421

3 6.25 6.27 6.18 6.23 6.233 0.039 0.62

Lote 3 2 1 6.07 6.1 6.17 6.1 6.11 0.042 0.694
2 599 6.15 6.24 6.29 6.17 0.132 2.136

3 651 631 6.26 6.34 6.355 0108 1.71

7 1 586 588 599 597 5925 0.065 1.089

2 564 577 581 59 5.78 0.108 1.869

3 592 591 59 59 5908 0.010 0.16

14 1 6.15 6.13 6.18 6.16 6.155 0.021 0.338

2 6.16 6.14 6.23 6.17 6.175 0.039 0.627

3 6.21 6.17 599 6.05 6.105 0.102 1.68

Lote 4 2 1 6.14 6.04 6.04 6.05 6.068 0.049 0.800
2 6.18 6.15 6.11 6.09 6.1325 0.040 0.657

3 6.22 6.2 618 6.17 6.193 0.022 0.36

7 1 6.19 6.18 6.23 6.24 6.210 0.029 0.474

2 6.32 6.29 6.21 6.27 6.27 0.046 0.741

3 6.23 6.25 6.22 6.22 6.230 0.014 0.23

14 1 635 638 64 6.34 6.368 0.028 0.432

2 6.37 6.29 6.35 6.31 6.33 0.037 0.577

3 6.18 6.16 6.18 6.2 6.180 0.016 0.26

En el cuadro 16 se muestran los datos estadisticos del promedio de las réplicas, asi como

los valores estadisticos de promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion.
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Cuadro 16. Datos estadisticos del promedio de las repeticiones de pH con electrodo de

inmersion

Lote Dias Repeticiones

Materia 0

x de

replicas

6.535

Prima

6.547

6.580

Promedio
final

6.554

D.S

0.023

CV

0.356

Lote 1 2

6.103

control

6.265

6.143

6.170

0.084

1.368

5.953

5.94

WIN|IRPIWINIFPIWIN|F-

6.293

6.062

0.200

3.302

14

6.013

6.115

6.025

6.051

0.056

0.921

Lote 2 2

6.168

6.115

6.138

6.140

0.027

0.433

6.130

6.0425

6.113

6.095

0.046

0.761

14

6.235

6.248

6.233

6.239

0.008

0.131

Lote 3 2

6.11

6.17

6.35

6.210

0.125

2.011

5.925

5.78

5.908

5.871

0.079

1.350

14

6.013

6.115

6.025

6.051

0.056

0.921

Lote 4 2

6.068

6.1325

6.193

6.131

0.063

1.020

6.21

6.27

6.23

6.237

0.031

0.490

14

6.37

6.33

WIN|FRPWINIFPIWINIFPIWINIFPIWINIFRPWIN| PIWOINIFRPIWINRPIWINRPIWIN|F-

6.18

6.293

0.100

1.592

En el cuadro 17 se muestra el promedio de las repeticiones realizadas del pH clasificados

por lote y por dia de almacenamiento.
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pH

6.6

6.5

6.4

6.3

6.1

5.9

5.8

Cuadro 17. Promedio de repeticiones de pH

Dias de almac. 2dias 7dias 14 dias

Materia prima 6.483°%
Lote 1, control: EV, 6.176 6.062 6.051
R

Lote 2: LaC, EV, R 6.14 6.095 6.239
Lote 3: EV,USYyR 6.210 5.871 6.051
Lote 4: LaC, EV, US, 6.131 6.237 6.293
YR

? Medicién de pH de materia prima 1h después de la matanza

—0 =@=Materia Prima -
«=@=_ote 1 (EVyR)
L N
«(=Lote 2 (LaC, EVyR)
O Lote 3 (EV, USyR)
«=@=_ote 4 (LaC, EV, USyR)
50 100 150 200 250 300 350 400

Das de almacenamiento

Figura 42. Gréfico de pH

En la Figura 45 se muestra la tendencia del pH ,el pH inicial de la materia prima medido a
la 1h después de sacrificio fue de 6.483, posteriormente ocurren cambios post mortem,
debido al agotamiento de ATP, generando un descenso de pH, como se aprecia en la figura
45 descendiendo el pH entre (6.13 y 6.21) .

El pH para los lotes 1, y 3 descendente para el dia 7 y 14 y para el lote 2 y 4 es ascendente
en el dia 7 y 14, por lo que se le atribuye el comportamiento a la formacion de radicales

colapsando las burbujas generadas por el mecanismo de cavitacion que implica el
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ultrasonido, los radicales interactian con las moléculas disulfuro de las proteinas, lo que

genera un aumento en el pH (Kumar, R., & Kentish, S., 2009).

En el cuadro 18 se muestra un ANOVA de dos factores (Lote y dias de almacenamiento),

para pH en emulsion con un nivel de significancia del 0.05.

Cuadro 18. Analisis de varianza de pH

o

Lote 3 0.456 0.159 11.47 0.000
Dias de 2 0.374 0.187 14.14 0.000
almacenamiento
Interaccion 6 0.81 0.135 10.18 0.000
Error 131 1.734 0.013
Total 142 3.377

Los valores del analisis estadistico para pH indican que si existe diferencia significativas
(P<0.05), Lo que demuestra que tanto los diferentes tratamientos de cada lote como los dias

de almacenamiento y su interaccion influyen en el pH de la carne.

Con respecto a la gréfica de cajas (Figura 46), se aprecia que tienen diferente amplitud, lo
que indica una amplia dispersion de los datos obtenidos de pH con respecto a la media de

cada dia de almacenamiento.
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Figura 43. Grafico de cajas de pH

Por otro lado, se sabe que otro factor que influye en el hecho de que no exista una
diferencia significativa entre los diferentes lotes, puesto que todos poseen esta variable, es
el envasado al vacio. (Rodriguez- Calleja, J. M, et. al 2010) reportan que la atmdésfera de
envasado si afecta significativamente los valores de pH y Microbiota, ya que en ausencia de
oxigeno se van a afectar en primera instancia a los microorganismos aerobios. Para el
envasado al vacio de carne de conejo obtuvieron pH de 6.3 a 6.4 como maximo al dia 0 y
al dia 14, lo que indica una estabilizacion, que podria ocurrir en el presente proyecto,

debido a la combinacién de barreras.
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Figura 44. Gréfico de interaccion de pH

En la Figura 47 se puede observar por la interseccion de las lineas, que existe una
interaccion entre el valor de pH y los dias de almacenamiento por lo que los valores
resultantes dependen de los tratamientos aplicados y también entre los valores de pH y los

tratamientos aplicados, que dependen del tiempo de almacenamiento.

Cuadro 19. Resultados de la prueba de Tukey para pH con respecto a los dias de
almacenamiento

0 12 6.5 A
14 48 6.1817 B
2 48 6.1704 B
48 6.0658 C
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Cuadro 20. Resultados de la prueba de Tukey para pH con respecto a los lotes o
tratamientos aplicados

0 12 65 A

4 36 6.2197 B

2 36 6.1578 BC
1 36 6.1042

3 36 6.0756 C

De acuerdo con el cuadro 20, se puede apreciar que la materia prima tiene un pH diferente
al obtenido con todos los tratamientos aplicados (Lotes 1,2,3,4). También se logra observar
que los tratamientos que no presentaron pH con diferencias significativas entre si fueron los
de los lotes 1(EV, R), 2(LaC, EV, R) y 3( EV, US, y R) y los de los lotes 4 (LaC, EV, US,
y R) y 2(LaC, EV y R). Lo que indicé que el mayor efecto en el aumento de pH, fue debido

a la accion del lactato de calcio .
3.3 Resultados de CRA

En el cuadro 21 se muestran los datos estadisticos de CRA.

Cuadro 21. Datos estadisticos de CRA

Repeticiones

Materia 0 0 0 0 0 0 0 0 10 1.7
Prima
Lote 1 2 20 20 20 20 20 20 20 0 0
control 7 15 20 15 15 20 20 175 274 15.65
14 10 10 10 14 10 10 10.66 163 15.30
Lote 2 2 20 20 20 20 20 20 20 0 0
7 20 20 20 20 20 20 20 0 0
14 26 26 30 30 - - 28 2.309 8.248
Lote 3 2 20 20 20 20 20 - 20 0 0
7 20 20 20 20 24 20 20.67 1.63 7.90
14 20 20 20 10 20 20 18.33 4082 22.26
Lote 4 2 20 20 20 20 20 10 18.33 4.08 22.268
7 20 20 20 20 30 30 24 548 22.82
14 42 30 30 30 - - 33 6 18.181
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En el cuadro 22 se observa el promedio de los datos de CRA, clasificados por lote y dias

de almacenamiento.

Cuadro 22. Promedio de las muestras de CRA

Dias de Almc. 2dias 7dias 14 dias
Lote
Materia prima 0?
Lote 1 20 17.5 10.66
Lote 2 20 20 28
Lote 3 20 20.67 18.33
Lote 4 18.33 24 33

® Medicion de CRA de la materia prima una 1h después de la matanza

En la Figura 48 se muestran los resultados de la CRA que se obtiene del lote 1- Control:
EV,y R, lote 2: LaC, EV YR, lote 3: EV, USy Ry lote 4: LaC, EV, USy R. alos dias 2, 7
y 14 dias de almacenamiento.

35
30

25

20 «=@==Materia Prima
«=@=_Lote 1 (EVyR)
15 «()=Lote 2 (LaC, EVyR)

Lote 3 (EV, USyR)

10 =@=_Lote4 (LaC, EV, USyR)

Capacidad de retencion de agua

0 50 100 150 200 250 300 350 400

Dias de almacenamiento

Figura 45. Grafico de tendencia para CRA
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El la Figura 48 se muestra el grafico de tendencia de la CRA y se aprecia que para la
materia prima el valor obtenido medido a la 1h después de sacrificio es 0, esto se le
atribuye a la contraccién de las proteinas miofibrilares durante el rigor-mortis eliminando
su capacidad de fijar agua, por otro lado para los demas tratamientos, conforme aumenta el
pH, la CRA va aumentando, como se aprecia en el lote 2(EV, USy R) y lote 4 (LaC, EV,
US yR), por el contrario para el lote 1 (EV y R) y lote 3 (EV, US y R), conforme pasan los

dias de almacenamiento va disminuyendo la CRA.

De acuerdo con el (Li, K., et al. 2020) la proteina miofibrilar (MP) constituye
aproximadamente el 50-60% de las proteinas totales de la carne y es la proteina principal

que proporciona una excelente CRA.

En el cuadro 24 se muestra un andlisis de varianza ANOVA de dos factores (Lote y dias de

almacenamiento), con un nivel de significancia del 0.05.

Cuadro 23. Promedio de las muestras de CRA

Lote 3 807.46 269.15 36.44 0.000

Dias de 2 69.63 34.81 471 0.013
almacenamiento

Interaccion 6 856.08 142.68 19.32 0.000
Error 53 391.50 7.39
Total 64 1971.78

Los valores del analisis estadistico para pH indican que si existen diferencia significativa
(P<0.05). Lo que demuestra que tanto los diferentes tratamientos de cada lote, como los

dias de almacenamiento y su interaccién influyen en la CRA.
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Figura 46. Grafico de cajas de los resultados de CRA

Con respecto de la gréafica de cajas (Figura 49), se aprecia que los datos del dia 2 de todos

los tratamientos no tienen amplitud, por lo tanto no hay variacion entre las repeticiones

realizadas y su respectiva media. Por otro lado, el lote 4 es el que presenta mayor amplitud

en las cajas de los dias 7 y 14 de almacenamiento, lo que indicé la mayor variacion entre la

media y los datos obtenidos para esa combinacion de tratamientos.
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Figura 47. Gréfica de interaccion de CRA

En la Figura 50 se puede observar por la interseccion de las lineas que existe una

interaccion entre el valor de CRA vy los dias de almacenamiento por lo que los valores

resultantes dependen de los tratamientos aplicados y también entre los valores de capacidad

de retencién de agua y los tratamientos aplicados que dependen del tiempo de

almacenamiento.

Cuadro 24. Resultados de la prueba de Tukey para CRA con respecto a los dias de

almacenamiento

14 20 209 A
7 23 20.391 A
2 22 20 A
0 6 0 B
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Cuadro 25. Resultados de la prueba de Tukey para CRA con respecto a los lotes y
tratamientos aplicados

4 14 25.14 A

3 16 22 AB

2 17 19.647 BC

1 18 16.06 C

0 6 0 D

En el cuadro 26 se observa que la CRA de la materia prima tiene diferencias significativas
con respecto a la CRA que presentaron todos los tratamientos. Los tratamientos que no
presentan diferencias significativas entre si son el lote 1(EV, R) y 2 (LaC, EV y R); lote
2(LaC, EVYR), y3(EV,USyR),ylote 3 (EV,USYyR), y4(LaC, EV, USYR),
Situacidn por la cual se asevera que dado que no existen diferencias significativas entre los
lotes 3 y 4 su efecto en en el aumento del CRA se ve directaemnte relacionado con la
ultrasonicacion y a su vez si se combinan los cuatro tratamientos, envasado al vacio,
refrigerado, adicién de lactato y ultrasonicaicén tienen un mayor impacto aumentando en
un 25% ésta propiedad si la comparamos con la materia prima, ya que el fenémeno de
cavitacion afecta la conformacion de las proteinas miofibrilares de la carne facilitando la
difusion de los iones calcio del lactato por su afinidad con la molécula de la proteina y

facilitando también la retencién de agua en su estructura
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4.

Conclusiones

Conclusiones

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la aplicacion de métodos combinados

mediante la aspersion de una soluciéon de lactato de calcio [3%] y la aplicacion de

ultrasonido de alta intensidad [t=10 min, 47 kHz], en el tren posterior de conejo envasado al

vacio [850 + 5 mbar] y refrigerado a 4°C, tras 2, 7 y 14 dias de almacenamiento, en sus

propiedades fisicoquimicas (pH), microbiol6gicas (mesofilos aerobios, coliformes totales) y
funcionales (CRA).

Al analizar el pH se aprecio un descenso de la materia prima con 6.554 a los
diferentes tratamientos (6.13 a 6.21) pasados los dos dias de almacenamiento, y
mediante un andlisis de tukey se determiné que el tratamiento con un mayor efecto
sobre el pH fue el lactato de cacio, debido a que el lote 2 (LaC, EV Y R) no
presento diferencias significativas con el lote 4 (LaC, EV, US y R), y ambas
combinaciones de tratamientos presentaron un comportamiento ascendente de pH

durante los 2, 7 y 14 dias de almacenamiento.

La CRA aument6 en la materia prima a los dos dias de almacenamiento de los
tratamientos analizados. Sin embargo, la combinacion de los 4 tratamientos (adicion
de lactato de calcio, envasado al vacio, ultrasonicado, y refrigeracion) fueron
capaces de aumentar hasta un 25% ésta propiedad.

De acuerdo con la prueba de Tukey ,el lote 3 (EV, USyR) yel lote 4 (LaC, EV, US
y R)) resaltan que la ultrasonicacion influy6 en gran medida en el aumento de ésta

propiedad

En cuanto al analisis microbiol6gico, la prueba Tukey muestra que no hay
diferencia significativa honesta, en los resultados de coliformes totales, por lo que
se puede afirmar que se llevaron correctamente las buenas practicas de sacrificio y

defabricacion. .
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Lo mismo ocurrié con los mesofilos aerobios, debido a que la prueba de Tukey
confirmo que ningln tratamiento tuvo efecto significativo sobre el crecimiento de
éstos, los cuales son controlados principalmente por el envasado al vacio al verse
modificado el potencial oxido reduccion del medio. Sin embargo se puede recalcar,
de acuerdo a la tincién de gram, que la combinacion de los cuatro tratamientos
(adicion de lactato de calcio, envasado al vacio, ultrasonicacion, y refrigeracion),
favorecio el control de las bacterias gram negativas, principalmente el lactato de
calcio, debido a que fue el tratamiento donde no se encontraron gram negativas a los

14 dias de almacenamiento.

Entonces la hipotesis EXPERIMENTAL planteada queda aceptada, por el efecto
sinérgico que demostrd la combinacion de la adicion de lactato de calcio, el
envasado al vacio, la aplicacién de ultrasonido de alta intensidad, y refrigeracién en
el tren posterior de conejo. La combinacion de barreras permitié un aumento del pH
de la carne, lo que favorecio el aumento de la CRA y la diminucion de la microbiota
de origen y de proceso, resaltando que tras 14 dias de almacenamiento y de acuerdo
con la morfologia colonial y caracteristicas que presentaron en la tincion de Gram,
demostraron ser gram positivos relacionados con microbiota lactica,. Lo que
impacté en la calidad microbioldgica y funcional del tren posterior de conejo y

ayudd a aumentar su vida Util.
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5.  Recomendaciones

- Aumentar el tiempo de aplicacion del ultrasonido, para constatar si de esa manera su
efecto en la materia prima resultaria méas relevante.

- Aumentar el tiempo de almacenamiento para generar mayores expectativas.
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