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RESUMEN

El consumidor busca la disponibilidad de alimentos seguros, con la menor cantidad de aditivos
quimicos, que sean sensorialmente aceptables, con un valor nutrimental elevado. La carne es un
alimento altamente perecedero y debido a condiciones de manejo inapropiadas puede ser
responsable de enfermedades humanas de origen alimentario (ETA), entre las que destacan
enfermedades diarreicas. Hoy en dia el uso de agentes antimicrobianos, avanzan mas en su
aplicacion para la conservacion de alimentos, tanto en los paises industrializados como en los
paises en desarrollo, con varios objetivos, por ejemplo, para cada etapa de la cadena de valor de
la carne, para disminuir y controlar la presencia de patdgenos y de microorganismos de interés
sanitario y aumentar su vida de anaquel. Entre las nuevas barreras se encuentra la
bioconservacion, que puede ser definida como el uso de bacterias lacticas o sus metabolitos,
mismos que han sido reconocidos como seguros (GRAS) por el Codigo Federal de Regulaciones
del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (por sus siglas en inglés USDA). Se ha
demostrado en diferentes trabajos de investigacion que éstos tienen efectos favorables sobre la
calidad sanitaria de los alimentos. Algunos metabolitos producidos por las bacterias lacticas
incluyen a los acidos organicos y sus sales. En la conservacion de la carne y productos carnicos
destaca el uso de lactatos de calcio, sodio y potasio, entre otros. La susceptibilidad de las
bacterias y su control, puede incrementarse o mejorarse si se analizan los riesgos sanitarios desde
un enfoque de la “Teoria de barreras”, el objetivo de este proyecto fue evaluar el efecto de la
aplicacion de lactato de potasio y calcio como agentes antimicrobianos en la carne de res
envasada al vacio y almacenada en refrigeracién sobre indicadores sanitarios y algunas

propiedades fisicas y fisicoquimicas.

Para ello se elaboraron tres lotes, el lote control (sin sal), lote con lactato de potasio y el lote con
lactato de calcio, cada uno fue evaluado al inicio, en la primera y segunda semana de
almacenamiento. Los resultados fueron procesados en el programa Minitab 16.0.1, donde se
realizd un andlisis estadistico ANOVA unidireccional con un nivel de significancia del 5%, para
evaluar el efecto que tienen los tratamientos, el vacio y la refrigeracion sobre la actividad de
agua, pH, color y las cuentas de bacterias mesofilas aerobias, asi como de los coliformes totales

en la carne de res.



INTRODUCCION

La inocuidad es uno de los cuatro grupos basicos de caracteristicas que, junto con las
nutrimentales, sensoriales y comerciales, componen la calidad total de los alimentos. Un alimento
inocuo es aquel que no ocasiona un dafio o enfermedad a la persona que lo consume (Prandl et
al., 1994). La carne durante su obtencién, manipulacion, transporte, procesamiento y
almacenamiento o consumo, y por causas provocadas no deliberadamente, sufre variaciones en
sus caracteristicas sensoriales (color, aroma, textura y sabor), composicion quimica o valor
nutritivo, de tal manera que su aceptabilidad para el consumo queda suprimida o sensiblemente
disminuida, aunque puede, sin embargo, permanecer inocua (Sanudo, 1986). La vida dtil de los
productos cérnicos depende de varios factores, particularmente de las cargas bacterianas iniciales,
la temperatura de almacenamiento y el ambiente que rodea al producto (Mancini et al., 2005). La
carne es un alimento altamente perecedero y debido a condiciones de manejo inapropiadas puede
ser responsable de enfermedades humanas de origen alimentario (ETA), entre las que destacan
enfermedades diarreicas (Hugas et al., 1998). En afios recientes, estudios de vigilancia sanitaria,
en términos de patdgenos especificos aislados de carne, han identificado nuevos agentes causales
tales como Escherichia coli 0157:H7, Salmonella spp., Campylobacter spp y Yersinia
enterocolitica, como responsables de brotes de ETA (Pearson, 2002). La susceptibilidad de las
bacterias y su control, puede incrementarse 0 mejorarse si se analizan los riesgos sanitarios desde
un enfoque de la “Teoria de barreras” la cual establece que dos o mas barreras aplicadas en el
control sanitario de alimentos, pueden actuar mejor sinérgicamente que cada uno por separado,
este ejemplo, aplica al uso de agentes antimicrobianos, entre los que resaltan los &cidos organicos
y sus sales (Fennema, 2010). El efecto antimicrobiano de los lactatos se atribuye a la habilidad
para reducir la actividad de agua y el efecto inhibitorio del &cido lactico sin disociar, que penetra
a través de la membrana celular al citoplasma microbiano e inhibe su desarrollo por la
acidificacion intracelular. La efectividad de los lactatos como antimicrobianos va a depender de
la microbiota inicial presente en la carne, el uso de bajas temperaturas y envasado al vacio
durante el almacenamiento son factores extrinsecos que pueden inhibir el crecimiento de

bacterias mesofilas aerobias y coliformes (Ercolini et al., 2011).

Vi
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1.1 La carne

Carne es 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
para abasto, que no ha sido sometida a ningun proceso que modifique de modo irreversible sus
caracteristicas sensoriales y fisicoquimicas; se incluyen las refrigeradas o congeladas (NOM-194-
SSA1-2004).

El Codex Alimentarius define la carne como “todas las partes de un animal que han sido
dictaminadas como inocuas y aptas para el consumo humano”. La carne se compone de agua,
proteinas y aminoacidos, minerales, grasas y acidos grasos, vitaminas y otros componentes
bioactivos, asi como pequefias cantidades de carbohidratos. Desde el punto de vista nutricional, la
importancia de la carne deriva de sus proteinas de alta calidad, que contienen todos los
amino&cidos esenciales, asi como de sus minerales y vitaminas de elevada biodisponibilidad. En
el cuadro 1 se presentan la composicion quimica de la carne de algunas especies.

Cuadro 1. Composicion nutricional de las carnes por 100 g

Agua  Proteinas Grasas Cenizas

Producto
(%) (%) (%) (%)
Carne de res (magra) 75.0 22.3 1.8 1.2 485
Canal de res 54.7 16.5 28.0 0.8 1351
Carne de cerdo (magra) 75.1 22.8 1.2 1.0 469
Canal de cerdo 41.1 11.2 47.0 0.6 1975
Carne de ternera (magra) 76.4 21.3 0.8 1.2 410
Carne de pollo 75.0 22.8 0.9 1.2 439
Carne de venado (ciervo) 75.7 214 1.3 1.2 431

Fuente: (FAO, 2007)



1.1.1 Composicion quimica
La composicion quimica (cuadro 2) de la carne varia segun la especie, el sexo, el sistema de

crianza, la alimentacion, la raza y la edad.

Agua: La cantidad de agua en la carne oscila entre el 60% y 80%, esta directamente relacionada
con la variacion de la cantidad de grasa, si una disminuye la otra aumenta y viceversa. Ademas,
tiene relacion con la jugosidad y otros atributos sensoriales como la textura, el color o la dureza

de la carne.

Proteinas: Son biomoléculas formadas basicamente por carbono, hidrégeno, oxigeno y nitrégeno.
Pueden considerarse polimeros formadas por pequefias moléculas que reciben el nombre de
amino&cidos, los cuales estdn unidos mediante enlaces peptidicos. Las proteinas desempefian un
papel fundamental en los seres vivos y son las biomoléculas méas versatiles y mas diversas.
Realizan una enorme cantidad de funciones bioldgicas diferentes, entre ellas funciones

estructurales, enzimaticas, transportadora (Badui, 2006).

Cuadro 2. Composicion quimica aproximada de la carne

Componentes %
Agua 75
Proteina 19
Miofibrilares: solubles en sal
Miosina, actina, tropomiosina, troponina Ho
Sarcoplasmicas: solubles en agua .
Gliceraldehido, aldolasa, mioglobina, hemoglobina
Tejido conectivo: insolubles .

Colageno, elastina, reticulina, mitocondrias
Lipidos 2.5
Carbohidratos
] 1.2

Glucogenos, glucosa
Otros:

- - - - 7 7 - 2.3
Vitaminas, minerales, nitrégeno organico

Fuente: Badui, 2006



Las propiedades funcionales de las proteinas de la carne desempefian un papel importante en
cuanto a la tecnologia de alimentos, tanto en lo referente a los procesos de fabricacién como por
su incidencia en los atributos de calidad del producto final. Pueden tener la capacidad de
hidratacién y de retencion de agua, de emulsion de grasa, de gelificacion, de formacion de
espumas, de cohesion, de viscosidad, etc. Cabe mencionar que las propiedades funcionales de las
proteinas difieren segun el origen de la proteina y no se dispone de una proteina que retina todas
las caracteristicas de funcionalidad.

Proteinas miofibrilares: La proteina total de la carne estd compuesta mayoritariamente por
proteinas miofibrilares (figura 1), son las principales responsables de la retencion del agua y son
estables durante las operaciones de reduccion de tamafio. Se considera que el 70% del contenido
de agua esta ubicado en los espacios existentes entre los filamentos gruesos y delgados de la
miofibrilla; del resto, el 20% en el sarcoplasma y el 10% en el tejido conjuntivo y espacios

extracelulares (Badui, 2006).

e Miosina: Es la méas abundante de las proteinas miofibrilares (50% aproximadamente), es
una molécula compuesta por dos cadenas pesadas (meromiosina) y cuatro cadenas ligeras,
las cuales estan formadas por aspartato y glutamato y aminoacidos basicos (histidina,
lisina y arginina), se caracteriza por ser una molécula altamente cargada y por poseer una
fuerte afinidad por los iones calcio y magnesio. El punto isoeléctrico de la miosina es a un
pH de 5.4.

e Actina: La actina representa el 30% del total de la proteina muscular. Es la parte
fundamental de los filamentos delgados. Se encuentra en dos formas fisicoquimicas, como
monomero en forma libre (G-actina) y como parte de polimeros lineales (F-actina). La G-
actina se polimeriza en presencia de ATP y sales para forma F-actina. La F-actina es la
que se combina con la miosina para forma la actomiosina en rigor mortis. El punto
isoeléctrico de la actina es a un pH de 4.7.

e Tropomiosina: Representa entre el 8 y 12% de las proteinas miofibrilares. Tiene
estructura fibrilar y forma parte del filamento delgado sobre la actina y en ocasiones se
une aella.

e Troponina: Esta presente en bajo porcentaje, es globular y se encuentra en los filamentos

delgados a la altura de la union de la tropomiosina con la actina. Esta implicada en



procesos de regulacion de la contraccion muscular. El punto isoeléctrico de la miosina es
aunpHde5.1.

Tropomiosina

Filamento de Troponina

Actina

[ L/

Filamento de Miosina

Cabeza de Miosina

Figura 1. Proteinas miofibrilares (Badui, 2006)

Proteinas sarcoplasmicas: Estdn en solucion en el fluido intracelular, también Illamado
sarcoplasma, son solubles a baja fuerza ionica, se desnaturalizan por calor y a bajo pH. En estado
nativo estas proteinas son altamente solubles, contribuyen minimamente a la capacidad de
retencion de agua, la textura y emulsificacion. Desde el punto de vista tecnoldgico la méas
importante de esta categoria es la mioglobina, la cual se encuentra formada por una globina y una
porfirina (grupo hemo que lleva un atomo de hierro). El color de la carne depende principalmente

del grado de oxidacién del hierro de este grupo hemo (Badui, 2006).

e Mioglobina: Es el principal pigmento de la carne, estd formada por una sola cadena
polipeptidica de 153 residuos de aminodcidos. Es una hemoproteina muscular,
estructuralmente y funcionalmente parecida a la hemoglobina. Es una proteina
relativamente pequefia cuya funcion es la de almacenar y transportar oxigeno.

e Hemoglobina: Es un tetramero de la molécula de mioglobina y llega al mudsculo a través

de los capilares sanguineos de la carne, por lo que se encuentra en forma residual.

Lipidos: El contenido de grasa en la carne es muy variado debido a la relacion grasa-agua. Todo
lo que hay en el agua, proteinas, sales, etc. variara si aumenta o disminuye la cantidad de grasa.
Esta grasa se va a almacenar en cuatro diferentes depositos: cavidad corporal, subcutanea,
intramuscular e intermuscular. La grasa de estos depositos va a estar formada principalmente de

triglicéridos, digliceridos, monoglicéridos y colesterol.



Carbohidratos: Su cantidad apenas alcanza el 1.2% en la carne, siendo el glucogeno el mas
importante. EI glucégeno es un polimero de a-D-glucosa con enlaces alfa-1-4 y alfa-1-6. Es la
fuente de energia del muasculo formando parte del glucégeno consumido en el rigor mortis.

Minerales: La carne constituye una fuente importante de minerales esenciales en la dieta por su
aporte de hierro, zinc, cobre, yodo, fésforo, ademas es rica en vitamina By, 10s cuales no estan

facilmente disponibles en las dietas vegetarianas.

1.1.2 Composicion muscular

ElI musculo constituye un tejido altamente organizado, tanto morfolégica, como
bioquimicamente, cuya finalidad es producir energia quimica para convertirla en movimiento
mecanico y trabajo. La carne se compone fundamentalmente de musculo, el cual se divide

generalmente en tres tipos: muscular, adiposo y conectivo.

e En el tejido muscular se encuentra la mioglobina que es un pigmento que le da el color
caracteristico a la carne, en contacto con el aire cambia y esto hace que el corte exterior
sea mas oscuro que la zona interior. La mayor o menor intensidad en el color rojo no
afecta ni al valor nutritivo ni a su digestibilidad.

e El tejido adiposo puede ser visible e invisible (grasa interfascicular). Cuanta mas cantidad
de grasa tenga una carne, menor contenido de agua tiene. La cantidad de grasa influye en
su valor nutritivo y en la digestibilidad.

e El tejido conectivo es el que separa o recubre los grandes musculos y también los
tendones. Su cantidad depende del grupo muscular, aumenta con la edad y el ejercicio que

haya realizado el animal, haciendo que la carne sea mas dura. (Swartz et al., 2009).

Mas de 600 musculos esqueléticos distintos, de diferentes tipos y tamafios constituyen entre el 35
y 60% del peso de la canal de los mamiferos por lo que este tipo de musculo es el principal

componente de la carne (Judge, 1989).
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Sarcoplasma Nicleo
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Figura 2. Estructura muscular (Judge, 1989)

Un musculo completo (figura 2) esta rodeado generalmente por una lamina de tejido conectivo
denominado epimisio, estan formados a su vez por la unién de numerosas fibras musculares que
estan separadas en haces o fasciculos, mediante tejido conectivo en forma de septos denominado
perimisio. Estos septos parten de la superficie interna del epimisio y contienen los vasos

sanguineos y nervios de mayor tamafio.

La unidad estructural, esencial de los musculos es la fibra muscular, que es una célula muy
especializada, es estrecha y larga, puede extenderse de uno a otro extremo del musculo y alcanzar
hasta una longitud de 34 cm a pesar de tener un didmetro que oscila entre 10 y 100 um dentro de
individuos de una misma especie y a veces dentro de un mismo musculo. Las fibras musculares
constituyen del 75 al 92% del volumen total del mdsculo; una delicada extension de tejido
conectivo, denominada endomisio, rodea cada fibra individual. La membrana que rodea la fibra
muscular se llama sarcolema y esta compuesta de material lipidico-proteico.



El sarcolema es una delicada membrana que se encuentra inmediatamente debajo del endomisio;
es relativamente elastica y esta muy relacionada con la contraccion, relajacion y estiramiento del
musculo. El sarcoplasma es la sustancia intracelular coloidal en la cual estan suspendidos todos
los organulos y esta constituido por alrededor de 75 a 85% de agua. Ademas, contiene lipidos,
glucdgeno, ribosomas, proteinas, compuestos nitrogenados no proteicos y constituyentes no

organicos.

Cada fibra muscular contiene de varios centenares a varios millares de miofibrillas. Las
miofibrillas son organulos Unicos del tejido muscular. Son elementos intracelulares, largos,
contractiles, de aproximadamente 1 a 2 um de espesor, que se extienden a lo largo de la fibra
muscular y son las responsables del patron estriado del musculo esquelético. Las miofibrillas
incluyen unidades mas finas, los miofilamentos que son de dos tipos: unos gruesos, de 100
angstrom (1A = 1x10™°m) de didmetro y 1,5 um de largo y, otros delgados, de 50 A de diametro
y 2 um de largo (Judge, 1989).

1.2 Factores extrinsecos que afectan la calidad de la carne

Los factores extrinsecos también conocidos como factores externos, son los que corresponden a
aspectos ambientales y de manejo de los animales y de la carne, en cada una de las etapas de la
cadena de produccién (rastros, plantas faenadoras, transformacion, distribucion o consumo).
Entre los factores extrinsecos méas importantes que afectan la calidad de la carne son la
alimentacion, condiciones de transporte y situaciones de estrés al que fue sometido antes de su
sacrificio (Alberti et al., 1995).

1.2.1 Alimentacion

Una buena alimentacion del animal permite obtener una parte del potencial genético que heredo
de sus padres y por otro lado el buen desarrollo de sus procesos reproductivos. Aquellos animales
que son alimentados con forrajes verdes, tienden a ingerir mayor cantidad de pigmentos
liposolubles, éstos quedan retenidos en la porcion de grasa del musculo y en las grasas de
depdsito y cobertura. Niveles altos de lipidos implican una disminucion del agua en la
musculatura (Alberti et al., 1995).

1.2.2 Transporte

Durante este momento, los animales son expuestos a factores ambientales estresantes como

pueden ser temperaturas extremas, humedad, ruido y movimientos. Un estrés adicional puede ser



causado por el reagrupamiento social llevado a cabo después de la descarga en las plantas de
faena. El transporte resulta un evento desconocido y estresante para los animales. Involucra una
serie de situaciones de manejo, tales como: carga, confinamiento, descarga y encierre en un
nuevo ambiente desconocido que son desagradables y pueden llevar a la falta de confort del
animal si no se planean con cuidado y apropiadamente (Grandin, 1993). Cibils et al., (1994)
sefialan que el transporte por cualquier medio que sea, afecta las condiciones fisicas del animal,
asi como la calidad de la carne y su vida (til, al modificar las condiciones de acidez muscular y la

velocidad y duracion del rigor mortis.

La NOM-051-ZO0-1995. Trato humanitario en la movilizacion de animales, establece los
sistemas de movilizacion de animales que disminuyan su sufrimiento, evitdndoles tensiones o

reduciéndolas durante todo el proceso de transporte.

1.2.3 Estrés

De acuerdo con Sanudo (1986) se puede hablar de dos tipos diferentes de estrés: uno es el que
puede existir en la granja que es mas o menos importante, dependiendo de cuan largo sea y si este
momento estresante ocurre proximo al momento del sacrificio, el segundo y probablemente el
mas importante esta relacionado a las condiciones pre-sacrificio (manejo, transporte,
alimentacion, etc.). Apple et al., (1995) estudiaron el efecto de distintos factores estresantes en
ovinos y encontraron que aquellos animales que fueron sometidos a tratamientos estresantes
presentaron valores de pH significativamente mayores (> a 6) a los que no fueron sometidos a
estrés (de 5.72-5.74). Ademas, la carne de los animales estresados fue significativamente mas

oscura y mas tierna que la de los no estresados.

1.2.3.1 Efectos del estrés y pH en la calidad de la carne

La energia requerida para la actividad muscular en un animal vivo se obtiene de los azlcares
(glucdgeno) presentes en el masculo. En un animal sano y descansado, el nivel de glucdgeno de
sus musculos es alto. Una vez sacrificado el animal, este glucogeno se convierte en acido lactico
y el musculo y la canal se vuelven rigidos (rigor mortis). Este acido lactico es necesario para
producir carne tierna, de buen sabor, calidad y color. Pero si el animal esta estresado antes y
durante el sacrificio, se consume todo el glucogeno y se reduce el nivel de acido lactico que se
desarrolla en la carne luego de su sacrificio, lo que puede ocasionar efectos adversos muy graves

en la calidad de la carne (Sanudo, 1986).



1.2.3.1.1 Carne oscura, firme y seca (DFD por sus siglas en inglés)

La carne DFD se traduce en que el animal fue sometido a un ayuno adecuado y que las reservas
de glucdgeno son pocas o casi nula (que hace imposible la fermentacion anaerdbica o glucdlisis
anaerdbica), esta condicion también puede presentarse en las canales en las cuales el glucdgeno
muscular se consumié durante el transporte y manejo en el periodo anterior al sacrificio. Por
consiguiente, se generd poco acido lactico después de la muerte, entonces el lactato existente es
el proveniente de otras fuentes de la célula, pero no por via glucolitica. Una aplicacion de
temperaturas de refrigeracion después del sacrificio puede controlar la caida del pH para producir
carne oscura, firme y seca (por sus siglas en inglés DFD). Segun algunos autores la carne DFD es
la mas apetecida por los procesadores de carnes por su alto pH (6.0-7.0), aun asi, tiene una menor
vida util por sus niveles de pH altos ya que la carne es mas susceptible al ataque microbiano. A
este pH las proteinas cérnicas tienen mayor capacidad de retencion de agua a causa del pH lejano
a sus puntos isoeléctricos (Sanudo, 1986).

1.2.3.1.2 Carne palida, suave y exudativa (PSE por sus siglas en inglés)

Cuando el pH del musculo desciende rapidamente, es debido a un enfriamiento lento, cantidad
producida de lactato por ayuno prolongado antes del sacrificio y estrés en el animal, esto produce
una carne péalida, suave y exudativa (PSE) (Sanudo, 1986). El glucdgeno se transforma en &cido
lactico por medio de reacciones de glicélisis anaerdbica hasta alcanzar pH menores de 5,9. La
carne PSE tiene un color palido y sufre pérdidas por goteo por tener baja capacidad de retencion
de agua, esto es debido a la rapida caida en el pH y da como resultado bajo rendimiento en los
productos carnicos curados. El utilizar esta carne no es econémicamente rentable y se presentan
algunos defectos en los productos elaborados con este tipo de carne. Entre ellos tenemos (Keeton,
2001).

» Mayores pérdidas durante la coccion y el curado.

« Mayor proporcion de gelatina en los enlatados.

» Excesivas mermas de la carne fresca por exudacion.

» Coloraciones variadas e irregulares especialmente blanca en la carne de cerdo, que no es

muy agradable sensorialmente.



1.3 Factores intrinsecos que afectan la calidad de la carne

Entre los factores dependientes del animal (internos o intrinsecos) que pueden afectar la calidad
de la carne tenemos la raza, sexo y edad del animal. Se puede decir que la intensidad de color
rojo es la que tiene mayor variabilidad entre razas, esto debido al metabolismo y tamafio de
masculo, segun su aptitud de produccién y al porcentaje de fibras blancas, rojas e intermedias. El
sexo y la edad del animal, también influye sobre el color, la cantidad de pigmentos es mayor en
las hembras que en los toros y también aumenta con la edad por la mayor acumulacién de
mioglobina mientras que la terneza de la carne de toro es generalmente mas dura que la de los
novillos y ésta mas dura que la de las hembras, por lo tanto, a mayor edad menor terneza y
jugosidad de la carne (Cafieque et al., 2000).

1.3.1 Procesos bioguimicos en la transformacion de musculo en carne

Después de la muerte del animal, una de las modificaciones mas caracteristicas del tejido
muscular es la pérdida de sus propiedades elasticas. Las reacciones bioquimicas que entran en
juego para explicar la conversion del musculo en carne son muy complejas y para ello se requiere
de conocer acerca de las reacciones bioldgicas enzimaticas como son la protedlisis y lipolisis
(Ordofiez et al., 1998).

La proteolisis que se produce durante la maduracién afecta principalmente las proteinas
miofibrilares. La degradacion de las proteinas a péptidos se debe principalmente a la actividad de
las enzimas enddgenas de la carne. Durante la maduracion, las BAL, Staphylococcus y Kocuria
contribuyen a la degradacién de las proteinas sarcoplasmicas, pero tienen una baja actividad
proteolitica sobre las proteinas miofibrilares, es decir, que pocas veces son precursores de la
hidrélisis de los enlaces peptidicos que forman a las proteinas miofibrilares; las BAL gracias al
descenso de los valores de pH, contribuyen de manera indirecta a la degradacion de las proteinas
miofibrilares, mientras que los fendmenos proteoliticos producidos son el resultado de la accion

conjunta de las enzimas tisulares (Ordofiez et al., 1998).

Los lipidos son los precursores de numerosos compuestos aromaticos derivados de los fendbmenos
hidroliticos y oxidativos producidos durante la maduracion. La lip6lisis implica la degradacién
total o parcial de los enlaces éster de los triglicéridos y fosfolipidos. Los lipidos pueden ser

hidrolizados por las lipasas microbianas o tisulares, siendo los microorganismos lipoliticos, tales
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como Staphylococcus y Kocuria, los que contribuyen mayoritariamente a la rancidez hidrolitica,

los &cidos grasos libres son los precursores de las moléculas arométicas (Talon et al., 2002).
1.3.1.1 Glucdlisis

La glucdlisis es la consecuencia de reacciones que convierten la glucosa en un compuesto
quimico llamado piruvato o &cido piravico en condiciones aerobias y en condiciones anaerobias
en lactato. En los seres vivos, se realiza la glucolisis aerobica en el citoplasma de todas las
células a partir de moléculas de glucosa obtenidas de la degradacion del glucogeno almacenado
en el higado. Las reacciones quimicas empiezan con la glucosa y terminan con la formacion de
piruvato, éste se transforma en oxalato, compuesto quimico que se encuentra entre el citoplasma
celular y las mitocondrias. Cuando el piruvato se convierte en oxalato, comienza en la
mitocondria el ciclo de Krebs o ciclo de los acidos tricarboxilicos, para la obtencion de energia.
Dentro de las trasformaciones de glucosa a piruvato, hay formacion de energia (formacién de 2
moléculas de ATP), por lo cual la glucdlisis puede continuar hasta la formacion de piruvato

(Stryer, 1995). La glucolisis tiene dos objetivos importantes:

« Conversion de glucosa a piruvato en presencia de oxigeno sanguineo.
o Formacion de 2 moléculas de ATP para continuar con los procesos de formacion de acido

lactico y ciclo de Krebs.

Después de la muerte del animal, cesa el suministro de oxigeno como consecuencia del sangrado,
es entonces cuando las reacciones quimicas de glucolisis toman otro camino, dando paso a la
glucdlisis anaerobia en donde se libera simultaneamente fosfato inorganico que estimula la
conversion del glucégeno en &cido lactico, ademas no se produce piruvato sino lactato (figura 3),
el cual queda acumulado en el citoplasma celular, no hay formacion de oxalato y por tanto no se
presenta el ciclo de Krebs. De esta forma hay unaacumulacién de lactato en los tejidos
bioldgicos que modifica el pH del citoplasma afectando la funcion de las enzimas de la glucélisis

para la formacion de moléculas de ATP (Stryer, 1995).
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Figura 3. Piruvato y lactato (Stryer, 1995)

1.3.2 pH

El pH es la medida de la actividad del i6n hidrégeno de una solucién y se define como el
logaritmo negativo de la concentracion del ion hidrégeno, es un parametro de la carne de suma
importancia que deduce el comportamiento de las propiedades de las proteinas, ya que un
incremento considerable en la concentracion de iones hidrégeno (H*) en el citoplasma resultara
en la alteracion de la estructura terciaria de las proteinas produciendo rupturas de uniones
disulfuro y modificaciones de las interacciones electrostaticas que mantienen la estructura
terciaria, influyendo de manera directa o indirecta sobre: el color, el sabor, la terneza, la
capacidad de fijacion del agua y la conservacion. De esta manera el pH influye en la calidad de la
carne. El pH del tejido muscular del animal vivo es practicamente neutro (7.0-7.2), después de la
muerte se produce concentracion de acido lactico a partir del glucégeno muscular en funcion de
la glucdlisis anaerobia que tiene lugar al detenerse el aporte de oxigeno, mientras haya glucdgeno
se produce &cido lactico descendiendo el pH hasta que se interrumpen los fendémenos
glucoliticos. Por otra parte, la hidrélisis del ATP también ocasiona un incremento de los iones H*

en el musculo, contribuyendo al descenso del pH post mortem (Hamm, 1977).

El descenso del pH depende del tipo de fibras que predominan en el mdsculo y de la actividad
muscular antes del sacrificio. Asi, los musculos con predominio de fibras de contraccion rapida
(blancas) alcanzan valores finales de 5.5, mientras que en los musculos en donde predominan las

fibras de contraccién lenta (rojas) el pH no baja de 6.3 (Warris, 1982).
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1.4 Color de la carne

El color es uno de los factores importantes para la eleccién del consumidor, el cual esta
influenciado por los factores extrinsecos e intrinsecos tales como la genética del animal, el sexo,
la edad, la alimentacién, la estacionalidad, el estrés ante mortem, peso de la canal y algunas
condiciones post mortem (método de inmovilizacion y aplicacion de estrategias para mejorar la
calidad sanitaria), los métodos de envasado, el tiempo y la temperatura de almacenamiento, asi
como la extension de la exposicion al oxigeno, especialmente después de la muerte, influyen en

el color de la carne (Hunt et al., 2012).
1.4.1 Mioglobina

El principal pigmento de la carne, es la mioglobina, la cual cambia de color en funcion de su
estado de oxidacion. Es una proteina extremadamente compacta y globular, en la que la mayoria
de los aminoéacidos hidrofobicos se encuentran en el interior y muchos de los residuos polares
estan expuestos en la superficie, interviene en el transporte y fijacion del oxigeno y el transporte
de electrones. Las mayores concentraciones de mioglobina se encuentran en el mdusculo
esquelético, donde se requieren grandes cantidades de oxigeno para satisfacer la demanda
energética en el mecanismo de contraccion-relajacion. El color de la carne no es fijo y se puede
modificar por la interconversion de las tres diferentes formas de la molécula de mioglobina
(figura 4). Al realizar un corte transversal a las fibras musculares, la mioglobina interactla
principalmente con los gases de la atmdsfera, ya sea oxigeno, mondxido o dioxido de carbono, lo
que puede resultar en diferentes porciones de las diferentes especies de mioglobina (Mancini et
al., 2005).

HOOC

COOH

Figura 4. Estructura de la mioglobina (Horton, 2008)
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1.4.1.1 Estados quimicos de la mioglobina

La mioglobina esta quimicamente compuesta por dos partes, una parte proteica (globina) y una
no proteica (grupo hemo). Es una molécula altamente reactiva, con capacidad de producir
compuestos ionicos; el estado de oxidacion de la mioglobina es importante para la industria
carnica ya que el color es lo que determina que tan apetecible es para el consumidor, por lo que
se han buscado alternativas de envasado para mantener esta caracteristica sin afectar la calidad
(Mancini et al., 2005). El &tomo de hierro del grupo hemo de la mioglobina puede encontrarse en
forma reducida (Fe®*, ferroso) u oxidada (Fe*, férrico), se establecen interrelaciones siendo
posible la conversion reversible de unas a otras; el pigmento correspondiente a la forma oxidada
se denomina metamioglobina y en ella el &omo de hierro no puede combinarse con otras
moléculas. Cuando el &tomo se encuentra en forma reducida puede reaccionar con una molécula
de agua dando lugar a la desoximioglobina, o bien puede compartir electrones con el oxigeno
molecular dando lugar a la oximioglobina. Cada una de estas tres formas (figura 5) presenta un
espectro de absorcion distinto, la desoximioglobina tiene un méximo poco agudo a 550nm, la
oximioglobina y la metamioglobina presentan dos maximos, la primera a 542 y 575nm, mientras
que la segunda a 505 y 627nm. Esto hace que la desoximioglobina presente una tonalidad rojo

purpura, la oximioglobina un rojo vivo y la metamioglobina un rojo pardo.

Fe** Fet
oxigenacion + Oz
ﬁ
h
DEOXIMIOGLOBINA OXIMIOGLOBINA
Rojo purpura 34 Rojo vivo

METAMIOGLOBINA
Rojo pardo

Figura 5. Estados quimicos de la mioglobina (Hunt et al., 2012)
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Cuando la carne es fresca o recién cortada la proporcion de desoximioglobina (DMb Fe?*) es alta
y esto confiere a la carne de res un color rojo purpura, debido a que la mioglobina se encuentra en
estado reducido, ya que no hay oxigeno fijado a la molécula. Después de condiciones aerobias, el
oxigeno (O-) se une a la molécula de DMb para producir oximioglobina (OMb Fe®*) y generar un
color rojo cereza brillante. Esta reaccidn ocurre en los primeros 3-5 milimetros de la superficie de
la carne, que son los que estan en contacto con el oxigeno. Después de una exposicion
prolongada al medio ambiente, la OMb se oxida a su forma de metamioglobina (MMb Fe®*")
generando un color rojo pardo que es poco deseable. Una forma mas de la DMb es la
carboximioglobina (COMb Fe?*), que se genera en presencia de monéxido de carbono y resulta
en una coloracion roja, semejante a la OMb (Hunt et al., 2012). Los microorganismos también
pueden propiciar cambio en el color, generando principalmente pigmentaciones verdosas, la
molécula producida se llama sulfomioglobina (SMb), caracteristica de la presencia de desarrollo
microbiano, por la reaccién del SH, producido por los microorganismos y el oxigeno
atmosférico, la SMb se puede llegar a oxidar hasta metasulfomioglobina (MSMb) que dard un
color rojo (Hunt et al., 2012).

1.4.2 Espectrofotometria de reflectancia

Es el método de analisis dptico mas utilizado en el area de la investigacion. El color se puede
evaluar a partir de las coordenadas fijadas por la Comision Internacional de lluminacion (CIE),
luminosidad (L"), cromaticidad verde-rojo (a’) y cromaticidad amarillo-azul (b"). Los
espectrofotdmetros de reflectancia miden la cantidad proporcional de luz reflejada por una
superficie como una funcion de las longitudes de onda para producir un espectro de reflectancia.
El espectro de reflectancia de una muestra se puede usar, junto con la funcién del observador
estandar CIE y la distribucion relativa de energia espectral de un iluminante para calcular los
valores tri-estimulo CIE XYZ para las muestras de analisis. Los métodos espectroscdpicos se
basan en la capacidad de las sustancias de absorber o emitir radiacion electromagnética, y tales
métodos se pueden emplear para determinar la concentracion de un reactivo o producto durante

una reaccion (Hunt et al., 2012).
1.4.2.1 Sistema CIELab colorimetria

La luz visible es una parte del espectro electromagnético, que se define por las longitudes de onda
de energia y emision que incluye infrarrojos, ultravioleta, rayos X, rayos gamma Yy rayos

cdsmicos. Sin embargo, los seres humanos solo pueden detectar la luz en el espectro visual, que
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va desde 390 hasta 750nm. En este estrecho rango del espectro electromagnético, el ojo vy el
cerebro humano tienen la capacidad para separar las longitudes de onda en grupos de colores. Por
ejemplo, el color rojo se asocia con la luz de aproximadamente 650 a 700nm de longitud de onda,
el verde de 490 a 575nm y el azul de 455 a 490nm. Para facilitar la comunicacion de color, se han
desarrollado herramientas para ayudar al lenguaje del color, el modelo CIELab se usa para
describir todos los colores que puede ver el ojo humano. Este sistema indica que alrededor de la
periferia corresponden a los colores primarios rojo, verde y azul (figura 6). El diagrama de
cromaticidad permitié trazar coordenadas para determinar el matiz y la saturacion (intensidad)
del color. El eje a se extiende desde el verde (-a") al rojo (+a") y el eje b” desde el azul (-b") al
amarillo (+b"). El brillo (L") aumenta desde la parte inferior hasta la parte superior del modelo
tridimensional (Hunt et al., 2012).

Blanco
+L*

Verde '

Negro

Figura 6. Modelo de color CIELab (Hunt et al., 2012)

Propiedades del color:

e Matiz: Es la forma de percibir el color de un objeto amarillo, rojo, verde, azul, etc.

e Croma (C"): También llamado pureza o saturacion, describe la parte llamativa o apagada
de un color, es decir, indica si el color es matiz puro o se encuentra cerca de la escala de
los grises.

e Luminosidad: Representa el grado de claridad de un color. Al comparar estos valores, los

colores pueden ser clasificados como tenues u obscuros.
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1.4.2.2 Curva Espectral

Para detectar el color, la luz debe reflejarse en el objeto que se esta viendo y volver al ojo. Para
tener desarrollo de color, la luz que ilumina el objeto debe tener el rango espectral que permita la
reflectancia de las longitudes de onda correspondientes, que el ojo puede detectar y el cerebro
interpretar como el color. Por lo tanto, con plena luz espectral visual se tiene la posibilidad de un
numero infinito de colores a desarrollar, cuando la luz golpea la carne, sera absorbida, reflejada o
dispersada; las longitudes de onda de la luz que se absorben no son perceptibles para el ojo
porque son retenidas por el objeto (por ejemplo, carne), sin embargo, la luz reflejada es percibida
y capturada por el ojo y se transmite al cerebro. Debido a que el ojo es tricromatico, el cerebro
interpreta la intensidad de los estimulos azules, verdes y rojos como un color. Asi, para discernir
el color de la carne, la fuente de luz debe contener las longitudes de onda capaces de reflejar
fuera de las superficies de la carne, o el color no sera perceptible para el 0jo o para un detector
instrumental. Por lo tanto, la fuente de luz debe ser estandarizada. En general, los humanos para
ver el verdadero color de un objeto, necesitan una fuente de luz equilibrada. En resumen, una
fuente de luz, tal como la lampara incandescente, hara que la carne fresca sea mas brillante que
una lampara fluorescente de 5000 K con una salida roja mas baja. En la figura 7 se representa el
coeficiente de reflexion o porcentaje de reflectancia (R), se caracteriza por ser un parametro
intimamente ligado a la estructura del musculo en superficie y se define como el cociente entre la

luz reflejada y la luz incidente (1/1;). (Hunt et al., 2012).
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Figura 7. Curva espectral (Hunt et al., 2012)
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1.5 Microbiota de origen de la carne

La masa interna de la carne no contiene microorganismos 0 éstos son escasos. Sin embargo,
debido a la gran variedad de fuentes de contaminacién, en la superficie externa del animal,
ademés de su microbiota natural existe un gran numero de especies de microorganismos
provenientes del suelo, agua, piensos y estiércol, los tipos de microorganismos que suelen
encontrarse en la carne son muchos. Entre las muchas bacterias que pueden hallarse, las mas
importantes son las de género Pseudomonas, Alcaligenes, Micrococcus, Streptococcus, Sarcina,
Leuconostoc, Lactobacillus, Proteus, Flavobacterium, Bacillus, Clostridium, Escherichia,
Salmonella y Streptomyces (Hugas et al., 1998).

1.5.1 Bacterias acido lacticas (BAL)

Con la denominacion de “bacterias acido lacticas” (BAL) se generaliza a un grupo de bacterias
que fermentan azUcares como glucosa y lactosa para producir &cido lactico. Estas bacterias se
caracterizan por ser generalmente cocos o bacilos Gram positivos, poseen una pared celular muy
gruesa, son inmaviles, , no reducen nitratos, son &cido tolerantes (la mayoria crece a pH entre 4 y
4.5, son microaerofilicas o aerobias facultativas, son consideradas mesofilas pero pueden crecer
en rangos de 4 y 45°C y generalmente son catalasa-negativas, no formadoras de esporas,
requieren de purinas y pirimidinas ya formadas, aminoacidos y vitamina B para su reproduccion,
con actividad proteolitica sobre las proteinas miofibrilares, y degradacion de las proteinas, con
poca actividad lipolitica, ya que no participan en la degradacion de los enlaces éster de los
triglicéridos y fosfolipidos. Realizan la fosforilacion a nivel sustrato para obtener energia
(Bamforth, 2005).

Los géneros representativos de las BAL se denominan: Lactobacillus, Leuconostoc,
Streptococcus, Bifidobacterium y Pediococcus. Con excepcion de Bifidobacterium, todos son
aerobios. Estos microorganismos se pueden clasificar ademas por su metabolismo, en
homofermentativos y heterofermentativos, los primeros producen exclusivamente acido lactico,
mientras que los segundos, producen ademas acido aceético, etanol y didxido de carbono. Otras
caracteristicas deseables de las BAL, son que pueden mejorar el sabor y la textura y en algunos
casos aumentan el valor nutricional. Debido a que las BAL son termorresistentes ya que soportan
temperaturas de hasta 45°C y se activan a pH bajos, se han utilizado en la bioconservacion de
carne y productos carnicos como cultivos protectores, destacandose por su produccion de acido

lactico y otros metabolitos relacionados con fendmenos de antagonismo, que son capaces de
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controlar e inhibir el crecimiento de bacterias no deseadas, tanto patégenas como deteriorantes
(Hugas et al., 1998).

1.6 Bacterias alterantes de la carne

La contaminacién mas importante es de origen externo y se produce durante el desangrado,
desuello y cuarteado, los microorganismos proceden principalmente de las partes externas del
animal (piel, pezufia y pelo) y del tracto intestinal, entre las que destacan las bacterias mesofilas

aerobias y los coliformes.

En el cuadro 5 se muestran los principales géneros de bacterias que pueden estar presentes en la
carne debido a una contaminacién como resultado de una deficiente manipulacion y manejo de la

materia prima, y los cuales pueden ser identificados mediante la tincion de Gram.

Cuadro 3. Principales géneros bacterianos de los alimentos

Tipo Género
Gram negativos:
) i o ) Campylobacter
Bacilos microaerdfilos espirales o curvos

Acetobacter, Acinetobacter, Alcaligenes,

Gram negativos: Alteromonas, Brucella, Flavobacterium,
Aerobios de forma bacilar o cocacea Halobacterium, Halococcus, Moraxella,
Pseudomonas

) Aeromonas, Enterobacter, Erwina,
Gram negativos: . .
) ) ) Escherichia, Proteus, Salmonella, Serratia,
Bacilos anaerobios facultativos ) o )
Shigela, Vibrio, Yersina

Gram positivos: Leuconostoc, Micrococcus, Pediococcus,
Cocos Staphylococcus, Streptococcus
Gram positivos: ) ) o

) Brochothrix, Lactobacillus, Listeria
Bacilos regulares no esporulados
Gram positivos: ]

) Corynebacterium
Bacilos regulares no esporulados
Gram positivos: )

_ _ Mycobacterium

Micobacterias

Fuentes: Pascual, 2000
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1.6.1 Bacterias mesofilas aerobias

Las bacterias mesofilas aerobias, como grupo, son consideradas generalmente como organismos

indicadores. Refleja la calidad sanitaria de un alimento, las condiciones de manipulacion y las

condiciones higiénicas de la materia prima (Bamforth, 2005). Caracteristicas:

Crecen en condiciones aerobias.
Temperatura de incubacion entre los 20 y los 37 °C.
Pueden ser patdgenas (causan enfermedades al organismo que invaden) o saprofitas (es

decir viven libres en la naturaleza, se nutren de materia orgénica e inorganica).

Recuentos altos en carne a menudo indican materias primas contaminadas por un manejo

inapropiado o tratamientos no satisfactorios desde el punto de vista sanitario:

En los productos carnicos pueden indicar también condiciones inadecuadas de
tiempo/temperatura durante su almacenamiento.

La presencia de un nimero elevado de bacterias aerobias mesodfilas que crecen bien a
temperatura corporal o préxima a ella, significa que pueden haberse dado condiciones
favorables a la multiplicacion de los microorganismos patégenos de origen humano o
animal.

Todas las Bacterias patdgenas conocidas vehiculadas por la carne y los productos carnicos
son mesofilas y en algunos casos contribuyen con su presencia a los recuentos en placa

encontrados.

1.6.2 Coliformes totales

Los coliformes son un grupo de bacterias que comparten caracteristicas bioquimicas en comin y

son Utiles como microorganismos indicadores de sanidad de alimentos y agua. En conjunto los

coliformes estan representados, por cuatro géneros de la familia Enterobacteriaceae:

Escherichia, Enterobacter, Klebsiella y Citrobacter (Ashbolt et al., 2001). Los coliformes se

clasifican en totales y fecales. Como caracteristicas comunes de los coliformes totales destacan:

Poseen morfologia bacilar.
Pueden ser aerobias o anaerobias facultativas.
No forman endosporas.

Gram negativas.
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e Fermentan la lactosa produciendo acido y gas en 24-38 horas a 36°C.
Los coliformes fecales comparten las mismas caracteristicas que los totales, ademas:

e Crecen con lactosa y la fermentan a 44.5°C+ 2°C produciendo &cido y gas en las primeras
48 horas de incubacion.

e Son coliformes termotolerantes. Incluye cepas de los géneros Klebsiella y Escherichia
siendo esta ultima el més util indicador de calidad higiénica de carne y productos

carnicos.
1.7 Métodos de conservacion de la carne

Mientras el animal estd vivo, los tejidos tienen propiedades bacteriostaticas y bactericidas,
inmediatamente después de la muerte, los tejidos pierden su autodefensa y por esta razén es
necesario elegir y aplicar inmediatamente algun tipo de conservaciéon de la carne, seglin las

condiciones y el destino de la misma. Entre los métodos maés utilizados se encuentran:

Refrigeracion (disminuye las velocidades de las reacciones).
Congelacion (inmoviliza el agua, inactiva toda actividad metabdlica, alarga la vida util).
Irradiacion (esterilizacion por las reacciones ionizantes).

Salazon (disminucion de la actividad de agua, uso de salmueras).

o B~ w D

Ahumado (uso de fenoles y difenoles, provocan una ligera disminucién de la actividad de
agua).

6. Secado (deshidratacion por evaporacion).

La importancia de los métodos de conservacion recae en la capacidad de estos en hacer llegar
hasta los consumidores un producto de optima calidad que puede tener una vida util de varios
meses. Bajo el concepto conservacion se considera mas que evitar la putrefaccion, inhibir o
prevenir una alteracion del sabor, aroma, textura, aspecto exterior, etc., que caracteriza la calidad

de la carne o un producto carnico.
1.7.1 Teoria de obstaculos de Leistner

Desde el punto de vista microbiologico, las tecnologias de barreras tienen un gran auge en la
conservacion de la carne al exponer a los microorganismos a un medio hostil (uno o mas factores
adversos) para prevenir o retardar su crecimiento, disminuir su supervivencia 0 causar su muerte.

Ejemplos de tales factores son la acidez (bajo pH), la limitacion del agua disponible para el
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crecimiento por ejemplo reduccion de la actividad de agua, las temperaturas bajas (refrigeracion)
y el envasado al vacio. Para ser efectivos, los factores de conservacion deben superar la

resistencia microbiana homeostatica (Leistner et al., 2002).
1.7.2 Refrigeracion

El método maés difundido para la conservacion de la carne es la refrigeracion (Delgado et al.,
2013), siendo las temperaturas entre 0 °C y 5 °C las recomendadas para productos como la carne
fresca. La refrigeracion es un proceso termodindmico donde se extrae el calor de un cuerpo,
bajando asi su temperatura; mediante la accion del frio el desarrollo de los microorganismos
decrece hasta que se alcanza la temperatura minima por debajo de la cual se inhibe el crecimiento
totalmente (Prandl et al., 1994). Entre la diversidad de la microbiota de la carne, las bacterias
aerobias Gram negativas son las que adquieren mayor importancia y, dentro de éstas, distintas
especies del género Pseudomonas son normalmente las responsables de la alteracion de la carne

refrigerada, en asociacion con otras especies de Enterobacterias.
1.7.3 Envasado al vacio

El envasado se manifiesta ante el consumidor como una herramienta de comercializacion, que
ademas de alargar la vida Gtil, mejora la presentacion del producto y le permite un uso mas facil
del mismo adaptado a su conveniencia (Yam et al., 2005). El envasado al vacio, hoy es
extensamente utilizado en carne fresca, se aplica comunmente en piezas de gran tamafio, como
son los cortes primarios, secundarios, o los cuartos completos de las canales. La falta de oxigeno
en el interior de los envases minimiza las reacciones oxidativas y el crecimiento de bacterias
aerobias (Zhou et al., 2010), para conseguir que las condiciones de anaerobiosis se mantengan en
el tiempo es fundamental usar materiales que sean impermeables a los gases. El envasado al
vacio, si bien es el més eficiente para conservar la calidad microbiolégica de la carne si se utiliza
en conjunto con refrigeracion, tiene la desventaja de que en ausencia de oxigeno no se desarrolla
el color rojo vivo deseado por el consumidor; al abrir el empaque y exponer la carne al aire se
produce el llamado blooming, que es cuando se oxigena la mioglobina y se produce
oximioglobina y el color de la carne vuelve a ser rojo brillante y mas apetecible (Hechelmann et
al., 1974).
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1.7.4 Uso de conservadores

En la actualidad ha surgido la necesidad de buscar alternativas de conservacion, esto debido a que
se ha asociado el consumo de conservadores quimicos con intoxicaciones. La demanda de
productos frescos minimamente tratados estd aumentando, asi como el interés por los agentes
antimicrobianos de origen organico, por esto en la actualidad se busca la combinacion de dos o
mas factores que interaccionen activa o sinérgicamente para controlar a la poblacion microbiana,
permitiendo con esto productos semejantes al producto fresco pero con menos aditivos quimicos;
cabe sefialar que la velocidad de deterioro microbiolégico no solo depende de los
microorganismos presentes, sino también de la combinacién quimica del producto y del tipo de
carga microbiana inicial. Es por ello que el principal objetivo del procesamiento de alimentos es
proveer bienestar al ser humano por medio de alimentos seguros, nutricionalmente adecuados y
cubrir las expectativas de sabor, aroma y apariencia, por lo cual el uso de aditivos alimentarios de
origen organico implica el aislamiento, purificacion, estabilizacion e incorporacion de dichos
compuestos a los alimentos con fines antimicrobianos, sin que afecte negativamente a las

caracteristicas sensoriales.
1.8 Bioconservacion como estrategia para prolongar la vida util de la carne

La bioconservacion consiste en prolongar la vida atil de los alimentos empleando la microbiota
natural, o mediante la adicion de bacterias &cido lacticas o sus metabolitos (Fernandez et al.,
1988). En la actualidad las bacterias acido lacticas (BAL) tienen una gran importancia en la
innovacion tecnoldgica alimentaria, debido a que producen metabolitos tales como los acidos
organicos, peroxido de hidrdgeno, reuterina, bacteriocinas, etc. que ayudan en la conservacion de
alimentos, contribuyen a la inhibicion de microorganismos patégenos involucrados en

enfermedades transmitidas por alimentos (Hugas, 1998).
1.8.1 Uso de sales de acidos organicos

El &cido lactico es un acido organico de tres carbonos, uno de los cuales forma el Unico grupo
carboxilo de la molécula. El acido lactico es la forma molecular, por tanto, tiene protonado su
carboxilo (-COOH), mientras que el lactato presenta ionizado dicho grupo funcional (-COQ") por
la liberacion del hidrogeno en forma de hidrogenion (H"). Ambas son formas interconvertibles a
valores de pH bajos ya que el pK del acido lactico es de 3.86. Esto significa que a pH 3.86, la

mitad de las moléculas estarian como acido lactico y la otra mitad como lactato. Si el pH se
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disminuye, aumenta la proporcion acido lactico vs. lactato, pudiendo alcanzarse un valor de pH
en el que el 100% de las moléculas sean de acido lactico. El lactato se forma a partir de piruvato,
producido a partir de glucosa (via glucolitica) y de la transaminacion del aminoécido alanina.
Observe en la figura 3 que la reaccion consiste en la reduccion de piruvato con dos hidrdgenos
que dona el cofactor NADH + H* (Stryer, 1995). Cada microorganismo requiere un pH minimo,
Optimo y maximo de crecimiento (cuadro 3) aunque en su mayoria crecen en forma optima en un
intervalo que va de 6.5 hasta 7.5, estos factores dependen de factores propios de cada alimento,
como la a,, el contenido de nutrientes, entre otros; como la temperatura, el pH es un medio para
controlar la proliferacion microbiana ya que tiene un impacto significativo en la letalidad del
tratamiento térmico ya que menos calor sera necesario para inactivar microorganismos si el pH es
reducido (Guerrero, 2007)

Cuadro 4. Valores aproximados de pH para el crecimiento de microorganismos en

alimentos
Bacterias pH minimo pH maximo
Gram negativas
Pseudomonas aeruginosa 5.6 8.0
Salmonella paratyphi 4.5 7.8
Gram positivas
Bacillus subtilis 4.5 8.5
Streptococcus lactis 4.3-4.8 9.2
Staphylococcus aureus 4.0 9.8
Clostridium botulinum 4.7 8.5

Fuente: ICMSF, 1983

El lactato actia como agente bacteriostatico incrementando la fase de latencia de los
microorganismos. La accion especifica del lactato se atribuye a mecanismos que interfieren en el
metabolismo microbiano tales como la acidificacion intracelular y la interferencia del transporte
de protones a través de la membrana celular. El lactato tiene un espectro de actuacion amplio,
mostrandose efectivo contra microorganismos Gram-positivos y Gram-negativos. Entre ellos, se
ha descrito su capacidad para inhibir el crecimiento de patogenos tales como Salmonella, L.
monocytogenes, S. aureus y Clostridium (Jerez, 2005). La adicion de lactatos a alimentos con
valores de pH neutros favorece la extensién de su vida Gtil (Houtsma et al., 1993). Cantidades de
lactato entre un 2-4% inhibieron el crecimiento de L. monocytogenes en productos carnicos
refrigerados a 1 y 10°C (Weaver et al., 1993). El uso de lactato potasico (E-326) y lactato célcico
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(E-327) como aditivos para la fabricacion de productos carnicos estd permitido en Estados
Unidos de América (FSIS/USDA, 2000) como seguros para el consumo humano. En cuanto al

lactato, no se han detectado connotaciones sensoriales negativas derivadas de su aplicacion entre
el 2-4%.
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CAPITULO 2.
METODOLOGIA
EXPERIMENTAL



2.1 Justificacion

La industria carnica busca constantemente nuevas alternativas para afiadir valor a sus productos
al tratarse de alimentos altamente perecederos. Un ejemplo es la aplicacion de sales de acidos
organicos en carne cruda para agregar sabor y extender la vida Util. De ahi la importancia del uso
de conservadores organicos, aditivos “generalmente reconocidos como seguros” (GRAS). La
carne y productos carnicos estan relacionados como responsables de brotes de enfermedades
transmitidas por alimentos (ETA), situacion que pone de manifiesto la importancia de la
aplicacion escrupulosa de medidas de control higiénico preventivas y de la oportunidad de
incorporar barreras de seguridad en los elaborados carnicos. Los lactatos y otras sales han
demostrado su eficacia como métodos complementarios preventivos. El uso de sales de acidos
organicos como el lactato de potasio y el lactato de calcio, ayudan a reducir los factores asociados
con la corta vida util. Estos dos conservantes poseen el estatus GRAS y son seguros para el
consumo humano, inhiben eficazmente el crecimiento de microorganismos deteriorantes y

patdgenos en combinacion con bajas temperaturas y atmésferas modificadas.
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2.2 Objetivos

Objetivo general
Evaluar el efecto de la aplicacién combinada de lactato de potasio o de calcio, envasado al vacio
y almacenamiento en refrigeracion, de carne de res, sobre algunos pardmetros fisicos,

fisicoquimicos y microbioldgicos, para establecer su calidad tras 14 dias de almacenamiento.

Objetivos particulares

1. Demostrar el efecto de la aplicacion combinada de lactato de potasio o de calcio,
envasado al vacio y refrigeracion a 4°C, de carne de res, sobre el pH y a,, para definir los
cambios en su calidad tras 14 dias de almacenamiento.

2. Fundamentar el efecto de la aplicaciébn combinada de lactato de potasio o de calcio,
envasado al vacio y refrigeracién a 4°C, de carne de res, sobre los parametros de perfil de
color, para identificar las especies quimicas de la mioglobina, tras 14 dias de
almacenamiento.

3. Verificar el efecto de la aplicacién combinada de lactato de potasio o de calcio, envasado
al vacio y refrigeracion a 4°C, de carne de res sobre las cuentas de mesofilos aerobios y
coliformes totales, para establecer su calidad sanitaria, tras 14 dias de almacenamiento.

Hipotesis

Si la combinacion de tecnologias de barreras poseen un efecto benéfico sobre la calidad de carne
de res, entonces la aplicacion de lactato de potasio o de calcio combinado con un envasado al
vacio y refrigeracion a 4°C, mantendrd el color inicial de la carne con predominio de
oximioglobina, se reducira la actividad de agua y el pH, y con ello los logaritmos de unidades
formadoras de colonia de bacterias mesofilas aerobias y coliformes totales, prolongando a su vez

el tiempo de vida util.
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2.3 Cuadro metodologico

En la figura 8 se presenta el cuadro metodologico, el cual contiene la metodologia experimental

que se llevé a cabo para la realizacion de este trabajo.

Problema: Efecto de la aplicacion de lactatos sobre algunos pardmetros de calidad de la came de res

!

Actividades preliminares:

Caracterizacion de la matenia pri-
ma (Evaluacidn de aw, pH, pedfil

Ohjetivo general: Evaluar el efect de la aplicaciin combinada de lactato de potasio o de caleio, envasado al vacio y al-
macenamiento en refrigeracion, de came de res, sobre alounos parametros fisicos, fisicoquimicos y microbinldgicas, para
de color, UFClg de mesofilos ae-| |establecer u calidad tras 14 dias de almacenamiento.

rohios y coliformes ttales).

Hipotesis; 51 la combinacion de tecnologias de barreras poseen un efecto benéfico sobre la calidad de came de res, entonces la aplica-
citn de lactato de potasio o lactatn de calcio combinado con un envasado al vacio v refrigeracion a4°C, mantendrd el color inicial de
la came con predominio de oxitnioglobing, se reducird la actividad de aguay el pH, y con ello 1os logatitmos de unidades fomadoras

de colonia de bacterias mesofilas aerobias y coliformes totales, prolongando a su vez el tiempo de vidattil,

v

Chbjetivo particular 1: Demostrar el efecto de la aplicacidn combinada de
lactatn de potasio o calcio, envasado al vacio y refrigeracion a 4°C, de
came de tes, sobre el pH y ey para definir [os cambios en su calidad tras

14 dfas de almacenamiento,
V.1: Lactatos, envasado al vacio y refrigeracion

VD pHy av VR Calidad

Objetivo particular 2: Demnostrar el efecto de la aplicacion combinada de
lactatn de potasio o calcio, envasado al vacio y refrigeracion a4°C, de car-
ne de res, sohte los pardmetros de perfil de color, para identificar las espe-

cies quimnicas de lamioglobing tras 14 dias de almacenamiento,
V.1.; Lactatos, envasado al vacio y refrigeracion

V.D.: Color V.R.: Calidad

¥

de almacenamiento,

V.R.: Calidad sanitaria

Objetivo particular 3: Determinar el efecto de la aplicacién combi-
nada de lactato de potasio o calcio, envasado &l vacio v refrgera-
cidn a4°C, de carne de res, sobre lag cuentas de mesdfilos aerohios

v coliformes totales, para establecer su calidad sanitania tras 14 dias

V.1 Lactatns, envasado al vacin y refrigeraciin

V.D.. UFC/gde mesifilos aerobios y colifonmes totales

Color: Espectrofotimetra Konica Minolta 600d
Actividad de agua; Higrometro PagKit
pH: Potenciétmetro Orion Five-Star

Microbioldgico: cuenta en placa

Figura 8. Cuadro metodoldgico

¥ Remltados

I Estadistico ANOVA I

:

l Andlisis y Discusidn ]

| Conclusiones |
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2.4 Materiales y métodos

Como actividades preliminares se inicio con el reconocimiento de los equipos y métodos con los
cuales fueron evaluados los parametros de interés de este proyecto; para ello se revisd cada uno
de los manuales de cada equipo, lo cual fue de gran importancia para conocer y controlar el
correcto funcionamiento de los mismos, ademas de asegurar la confiabilidad y calidad de los
ensayos realizados. Las siguientes pruebas se realizaron en todos los tratamientos, el lote con
lactato de potasio, lote con lactato de calcio, lote control (sin sal, sélo envasada al vacio) y en la
materia prima (carne sin tratamiento), se hicieron por triplicado, a excepcion de la evaluacion
microbioldgica que se realizo por duplicado. Fue importante determinar los pardmetros de interés
en la materia prima (cuadro 4), para realizar una discusion de los cambios que generaron los
lactatos y las tecnologias empleadas (el vacio y la refrigeracion) en los lotes experimentales

durante su almacenamiento.

Cuadro 5. Caracterizacion de la materia prima

Parametro Valor (promedio)
aw 0.93
pH 5.51
L 38.14
a’ 19.19
b* 12.62
log UFC/g (mesofilos) 4
log UFC/g (coliformes totales) 4

2.4.1 Evaluacion de actividad (ay)

La determinacion se realizd con un higrémetro Paykit Aqualab (figura 9). Primero se colocé el
equipo en una superficie plana, después la muestra en el recipiente, se levantd la tapa inferior,
despejando el sensor y se presiond el boton | para iniciar la lectura. Los rayos marcados del
resplandor indican que la lectura ha finalizado, es importante registrar la temperatura final para
realizar una correccion en caso necesario con la ecuacién integrada de Clausius-Clapeyron

(ecuacion 1).
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Figura 9. Pa,kit

Ecuacién 1:

AHyqp

1 1
- (_ ) =X por tanto a,, = e* + aw(errc’)nea)

T1 T2

Donde:

AHyp: Entalpia de vaporizacion del agua (40610 kJ/mol)
R: Constante de los gases ideales (8.314 J/mol*K)

T1: Temperatura interna a la que se realizé la prueba (K)
T2: Temperatura ambiente (K)

2.4.2 Evaluacion de pH de la carne

La determinacion de pH se realizé con un potenciometro digital (figura 10), para la calibracion
del electrodo Orion 8135BNUWP se utilizaron 2 soluciones buffer Orion, la primera con pH de 4
y la segunda de 7 para calibrar a un rango de pH congruente al de la carne de res, que de acuerdo
con la literatura oscila entre 5.5 y 6.4; después de la inmersion en cada una de las soluciones
buffer el electrodo se enjuagd con agua destilada y se secO cuidadosamente, posteriormente el
electrodo se colocd sobre la muestra y se registro la lectura una vez estabilizado el icono del pH.
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Figura 10. Potenciémetro Orion Five-Star

2.4.3 Evaluacion de los parametros de perfil de color

Antes de realizar la medicion, las muestras a evaluar se expusieron al oxigeno del ambiente
durante 30 minutos para permitir la estabilizacion de la mioglobina (blooming), para lograr la
reduccion de la metamioglobina a oximioglobina es recomendable realizar el blooming a

temperaturas bajas de 0 a 4°C, ya que a esta temperatura la oximioglobina es mas estable.

Se utilizé un espectrofotémetro Konica Minolta CM-600d (figura 11), el funcionamiento de este
instrumento consiste en iluminar la muestra con luz blanca y calcular la cantidad de luz que
refleja dicha muestra en una serie de intervalos de longitudes de onda. Se realizé la calibracién
del cero, esto se hizo tomando una lectura del ambiente en donde se realizd la lectura, seguida de
la calibracién en blanco, que es cubriendo el puerto de medicién con un capuchén para
calibracion, la muestra se colocd en una caja Petri seguida del lente anti reflejante (cuarzo), se
realizé la prueba y se registraron los valores L,* a* y b*. Al finalizar la lectura se limpi6 el lente

anti reflejante.

La diferencia de color (AE*) para cada muestra se calculd de la siguiente manera:

AE* = \/(AL*? + Aa*? + Ab*%)

Donde:

AE: Cambio de color
AL": Valor de L de tratamiento - Valor de L~ de materia prima
Aa’": Valor de a” de tratamiento - Valor de a” de materia prima

Ab": Valor de b” de tratamiento - Valor de b™ de materia prima
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Figura 11. Colorimetro Konica Minolta CM-600d

2.4.4 Evaluacién de las bacterias mesofilas aerobias y coliformes totales

Se evalud la calidad microbiologica de carne de res envasada al vacio y almacenada en
refrigeracion, siguiendo la metodologia descrita por las normas oficiales mexicanas: NOM-110-
SSA1-1994. Preparacion y dilucion de muestras de alimentos para su anélisis microbiol6gico,
NOM-113-SSA1-1994. Bienes y servicios. Método para la cuenta de microorganismos
coliformes totales en placa, NOM-092-SSA1-1994. Bienes y servicios. Método para la cuenta de
bacterias aerobias en placa y NOM-210-SSA1-2014, Productos y servicios. Métodos de prueba
microbioldgicos. Determinacion de microorganismos indicadores. Determinacion de

microorganismos pat6genos.
2.4.4.1 Preparacion de agua peptonada

La preparacion del agua peptonada se hizo con base a lo planteado por la NOM-110-SSA1-1994.
En un frasco sin esterilizar marca Schott Duran con tapa roscada (figura 12) con capacidad de
500mL se afadieron 0.3g de peptona de caseina marca BIOXON, 2.55¢g de Cloruro de sodio y
300mL de agua destilada, se disolvio hasta obtener una solucion homogénea. Se midio el pH
(Potenciometro Thermo Oridn Five-Star) y se estandarizo con hidroxido de sodio 0.1N a un valor
de 7, en tubos de ensaye de 16x150mm con tapdn de rosca, en 10 tubos de ensaye se vertio 9mL
de agua peptonada en cada uno de ellos, colocandole su tapa a cada frasco sin cerrar
completamente, se identificaron con una etiqueta para su uso posterior para cada disolucion;

posteriormente en dos frascos sin esterilizar marca Schott Duran con tapa roscada con capacidad
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de 250mL se vertié 90mL de agua peptonada en cada uno de ellos, preparado el material anterior
se esteriliz6 por 15min a 121+ 1°C, el frasco con 90mL de agua asi como los tubos de ensaye se
colocaron en un vaso de precipitado de plastico de 2L procurando que no tuvieran tanta friccion
entre ellos. Terminado el proceso de esterilizacion el frasco y los tubos que contenian el agua
peptonada se colocaron en una campana de flujo laminar, con el fin de evitar una contaminacion

y promover un manejo higiénico del material y los reactivos.

Figura 12. Frasco Schott

2.4.4.2 Medios de cultivo

Un medio de cultivo es un conjunto de nutrientes, factores de crecimiento y otros componentes
que crean las condiciones necesarias para el desarrollo de los microorganismos. En la actualidad,
la mayoria de los medios de cultivo se encuentran comercializados, normalmente como productos
liofilizados que es necesario hidratar. En general la preparacion de un medio de cultivo consiste
en pesar la cantidad necesaria del polvo liofilizado, disolverlo en agua destilada (libre de
inhibidores del crecimiento) siguiendo las instrucciones del fabricante y esterilizar la disolucién,
previa comprobacion y correccion del pH si es necesario. Se prepard un medio selectivo de agar
bilis rojo violeta que permitié solo el crecimiento de coliformes totales e inhibi6 el desarrollo del
resto. Para determinar la presencia de bacterias mesoéfilas aerobias se utilizd el agar triptona-
extracto de levadura.

2.4.4.2.1 Preparacion de agar triptona extracto de levadura para la determinacion
de cuenta estandar
De acuerdo con lo establecido en la NOM-092-SSA1-1994. Método para la cuenta de bacterias
aerobias en placa, se prepar0 el medio de cultivo. En un frasco marca Schott Duran con tapa
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roscada con capacidad de 500mL se afiadieron 0.75g de extracto de levadura, 1.5g de triptona,
0.3g de dextrosa, 4.5g de agar bacterioldgico, la mezcla se hidratd con 300mL de agua destilada,
se agitd hasta su completa disolucion, se dejo en reposo por algunos minutos, se midio el pH
(Potenciometro Thermo Oridn 5-Star) y se estandarizé con hidroxido de sodio 0.1N a un valor de
7+0.2 a 25°C. Se esterilizo en autoclave por 15min a 121+ 1°C. Después de la esterilizacion se
enfrio el cultivo a 45°C+1°C en bafio de agua, se mantuvo a esta temperatura hasta antes de su

uso.
2.4.4.2.2 Preparacion de agar bilis y rojo violeta

De acuerdo con lo establecido en la NOM-113-SSA1-1994. Método para la cuenta de
microorganismos coliformes totales en placa, se prepar6 el medio de cultivo. En un frasco marca
Schott Duran con tapa roscada con capacidad de 500mL se afiadieron 12.45g de polvo ABRV
marca BIOXON y se hidraté con 300mL de agua potable, se agitd hasta su completa disolucion,
se dejo en reposo por algunos minutos, se midié el pH (Potenciometro Thermo Orion 5-Star) y se
estandarizo con hidréxido de sodio 1N a un valor de 7.2. Se esteriliz6 en autoclave por 15min a

121+ 1°C. Enfriar inmediatamente el medio en un bafio de agua hasta que llegue a 45°C
2.4.4.3 Esterilizacion del material

En la autoclave se coloc6 una caja de puntas para micropipetas de 1mL, una caja de puntas para
micropipetas de 20uL, 8 cajas Petri con tapa (envueltas con papel), 2 cajas Petri mas para pesar la
muestra, los frascos y tubos de ensaye con agua peptonada, los frascos con los diferentes agares y
1 frasco marca Schott Duran con tapa roscada de 900mL con 500mL de agua potable. Se

esterilizo en autoclave por 45min a 121+ 1°C.
2.4.4.4 Preparacion de placas

Una vez esterilizados los cultivos, se colocaron en la campana de flujo laminar (figura 14) con
ventilacién y luz ultravioleta, después de 10 minutos se vertié de 15 a 20mL de cultivo en cada
caja Petri estéril, se dejaron en reposo durante 15 minutos (figura 13), ya solidificados se
invirtieron y se incubaron a temperatura de 35+2°C durante 18 a 24 horas. Se comprobo la prueba
de esterilidad de todas las placas (ausencia de microorganismos vivos). La prueba se realizo por

duplicado para cada cultivo.
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Figura 13. Placas de agar bilis rojo violeta y extracto de levadura

2.4.4.5 Preparacion de la dilucién primaria

Se lavaron perfectamente 2 cuchillos, 2 vasos de licuadora con su correspondiente empaque, tapa
y cuchillas, 2 tablas para picar, 1 gradilla, 1 vaso de precipitado de plastico de 500mL, se secaron
y se colocaron dentro de la campana de flujo laminar. Se instalé la balanza analitica y el motor de
la licuadora cerca de la campana, se encendi6 la campana de flujo laminar (aire y luz ultravioleta)
durante 10 minutos para asegurar la pureza del aire y la esterilidad del material. Conforme a lo
establecido en la NOM-110-SSA1-1994. Preparacion y dilucion de muestras de alimentos para su
andlisis microbioldgico; se pesaron 10g de muestra (carne de res) en la balanza analitica y se
adiciond al vaso de la licuadora, posteriormente se agregé 90mL de agua peptonada estéril, se
licué durante un minuto y treinta segundos para obtener una muestra homogénea, se dejo reposar
por unos segundos para permitir que las particulas grandes se sedimentaran y entonces transferir

la cantidad deseada tomando de las capas superiores la suspension.

Figura 14. Campana de flujo laminar
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2.4.4.6 Preparacion de diluciones decimales

Una vez obtenida la dilucion primaria de acuerdo a la NOM-110-SSA1-1994, se afiadiéo 1mL de
esta al tubo de ensaye que contenia 9mL de agua peptonada estéril, se cerrd perfectamente y se
agitd la muestra manualmente con 25 movimientos de arriba a abajo en un dngulo de 30°, una vez
conseguida la homogenizacion de la primera dilucion, se afiadié 1mL de esta en un tubo de
ensaye con 9mL del diluyente, se agitdO manualmente para conseguir la segunda dilucion,
evitando el contacto entre la pipeta y el diluyente, estos pasos se repitieron hasta obtener la quinta

dilucion (figura 15).

1ml 1ml 1T ml 1 mi 1 ml
€ > € > ()]
9 ml de medio |
liquido en cada ¥
who
I
diluciones 1:10 1:100 il 1:1000 1:10 000 1:100 000
muestra f |
"/

Figura 15. Serie de diluciones

2.4.4.7 Sembrado en superficie

Pasada la prueba de esterilidad, la base de cada placa se fracciond en tres secciones y se
identificé para cada dilucion, se colocaron 3 gotas de 20uL de cada diluciéon por seccion y se
dejaron secar (figura 16). Después de que se realiz6 la siembra, las cajas tanto de agar bilis rojo
violeta como de extracto de levadura se incubaron durante 48 h a 35°C. Todo lo anterior se

realizé por duplicado para cada agar.

Figura 16. Siembra en placa en superficie
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2.4.4.8 Conteo de colonias

El conteo se realizo en base a lo establecido por la NOM-092-SSA1-1994 y la NOM-113-SSA1-
1994. Se utiliz6 un contador de colonias de campo obscuro (figura 17), el cual cuenta con una luz
de contraste, una placa de cristal cuadriculada y un lente amplificador. Se utilizaron solo las
placas representativas, es decir, aquellas que contenian entre 25 y 250 colonias en el agar
triptona-extracto de levadura, 15 y 150 colonias en agar bilis rojo violeta, esto para disminuir el
error en la cuenta, se calculd el nimero de microorganismos por gramo de muestra, multiplicando
el nimero de colonias por el factor decimal de dilucion (FDD) correspondiente a la placa mas

representativa (ecuacion 2).

Figura 17. Contador de colonias

Célculo de las UFC/g:
a) Factor de dilucién (FD):
Titulo de dilucién decimal*Titulos de diluciones sucesivas
Ejemplo:
1/10 (dilucion inicial)*1/10*1/10 (diluciones siguientes)
FD = 1/1000 = 0.001
b) Factor decimal de dilucion (FDD)
FDD = 1/FD = 1/0.001 = 1000

Ecuacion 2:

UFC _ Num.de colonias significativas en la ultima placa considerada « FDD

g Volumen inicial sembrado
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2.4.5 Tincion de Gram

De las cajas Petri que presentaron un crecimiento de microorganismos coliformes totales y
mesofilos aerobios, se eligieron aquellas cuyas colonias eran diferentes (figura 19), se realiz6 una
tincion de Gram y se identifico el tipo de bacteria. Con un mechero de Bunsen y una asa
bacterioldgica flameada se tomaron las colonias y se colocaron sobre un porta objeto limpio, se
dejaron secar las muestras por algunos minutos; se tifié con una gota de solucién de colorante
béasico cristal violeta dejando actuar durante 1 minuto, se enjuagd con agua; en seguida se aplicé
una gota de solucion de Lugol (iodo molecular/ioduro de potasio) y se dejé actuar por 1 minuto,
posteriormente se aplicd un tratamiento con alcohol-acetona y se enjuagd inmediatamente con
agua, se adiciono una coloracion de safranina durante 1 minuto; los porta objetos se dejaron secar

para posteriormente ser identificados en el microscopio.
Funcion de los colorantes y solventes del kit de tincion de Gram (figura 18):

e Cristal violeta: Es un colorante primario, el cual tiene afinidad con el peptidoglicano de la
pared bacteriana, por lo que las bacterias Gram positivas lo retienen con mayor fuerza, a
comparacion de las Gram negativas.

e Lugol: Disolucion que sirve como mordiente e impide la salida del cristal violeta por la
formacion de un complejo cristal violeta-yodo que satura los espacios del peptidoglicano
de la pared bacteriana.

e Alcohol-acetona: Es un solvente organico que deshidrata la pared bacteriana y cierra los
poros de la misma, destruye la membrana externa de las bacterias Gram negativas debido
a que ésta es soluble a la accion de solventes organicos. Las bacterias Gram positivas, al
contener una gran cantidad de peptidoglicano, retienen con mayor fuerza este complejo,
mientras que las Gram negativas no lo pueden retener por tener menos cantidad de
peptidoglicano.

e Safranina: Funciona como un colorante secundario o de contra tincion y sirve para tefiir

las bacterias que no pudieron retener el complejo cristal violeta-yodo.
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Se utiliz6 el Kit para tinciéon de Gram marca BD (Becton Dickinson)
Reactivo 1: Violeta cristal en solucion (liquido inflamable, toxicidad acuética crénica).

Reactivo 2: Solucion de Lugol estabilizada (color marrén, pH 2 a 20-22°C, toxicidad acuéatica

cronica, provoca irritacion ocular).

Reactivo 3: Solucién decolorante (mezcla de disolventes alcohol-acetona, es un liquido

inflamable, provoca irritacion ocular, somnolencia o vértigo).

Reactivo 4: Solucion decolorizante (liquido inflamable, provoca irritacion ocular)

Figura 19. Seleccion de colonias para tincién de Gram
2.4.5.1 Microscopia Optica

Después de la tincion de Gram con un microscopio Olympus y con el objetivo 100x se identificd

la morfologia de los microorganismos presentes en las muestras (figura 20). Sobre la muestra se
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aplicé una gota de aceite de inmersion para después ser cubierto con un cubreobjetos para su

observacion en el microscopio.

Figura 20. Microscopio 6ptico

2.5 Preparacion de lotes experimentales

La materia prima con la que se trabaj6 en esta experimentacion fue carne de res, especificamente
el corte denominado “cuete”, los cuales se obtuvieron del Centro de distribucion San Juan,
Estado de Hidalgo, después de 48 horas de su sacrificio; para la posterior obtencion de las

unidades experimentales y aplicacion de los tratamientos.

A temperatura ambiente se obtuvieron placas de carne de 5x10xlcm, posteriormente se
prepararon 3 lotes, cada uno con 9 unidades experimentales, el primero fue el control, es decir, la
carne sin lactato envasada al vacio, el segundo lote de placas adicionadas con una solucién de
lactato de potasio al 3% y el tercer lote fue placas adicionadas con lactato de calcio al 3%, todos
los lotes fueron envasados al vacio en una envasadora marca Inauen modelo VC999 K2-K3
(figura 21) para propiciar la condicion de anaerobiosis; una vez envasadas las muestras se
refrigeraron a una temperatura de 4°C en un refrigerador TORREY modelo R36L-4P. Cada lote

fue evaluado en el transcurso de 2 semanas (dia inicial, dia 7 y dia 14).

Figura 21. Envasado al vacio
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CAPITULO 3. ANALISIS
Y DISCUSION DE
RESULTADOS



En este capitulo se analizaron los resultados obtenidos experimentalmente para cada una de las

variables de respuesta que se plantearon en cada objetivo.

A continuacion se presentan los valores de las determinaciones de actividad de agua y pH para
dar respuesta al objetivo particular 1, dichos pardmetros se realizaron por triplicado en todos los
tratamientos envasados al vacio y en refrigeracion durante sus dias de almacenamiento 0, 7 y 14.
Los resultados fueron procesados en el programa Minitab 16.0.1, donde se realizd un analisis de
varianza (ANOVA) unidireccional con un nivel de significancia del 5%, se utilizaron las gréaficas

de caja para observar el efecto de los diferentes tratamientos, el vacio y la refrigeracion.

3.1 Actividad de agua (ay)

En el cuadro 6 se muestra los valores promedio de actividad de agua de las placas de carne de res,

envasadas al vacio y almacenadas en refrigeracion.

Cuadro 6. Valores promedios de actividad de agua correspondiente a cada uno de los
tratamientos

Concentracion

Dia Muestras de lactatos ay promedio
M.P. - 0.93+0.00
0 Control - 0.93+0.01
Lactato de K 3% 0.93+0.01
Lactato de Ca 3% 0.92+0.01
Control - 0.93+0.00
7 Lactato de K 3% 0.91+0.01
Lactato de Ca 3% 0.90+0.01
Control - 0.90+0.00
14 Lactato de K 3% 0.89+0.01
Lactato de Ca 3% 0.90+0.01

(Promedio £ Desviacion estandar)

La actividad de agua es un factor intrinseco clave que expresa la cantidad de agua disponible de
un alimento capaz de propiciar el crecimiento de microorganismos alterantes (Roberts, 1997).
Fennema (2010) dice que mientras mas alta sea la a,, y mas se acerque a 1.0, que es la del agua
pura, mayor sera su susceptibilidad al ataque microbiano. Para su crecimiento, los
microorganismos necesitan condiciones propicias de pH, de nutrimentos, de oxigeno, de presion,

de temperatura y actividad de agua.
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Como se observa en la figura 22, estadisticamente no hay diferencias en el a, de los diferentes
tratamientos; los valores de actividad de agua de las muestras con lactato de potasio tuvieron una
ligera disminucion a los 14 dias de almacenamiento, la muestra control mantuvo su a,, inicial
durante una semana pero sin la aplicacion de lactatos fue mas susceptible al ataque microbiano.
Cabe mencionar que la combinacion de barreras empleadas que fueron el vacio y la refrigeracion

favorecio la inhibicion del desarrollo de microorganismos alterantes.

Grafica de caja de aw
0.93 1
0.92 -
E . \
0.90 -
0.89 -
conltrol Lactz;to K Lactalto Ca
Muestras

Figura 22. Grafica de caja de actividad de agua de muestra control, con lactato de potasio y
lactato de calcio, envasada al vacio y almacenada en refrigeracion

3.2pH

En el cuadro 7 se puede apreciar la variacion del pH promedio de los diferentes tratamientos. El
valor final de pH o pH ultimo es un factor importante durante la transformacion del madsculo en
carne, afecta las caracteristicas organolépticas y tecnoldgicas de la carne (Ordofiez et al., 1998).
Kempster et al. (1982) sefialan que un pH bajo, préximo al punto isoeléctrico de las proteinas
(escasas cargas que fijan al dipolo agua), nos dara carnes mas claras, blandas (PSE) y con menor
poder de retencion de agua (CRA), de lo contrario generara carne oscura, firme y seca (DFD) y
mayor capacidad de retencion de agua. Mientras que Hwang et al., (2001) sefialan que se

alcanzan menores valores de pH en carne envasada al vacio (atmésferas modificadas).

44



Cuadro 7. Valores promedios de pH correspondiente a cada uno de los tratamientos

Dia Muestras C(()jr;c; Tt;?glson pH promedio
M.P. - 5.51+0.01
Control - 5.50£0.03
0 Lactato de K 3% 5.35+0.01
Lactato de Ca 3% 5.331£0.03
Control - 5.03+0.01
7 Lactato de K 3% 5.46+0.04
Lactato de Ca 3% 5.05£0.02
Control - 4.88+0.03
14 Lactato de K 3% 5.27+0.01
Lactato de Ca 3% 4.92+0.01

(Promedio £ Desviacion estandar)

El vacio inhibi6 el crecimiento de microorganismos aerobios alterantes, mantuvo el pH de la
carne y control6 los procesos oxidativos. Ambos lactatos y la refrigeracidn fueron precursores
para la obtencion de carne oscura, firme y seca (DFD), la cual es recomendada para la
elaboracion de embutidos por la mayor capacidad de retencion de agua debido a su pH lejano del

pH isoeléctrico de las proteinas miofibrilares.

En la figura 23 se observa que estadisticamente no hay diferencias en el pH de los diferentes
tratamientos, por lo tanto la aplicacion de lactatos en combinacion con las tecnologias de barreras
(envasado al vacio y refrigeracién) no tuvieron un notable efecto sobre el pH de los diferentes
lotes durante 14 dias; el pH de todos los lotes se mantuvo alejado del pH isoeléctrico de las
proteinas carnicas (pH=4.5), por lo general, a este pH las proteinas tienen su minima solubilidad,
debido a que la carga eléctrica neta de los polimeros es cero y en este caso la interaccién
proteina-proteina se favorece en mayor grado, alejado de éste se favorece la interaccién proteina-
agua, siendo los lactatos el principal aporte a la fuerza idnica de la carne, debilitando las uniones
electrostaticas existentes entre los grupos COO™ y NH,4", contribuyendo, por tanto, a la retencion

de agua.
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Figura 23. Grafica de caja de pH de muestra control, con lactato de potasio y lactato de
calcio, envasada al vacio y almacenada en refrigeracion

A continuacidén se presentan los valores de las determinaciones de los pardmetros de perfil de
color para dar respuesta al objetivo particular 2, dichos parametros se realizaron por triplicado en
todos los tratamientos envasados al vacio y en refrigeracion durante sus dias de almacenamiento
0, 7 y 14. Los resultados fueron procesados en el programa Minitab 16.0.1, donde se realizé un
analisis de varianza (ANOVA) unidireccional con un nivel de significancia del 5%, se utilizaron
las graficas de caja para observar el efecto de los diferentes tratamientos, el vacio y la

refrigeracion.
3.3 Color

En el cuadro 8 se muestran los valores promedio de L", a" y b™ de carne de res envasada al vacio
y almacenada en refrigeracion. Para realizar esta medicion fue necesario desenvasar y exponer la
carne al aire, se produjo una oxigenacion de la mioglobina (blooming) lo que dio como resultado

la formacién de oximioglobina.
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Cuadro 8. Valores promedios de L*, a* y b* correspondiente a cada uno de los tratamientos

Dia Muestras C(()jr;c; r::tt;a;glson L C(;lor ~ AE*
Materia prima - 38.14 | 19.19 | 12.62 -

0 control - 41.01 | 12.83 | 8.71 8.00

Lactato de K 3% 42,81 | 13.04 | 8.21 8.89

Lactato de Ca 3% 43.62 | 12.13 | 8.63 | 10.61

control - 43.66 | 15.79 | 13.14 | 6.50

7 Lactato de K 3% 4481 | 12.43 | 10.10 | 9.83

Lactato de Ca 3% 4498 | 125 | 10.61 | 9.78

control - 40.56 | 15.63 | 13.16 | 4.35

14 Lactato de K 3% 35.75 | 12.15 | 9.67 8.01

Lactato de Ca 3% 47.61 | 11.03 | 11.97 | 11.83

3.3.1 Parametro L*

La figura 24 presenta los valores promedio del parametro L" (luminosidad) que va de 0 (negro) a
100 (blanco) (Franco et al., 2008). Cabe mencionar que estadisticamente no hay diferencias en
esta coordenada si hay o no adicién de lactato combinado con el envasado al vacio y almacenado
en refrigeracion. Andrés et al., (2000) sefialan que la concentracion de mioglobina tiene un
comportamiento inverso a la luminosidad, mientras que los fenémenos de repulsion que se
producen entre las cargas negativas de las proteinas, puede dar lugar a una disminucién de la
luminosidad de la carne; se puede observar que el lote con lactato de calcio presentdé mayor
luminosidad con valores L” en un intervalo de 43.62 a 47.61 por lo que redujo la concentracion
de mioglobina superficial en la carne, el lote con lactato de potasio mantuvo una luminosidad
baja con valores de L~ de 44.81 a 35.75 por lo que fue el lote con mayor concentracion de
oximioglobina (color rojo) en su superficie, en todos los lotes al abrir el empaque, se observé que
el vacio favorecié la produccion de metamioglobina (color rojo pardo), pero después de
oxigenarse la metamioglobina (Fe®") se redujo y se formé oximioglobina (Fe**), hubo una ligera
disminucion de la concentracion de oximioglobina superficial conforme pasaron los dias de
almacenamiento (figura 28). Los resultados obtenidos son parecidos entre si, por ello se puede
decir que estadisticamente son iguales, esto probablemente se puede deber a la capacidad
reversible que tiene el grupo hemo de la mioglobina de reducirse en presencia de oxigeno u
oxidarse en su ausencia, asi como el tiempo y la temperatura a la que se llevé cada una de estas

reacciones, todo esto se controlé durante el blooming, ya que se realiz6 a temperatura de
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refrigeracion a la cual es méas estable la mioglobina y durante 30min, teniendo un

comportamiento similar en los diferentes lotes.

Grafica de caja de L*
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Figura 24. Gréfica de caja de luminosidad (L") de carne control, con lactato de potasio y
lactato de calcio, envasadas al vacio y almacenadas en refrigeracion

3.3.2 Parametro a*

En la figura 25 se observa que entre la muestra control y lactato de potasio estadisticamente no
hay diferencias en la coordenada a”, pero entre el lactato de calcio y la muestra control si existen
cambios importantes en a" indicando una posible reduccién en la concentracién de mioglobina.
De acuerdo con Fernandez et al., (2000) a mayor valor de a8~ mayor es la concentracién de
mioglobina superficial; el lactato de calcio disminuyé la concentracion de mioglobina superficial
de la carne de res al obtener valores de a” bajos, esto posiblemente se debié a la mayor
electronegatividad que posee el cation calcio para interaccionar con aniones de manera
electrostatica modificando a su vez el volumen de las proteinas miofibrilares y sarcoplasmicas,
afectando a su vez la dispersion de la luz. En cuanto a la muestra control y lactato de potasio los
valores del parametro a” fueron altos, con ello se puede decir que el lactato de potasio, el vaci6 y
la refrigeracion no afectaron a las proteinas sarcoplasmicas responsables del color rojo de la

carne.
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Figura 25. Gréfica de caja de parametro a” de la muestra control, con lactato de potasio y
lactato de calcio, envasadas al vacio y almacenadas en refrigeracion

3.3.3 Parametro b’

En la figura 26 se observa que entre los diferentes tratamientos estadisticamente no hay
diferencias en la coordenada b’(b+ amarillo, b- azul) con la adicién o no de sales orgéanicas
durante la primera semana de almacenamiento. Serra et al., (2007) sugiere que la formacién de
pigmentos amarillos en la carne se debe a las reacciones de pardeamiento no enzimatico entre los
productos de oxidacion de lipidos y la amina en la proteina; la muestra control exhibi6 valores
mayores de b” a la segunda semana de almacenamiento, a comparacion de la carne con lactato de
potasio y lactato de calcio, lo cual indica que los procesos bioquimicos propios de la carne
durante su maduracion, se controlaron con el uso de las sales de &cidos organicos, con baja
temperatura de almacenamiento y con el envasado al vacio. Indicando asi que la coordenada b”

en todos los lotes tiende a amarillo porque los valores obtenidos son mayores a cero.
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Figura 26. Gréfica de caja de parametro b~ de la muestra control, con lactato de potasio y
lactato de calcio, envasadas al vacio y almacenadas en refrigeracion

3.3.4 Parametro AE~

La apariencia de la carne es un factor principal por el que los consumidores juzgan su
aceptabilidad, segun consideran estudios de consumo (Arnau et al., 2008). Los cambios de color
totales (AE’) se muestran en la figura 28, de acuerdo con la CIE, el maximo permitido es un valor
de 5 para poder decir que las muestras tienen practicamente el mismo color, que hay diferencias
perceptibles pero aceptables, indicando a su vez que los cambios de color son percibidos en AE™
superiores a 5, caso contrario, valores inferiores a 5 son cambios no perceptibles por la vista
humana. De acuerdo a los resultados y tomando como referencia a la carne recién obtenida sin
aplicacion de algun tratamiento o tecnologia, se tiene que los cambios totales de color (AE) no
son estadisticamente diferentes entre la muestra control y el lactato de potasio, y entre los mismos
lactatos, pero si existen diferencias estadisticas importantes entre la muestra control y el lactato
de calcio; los cambios de la muestra control fueron percibidos a simple vista (figura 27) a la
primera semana de almacenamiento con valores de AE™ mayores a 6. Sin embargo, los cambios
de color en la carne de res con lactatos si son visibles desde el dia inicial hasta el dia 14 con
valores de AE" de 8.01 a 11.83. El tratamiento con lactato de calcio fue el que presenté cambios

notables en la tonalidad del color de la carne al presentar mayor concentracion de
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metamioglobina, por lo que dio origen a carnes palidas, suaves y exudativas (PSE), el lactato de

potasio por lo contrario origind carnes oscuras, firmes y secas (DFD).

Dia 0:
Materia prima Control Lactato de potasio Lactato de calcio
o - -
Lactato de potasio Lactato de calcio
Semana 2:

Control Lactato de potasio Lactato de calcio

Figura 27. Imégenes del cambio de color en la carne de res con y sin lactato, envasada al
vacio y almacenada en refrigeracion a 4°C
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Figura 28. Grafica de caja de cambio de color de la muestra control, con lactato de potasio
y lactato de calcio, envasadas al vacio y almacenadas en refrigeracién a 4°C
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3.3.5 Reflectancia

Dentro de las determinaciones de los parametros de color se obtuvieron también las curvas
espectrales de las muestras, lo que indica con base en las longitudes de onda que van de 400 a
700nm, el comportamiento de la luz reflectada sobre la carne con diferentes tratamientos. La
mioglobina y sus derivados son los principales responsables de la absorbancia selectiva de las
carnes rojas, si bien, los diferentes estados quimicos del pigmento tienen curvas de reflexion y
absorcion diferentes. Dentro del espectro visible, los pigmentos heminicos se hallan
caracterizados por una banda intensa de absorcion entre 410 y 430nm. La mioglobina reducida
tiene una absorcion méaxima a 555nm; la oximioglobina (rojo vivo) presenta un espectro con 2
picos de absorcion tipicos de los complejos heminicos covalentes, y por ultimo la

metamioglobina (color rojo pardo) tiene su maxima absorcion a 505 y 630nm (Hunt et al., 2012).

En las siguientes figuras (29, 30 y 31), se puede observar como dentro de un intervalo de 480 a
580nm, los 2 picos de absorcion de los complejos heminicos que sefialan Hunt et al., 2012, se
encuentran en todas las curvas de reflectancia tanto en la materia prima, control, carne con lactato
de potasio y carne con lactato de calcio. Se observd que para todos los tratamientos durante el dia
inicial (figura 29) presentaron el mismo perfil en cuanto al espectro de reflectancia, lo que indica
que las muestras aparentemente no presentan diferencias entre si, por lo que su tonalidad es igual

durante la reflexion de la luz.
25
20
15

Control dia 0

10 Lactato K dia 0

% Reflectancia

Lactato Cadia 0

400 450 500 550 600 650 700
Longitud de onda (nm)

Figura 29. Porcentaje de reflectancia de muestra control, lactato de potasio y lactato de
calcio envasadas al vacio y almacenadas en refrigeracion al dia inicial
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Durante la primera semana (figura 30) se observa un comportamiento similar en cuanto al
espectro de reflectancia, lo cual indica de igual forma que el dia inicial que las muestras
aparentemente no presentan diferencias entre si, por lo que su tonalidad es igual durante la
reflexion de la luz; por lo que la aplicacion de lactatos no tuvo interaccion quimica con la

oximioglobina siendo el estado de la mioglobina que predomino en los diferentes lotes.
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Figura 30. Porcentaje de reflectancia de muestra control, lactato de potasio y lactato de
calcio envasadas al vacio y almacenadas durante una semana en refrigeracion

En la figura 31 se puede observar notablemente como varian el porcentaje de reflectancia entre
los diferentes tratamientos a la segunda semana de almacenamiento, la muestra con lactato de
calcio aumento6 su porcentaje de reflectancia hasta un 19% y con ello aumentaron los liquidos
exudados lo que la caracteriz6 como una carne palida, suave y exudativa (PSE), resultando como
consecuencia de los cambios en la tonalidad del color evaluado con una luminosidad alta de
47.61 y baja de a igual a 11.03, mientras que la muestra control y lactato de potasio
disminuyeron hasta una reflectancia de 10 y 6% respectivamente, disminuyendo a su vez los
liquidos exudados, caracteristica de carnes oscuras, firmes y secas (DFD) por su mayor

capacidad de retencion de agua (ver figura 28).
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Figura 31. Porcentaje de reflectancia de muestra control, lactato de potasio y lactato de
calcio envasadas al vacio y almacenadas durante dos semana en refrigeracion

A continuacion se presentan los valores de las determinaciones de la cuantificacion en placa de
bacterias mesofilas aerobias y coliformes totales para dar respuesta al objetivo particular 3,
dichos pardmetros se realizaron por duplicado en la muestra control y todos los tratamientos
envasados al vacio y en refrigeracion durante sus dias de almacenamiento 0, 7 y 14. Se presentan
las gréaficas de los logaritmos de UFC/g obtenidas en los analisis microbioldgicos realizados por
norma y cuenta en placa en superficie, en carne de res, para el conteo de mesdfilos aerobios se
utilizé el agar triptona-extracto de levadura (para cuenta estandar) y para coliformes totales el

agar bilis rojo violeta.
3.4 Mesofilos aerobios y coliformes totales

En el cuadro 9 se muestran los valores de las unidades formadoras de colonias por gramo de
bacterias mesofilas aerobias presentes en la carne sin ningin tratamiento, dato de referencia que
fue necesario para discutir con los valores obtenidos con los diferentes tratamientos. Estas placas
presentaron cuentas de menos de 25 colonias por lo que se calcul6 el “valor estimado” de cuenta
en placa, la materia prima tuvo 25,000 UFC/g de bacterias aerobias en placa en agar triptona
extracto de levadura, incubadas 48 horas a 35°C, siendo 150,000 UFC/g el limite méaximo
permisible de bacterias mesoéfilas aerobias que pueden estar presente en carne fresca con buena
calidad sanitaria, segin la NOM-034-SSA1-1993.
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Cuadro 9. Valor estimado de la cuenta en placa de mesofilos aerobios en materia prima
(ensayo por duplicado)

Tiempo .| Promedio de num. UFCl/g
Muestra Dilucion ] i
(horas) de colonias (Promedio)
Materia 24
) 1:100000 2.5 25,000
prima 48

En el cuadro 10 se presenta el promedio del valor de la cuenta en placa de coliformes totales
presentes en la carne sin tratamiento previo, para ello se utilizé un medio selectivo (agar bilis rojo
violeta) en el cual se desarrollan las bacterias a 35°C en aproximadamente 24 horas, dando como
resultado la produccién de gas y &cidos organicos, los cuales provocaron que virara el indicador
de pH, precipitando las sales biliares. La materia prima tuvo 10,000 UFC/g de coliformes totales
en placa en agar bilis rojo violeta, incubadas 48 horas a 35°C, lo que indico que no se cumplieron
las buenas practicas de sanidad e higiene en el faenado, siendo <10 UFC/g el limite
microbioldgico basico de coliformes totales que pueden estar presente en carne fresca con buena
calidad sanitaria, segun la NOM-251-SSA1-20009.

Cuadro 10. Valores de la cuenta en placa de coliformes totales en materia prima (ensayo
por duplicado)

Tiempo ... | Promedio de ndm. UFC/g
Muestra Dilucion ) i
(horas) de colonias (Promedio)
Materia 24
) 1:100000 1 10000
prima 48

Los resultados de las cuentas de coliformes totales (cuadro 10) y mesofilos aerobios (cuadro 11)
como indicadores sanitarios reflejaron la calidad sanitaria de la carne de res empleada en este
proyecto para evaluar el efecto de la combinacion de algunas condiciones barrera y su impacto en
la vida util, y se confirmd la importancia del uso de lactatos combinados con vacio y
refrigeracion, para el control del crecimiento de la carga microbiana inicial en carne de res, las
sales de acidos organicos reducen la carga bacteriana superficial antes de someterla a un
procesamiento (Leistner et al., 2002). Conforme aumentd el tiempo de almacenamiento, las

muestras control tanto las muestras con tratamiento disminuyeron las unidades formadoras de
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colonias por gramo de muestra. El lote con lactato de potasio tuvo un mejor efecto
antimicrobiano al controlar el crecimiento de bacterias mesdfilas aerobias logrando la reduccion
de 25,000 UFC/g (valor de referencia) a 450 UFC/g durante la semana 1, seguido del lactato de
calcio que tuvo 3,000 UFC/g y por ultimo la muestra control que exhibié 4,300 UFC/g ambos a

la semana 2.

Cuadro 11. UFC/g de la cuenta en placa de bacterias meséfilas aerobias de los diferentes
tratamientos (ensayo por duplicado)

) Tiempo o Promedio de UFC/g
Dia Muestra Dilucion _ i
(horas) num. de colonias | (Promedio)

24

0 1:1000 81.5 8150
48
24

7 Control 1:1000 68.5 6850
48
24

14 1:1000 43 4300
48
24

0 1:1000 36 3600
48
Lactato de 24

7 _ 1:100 45 450
potasio 48
24

14 1:100 61 610
48
24

0 1:1000 71 7100
48
Lactato de 24

7 _ 1:1000 60 6000
calcio 48
24

14 1:1000 30 3000
48

En cuanto a las UFC/g de coliformes totales, el lote con lactato de calcio tuvo un mejor efecto
antimicrobiano al controlar el crecimiento de coliformes totales logrando la reduccion de 4 log de

UFC/g (valor de referencia) a 2 log UFC/g durante la semana 2, seguido del lactato de potasio y
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la muestra control que exhibieron 6 UFC/g a la semana 2. Los lactatos y las tecnologias de
barrera mejoraron la calidad sanitaria inicial al inhibir el crecimiento de microorganismo
alterantes presentes en la carne, lograron la obtencion de carne con UFC/g de coliformes por
debajo del limite minimo <10 UFC/g, efecto que puede prolongar el tiempo de vida util de la
carne almacenada en refrigeracion hasta mas de 14 dias.

Cuadro 12. UFC/g de la cuenta en placa de coliformes totales de los diferentes tratamientos
(ensayo por duplicado)

) Tiempo o Promedio de UFC/g
Dia Muestra Dilucion _ i
(horas) num. de colonias | (Promedio)
24
0 1:100 16 160
48
24
7 Control 1:10 155 16
48
24
14 1:10 5.5 6
48
24
0 1:100 18.5 185
48
Lactato de 24
7 _ 1:10 7.5 7.5
potasio 48
24
14 1:10 6 6
48
24
0 1:100 3 30
48
Lactato de 24
7 _ 1:10 16 16
calcio 48
24
14 1:10 2 2
48

En la figura 32, se presentan los logaritmos de unidades formadoras de colonias sobre gramo de
bacterias mesofilas aerobias de los diferentes tratamientos. La materia prima como valor de

referencia presentd 4 log UFC/g (2.50x10* UFC/g) de bacterias meséfilas aerobias, el vacio
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sometio a la muestra a condiciones libre de oxigeno (lote control) por lo que redujo 1 log de
UFC/g al igual que el lactato de calcio, ambos presentaron 3 log UFC/g durante el dia inicial y a
la primera semana; en el caso de las muestras con lactato de potasio a partir del dia 7 las cuentas
disminuyeron hasta 2 log UFC/g lo que demostrd que el vacio en combinacion con los lactatos
inhiben el crecimiento de bacterias aerobias, las cuales pueden ser alterantes para la carne como

es el caso de las BAL.

log UFC/g Bacterias mesofilas aerobias

9.00E+03
8.00E+03
7.00E+03
oo 6.00E+03
~
5.00E+03

4.00E+03
3.00E+03 —o0—Lactato K BAT

Control BAT

log UFC

2.00E+03 —o— Lactato Ca BAT
1.00E+03

0.00E+00
0 2 4 6 8 10 12 14

Tiempo (dias)

Figura 32. Conteo de las colonias de bacterias mesofilas aerobias en la muestra control,
muestra con lactato de potasio, envasadas al vacio y almacenadas en refrigeracion

Lopez et al., (2008) reportaron que los lactatos disminuyeron la concentracion bacteriana de
coliformes y Staphylococcus aureus hasta 4.2 log UFC/g de bacterias mesoéfilas y 2 log UFC/g de
coliformes, en carne de res almacenada en refrigeracion, observando un efecto bacteriostatico. En
la figuras 33, se presentan los logaritmos de unidades formadoras de colonias sobre gramo de
coliformes totales de los diferentes tratamientos; considerando que la materia prima presenté 4
log UFC/g (10,000 UFC/qg), el lote con mejor efecto bacteriostatico para este indicador sanitario
fue la muestra con lactato de calcio al inhibir el crecimiento de 3 log de UFC/g ya que exhibio
solo 30 UFC/g al inicio, mientras que la muestra control y la muestra con lactato de potasio
tuvieron una disminucién de 2 logaritmos de UFC/g al presentar sélo 160 y 185 UFC/g
respectivamente al dia inicial. A la semana 2 todos los tratamientos controlaron el crecimiento de
coliformes reduciendo los 4 log UFC/g. La temperatura de refrigeracion de 4°C jugé un papel

importante en el desarrollo de los microorganismos favoreciendo el control del crecimiento de
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bacterias alterantes como son los coliformes, y con ello se logra prolongar el tiempo de vida util

de un alimento perecedero, como es el caso de la carne.

log UFC/g Coliformes

2.00E+02
1.50E+02

20

O

5 1.00E+02 Control Col

[eT0]

i°) —o— Lactato K Col
>.00E+01 —e— Lactato Ca Col
0.00E+00 —

0 2 4 6 8 10 12 14
Tiempo (dias)

Figura 33. Conteo de las colonias de coliformes totales en la muestra control, muestra con
lactato de potasio y con lactato de calcio, envasadas al vacio y almacenadas en refrigeracion

3.4.1 Tincion de Gram

Se realiz6 una tincion diferencial de aquellas colonias mas representativas presentes en los
diferentes lotes, para la identificacion el tipo de bacterias presentes, aportando informacion util
para orientar el efecto del tratamiento utilizado sobre las bacterias Gram positivas y Gram
negativas.

En la figura 34 se pueden observar colonias que a la tincion de Gram resultaron Gram positivas y
Gram negativas en la carne de res (materia prima). Lactobacillus, Leuconostoc, Staphylococcus y
Streptococcus, Enterobacter y Escherichia son los posibles géneros bacterianos que pueden estar
presentes. De estos microorganismos algunos se podrian considerar como microbiota nativa o
intrinseca de la carne, mientras que los géneros de enterobacterias se pueden considerar como
contaminantes (Gill, 1979). Cabe mencionar que las porciones internas de los tejidos sanos del
animal vivo son estériles o contienen una carga microbiana muy baja y la contaminacion

importante es de origen externo y se produce durante la sangria, faenado y ulterior tratamiento.
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Figura 34. Colonia y morfologia de bacterias meséfilas aerobias presentes en materia prima

La figura 35 muestra una placa de triptona-extracto de levadura y el crecimiento de las colonias

de bacterias mesofilas aerobias presentes en la muestra control, asi como la morfologia de la

colonia seleccionada para realizar tincion de Gram; los bacilos y cocos Gram positivos fueron los

que predominaron en dicha muestra por lo que Staphylococcus y Streptococcus son los posibles

géneros bacterianos que pueden estar presentes.

Figura 35. Colonia y morfologia de bacterias mesodfilas aerobias presentes en la muestra

control

La figura 36 muestra una placa de agar bilis rojo violeta y el crecimiento de colonias rojas

mucoides de coliformes, presentes en la muestra control, asi como la morfologia de la colonia
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seleccionada para realizar tincion de Gram; los diplococos y cocos en racimos Gram negativos

fueron los predominaron en dicha muestra, posiblemente habia presencia de Enterobacterias.

Figura 36. Colonia y morfologia de coliformes presentes en la muestra control

La figura 37 muestra una placa de triptona-extracto de levadura y el crecimiento de las colonias
de bacterias mesdfilas aerobias presentes en la muestra con lactato de potasio, asi como la
morfologia de la colonia seleccionada para realizar tincién de Gram; los cocos Gram positivos

fueron los que predominaron en dicha muestra, caracteristica de bacterias acido lacticas.

Figura 37. Colonia y morfologia de bacterias mesofilas aerobias presentes en la muestra con
lactato de potasio

La figura 38 muestra una placa de triptona-extracto de levadura y el crecimiento de las colonias
de bacterias mesofilas aerobias presentes en la muestra con lactato de calcio, asi como la
morfologia de la colonia seleccionada para realizar tincion de Gram; los cocos y cocos en cadena

Gram positivos predominaron en dicha muestra, por la posible presencia de Staphylococcus.
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Figura 38. Colonia y Morfologia de bacterias mesofilas aerobias presentes en la muestra
con lactato de calcio

En la figura 39, se muestran las placas de agar bilis rojo violeta y extracto de levadura sin
crecimiento de coliformes totales y mesofilos aerobios, de carne de res envasada al vacio y
almacenada en refrigeracion durante 14 dias. Se observo que ambos lactatos, tanto el de potasio
como el de calcio, poseen un efecto bacteriostatico sobre las bacterias Gram negativas, por lo que

su adicion permitio mejorar la calidad de la carne de res.

Figura 39. Placas de agar bilis rojo violeta y agar triptona extracto de levadura.
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CONCLUSIONES

1. El valor de actividad de agua (aw) Y pH en la carne no presentaron cambios significativos
(P>0.05) entre los diferentes tratamientos y las muestras control, por lo que
estadisticamente no hay diferencias en estos parametros con la adicion o no de lactatos en
combinacién con un envasado al vacio durante 14 dias de almacenamiento en
refrigeracion. Al mantenerse constantes ambos parametros permitieron el control del
desarrollo de microorganismos deteriorantes presentes en la carne de res, un aumento en
la actividad de agua y una disminucion del pH hubiera propiciado un medio idéneo para
el desarrollo de bacterias Gram negativas (Enterobacterias).

2. Laaplicacion de lactato de potasio, envasado al vacio y almacenamiento a temperatura de
4°C, no presentaron cambios significativos (P>0.05) sobre los parametros de perfil de
color L*, a" y b", se propicié la formacién de metamioglobina, especie quimica de la
mioglobina desarrollada a bajas tensiones de oxigeno, caracteristica principal de carnes
oscuras, firmes y secas (DFD), mientras que la aplicacion de lactato de calcio en
combinacion con las tecnologias empleadas presentaron cambios significativos (P<0.05)
sobre L”, a" y la reflectancia, originando carnes més palidas.

3. El uso de lactato de potasio en carne de res, en combinacion con el envasado al vacio y
almacenamiento a temperatura de 4°C, permitio la reduccién de 4 log UFC/g de bacterias
mesofilas aerobias en la primera semana y 4 log UFC/g de coliformes en la segunda
semana, por lo que presentd mejor efecto bacteriostatico sobre las bacterias Gram
negativas.

4. EIl uso de lactato de calcio en carne de res en combinacion con envasado al vacio y
almacenamiento a temperatura de 4°C, permitio la reduccién de 1 log UFC/g de bacterias
mesofilas aerobias, mientras que los coliformes fueron inhibidos completamente a partir
del dia O, por lo que presentd mejor efecto sobre de las bacterias Gram negativas, muchas

de ellas responsables del deterioro de la carne, especialmente las Enterobacterias.
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