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RESUMEN
En la presente investigacion se realizO un estudio sobre el efecto de cultivos

iniciadores en la protedlisis y vida util en salchichas fermentadas. Para ello se elaboraron
cuatro tratamientos de salchichas de 36 piezas cada uno, los cuales fueron aplicadas con
tres tipos de cultivos iniciadores: L. sakei, S. carnosus y L. sakel + S. carnosus méas un
tratamiento control sin cultivo iniciador. Se sometieron a un proceso de fermentacién y
maduracion. Se estudiaron los cambios en los parametros fisicos (pH y aw), la evolucion
microbiana, (BAL, bacterias viables totales y coliformes totales). También se estudiaron €
efecto de cultivos iniciadores en la protedlisis de las proteinas sarcoplasmicas y
miofibrilares. Se realizé una evaluacion sensorial y un estudio de vida Util. Los resultados
indicaron que en las salchichas aplicados con L. sakel + S carnosus produjeron un
descenso de pH més acusado durante la etapa de fermentacion y maduracion seguido por
las salchichas aplicadas con L. sakel en cambio los demas tratamientos mostraron una
caida lenta, la actividad de agua fue descendiendo paulatinamente a lo largo de todo €
proceso, no se aprecian diferencias significativas (p>0,05). En cuanto a los pardmetros
microbioldgicos, las salchichas aplicadas con cultivos iniciadores mostraron recuentos de BAL
significativamente mas elevadas (p<0,05) gque €l tratamiento control, asimismo estos tratamientos
mostraron |os menores recuentos de bacterias viables totales y coliformes totales. Con relacion a
la protedlisis, mostraron que L. sakei, S. carnosus no presenta actividad proteolitica
evidente sobre las moléculas de las proteinas miofibrilares, mientras que en las proteinas
sarcoplasmicas mostraron un ligero cambio en todos los tratamientos. Con respecto a las
caracteristicas sensoriales, las salchichas aplicadas con L. sakei + S. carnosus alcanzo la
mayor aceptacion en todos |os atributos analizados, también provee al producto lavida util
mas prolongada de 152 dias a 15°C, 114 dias a 20°C y 101 dias a 25°C dandole una

ventga frente a otros embutidos tipo chorizo.

Repositorio institucional UNA - PUNO



| . .
TESIS UNA-PUNO ""’g’: R

Altiplano

. INTRODUCCION

El método de elaboracion de los productos carnicos fermentados, se remonta
muchos siglos atrés cuando se estudiaban métodos para prolongar y conservar de mejor
manera los alimentos, especialmente la carne. Es asi que la elaboracion de embutidos
busca la conservacion de la carne a través de ciertos procesos de transformacion que se
dan a lo largo de la elaboracion de estos productos, en los cuales estan implicados
parametros de temperatura, humedad relativa y tiempo; también actlan una serie de

mi croorgani smos beneficiosos que ayudan a la obtencion de un producto de calidad.

Originamente los embutidos madurados fueron elaborados sin adicion de cultivos
iniciadores. Hoy en dia, se agregan cultivos iniciadores para mejorar la consistencia y
control de la maduracién. Entre los principales microorganismos utilizados como cultivos
iniciadores se encuentran las bacterias acido lactico y las micrococaceaes. La presencia
de estas bacterias hace que durante € proceso de maduracién se produzca écido lactico y
otras sustancias, que impiden el desarrollo de microorganismos patégenos, 10s que de estar
presentes en € producto causarian serios dafios a la salud de los consumidores. Asi pues,
la aplicacién de microorganismos seleccionados y caracterizados, (cultivos iniciadores o
“starters cultures”), a la masa carnica, constituye una alternativa para controlar y dirigir

tales transformaciones y por consiguiente las caracteristicas finales del embutido.

Los embutidos fermentados se caracterizan por su bgo vaor de humedad,
descenso de pH y de actividad de agua en un rango de 0,82 a 0,86 y por la presencia de
acido lactico en concentraciones que le confieren al producto un sabor caracteristico y da
lugar a un producto de elevada calidad con larga vida Util y estable microbiol 6gicamente
en un ambiente a temperatura de 15 ~16 °C y humedad relativa de 75 ~ 80 %. Unade las

transformaciones con mayor impacto en la percepcion sensorial, es la hidrélisis de las

1
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proteinas que ocurre durante € proceso de curado de embutidos fermentados. Los

objetivos de presente investigacion fueron:

Objetivo general

Evaduar € efecto de los cultivos iniciadores (Lactobacillus sakel,
Saphylococcus carnosus y Lactobacillus sakei + Staphylococcus carnosus) en
las caracteristicas fisico-quimicas, microbiolégicas y vida Util de las salchichas

fermentadas maduradas.
Objetivo especifico

Elaborar las salchichas fermentadas aplicadas con Lactobacillus sakel,
Staphylococcus carnosus y Lactobacillus sakel + Staphylococcus carnosus y
evaluar € efecto en las caracteristicas fisicas (pH, aw) y microbiol 4gicos.
Evaluar e efecto de los cultivos iniciadores en los factores que determinan la
calidad sensorial de |as salchichas fermentadas

Conocer e grado de degradacion proteica que ocasiona los cultivos iniciadores
elegidas (Lactobacillus sakei, Staphylococcus carnosus y Lactobacillus sakei +
Staphylococcus carnosus) en las salchichas fermentadas.

Determinar € tiempo de vida util de las salchichas fermentadas aplicadas con
Lactobacillus sakei, Staphylococcus carnosus y Lactobacillus sakei +

Saphylococcus carnosus mediante andlisis microbioldgico y fisico.
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[I. REVISION BIBLIOGRAFICA

21. EMBUTIDOSFERMENTADOS

Las salchichas constituyen uno de los embutidos més populares y son reconocidas
como una de las formas més antiguas de procesar alimentos. Para su elaboracion sea
empleado con mayor frecuencia la carne de res junto a la de cerdo, alcanzando elevados

niveles de consumo (Tinedo, 1998).

Los embutidos son productos carnicos, que se obtiene de la mezcla de carne
molida, grasa, sal, agentes de curado, azlcar, especias y otros aditivos, que se introducen
en tripas naturales o artificiales y son sometidos a un proceso de curado, ahumado o

coccion (Barco, 2008).

Los embutidos fermentados o madurados se caracterizan por su sabor fuerte y
picante, y en muchos casos, por su textura blanda. Estos sabores caracteristicos se
producen como consecuencia de la fermentacion bacteriana, que dalugar a acido lactico y

otros compuestos (Varnam y Sutherland, 1998).

2.2. CLASIFICACION DE LOSEMBUTIDOS

Los embutidos madurados se pueden clasificar basdndose en diversos criterios,
como la acidez, € tamafio de picado de los ingredientes, adicion o no de cultivos
iniciadores, presencia de mohos superficiades, adicion de unos u otros ingredientes,
especias y condimentos, etc. todos estos factores, aparentemente arbitrarios, influyen
decisivamente en las caracteristicas generales de los productos, por lo que serian
parametros de clasificacion validos, ya que implican diversas tecnologias de fabricacion

(Diaz, 1994b).
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Por ggemplo, con arreglo a su acidez se han clasificado en:

1) Productos carnicos fermentados de baja acidez: Son productos de
maduracion larga, con un pH relativamente elevado, generalmente superior a
5,5. Dentro de esta categoria se incluyen todos | os tipos de salami.

2)  Productos carnicos fer mentados de elevada acidez: son productos alos que
se les afladen carbohidratos, consiguiéndose un pH final menor de 5,3. Estos
embutidos se fabrican tanto en Europa como en Estados Unidos, con la
diferencia que los primeros se someten a fermentacion a baja temperatura (20
~ 24°C), mientras que en los segundos se utilizan temperaturas elevadas (37°C

aproximadamente).

Tabla 1. Clasificacion de embutidos fermentados.

_ Periodo de Contenido final Valor final de
Tipo de producto Y
fermentacion (dias) de agua (%) (aw)
Spreadable (untable) 3~5 34 ~ 42 0.95 ~ 0.96
Sliceable (loncheable)
Maduracién corta 7~ 28 30~ 40 0.92~0.94
Maduracion larga 80 ~ 90 20~ 30 0.85~ 0.86

Fuente: (Rocay Incze, 1990).

La clasificacion de embutidos que se muestra en la tabla 1, considera €l tiempo de
fermentacion y maduracién como un criterio basico y establece dos tipos dentro de los
embutidos crudos curados. de maduracion corta con un contenido final de agua en torno al
30 ~ 40 % y de maduracion larga, con un contenido final de agua del 20~30 %. En este

ultimo grupo incluye al chorizo y salchichones espafioles (Rocay Incze, 1990).
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En latabla 2, se propone un sistema de clasificacion, también basado en la pérdida
de agua dd producto pero ademas introduce un nuevo criterio: la proporcién
agua/proteina; que es un término mas exacto puesto que relaciona la pérdida de agua con

el contenido proteico muy variable en este tipo de productos (Zeuthen, 1995).

Tabla 2. Tipos de embutidos fermentados

Pérdidade Contenido de Relacion
Tipo
peso (%) agua (%) agual/proteina
Seco 25~50 25~ 45 2,3:1
Semiseco 30 50 23~37:1
No desecados (untables) 10

Fuente: (Zeuthen, 1995).

2.3. PROCESO DE PRODUCCION DE EMBUTIDOS
2.3.1. Componentesdelosembutidos

23.1.1. Carne

La carne se define como todo aquel tgido anima que puede
consumirse como alimento. Sin embargo cuando se hace mencion a carne,
generalmente se hace referencia a tejido muscular de animales que han
sido sacrificados y en los que ha tenido lugar €l rigor mortis (Ranken,

2003).

La carne es una fuente importante en la dieta humana donde la
composicion de proteinas, lipidos y carbohidratos varia considerablemente
dependiendo de la especie animal, la edad, e sexo, € tipo de alimentacion y

en condiciones ambientales. La carne gque se utiliza normalmente para la
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elaboracion de estos productos es de cerdo, ternera y/o pollo (Lopez et al.,

2001).

2.3.1.2. Grasa

La grasa aporta a los embutidos caracteristicas importantes en €l
desarrollo de la calidad sensorial (jugosidad, untuosidad, suavidad, aromay
sabor); sin embargo, esta debe agregarse |0 més fresca posible, debido ala
susceptibilidad que tiene para oxidarse, causando enranciamiento de los

lipidos (Roncales, 1994 y Mira, 1998).

2.3.1.3. Sal comun

La sd ademés de ser un ingrediente que mejora € sabor,
proporciona cierto efecto antimicrobiano a provocar un descenso inmediato
de la actividad de agua (aw = 0.96) que restringe las condiciones de
desarrollo de algunos microorganismos indeseables. Desde el punto de vista
tecnolégico gerce un papel primordial en la ligazén de la pasta ya que
favorece la solubilidad de las proteinas miofibrilares del musculo, y con

ello & desarrollo de latextura (Lucke, 1994).

También hay que tener en cuenta que no todos los productos
cérnicos contienen los mismos niveles de sal e incluso dentro de un mismo
producto puede variar considerablemente su contenido en sal. Asi, en
productos cocidos y en embutidos carnicos fermentados, como €
salchichdn, podemos encontrar porcentajes de sal del orden 2 ~3 %, en
bacon del 3~4 %, mientras que en jamoén curado € porcentge de sa se

sitla entorno a 5~ 8 % (Ruusunen y Puolanne, 2005).
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2.3.1.4. Salesdecura

El compuesto activo de las sales de curacion es € nitrito (afiadido
directamente o proveniente de la reduccion de nitrato) actla como agente
antimicrobiano, inhibiendo la formacion y e crecimiento de Clostridium
botulinum, contribuye a la formaciéon del color caracteristico del curado
(por formacion del comple o nitrosomioglobina) y previene la oxidacion de
los componentes lipidicos a igual que e ascorbato. Las cantidades
legalmente autorizadas en Espafia son de 150 ppm para € nitrito y 330 ppm

para e nitrato (Real Decreto142/2002, BOE 20/2/2002)

Otro efecto beneficioso de las sales del curado es su accion
conservadora, e nitrato como tal no posee ningun efecto inhibidor sobre los
microorganismos, sin embargo € nitrito posee una marcada accion
bacteriocida sobre e crecimiento de determinados microorganismos
sensibles como salmonella. Por si sola, no inhibe el crecimiento de
Salmonella spp., Clostridium botulinum ni Saphylococcus aureus, aunque
S es efectiva cuando se combina con otros factores como val ores reducidos

deawy pH (Lucke, 1998).

2.3.1.5. Azlcar

Los azUcares constituyen otro ingrediente basico en la elaboracion
de embutidos crudos curados, se adiciona con € objeto de conseguir una
fermentacion, son € principal sustrato para € crecimiento microbiano
(BAL), generan acido lactico con el subsiguiente descenso de pH. Con ello
logran la inhibicion del crecimiento de bacterias alterantes y crean
condiciones para la generacion de un sabor y firmeza adecuada. Los

7
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azUcares mas utilizados en la elaboracion de productos crudos curados son:
glucosa, fructosa, sacarosay lactosa, la glucosa fermenta muy rapidamente,

la sacarosa mas lento y alin mas despacio lalactosa (Mata, 1999).

La cantidad y € tipo de azlcar afiadido dependen del tipo de
producto curado a elaborar, estd comprobado que la adicion de un 0,1% de
azUcar a la masa carnica provoca un descenso en torno a 0,1 unidades de

pH (Prand! et al., 1994).

2.3.1.6. Tripa

Se llama tripa a un envoltorio cilindrico que permite dar forma y
proteccion a ciertos productos de charcuteria crudos, cocidos, o que hayan

sufrido un secado — maduracion (Salazar, 2008).

Tripasnaturales o animales:

Las tripas naturales son aguellas que se obtienen de las visceras de
los animales de abasto, estas visceras pueden ser € intestino y vejiga del
cardo o de la res. Este tipo de tripas antes de su uso deben ser
escrupulosamente limpiadas y secadas ya que pueden ser vehiculo de

contaminacion microbiana. (Mira, 1998 y Salazar, 2008).
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Tripasartificiales:

Tripas de colédgeno: Son una alternativa l6gica a las tripas
naturales ya que estan fabricadas con € mismo compuesto
guimico.

Tripas de celulosa: se emplean principalmente en salchichas y
productos similares que se comercializan sin tripas.

Tripas de plastico: Se usan en embutidos cocidos.

2.3.2. Elaboracion del embutido

La base de la amplia variedad de embutidos crudos curados fermentados que
existen en el mercado radica en una tecnologia de fabricacion flexible que permite
realizar muchas modificaciones siempre que se mantengan las reducciones

adecuadas de pH y aw (Leistner, 1995).

La mayoria de los embutidos crudos curados se elaboran siguiendo un
proceso similar. Los pasos mas significativos se detallan en la Figura 1, que recoge
desde la seleccion de materias primas hasta la maduracion en secaderos. Se puede

decir que la elaboracion de embutidos se realiza en tres fases (Diaz, 1994b):

Picado y mezcla de ingredientes
Fermentacion

M aduracién o secado
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Figura 1: Diagramade flujo de elaboracion de un embutido adaptado de Liicke (1998).

Etapas del proceso

Recepcion materias
Primas/ingredientes

]

Refrigeracion

Il

Picado y mezclado

it

Embutido en tripas

|

Fermentacion

|

M aduracion /secado

I

Envasado

I

Almacenado

Inoculacion
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en superficie

Aditivos Condiciones del proceso
Materias primas de calidad
T internacarne: <7 °CpH<5,8
T° carne<2 °C
Sal.......ooevevieiee@w - 0,955 ~ 0,965
Agentes curantes......0- <300 mg KNOz y/o NaNO./Kg
Azlcar. ....covvvvnnen 0.3%
Especies
Tripas Limpiezay preparacion de

Cultivo iniciador

las tripas

Cultivo de mohos certificado
o testado

12 ~ 18 °C, 1~ 3 dias

T° <12°C HR: 70 ~ 80 %
aw final: < 0,90

<25°C
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2.3.2.1. Picadoy mezclado delosingredientes

El picado de la carne puede realizarse en una picadora 0 en una
Cutter, es aconsg able que se lleve a cabo a bajas temperaturas entre -1 ~ -3
°C, de forma que €l corte sea limpio y no se libere grasa intramuscular en
las carnes. Las carnes empleadas deben tener valores de pH entre 5,4 ~ 6,0.
El grado de picado depende del tipo de producto que se va a elaborar. Tras
esta operacion se afaden €l resto de ingredientes y se procede a amasado
de la mezcla que, generamente, se lleva a cabo en una amasadora para
conseguir una distribucion homogénea de todos ellos. La masa carnica ya
elaborada se deja reposar en refrigeracion durante 18 ~ 24 horas, después

delo cua se embute (Mata, 1999 y Diaz, 1994b).

Tras mezclar todos los ingredientes, |a pasta debe introducirse en las
tripas para constituir las piezas de embutido. En esta operacion debe
facilitarse la salida del aire del interior de la tripa y comprimir para
conformar la pasta. Las tripas deben ser permeables a vapor de agua y

pueden ser artificiales (fibrosas, de colageno) o naturales (Diaz, 1994b).

2.3.2.2. Fermentacion

La fermentacion es uno de los méodos més antiguos de

conservacion de alimentos utilizados por el hombre (Hansen, 2002).

Después de la embuticion, las piezas se llevan a secaderos o
camaras con humedad y temperatura controlada, en las cuales se mantienen
atemperaturas de 20 ~ 28 °C y humedades relativas del 90 ~ 95% durante

24 ~ 72 horas. De esta forma se facilita & crecimiento de los

11
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microorganismos y se evita la formacién de una costra externa, que
apareceria en € caso de utilizar humedades relativas més bajas, o que
dificultaria €l secado posterior de los embutidos (Mata, 1999 y Acevedo,

2004).

Los embutidos fermentados se caracterizan por su bao vaor de
humedad y de actividad de agua (aw), y por la presencia de acido lactico en
concentraciones que confieren al producto un sabor caracteristico. El
procesamiento de estos productos tiene como principios bésicos la
utilizacion de métodos combinados de conservacion, permitiendo la
obtencion de un producto estable a temperatura ambiente (Franco, et al.,

2002).

En e proceso de fermentados de los productos carnicos curados
intervienen de manera fundamental las bacterias acido lacticas y muy
especidmente los lactobacilos. En estos embutidos se desarrollan un
proceso fermentativo que paulatinamente transforma e producto en base
fundamental a la produccién de acido lactico, se abordara ampliamente en

el apartado 2.4.2.1 (Martin, 2005).

2.3.2.3. Maduracion

La camara o sala de maduracion debe tener una temperatura de 12
~ 16 °C y una humedad relativa de 70 ~ 85%. ES en estas condiciones
donde & producto carnico madurado adquiere todas las caracteristicas
organolépticas que lo distinguen y lo transforman en un producto de alta
calidad y gran aceptabilidad. El tiempo de maduracion es indeterminado, ya

gue & secado de los embutidos madurados dependera de las caracteristicas

12
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de latripa, condiciones de la pasta, ademas se debe esperar que € producto

alcance su color rojo optimo (Rodriguez, 2011).

La correcta desecacion del embutido depende de varios factores

entre los que cabe destacar (Mata, 1999):

Temperaturay humedad relativa (HR) ambiental .
Velocidad de circulacion de aire.

Composicion delamasa original.

Grado de picado.

Calibre del embutido.

pH.

Durante e periodo de maduracion se producen reacciones
enzimaticas, fundamentalmente de origen microbiano, que degradan lipidos
y proteinas. También se produce una fuerte deshidratacion y se desarrollala
textura caracteristica, € contenido en agua desciende hasta el 35% o incluso
menos, reduciéndose la actividad de agua por debgjo de 0,90. Bgjo estas
condiciones, e crecimiento bacteriano se inhibe si se evita la condensacion
de agua en la superficie del embutido, hacia € fina de la maduracion se
produce un ligero incremento del pH, debido principamente a la
acumulacion de productos de degradaciéon de las proteinas, se abordara

ampliamente en el apartado 2.4.2.2 (Lucke, 1998).

13
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2.4. CAMBIOS BIOQUIMICOS DURANTE LA MADURACION DE LOS

EMBUTIDOS FERMENTADOS
2.4.1. Modificacionesfisicas

2.4.1.1. Cambiosen € pH

El pH de la carne es una caracteristica fisicoquimica importante en

la conservacion de éste alimento, debido a que en carnes frescas sometidas

a fermentacion léctica la reduccion del pH provoca inhibicion de la flora

contaminante. El pH de los embutidos fermentados esta principamente

determinado por e lactato, el amonio y e contenido de agua que

interacciona con las proteinas de la carne; estos factores explican € 75 %

de las variaciones de pH. El descenso del pH tiene varios efectos

beneficiosos: reduce la capacidad de retencion de agua favoreciendo la

deshidratacion del producto, inhibe e desarrollo de microorganismos

patdgenos y proteoliticos que pueden entorpecer el proceso de maduracion

del embutido, interviene en el proceso de enrojecimiento favoreciendo la

reduccion del nitrito a Oxido nitrico, facilita la gelificacion de las proteinas

carnicas garantizando la correcta ligazon y consistencia del embutido, y por

ultimo, la presencia de acidos organicos contribuye a aroma del producto

final (Mata, 1999).

El descenso maés rdpido de pH se produce en € segundo dia de
maduracion, coincidiendo con los mayores niveles de desarrollo
microbiano, en € tercer dia comienza una fase estacionaria que
experimenta un ligero incremento a partir del dia 14 (Bello y Sanchez

1997).

14
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La obtencion de un producto final de caidad depende de la
velocidad e intensidad de la disminucién del pH que, a su vez, depende de
un gran numero de factores; de los que se relacionan a continuacion los més
destacables (Liepe et al., 1990):

Adicion o no de cultivos iniciadores.

Cantidad de azucar.

Tipo de azlcar, en relacion con € tipo de cultivo iniciador
afiadido.

Temperatura de las camaras de maduracion en la etapa inicial

del proceso de desecacion.

Como se ha mencionado anteriormente, €l pH del medio afecta d
crecimiento microbiano. Muchas bacterias crecen Optimamente a pH
préximos a7 y 1o hacen poco a pH inferiores a4 o superiores a 9. El pH de
la carne post-mortem oscila entre 7 ~ 5,5, por lo que es evidente que €
crecimiento microbiano en estas condiciones puede ser muy intenso. En las
carnes curadas es deseable un pH &cido, ya que a incrementarse la
concentracion de nitrito que se encuentra en forma no disociada como acido
nitroso, la concentracion de éste es necesaria para controlar € crecimiento
de determinadas especies patdgenas. Asi por giemplo, la cantidad de nitrito
parainhibir el crecimiento de Staphylococcus aureus cuando € pH final es

de 5,5 esveinte vecesinferior delo que requiere apH 6,9 (Diaz, 1994b).

El pH finad de los embutidos crudos curados varia

significativamente de un tipo de producto a otro, asi en € caso del salami

15
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aleman los valores de pH son proximos a 4,8 aungue en las regiones del sur
del pais se producen generalmente embutidos menos acidos que en €l norte.
En Australia, los embutidos son poco écidos, € pH puede ser superior a 6,0
eincluso llegar a 7,4 como en & salametti. En Francia también se prefieren
embutidos de escasa acidez, con valores de pH final cercanos a 6,0

(Krockel, 1995).

En Espaia los consumidores muestran una preferencia por
productos poco acidos, aunque € rango de pH de embutidos espafioles esta

comprendido entre 4,5 ~ 5,5 (Roncalés, 1994).

Con d fin de establecer un mejor control del proceso de
fermentacion en presencia de cultivos iniciadores, calcularon € grado de
acidificacion (pH/hora) para distintos microorganismos y observaron que a
temperaturas més elevadas larelacion se ve més afectada por € descenso de
aw Yy por € tipo de cepa usada. La ay minima para la acidificacion oscilo
entre 0,93 para la flora espontanea y 0,91 para las cepas de cultivos
iniciadores. Asimismo las temperaturas elevadas incrementan més el grado
de acidificacion para los cultivos puros que para la flora espontanea. Por
otro lado, € grado de picado y la concentracion de glucosa en exceso no
influyen en la acidificacion aunque si lo hace la inoculacion de un mayor

numero de células viables (Landvogt y Fischer, 1990).

16
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2.4.1.2. Cambiosen la actividad de agua

La carne fresca tiene una ay préxima a 0,99 pero cuando va a
utilizarse para la produccion de embutidos fermentados debe disminuirse
hasta 0,96 ~ 0,97. Tecnol6gicamente esto se logra mediante la adicion de
cloruro sodico, nitrito y azlcares, también e empleo del 25 ~ 30 % de
grasa reduce la ay de la mezcla inicial. Con esta disminucion de la aw se
previene € crecimiento de muchos microorganismos (principamente
microorganismos Gram negativos (aerébicos) lo cual favorece e desarrollo
de la flora lactica, micrococos y estafilococos no patdgenos.
Posteriormente el proceso de desecaci on-maduracién provoca la pérdida de
agua y permitira llegar a los rangos de ay finales de 0,784 ~ 0,894 (Mata,

1999).

El rango de ay para embutidos fermentados oscila entre 0,83 ~ 0,96
con una media de 0,91. En estos rangos de av Se pueden considerar estos
productos como alimentos de humedad intermedia (AHI) que incluye a
todos aquellos que se encuentran entre el intervalo de 0,60 ~ 0,90 de aw.
Los AHI se caracterizan por ser productos con un contenido acuoso
intermedio entre los frescos y los deshidratados, que no necesitan
rehidratacion para ser consumidos y que son estables a temperatura

ambiente (Rojaset al., 1991).

En general, |os microorganismos responsables de | as toxiinfecciones
alimentarias son incapaces de crecer cuando la aw es inferior a 0,91, a

excepcion del Saphylococcus aureus en aerobiosis, que puede desarrollarse

17
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incluso a ay de 0,860. También determinadas especies de levaduras y

mohos pueden crecer aay inferioresa 0,75 (Mata, 1999).

La pérdida de humedad debe ser un proceso gradual, equilibrado
con e proceso paralelo de maduracion, que permita la difusion de las
moléculas de agua desde las zonas més internas del embutido hasta €l
exterior. La av de las carnes fermentadas varia dependiendo del grado de
picado de lacarne, del tiempo de maduracion, del contenido de sal y azlcar,
de la permeabilidad de la tripa, temperatura y humedad relativa del aire.

(Frey, 1995).

2.4.2. Modificaciones bioquimicas

2.4.2.1. Cambiosen los hidratos de carbono

La fermentacion de los hidratos de carbono se produce con mayor
intensidad en las primeras fases de maduracion y se origina por la accién de
las bacterias lacticas presentes en el embutido de forma natural o afadidas
intencionadamente, dando lugar principamente a acido lactico. Este
proceso va a producir la reduccion del pH necesaria para evitar €
crecimiento de los microorganismos aterantes y patdgenos y garantizar la
seguridad sanitaria del producto. También gerce una funcion tecnolgica
ya que de este modo se alcanza el punto isoeléctrico de las proteinas
reduciendo la capacidad de retencion de agua, |o que facilita el secado y el
desarrollo de la consistencia tipica de estos productos. Los acidos
mayoritarios generados son, € lactico y en mucha menor medida al acético,

y son también responsables del sabor acido del embutido (Diaz, 1994b).

18
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La fermentacidn de los carbohidratos en los embutidos madurados
se puede redizar de dos formas. por la via homofermentativa o
heterof ermentativa dependiendo de |as especies microbianas fermentadoras
y de las condiciones del cultivo, en determinadas condiciones de aerobiosis
0 anaerobiosis los microorganismos pueden tener un comportamiento
diferente. Las bacterias lacticas de interés en la industria cérnica son
heterofermentadoras facultativas, pueden seguir las dos vias pero, en
genera, en presencia de glucosa siguen la via homofermentadora

produciendo exclusivamente acido |actico (Garriga et al., 1996).

Los azuicares de bajo peso molecular (monosacéridos y disacéridos)
son metabolizados antes y con mayor rapidez que los de peso molecular
elevado (polisacéridos), estos Ultimos se acumulan formando una reserva
azucarada. Los distintos azUcares son utilizados de manera diferente por la
microflora de los embutidos, asi |a glucosa puede ser aprovechada por todos
los lactobacilos, mientras que la sacarosa y maltosa solo puede ser utilizada

por el 80 %y 29 % de las cepas, respectivamente (Prandl et al., 1994).

2.4.2.2. Cambiosen lasproteinasy protedlisis

Durante la maduracion de los embutidos, |as proteinas 'y, en general,
los compuestos nitrogenados sufren una serie de transformaciones debidas
tanto a la accién de los microorganismos como a factores propios de la
carne y a la tecnologia aplicada durante la fabricacion del producto (Diaz,

1994b).
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Durante € picado de la carne se produce una ruptura mas o menos
intensa de las fibras musculares, con lo que las proteinas miofibrilares, que
constituyen el 83 % del contenido celular, quedan expuestas a la accion de
lasal. Lapresenciade sal facilita los procesos € ectrostéticos implicados en
la formacion de la pelicula proteica que rodea los glébulos grasos y
favorece € establecimiento de interacciones proteina-grasa y proteina-
proteina. (Cid et al., 1992).

A lo largo del periodo de fermentacion, € NaCl, el aumento de la
temperatura (22~26 °C) y el descenso del pH provocan la insolubilizacion
de las proteinas sarcoplasmicas y miofibrilares. La insolubilizacion
continda en €l periodo de maduraciéon. Aungue €l pH detiene su descenso e
incluso aumenta ligeramente hacia e fina y la temperatura es inferior
(1I~15 °C), la deshidratacion se prolonga debido ala baja humedad relativa
del entorno, ocasionando una disminucién de la interaccién proteina-agua 'y
dificultando la solubilizacion. Esto conlleva un incremento de la
concentracion de NaCl que contribuye, por su elevada fuerza ionica, ala
desnaturalizacion de las proteinas de la carne, especiamente las
miofibrilares, produciendo cambios profundos en su estructura. Las
proteinas disueltas por efecto del picado y la adicién de sal dan lugar a
agregados en forma de filamentos que interaccionan entre si, lo que
contribuye ala estabilidad del gel (Diaz, 1994b).

La protedlisis es un proceso bastante complejo en € cual participan
dos grandes grupos de enzimas; la proteasas de tipo endopeptidasas (u-

calpaina (1), m-capaina (Il), catepsinas B, D, H y L y proteosoma) y las
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exopeptidasas (Tri-peptidilpeptidasas | y 11, dipeptidilpeptidasas I, 11, 111 y
IV, carboxipeptidasas y danil-, arginil-, metionil-, leucil-, y piroglutamil-
aminopeptidasas) (Toldra, 1998b).

La protedlisis de los embutidos fermentados afecta directamente la
percepcion sensorial de los mismos, a producir un incremento en la
concentracion de péptidos y aminoacidos, que estédn estrechamente
relacionados con el sabor e indirectamente con el aroma, ademas tiene un
impacto sobre la textura a ser responsable de la hidrolisis de las proteinas

miofibrilares (Toldrg, 1998b).

El sabor de la carne viene determinado por compuestos
hidrosolubles, entre los que se encuentran los aminoacidos, péptidos,
nucledtidos, azlcares y &cidos organicos, la funcién que los aminoécidos y
los péptidos tienen en el sabor, establecen cinco sabores primarios; dulce,
acido, salado, amargo y umami. El sabor “umami” o de caldo de carne, es
también descrito como una sensacion de llenado de bocay su representante
mas tipico lo encontramos en la sal sodica del &cido glutamico (glutamato
monaosodico), ampliamente utilizado en la industria como potenciador del
sabor. Otros compuestos, como son |os dos dipéptidos naturales carnosina
(B- Alanina - Histidina) y anserina (B-Alanina-1-metil-histiding) presentes
en la carne, contribuyen a sabor amargo En latabla 3, se muestra €l sabor
gue pueden proporcionar diferentes sustancias presentes o generadas en €

curado de embutidos (Toldra, 1998b).
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Tabla 3. Sabores de |os componentes resultantes de la actuacion enzimatica

Sabor Componentes

Dulce Glicina, danina, serina, treonina, lisina, prolina,
hidroxiprolina, glucosa, fructosay ribosa.

Acido Acidos aspértico, glutamico, histidina, asparagina, l4ctico,
succinico y piravico

Amargo Cregtina, creatinina, hipoxantina, anserina, carnosing,
fenilalanina, arginina, metionina, histidina, valina, leucina,
isoleucina, triptofano y tirosina

Salado Glutamato y aspartato.

Umami Glutamato y aspartato monosodi co.

Fuente: (Toldra, 1998b).

Aunque la hidrdlisis primaria de la proteinas a polipeptidos es
realizada mayoritariamente por las enzimas musculares endogenas. Las
BAL y los micrococcus, tienen cierta actividad proteolitica y pueden
contribuir a la degradacion de las proteinas musculares, en mayor medida
sobre las proteinas miofibrilares. Incluso, se ha sefidlado que la enzimas
intracelulares (amino, di- y tripeptidasas) de Lactobacillus son las
responsables de la generacién de pequefios péptidos y aminoécidos que
contribuyen a proceso, ya sea como potenciadores del sabor o como
precursores de otros compuestos arométicos durante la maduracion de los
embutidos fermentados. Los agentes de curado y |as condiciones de proceso
(temperatura, pH, duracién del proceso) en estos productos actlan como

reguladores de la actividad de |a exopeptidasas (Sanz et al., 1999a).
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El pH controla en mayor grado la hidrolisis, los embutidos
fermentados con pH méas &cidos (4.60) se caracterizan por una alta
concentracion de péptidos y poca produccion de amoniaco, debido en gran
medida a la catepsina D, que es activa a pH &cidos. La sal (2~3 %) inhibe
parcialmente a las catepsinas pero activa a las calpainas y aminopeptidasa
B. Durante € secado y maduracion se incrementa el contenido de los
péptidos de bajo peso molecular y los aminoécidos libres que mediante
reacciones quimicas y/o enzimdicas como la descarboxilacion,
desaminacion, deaminacion y transaminacion se generan compuestos
vol&iles y no volatiles de gran importancia en el desarrollo del aroma y
sabor de estos productos. Ademas, en presencia de bacterias de deterioro
induciran en gran medida la descarboxilacion de los aminoacidos,

produciendo aminas biogenas (Toldra et al., 20004).

A. Endopeptidasas

Las endopeptidasas son enzimas proteoliticas tisulares responsables
mayoritariamente de la degradacion de proteinas miofibrilares y
sarcoplasmicas. El resultado de su actuacion es la generacion de fragmentos
proteicos y peptidicos procedentes en su mayoria de la rotura de las
proteinas miofibrilares que van a servir de sustrato para la actuacion de las
exopeptidasas (Toldra 2000a).
B. Exopeptidasas

Las exopeptidasas son un grupo de enzimas proteoliticos

caracterizados por hidrolizar las cadenas péptidicas por sus extremos
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terminales dando lugar a la liberacion de péptidos y aminoécidos libres

(Toldra, 2000a).

C. Par cial solubilizacion delas proteinas miofibrilares

Las proteinas solubles, tanto las sarcoplasmicas como las
miofibrilares, experimentan durante la maduracion de los productos
cérnicos un proceso de desnaturalizacion que se manifiesta en un descenso

en la cantidad de proteina solubilizada (Cérdoba et al., 1994).

25. MICROBIOLOGIA DE LOS EMBUTIDOS Y USO DE CULTIVOS
INICIADORES
La flora inicial del embutido es extremadamente variable y depende en gran
medida de la carga microbiana de la carne utilizada como materia prima y de la
contaminacion ambiental. La carne es muy rica en nutrientes y factores de crecimiento,
gue junto auna ata actividad de agua 0.96 ~ 0.97 y un pH préximo alaneutralidad (5.6 ~
5.8), constituye un sustrato idoneo para € crecimiento de un gran nimero de
microorganismos. No obstante, las condiciones de la mezcla carnica una vez embutida

favorecen € crecimiento de bacterias lacticas y Micrococcaceas (Mata, 1999).

Réapidamente, se produce la acidificacion por fermentacion alcanzandose un bajo
pH que evita e crecimiento de las bacterias indeseables, fundamentalmente e de las
enterobacterias y entre ellas, Salmonella y Escherichia coli (Mata, 1999).

25.1. Cultivosiniciadores

Los cultivos iniciadores son empleados con € fin de conseguir en el
producto carnico propiedades fisico-quimicas y sensoriales determinadas, entre las

gue se cuentan, €l desarrollo y la estabilidad del color tipico, un descenso rapido
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del pH por la produccién de écido léactico, una adecuada cohesividad de las pastas
para obtener un grado de consistencia mas firme, un grado de terneza adjudicado a

laautdlisis de las proteinas carnicas y un aroma caracteristico. (Schillinger, 1996).

El primer cultivo iniciador que aparecio en el mercado, con aplicacion en la
industria carnica, fue una cepa de Pediococcus cerevisiae que comerciaizo la
firma Merck en Estados Unidos en 1957, para la elaboracion de embutidos de
verano y embutidos untables. Cas paralelamente, en Alemania en 1961 se
comercializo una cepa de Micrococcus M53, suministrada por la compafiia Rudol f
Muller y en 1966 aparece por primera vez un cultivo iniciador que combina
Lactobacillus plantarum con una cepa de micrococos las diferencias entre las
cepas seleccionadas en Europa y Norteameérica se basan en |os distintos gustos de
sus consumidores. En USA €l fabricante apuesta por procesos de acidificacion més
rapidos, con temperaturas de maduracion de 38 ~ 40°C, que originan productos de
sabor més acido que es |o que prefieren los consumidores, en cambio en Europa se
apuesta por los productos de maduracion mas lenta, con temperaturas bajas en
torno a los 20°C, que permiten el desarrollo maximo de las caracteristicas
sensoriales tipicas de estos productos (Mata, 1999).

La finalidad con la que se afaden los cultivos iniciadores a los embutidos
secos se puede resumir de la siguiente manera (Diaz, 1994b):

Control del proceso madurativo.

Inhibicion de microorganismos no deseabl es.
Reduccion de riesgos sanitarios.

Incremento de la calidad y normalizacion.

Control del sabor y aroma
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2.5.2. Microorganismos que componen los cultivosiniciadores

Son numerosos |os géneros microbianos utilizados en la composicion de los
cultivos iniciadores. Aunque los mas empleados pertenecen a grupo de las
bacterias acido lactico y las micrococaceas, se ha propuesto la utilizacién de otros
géneros bacterianos como Escherichia, Aerobacter, Alcaligenes, Achromaobacter,
Flavobacterium, Pseudomonas, Vibrio y Corynebacterium. También se utilizan
determinadas especies de levaduras y mohos como flora de superficie, aunque la
finalidad en este caso es fundamentalmente de aromatizacion y mejora de la
apariencia externa. Las especies mas utilizadas como componentes de cultivos

iniciadores se presentan en latabla4 (Hammesy Tichaczek, 1994).

Tabla 4. Microorganismos usados como cultivos iniciadores para embutidos crudos

curados.
Grupo microbiano Especies usadas como iniciadores
Bacterias acido lacticas Lactobacillus plantarum, Lactobacillus pentosus,

Lactobacillus sake, Lactobacillus curvatus, Pediococcus
pentosaceus, Pediococcus acidilactici

Micrococaceas Saphylococcus carnosus, Saphylococcus xylosus Yy
Micrococcus varians

Levaduras Debaryomyces hansenii, Candida famata

Mohos Penicillium nalgiovensis, Penicilium crysogenum

Fuente: (Hammesy Tichaczek, 1994).
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2.5.2.1. Bacteriasacido lacticas

Las BAL poseen caracteristicas ecolégicas y metabdlicas de
importancia econémica y tecnolégica en los alimentos. Su clasificacion se
basa en la morfologia, la forma de fermentar la glucosa, su desarrollo a
diferentes temperaturas, la configuracion del écido lactico producido, la
habilidad de crecer a altas concentraciones de sa, tolerancia ala alcalinidad

y acidez (Axelsson, 2004; Feriay Pedro, 2007).

En la actualidad, € grupo de las BAL esta conformado por cocos,
cocobacilos o bacilos Gram positivos, generalmente inmoviles y no
esporulados, catalasa y oxidasa nagativas, obtienen energia exclusivamente
por fermentacion de azUcares produciendo acido lactico como producto
principal o Unico de su metabolismo, y obtienen su energia por
fosforilacion a nivel del sustrato a la vez que oxidan carbohidratos; no
tienen un ciclo de Krebs funcional. Todas estas bacterias son consideradas
anaerobias aerotolerantes, y a contrario que las anaerobias estrictas, no son
sensibles a oxigeno por 1o que pueden crecer tanto en presencia como en
ausenciade é (Madigan et al., 2004).

Las bacterias del acido lactico (BAL) son e grupo bacteriano de
mayor importancia en el proceso de elaboracion de embutidos fermentados.
Estos microorganismos, especiamente el genero Lactobacillus, son los
responsables de la produccion de acido lactico durante la fermentacion,

provocando asi una disminucion del pH (Hugas et al., 1993).

Las BAL se desarrollan rapidamente durante € proceso

fermentativo y evolucionan desde 10% ~ 10* ufc/g hasta 108 ~ 10° ufc/g
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manteniendo en estos niveles hasta el final de la maduracién (Hugas et al.,

1993y Leistner, 1995).

Los lactobacilos son € género que predomina de forma natural en
este tipo de productos y en carnes envasadas a vacio, por tanto, las cepas
aisladas de estos productos gue se utilizan como cultivos iniciadores, estan

mejor adaptadas y se desarrollan més (Fadda et al ., 2008).

2.5.2.2. Micrococaceaes

Las micrococaceas son € segundo grupo de bacterias en
importancia para la constitucion de los cultivos iniciadores. Los dos
géneros que incluyen estas familias son, Micrococcus y Saphylococcus.
Los Saphylococcus se ha constituido como el género mas utilizado debido
a su capacidad para crecer y metabolizar bajo condiciones anaeréhbicas. Las
especies que suelen formar parte de los cultivos comerciales son
Saphylococcus xylosus, Staphylococcus carnosus y Micrococcus varians.
A diferencia de |as bacterias | acticas estos microorgani smos se caracterizan
por poseer la enzima catalasa, ser sensibles a los acidos y tolerar mejor

condiciones de bajaay. (Weidenfeller y Fegeler, 1990).

En cuanto a los beneficios tecnol 6gicos que reporta la utilizacion de
micrococaceas como cultivos iniciadores figura la contribucion a la
formacion y estabilizacion del color y su participacion en la formacion del
aroma. En general, estas bacterias poseen la enzima nitrato reductasa, la
cua reduce € nitrato a nitrito que posteriormente sera utilizado junto a la

mioglobina para formar la nitrosilmioglobina o pigmento rojo del curado.
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Pero ademés de participar en la reaccion de enrojecimiento, estas bacterias
estabilizan € color, ya que poseen la enzima catalasa que desdobla €l
peréxido de hidrégeno, procedente de fuentes quimicas y microbianas, y
cuya acumulacion en e embutido origina fendmenos de decoloracion en €l
mismo. A menudo se ha cuestionado la participacién de las micrococaceas
en las reacciones de aromatizacion de productos crudos curados, no
obstante muchos autores han demostrado la actividad lipolitica vy
proteolitica de determinadas cepas de Micrococcus y Saphylococcus que
favoreceria la formacion de compuestos precursores del aroma (Carrascosa

y Cornegjo, 1991).

2.6. CARACTERISTICAS SENSORIALESDE LOSEMBUTIDOS
Las caracteristicas sensoriales (color, textura, sabor y aroma) del producto fina
vienen definidas por complejas transformaciones quimicas y enziméticas (musculares y
microbianas) de los hidratos de carbono, proteinas y lipidos de la masa cérnica inicial,
todas ellas moduladas por las condiciones fisicas concretas en las que se lleva a cabo €l

proceso, asi como por €l efecto de las especias y de los agentes de curado (Mata, 1999).

El color es una propiedad sensorial muy importante en estos productos ya gue
influye en gran manera en su aceptacion por parte de los consumidores. La presencia de
nitrito, ascorbico o de microbiota con actividad nitratorreductasa (Micrococcaceae)
favorecen la formacion de nitrosomioglobina, otorgandole a embutido € color

caracteristico (Minor, 1999).

Mientras que el aromay sabor son resultado de una combinacion equilibrada entre

los compuestos volatiles (alcohol, acetonas, adehidos y furanos) y no volatiles

29

Repositorio institucional UNA - PUNO




R1T, _ ,
TESIS UNA-PUNO ""‘" e

Altiplano

(aminoécidos, péptidos, azucares y nucledtidos) procedentes de las materias primas 0
generados a partir de las reacciones bioquimicas (protedlisis) que suceden durante la

maduracion como se menciono en él, apartado 2.4.2.2 (Toldrd, 1998b).

El desarrollo de latextura se debe ala acumulacién de écido | actico, producto de la
fermentacion de carbohidratos. Como consecuencia de esto, €l pH desciende hasta valores
que se aproximan a punto isoeléctrico de las proteinas miofibrilares reduciendo su CRA

con el consecuente incremento de la firmeza de la masa carnica (Gimeno et al., 1999).

2.7. TECNICA ANALITICA EMPLEADA
2.7.1. Electroforesis
Esta técnica de andlisis se fundamenta en € hecho de que algunos polimeros
bioldgicos como las proteinas tienen la capacidad de ionizarse y cuando son
sometidos a un campo eléctrico pueden migrar hacia el polo de carga contraria

(Badui, 1991).
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Figura 2. Equipo €electroforético (Badui, 1991).
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En las proteinas la presencia de aminoécidos en forma de iones a un pH
determinado hace que esta se desplazase hacia € anodo o cdtodo, dependiendo de
la carga neta de la proteina y aunque en forma menos significativa € tamafio y la
forma de la molécula. La velocidad o movilidad de migracién en e campo
eléctrico a que son sometidas las proteinas es caracteristico para cada uno de ellas

y se mide con respecto a una sustancia de referente peso molecular (Badui, 1991).

Para el andlisis de proteinas de carne se utiliza el método de electroforesis en
gel de poliacrilamida Este método corresponde a una electroforesis
desnaturalizante, donde la funcion del detergente ionico (cargado negativamente)
Dodecil Sulfato de Sodio (SDS), es desnaturalizar las proteinas, rompiendo la
estructura secundaria, terciaria y cuaternaria mediante la ruptura de los puentes

hidrofilos, lo que facilitalamigracion hidrofoba (Badui, 1991).

Este detergente es absorbido en la superficie de las cadenas polipeptidicas
confiriéndoles a estas una carga negativa. Cada polipéptido absorbera una cantidad
de SDS proporcional a su tamafio. Formando un complejo SDS-proteina que tienen
la misma relacion carga-masa dando origen a una movilidad electroféretica herte y
un tiempo de separacion corto. Otra ventgja es que las velocidades diferentes de

migracion dependeran del tamafio de polipéptido y no de su carga (Minor, 1999).

Los més pequefios se moveran més rapido que los de menor tamafio a través
de la matriz del gel de poliacrilamida (PAGE). Con la electroforesis puede
calcularse e peso molecular de distintos compuestos, para 10 que se utilizan

estdndares de peso molecular conocido (Minor, 1999).
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2.8. VIDA UTIL DE PRODUCTOS CARNICOS
Lavida util (VU) es un periodo en e cual, bgjo circunstancias definidas, se
produce una tolerable disminucién de la calidad del producto. La calidad engloba
muchos aspectos del aimento, como sus caracteristicas fisicas, quimicas,
microbiolégicas, sensoriales, nutricionales y referentes a inocuidad. En € instante
en que alguno de estos parametros se considera como inaceptable el producto ha

llegado al fin de su vida dtil (Morales, 2008).

Lafinalidad de cualquier fabrica de embutidos consiste en elaborar productos
confiables desde el punto de vista sanitario, con buena presentacion, uniformes,
gue agraden a los consumidores y a precios lo mas reducidos posibles. De esta
forma se garantiza la permanencia en e mercado, y se facilita e aumento en las
ventas (OEA, 2003).

La desecacion que sufren los embutidos secos, por si misma, garantiza su
inocuidad sin un tratamiento térmico adiciona cuando estdn acordes con la

regulacion establecida (Frey, 1995).

La vida util se determina a someter a estrés e producto, slempre y cuando
las condiciones de almacenamiento sean controladas. Se pueden readizar las
predicciones de vida Util mediante utilizacion de modelos mateméticos (Util para
evaluacion de crecimiento y muerte microbiana), pruebas en tiempo rea (para
alimentos frescos de corta vida Util) y pruebas aceleradas (para aimentos con
mucha estabilidad) en donde el deterioro es acelerado y posteriormente estos
valores son utilizados para realizar predicciones bajo condiciones menos severas.
Es importante recalcar que la vida Gtil no es funcién del tiempo en si, sino de las

condiciones de almacenamiento del producto y los limites de calidad establecidos
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tanto por e consumidor como por las normas que rigen propiamente los alimentos

(Pdlit, 2006).

2.8.1. Principalesfactoresdedeterioro
A continuacién se numeran algunos de |os factores que causan € deterioro de
los alimentos (Carballo y Larrafiaga, 1998; Palit, 2006):
Factores Microbiologicos: Los microorganismos pueden causar
deterioro de la calidad de los productos (cambios de aspecto, texturay
sabor). Los valores limites de contaminacion aceptables en |os alimentos
pueden tomarse de tablas definidas por e Codex Alimentarius u otros
organismos nacionales o internacional es.
Temperatura: El principal efecto de la temperatura en € deterioro de
los productos tiene relacion con la velocidad a la que se producen las
reacciones de oxidacién de grasas, cambios de color, de sabor.
Cambios de humedad: Los intercambios de humedad del producto con
el medio ambiente, pueden causar alteraciones fisicas (textura,
aglomeracion), alterar e sabor de los productos o permitir € desarrollo
de hongos y bacterias.
Condiciones de materias primas y procesamiento: Una fata de
control adecuado en todos los procesos de fabricacién afectard

necesariamente la estabilidad y por lo tanto la vida Util de un producto.

2.8.2. Determinacion delacinética dedeterioro
Seguin investigaciones planteadas por diferentes autores es dificil realizar

una estimacion del tiempo aceptable de amacenamiento. EI modelo que
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generamente se utiliza para este tipo de estudios es € de Arrhenius, asumiendo
gue las reacciones siguen cinéticas de primer orden. También se puede aplicar un

modelo lineal de reaccion de orden cero (Dominguez, 2007).

La metodologia de trabgjo consiste en identificar primero las reacciones
quimicas y biologicas que influyen en la calidad y seguridad del aimento.
Entonces, a través de un estudio cuidadoso de los componentes del aimento y del
proceso, se determinan las reacciones que se considera que presentan € impacto

mas critico (Labuza, 1994).

En estos casos, bastante comunes, y los Unicos que se consideran en la
practica, la velocidad de estas reacciones hipotéticas se puede expresar en funcion

de una pseudo constante k y un pseudo orden n.

Segun:

Tomando e signo segun sea € atributo de calidad un componente que se
pierde (¢. una vitamina) o un producto de degradacion que aparece. Esta

simplificacion dalugar alasiguiente clasificacion (Labuza, 1994).

2.8.2.1. Reacciéon deorden cero
La relacion linea entre € atributo y tiempo se obtiene cuando la

reaccion es de orden cero n = 0, tendremos:
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2.8.3.

Integrando la ecuacion se obtiene:

Q=Q - Kt oo 3

Donde:
Qo =Vadorinicial del atributo de calidad
Q = Vaor que tomadicho atributo después de trascurrido €l tiempo
t.
Si a final de lavida util t;, se acanza cuando € atributo de calidad

tomaun cierto valor, |lamado Qf, tendremos.

Q, =Qy- k*t, e (4)

Qr = Concentracion final del factor al tiempo t.

Qo = Concentracién inicia del factor al tiempo 0.

t =Tiempo de estabilidad (dias).

k = Constante de velocidad alatemperatura estudiada.

El empleo de una ecuacion de orden cero es Gtil en la descripcion de
procesos tales como la degradacion enzimdtica, e pardeamiento no
enzimético y la oxidacion de los lipidos que lleva a desarrollo de olores
rancios (Labuza, 1994).

Variables que determinan la vida util de los embutidos
2.8.3.1. Pérdida de peso
Una de las caracteristicas principales de |os embutidos fermentados es

gue son productos desecados. Durante la maduracién se producen pérdidas
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de agua que conllevan a una reduccién del peso (mermas) que puede oscilar

entre un 20 ~ 40 % del pesoinicial (Liestener, 1995).

Uno de los factores importantes para establecer e periodo de
maduracion se debe considerar €, porcentaje de humedad, que estos deben
presentar en un rango de 20 ~ 30% de su peso inicia (Price, 1994 y

Varman et al., 1998).

La pérdida de peso del embutido se debe a la diferencia de humedad.
Es importante que exista siempre una diferencia de humedad (gradiente)
entre e interior del embutido y € aire circundante. El valor de pH gerce
influencia sobre la cesién de agua por parte de la carne. Si € pH se
encuentra en la proximidad del punto isoeléctrico, el musculo cede la
maxima cantidad de humedad el embutido se seca entonces de forma

Optima, ganando consistenciay capacidad de conservacion (Frey, 1995).

2.8.3.2. Calidad microbioldgica
" Staphylococcus aureus

Agente causal de intoxicacion alimentaria. Habitat y distribucion:
En & hombre el principa reservorio de este microorganismo es la cavidad
nasal, desde donde pasa ala piel. También se encuentra en 0jos, garganta'y
tracto gastrointestinal. Desde cualquiera de estas localizaciones, pasa a

contaminar los alimentos (Sofos, 1994).
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Necesidades de crecimiento: Microorganismo anaerobio facultativo,
en general, mesofilo, pero para la produccion de enterotoxinas necesita una
temperatura entre 40 y 45 °C. Resiste concentraciones de NaCl hasta de
20% en algunas cepas (Sofos, 1994).

pH minimo : 4.8 con oxigeno

: 5.5 sin oxigeno
aw : 0.86 con oxigeno
:0.90 sin oxigeno

Temperatura éptima : 21 ~ 36 °C

Entre los principales factores implicados en esta intoxicacion se
cuentan, la refrigeracion insuficiente, las deficientes practicas de higiene
persona de los manipuladores del alimento, la coccién o tratamiento
térmico insuficiente y la retencién del aimento en dispositivos para

mantenerlo caliente durante largos periodos de tiempo.

Entre los alimentos de origen carnico implicados en esta
intoxicacion, se encuentran, las carnes preparadas de cerdo, pollo, pavo y

resy los productos carnicos curados semisecos.

" Clostridium perfringens
Agente causal de toxicoinfeccion, ya que produce la toxina cuando

hainvadido € intestino de su huésped (Murano, 1997).

Habitat y distribucion: Este microorganismo se encuentra
ampliamente distribuido en la naturaleza y se transmite a los alimentos

principamente por las manos de los manipuladores contaminados y por
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contaminaciones cruzadas con alimentos o recipientes que estuvieron en

contacto con alimentos contaminados.

Necesidades de crecimiento: es un bacilo Gram positivo anaerobio y
esporédgeno, es mestfilo, tiene necesidades nutritivas relativamente
complgas por la cantidad de aminoécidos que requiere para su desarrollo.

Su crecimiento es inhibido por concentraciones de NaCl del 5% (Sofos,

1994).
Temperatura 6ptima : 43 ~ 47°C
pH : <50>9nocrece
aw :0.97

Entre los factores implicados en esta enfermedad estan las malas
précticas de higiene durante la manipulacion, la refrigeracion insuficiente o
tardia, € amacenamiento inadecuado de aimentos preparados y las

posibilidades de contaminacion cruzada que se den en planta
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I1l. MATERIALESY METODOS

3.1. LOCALIZACION DEL ESTUDIO
El presente estudio de investigacion se realizo en las instalaciones de la Planta
Piloto de Cérnicas de la Escuela profesional de Ingenieria Agroindustrial de la
Universidad Naciona del Altiplano, ubicado en la ciudad de Puno, a una atura de 3827
msnm y una temperatura promedio de 16 °C.
Los diferentes andlisis de las muestras fueron realizadas en los siguientes
laboratorios:
El material experimental (salchichas) se elaboraron en la Planta Piloto de Carnes
de laEscuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial.
Los andlisis microbiol 6gicos se realizaron en €l Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos de la E.P. de Ingenieria Agroindustrial.
Los andlisis fisicos se redlizaron en e Laboratorio de Biotecnologia de los
Alimentos de la E.P. de Ingenieria Agroindustrial.
El andlisis de proteinas se realizé en el Mega- laboratorio, area de Biotecnologia
de los Alimentos de la UNA-Puno.
Las pruebas sensoriales se realizaron en la Planta Piloto de Carnes de la E.P. de

Ingenieria Agroindustrial .

3.2. MATERIAL EXPERIMENTAL
La carne de cerdo se adquirié en un centro comercial local. Se desconoce la edad,
sexo Y las condiciones post-morten de los animales. Se utilizo la pierna de cerdo,

lamisma que fue adquirida ya retirada del cuerpo.
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La grasa de cerdo se adquirié en un centro comercia local. Después de comprarlo
la carne y grasa estas fueron almacenadas en congelacion por un dia previo ala
elaboracion de la salchicha

Tripa natural de colageno de calibre 30 mm de didmetro, marca Alico.
Suministrado por Alitécno S.A.C.- Arequipa.

Sal se adquiri6 en un centro comercial local. Lasal que se utilizo fue sal comun,
se la utiliz6 como conservador, a fin de que afiada y acentlia sabor a los
embutidos.

Nitral sal curante al 20%, marca Alico. comercializado por Alitécno SA.C. -
Arequipa. Se utilizd esta sustancia quimica con los siguientes propdsitos:
estabilizar €l color de las salchichas, contribuyen a las caracteristicas del sabor
del producto y logra lainhibicion del crecimiento de microorganismos patégenos
y en particular del Clostridium botulinium.

Azucar blanca se adquirié en un centro comercial local.

Cultivos Iniciadores, |as cepas utilizadas fueron:

0 Lactobacillus sakei, (B-2) GIN 501116-SAFEPRO, 1 sobre de 25g
equivalente para 200 kg de carne, en forma pura, procedente de Chr.
Hansen. México.

o Saphylococcus carnosus, (S-B-61) GIN 502360-BACTOFERM, 1 sobre de
259 equivaente para 100 kg de carne, en forma pura, procedente de Chr.
Hansen. México.

o Saphylococcus carnosus +  Lactobacillus sakei, (F-FM-111)
BACTOFERM, 1 sobre de 259 equivaente para 100 kg de carne, en forma
mezclada, procedente de Chr. Hansen. Argentina.

Las fichas técnicas de estos productos se pueden observar en € anexo.
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3.3. MATERIAL GENERAL DE LABORATORIO

33.1

3.3.2

I nstrumentos de labor atorio

Cuchillo marcatramontina

Espéatula de acero inoxidable

Fidlas 500 ml marca pirex

Frasco lavador pizeta de polietileno boca angosta cap. 500ml

Gradilla esterilizable sin alambre No-Wire

Matraces Erlenmeyer, boca angosta graduado de 100, 250 y 500 ml marca
pirex

Mechero de alcohol

Pinza para vasos con punta de vinillo en acero niquelado

Pipetas autométicas de 1-10 pl, 10 -100 pl, 50 - 200 pl, 100 - 1000 pl y de
1- 5 ml utilizadas son de lamarca BIOHIT.

Pipetas serol gicas (graduada) CLASEA de capacidad 1, 2, 5y 10 ml

Placas Petri marca STERIPLAN, en vidrio ca sodade @ 60

Probeta graduada, con pie hexagonal y pico de 50, 100 y 250 ml marca
pirex

Tubo para cultivo con taparoscay juntade gomavidrio AR

Vasos precipitado de formabaja, graduado con pico Beaker de 50, 100 ml
Equipos

Autoclave modelo LS-BSOL - |1, volumen 50 L

Balanza analitica precision marca AND FR-300 Jap6n Cap. de 0.0001 a
310g.

Cocina€léctrica
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Conjunto para electroforesis Bio-Rad con kit para preparacion de geles,
cuba de corriday fuente de poder
Cuenta colonias
Cubeta de electroforesis Verticales modelo. Miniprotean de Bio-Rad. con
cristales, peines y separadores.
Cutter, modelo CUE25, marca A &C Ingenieros; afo de fabricacion 2005,
peso aproximado 250 Kg.
Determinador de agua en productos (aw). Marca AQUALAB
Embutidora Blander Stomacher 400 y Sorval Omni — mixer 17106.
Estufalabor Muszeripari Muvek
Estufa Universal e incubdoras marca “MEMMERT”
Licuadora marca Oster Cap. 1L
Molino de carnes Moulinex 320 MX
pH-metro digital modelo HM - 5S.
Refrigeradora
Termohigrometro de vidrio de mercurio Escala interna, inmersion total
rango -50 °C a150 °C
TermoOmetro -5~120°C marca Pirex

3.3.3. Reactivos
Disolucién de SDS: 10 % en agua destilada
N, N, N', N' — Tetrametil- etileno —diamina (TEMED) solucion comercial
Merck peruanaS. A.
Patron de proteinas abumina (84.2 kDa), ovoalbumina (47.8 kDa),
[ —fosfato (110 kDa), anhidrasa carbonicall (32.7 kDa) a-lactoalbumina

(14,2kDa) y aprotinina (6,5 kDa). Merck peruana S. A.
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Tampdn de electroforesis: contiene 14,4 g/l de glicina, 3 g/l de Tris (base) y
10 ml/I de SDS 10%. Merck peruanaS. A.
Tampodn de Ruptura 5X que contiene: 2,5 ml de solucién de dodecil sulfato
sodico (SDS) 10%; 0,2 ml de 2 - B -mercaptoetanol; 0,5 ml de azul de
bromofenol 0,05%; 0,3 ml de tampdn de electroforesis; 1 ml de glicerol y
0,5ml deTris0,5M pH 6,8. Merck peruana S. A.
Tampon del gel acumulador: Tris0,5 M; pH = 6,8 Merck peruana S. A.
Tampon del gel separador: Tris 1IM; pH = 8,8 Merck peruana S. A.
Solucion de acrilamida/bisacrilamida: Contiene 30 % acrilamida + 0.8 %
bisacrilamida preparada en agua destilada Merck peruana S. A.

3.3.4. Mediosdecultivo
Agar Man Rogosa Sharpe (MRS) marca Breitania suministrada por
Biosym E.I.R.L. peruana.
Plate count agar (PCA) . Merck peruana S. A
Agar VRBA (Agar con BilisRojo Neutro y Cristal violeta)
Agua destilada
Agua de peptona Merck peruana S. A.
Mannitol sal agar

Agar TSC (Triptosa Sulfito Cicloserina)
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3.4. METODOS
3.4.1. Metodologia experimental
Preparacion delos cultivosiniciador es

Los cultivos iniciadores empleadas fueron L. sakei, S carnosus en forma
pura suministrada por la firma Chr. Hansen (México) y L sakel + S carnosus en
mezcla Chr. Hansen (Argentind). Estas cepas fueron seleccionadas en base a su
capacidad de crecer y disminuir €l pH rapidamente sobre la carne. Adquiridos en
formaliofilizada, por lo que esimportante rehidratarl os antes de su uso. Pararealizar
este proceso se empled agua destilada esterilizada. Se utilizd 50 ml de agua destilada
esterilizada, 0,5 g de sa comun, e cultivo iniciador se agregd a una dosis
recomendada por |a fébrica siguiendo las instrucciones de | as fichas técnicas, para el
producto a elaborar, e incubandose posteriormente a 28 °C durante 12 horas previo
al proceso.

Embutido

Despues de elaborada la masa carnica, se la rellend en tripa de natura de
col&geno calibre 30 mm de diametro. Es una tripa sintética que esta constituida por
celulosa natural. Lo que la hace resistente, ademéas una de las caracteristicas méas
importantes es su permeabilidad a la humedad, |o que en esta tripa se adhiera de
forma correcta al embutido mientras este iba perdiendo humedad, en la etapa de
secado -madurado.

La unidad experimental const6 de 20 kg de materia prima en carne de cerdo
el cua se dividio en cuatro tratamientos de 5 kg de salchicha por tratamiento. Se
utilizé un total 144 salchichas que se distribuyeron en 3 tratamientos de 36 piezas

cada unamés €l testigo o tratamiento control. Esto se detallaen laTablab.
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Tabla 5. Esqguemadel experimento

_ Cantidad de
Codigo Tratamientos _
salchichas
A Control (sin cultivo) 36
B Lactobacillus sakel (pura) 36
C Staphylococcus carnosus (pura) 36
D Lactobacillus sakei + Staphylococcus carnosus (mezcla) 36
Estufaje

Se colocaron las muestras elaboradas de salchichas en una camara de
incubaciéon a una temperatura de 28°C optimo para e desarrollo de los

microorganismos de | os cultivos iniciadores empleados.

Fer mentacion

Temperatura 28°C
Humedad Relativa 85~ 90 %
Tiempo 3 dias

Maduracién o Secado

Temperatura 15~ 21°C

Humedad Relativa 70 ~ 85%

Tiempo 18 dias
Secado o madurado

Durante la etapa de secado se observo como e embutido cambié su aspecto
externo, debido a que perdi6 humedad principamente por la diferencia del
porcentaje de humedad relativa del medio (70 ~ 85%); ademas, del bajo pH que

presentaron las muestras, que produjo que las proteinas liberen € agua propia de la
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carne y que atraparon durante el proceso de elaboracion. Se mantuvo a embutido en
la cAmara de maduracion durante un periodo de 21 dias, hasta que cumplié con

caracteristicas establecidas para un embutido madurado.

3.4.2. Elaboracion delas salchichas

La elaboracién de las salchichas se realizd siguiendo las técnicas de
fabricacion tradicionales con los ingredientes que se relacionan en la Tabla 6.
Todos estos ingredientes fueron mezclados y amasados en una cutter y a
continuacién se embutieron en tripa de coldgeno de 30 mm de didmetro. Se
elaboraron piezas que pesaron entre 150 ~ 160 g.

Tabla 6: Ingredientes paralafabricacién de las salchichas.

Ingredientes Cantidad en kg %
Carne de cerdo 17.40 87
Grasa de cerdo dura 2.0 10
Sal comun 0.400 2
Azlcares 0.200 1
Sal de cura (nitrito) 0.020 0.1

Fuente: Adaptado a Mata,(1999) .
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Figura 3: Diagrama de flujo de elaboracion de salchichas

SELECCION DE MATERIAS
PRIMAS

¢ Y

CARNE GRASA

y

PICADO

Fuente: Adaptado aLlicke (1998).
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Azlcar : 200 g
Sa :400 g > MEZCLADO
Nitrato : 0.20 g \]/
REPOSO
Empleo de cultivo iniciador A
B:0,625gLs. = MOLIDO
C.125g<c.
D:1,25gLs+ &.
A\
TRIPA DE COLAGENO |—m> EMBUTIDO
FERMENTACION

4

MADURACION O
SECADO

)

PRODUCTO
TERMINADO

|

ALMACENDO

T —2~-1°C
pH: 6.0~ 5,6

Tamano: 8 ~ 5

Tiempo: 5~ 3 min

Tiempo: 12 h
T°:4~1°C

Tiempo: 10 min
T°: ~14°C

* Permeabl e a la humedad,
40 mm de diametro
*Peso: 160 ~ 150g
*Longitudes: 14 ~ 10cm

T°:28°C
Tiempo: 24 ~72h
% HR: 85 ~ 90%

T°:21~ 15°C
Tiempo: 3 ~ 21 dias
% HR: 70 ~ 85%

PH:5~5,6
Perdidade agua 36 ~ 39 %
av: 0,81 ~0.89

T°: 15,20, 25°C
Tiempo: 45 dias
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Paralaelaboracion del producto, serealiz6 € siguiente proceso:
Recepcion de la materia prima: en esta etapa se reaizo recepcion
de la carne y de los demés ingredientes, luego se procedio a pesar los
ingredientes de la formul acion.
Deshuesado y Picado: se separ0 la carne pura del hueso, se
eliminaron partes de la carne que no son utilizables en el proceso
como tendonesy setroceo lacarney lagrasade5 ~ 8 cm.
Mezclado y reposado: de lacarne y de la grasa de cerdo picadas se
mezclaron con los demas ingredientes y se dgd en reposo en
refrigeracion por un tiempo de 12 h. (a este proceso se denomina
curado), teniendo un peso total de 20 kilos de la mezcla.
Molido: antes de realizar el molido, se dividié la masa cérnica en
cuatro porciones iguales para los tratamientos A, B, C y D. En
seguida se procedié a moler la mezcla en un molino de carnes. A
continuacion se realizé e mezclado; con la ayuda de la cutter para
conseguir un amasado y mezclado homogéneo de la pasta. finalmente
se afadio la cantidad correspondiente de |os cultivos iniciadores para
los diferentes tratamientos. B, C y D considerando A como
tratamiento control.
Embutido: se embutio la pasta, en la embutidora Blander Stomacher,
en tripas de colageno natura de calibre 30 mm de diametro, se
cortaron en piezas que fluctuaban entre 10 ~ 14 cm de longitud.
Estufado o fermentado: posteriormente las salchichas fueron
transportadas a una camara de incubacion auna temperaturade 28 °C

y humedad relativa de 85 ~ 90 HR% por un tiempo de 72 horas.
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Madurado o secado: una vez finalizada la etapa de fermentacion de

las sdchichas, las condiciones de la camara de incubacion se

variaron: a temperatura de 21°C, 85% HR por un tiempo de 6 y 15

°C, 75% HR por 12 dias.

Almacenado: el amacenamiento se realizo a diferentes temperaturas

(15°C, 20°C y 25 °C) por un periodo de 45 dias, para predecir su

tiempo devidautil.

3.4.3. Factoresen estudio

A:

B:

Cultivosiniciadores
Control
Lactobacillus sake
Staphyl ococcus carnosus

Lactobacillus Sakei + Staphylococcus carnosus

Tiemposde control del procesamiento
Odias
3 dias
6 dias
12 dias

21 dias

3.4.4. Variablesderespuesta

Repositorio institucional UNA - PUNO

Propiedades fisicas
o] pH
0 Actividad de agua (aw)

Caracteristicas microbiol 6gicas

(A)
(B)
(©)
(D)
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0 Bacterias &cido l&cticas (ufc/ml)

0 Bacterias viables totales (ufc/ml)

0 Coliformes totales (ufc/ml)

Propiedades quimicas

0 Intensidad de las bandas de |as proteinas miofibrilares
0 Intensidad de las bandas de |as proteinas sarplasmaticas

Andlisis sensoria (aceptabilidad, color, olor, sabor y textura)

Vidautil
0 Controles microbiol 6gicos
0 Controles de pérdida de peso

3.4.5 Método para €l analisisfisico

3.45.1 Determinacion de pH

La medicién del pH fue realizada a los 0, 3, 6, 12 y 21 dias de
maduracion con un pH-metro marca ORION modelo 410A (Orion
Research, Boston, EUA), de acuerdo con e método reportado por
Raveendran et al., (1993). Se picaron 10 g de muestra, a las que se les
adicionaron 90 ml de agua destilada, posteriormente se realizd un
homogenizado en una licuadora doméstica a méxima velocidad, durante

aproximadamente 5 minutos.

A partir de esta solucion se tomaron 10 ml alos cuales se les midio
el pH por introduccion directa del electrodo en la misma. Cada medicién se

realizo por triplicado.
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3.4.5.2 Determinacion dela actividad de agua

La medicion de la actividad de agua (aw) se realizé siguiendo €
método reportado por Rodriguez, (2011) con un determinador de agua en

productos Marca AQUALAB.

En una cubeta de plastico especia del equipo de medida, se
depositaron 5 g de salchicha previamente picadas, en seguida se introdujo
la cubeta en la camara de medicion de agua en productos, por un tiempo de
3 ~ 5 minutos. Posteriormente se procedio a redizar la lectura
correspondiente del valor de actividad de agua. Cada medicion se realizo

por triplicado.

3.4.6 Méodo para € analisis microbiologico

3.4.6.1 Preparacion delas muestras

En la toma de muestras para los andlisis microbiologicos se ha
seguido € método descrito por Pascua (1992) para embutidos crudos
curados. La preparacion de las diluciones decimales se realiz6 tomando 10
g de salchicha y con 90 ml de agua de peptona a 0.1% estéril,
posteriormente se realizdO un homogenizado en una licuadora doméstica a
maxima velocidad, durante aproximadamente 5 minutos. A partir de ella se
prepararon las sucesivas diluciones decimales seriadas en agua de peptona

estéril a 0.1 %.

Preparacion de las diluciones

Las diluciones se prepararon a partir de la muestra homogenizada,

tomando de ella 1 ml que se deposito en un tubo que contenia9 ml de agua

51

Repositorio institucional UNA - PUNO




TESIS UNA-PUNO Hi"-’k N

" Nacional del
Altiplano

de peptona estéril al 1%. Después de agitado € tubo, se tomé 1 ml que se
afadié a un nuevo tubo con 9 ml de agua de peptona estéril y asi

sucesivamente, hasta conseguir la dilucién deseada.

3.4.6.2 Preparacion delos medios de cultivo

Se efectué de acuerdo con las instrucciones de la casa
suministradora del agar. Los medios de cultivo empleados en |os recuentos

fueron:

a) Agar para recuento en placa (PCA). Se empled como medio
para recuento de microorganismos viables totales.

b) Agar de Man, Rogosa y Sharpe (MRS). Se utiliz6 para €
recuento de bacterias acido | acticas.

c) Agar VRBA (Agar con Bilis, Rojo neutro y Cristal Violeta,
Oxoid CM017). Se empled como medio para recuento de
doliformestotales.

Siembra en placas

De acuerdo con € nimero de microorganismos, se tomoé 1 ml de las
diluciones deseadas y se depositdé en placas de Petri sembrado por
profundidad. Seguidamente se vertio 10 ~ 15 ml de Agar a unos 45 °C
previamente autoclavado a 112 °C por 15 minutos para cubrir €l fondo de la
placa; en seguida éstas se deslizaron suavemente para homogeneizar la
muestra y el agar. La incubacion de microorganismos se efectué en una
estufa de acuerdo a la temperatura y tiempo establecido para cada tipo de

mi croorganisSmo.
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Tras laincubacion se realizo e recuento de las colonias presentes en
las placas, considerando validos los valores comprendidos entre 30 y 300

colonias. Los resultados finales se expresaron en (log ufc/ml) de muestra.

3.4.6.3 Enumeracion delafloralactica (BAL)

El crecimiento de bacterias |acticas se evallio cada 3 dias (0, 3, 6, 12y
21) durante el periodo de maduracion en agar MRS. A partir de la serie de
diluciones decimales, se depositd con una pipeta estéril 1 ml de cada
dilucion en placas de petri estériles de 90 mm de diametro. A cada placa se
le anadieron unos 15 ml de medio agar MRS a una temperatura de 45 °C, se
mezclo cuidadosamente y se dejo solidificar, colocando las placas sobre
una superficie horizonta (Méodo de siembra en profundidad). Una vez
solidificadas las placas se introdujeron invertidas en estufa de incubacion a
37 °C durante 72 h, hasta obtener crecimiento de colonias de bacterias
lacticas. Los resultados se reportan como (log ufc/ml). Cada medicion se

realizo por duplicado.

3.4.6.4 Enumeracion delas bacterias viablestotales

Se realizd e mismo procedimiento descrito para la flora lactica
empleando el método de siembra en profundidad, adicionando una segunda
capa de medio. Una vez solidificadas las placas de agar APC se
introdujeron invertidas en estufa de incubacion a 37 °C durante 24 h. Tras
el periodo de incubacion se efectudé e recuento de colonias viables
expresando € resultado como (log ufc/ml) de muestra. Cada medicion se

realizo por duplicado.
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3.4.6.5 Enumeracion de coliformestotales

El andlisis de coliformes totales se realizd e mismo procedimiento
descrito para la flora lactica empleando e método de siembra en
profundidad. Una vez solidificadas las placas de agar VRBA se
introdujeron invertidas en estufa de incubacion a 37 °C por 24 h. Tras €l
periodo de incubacion se efectud el recuento de colonias viables expresando
el resultado como (log ufc/ml) de muestra. Cada medicién se realizé por

duplicado.

3.4.7 Evaluacion delos atributos sensoriales
La estimacion subjetiva de aceptabilidad y evaluacion organol éptica
fue realizada a los 21 dias de maduracion, es decir, terminado € producto.
El panel de catadores consto 10 personas semi-entrenadas, de los cuales 4
fueron hombres y 6 mujeres. Las cataciones fueron realizadas en la planta

piloto de carnes de la Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial.

La metodologia para realizar estas dos evaluaciones es |la descrita a
continuacion, la diferencia fue los formularios de evauacion. Los
formularios para € estudio de aceptabilidad y e formulario para la
eval uaci 6n organol éptica se pueden observar en losAnexos | y 1.

3.4.8 Méodo parad analisisde electroforesis (SDS-PAGE)

El estudio de la degradacién proteica de las salchichas fermentadas
sereaiz6 alos0, 3y 21 dias de procesamiento.

El estudio de la degradacion de proteinas miofibrilares vy
sarcoplasmicas, mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE) se detallala metodologiaen € anexo I11.
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3.4.9 Méodo para € estudio devida util

El estudio de vida util se realizé a los 0, 5, 10, 15 y 20 dias de
amacenamiento, considerdndose como dia cero, a la finalizacion de
proceso de maduracién de las salchichas (dia 21). Se prepararon 15 piezas
de salchichas por cada de tratamiento, sumando un total de 60 unidades de
salchichas. Las muestras en estudio se mantuvieron amacenadas a
temperaturas de 15, 20, 25 °C, Las mediciones consideradas para el estudio
de vida util fueron los siguientes: control de peso merma y evolucion

microbiolégica.

3.4.9.1 Control de mermasde pesos
El control de mermas se realizé efectuando pesadas periddicas a tres
piezas. De salchichas de cada tratamiento, que reservaron para este fin las
pesadas se realizaron. Coincidiendo con los dias de control 1os resultados se
expresaron como porcentagjes de mermas referidos a peso inicial de cada
pieza de salchicha.
El porcentgje de pérdida de peso (%PP) se da, principalmente, por la
eliminacién de agua durante €l periodo de secado de | as salchichas.
% PP = =——= X 100%
Donde:
%PP = Porcentaje de pérdida de peso
Wo = Peso inicia

Wi = Peso registrada
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3.4.9.2 Pruebas microbiolégica

Presencia de Staphylococcus aureus

El crecimiento de Staphylococcus aureus se eval o durante el periodo
de almacenamiento de las salchichas, en agar Manitol Sal. En este ensayo
se empled latécnica en siembra en profundidad. Se tom6 10 g de muestras
y se procedio alicuar con 90 ml de agua peptonada estéril. Inmediatamente
se redlizaron las diluciones correspondientes, necesarias para la
identificacion de los microorganismos (101, 102 y 10°°) posteriormente se
procedio a sembrar las diluciones (por duplicado) en cajas petri estériles 'y
se vertieron de 15 a 20 ml de Agar Manitol Sal previamente temperado.
Enseguida se realizé la incubacion de las placas en forma invertida
(tapadera hacia abgjo) a 37° C por 24 ~ 48 horas. Los conteos de las

colonias formadas se expresaron como ufc/ml.

Presencia de Clostridium perfringens

Por la produccion de toxinas patogénicas, la identificacion de
Clostridium perfringens en embutidos madurados es importante para evitar
intoxicaciones que se podrian dar por € consumo de producto
contaminado. Se siguié en mismo procedimiento para Staphylococcus
aureus, las siembras se realizaron en Agar TSC (Triptosa Sulfito
Cicloserina) por duplicado y los resultados de los conteos de colonias

formadas se expresaron como ufc/ml.
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35 DISENO EXPERIMENTAL

Parala evaluacion del efecto de los cultivos iniciadores en |as salchichas, se aplico
una estadistica basica analizando € promedio y la desviacion estdndar de cada pardmetro
evaluado. También, para determinar si existieron diferencias significativas del contenido
las caracteristicas fisicas (pH y aw) y microbioldgicas se redizé un andlisis de varianza
(ANOVA). En los casos en que las diferencias fueron significativas, las medidas se
comprobaron usando € test de Duncan (P<0,05). Para todos estos andlisis se empled

programainformatico SPSS Statistics v.20.

.5.1. Evolucion de la actividad de agua (aw), pH, y microbiologia de las
salchichas.

Para e presente trabgjo de investigacion sobre salchichas fermentadas se
analizaron pruebas fisicas. pH, actividad de agua (aw); pruebas de andisis
microbiolégicas: bacterias acido lacticas, bacterias viables totales y coliformes
totales. Se realiz6 mediante la evaluacion del efecto de cultivo iniciador y tiempo
durante e procesamiento para lo cual se utilizé € siguiente disefio estadistico:

Disefio completamente al azar con € siguiente modelo lineal:

Modelo estadistico lineal: Yij=pt + Ti + £ij

Donde:
Yij =Es una observacion en la j-ésima unidad experimental, sujeto a i-
ésimo tratamiento
i = Esedl efecto medida general.
Ti = Es el efecto del i-esimo tratamiento i = 1,2,3,4
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€l = Efecto verdadero de la efecto j-esima unidad experimental (replica),

sujeta al i-esimo tratamiento (error experimetal)

|.5.2. Caracteristica sensorial delas salchichas
Para comparar |os atributos sensoriales se aplicd un andlisis de varianza en

bloque, gjustado al siguiente modelo matemético.

Yijk =y + tratamiento; + catador; + €ij

Dénde:

Yijk = Esla ijx — ésima observacion,

M = Mediaglobal

TRAT; = Efecto delai-ésima tratamientoi = 1,2,3,4
Catador; = Efecto del j- éssmo blogue (catador) ; = 1,2,3,... 10
Eij = Componentes aleatorios del error.

|.5.3. Determinacion delavida util delas salchichas

Para determinar la vida atil del producto se utilizd € modelo de reaccién
cinética basado en la ecuacion de Arrhenius, (reaccion de orden cero) controlando
cabios de la concentracion de algunos componentes como el porcentaje de pérdida
de peso, evoluciéon microbiana, e modelo aplicado a la determinacién de vida Util

delas salchichas es &l siguiente.

Calculo velocidad constante de deterioro, utilizando la siguiente formula:

tuon'Qf
k
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& = Concentracion final del factor al tiempo t.
Qo = Concentracién inicial del factor a tiempo 0.
t = Tiempo de estabilidad (dias).
k = Constante de velocidad a la temperatura estudiada.
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II. RESULTADOSY DISCUSIONES

4.1. PARAMETROSFISICOS
4.1.1. Evolucién dd pH
En la Figura 4 se muestra la evolucion del pH a lo largo del proceso de
maduracion de las salchichas desde los dias 0 ~ 21 y en e anexo IV muestra los

resultados de valores medios y la desviacion estandar.

Como se observa en la Figura 4, durante la fase de fermentacion
comprendidas entre los dias 0 a 3 se produce un descenso del pH, que es més
acusado en las salchichas del tratamiento D, registrando valores medios de (6,03 a
5,50) mostrando una descenso aproximada de cinco unidades de pH, seguido por
el tratamiento B con una, disminucion de tres unidades de pH aproximadamente.
Los vaores de pH que registran el tratamiento C y A, fueron diferentes de los
observados del resto, muestran una caida de pH més lenta. Esta caida de pH de
acuerdo con lo reportado por Stiles, (1996) y Schillinger et, al., (1996) durante la
fermentacion de las salchichas es ocasionada por la accion de bacterias lacticas

sobre los azucares con consecuente produccién de acido lactico.

Por otra parte, en las etapas iniciales e intermedias de la maduracion aln
continda €l descenso del pH en los tratamientos D, B y C hasta los dias 12 de
maduracion, en este momento se alcanzan los minimos valores de pH en todos los

tratamientos excepto e control.
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Este valor minimo puede interpretarse como e momento en €l cual cesala
liberacidn de protones y en nuestro estudio oscilé entre 5,13 para los tratamientos
D y B, seguida por € tratamiento C con una media de 5,23 y de 5,73 para €
control como se muestra en e (anexo V) posteriormente se produce cierta
estabilidad, hasta € final.

El andlisis de varianza que se realizO entre las distintas etapas de
maduracion son significativas (p < 0,05) partir del dia 3 a parecer muestra efecto

los cultivosiniciadores sobre larespuesta experimental del pH.

Serealiz6 la prueba de Duncan a 5% de significancia las comparaciones se
muestran que todos los tratamientos presentan diferencias, se establece que
cualquier cultivo iniciador empleado se obtendra diferencia entre los valores de
pH. El descenso de pH también sereflgjaen el desarrollo de la flora Gram negativo
(califormes), que disminuyé a medida que se reduce e pH, agunos autores
afirman que la Gram negativo puede |legar a desaparecer inhibida por el descenso

del pH y por e predominio de lafloralactica.

L os resultados obtenidos pudieron explicarse basandose en que los factores
como temperatura y humedad relativa controlas pudieron enmascarar € efecto del

pH en las distintas etapas del proceso.

Por otro lado, los valores observados para e pH a fina del proceso se
muestran coincidentes con los sefidlados por distintos autores para embutidos
similares (Sanz, et al., 1997b) aunque son ligeramente superiores a los

determinados por otros autores que han sefialado valores de pH fina inferiores a
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5,0 en productos elaborados y madurados en condiciones similares a las mostradas

en este trabgjo (Bello y Sanchez, 1997).

4.1.2. Evolucion delaactividad de agua (aw)

La actividad de av es uno de los factores més relevantes para la
multiplicacion microbianay consecuente para la estabilidad de los aimentos. En la
Figura 5 se presenta la evolucion de estos valores a lo largo del proceso de
maduracion de los embutidos y en € (anexo V) muestra los valores medios y

desviacion estandar.

La ay fue descendiendo paulatinamente a lo largo del proceso madurativo
como era de esperar desde valoresinicial promedio de 0,9652 hasta 0.8197 para e
tratamiento D y 0.9668 a 0.8389 para € B. Las salchichas del tratamiento C
presentaron valores comprendidos entre 0,9599 hasta 0,8495, € tratamiento A
(control) presento un ay de agua final de 0,8914. Como se puede apreciar en la
figura 5, todas las salchichas mostraron una evolucion linea descendiente con

excepcion de la muestra control.

Mediante € andlisis de varianza de los valores de ay no se aprecian

diferencias entre los distintos tratamientos (p > 0,05) a pesar que en la etapa de

maduracidn descendié |os valores de aw.
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Los resultados finales obtenidos de la maduracion son muy similares a los
rangos referidos por Rojas et al., (1991), para embutidos fermentados que oscilan
entre 0,83 ~ 0,96 con una media de 0,91. Pueden considerarse estas salchichas
como aimento de humedad intermedia (AHI). Esto confirma que la reduccion de
la ay inhibe e crecimiento de la microflora Gram negativa responsable de
numerosos defectos en embutidos, a su vez lainhibicion de estos microorganiSmos
favorece € desarrollo de la flora beneficiosa responsable de la maduracion:
micrococaceas y bacterias acido lacticas. En nuestro caso se ha observado una
relacion directa entre laay y € recuento de coliformes, a no reportar su presencia,
esto confirma que la reduccion de la ay de agua inhibe e crecimiento de la

microflora Gram negativa.

Como se ha mencionado anteriormente, la aw es uno mas de los factores u
obstacul os que participan en la estabilidad microbiologica de los productos crudos
curados y que tiene mayor repercusion a medida que avanza € proceso de
maduracion. Sin embrago Mata (1999), establecieron un limite de 0,91 de aw para
inhibir a todos los patdgenos excepto staphylococus aureus, en condiciones de

aerobios.

4.2. EVOLUCION DE LOSRECUENTOSMICROBIOLOGICOS
4.2.1. Floralactica
El recuento de la flora lactica se realizo mediante la siembra en agar MRS,
alos0, 3, 6, 12y 21 dias de maduracion. Los valores medios de BAL (expresados
como log ufc/ml) en la Figura 6 se presenta la evolucion de estos valores alo largo

de la maduracién de las salchichas y las desviaciones estandar de los diferentes
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tratamientos analizadas se muestran en el anexo VI, Como se pueden observar los
recuentos iniciales fueron mas elevados en los embutidos empleados con cultivos
iniciadores, que mostraron valores de 6,93 y 6,96 para los tratamientos D y B,
respectivamente. Estos recuentos fueron casi dos unidades logaritmicas més
elevadas que € determinado en las salchichas sin empleo de cultivo tratamiento A
donde se determind un valor de 5,30 log ufc/ml. Las salchichas empleadas con S.
carnosus del tratamiento C mostro un valor intermedio, con recuentos de 5,97. Esta
diferencia puede atribuirse a la adicion de células viables que se realiza cuando se
utiliza cultivos iniciadores. Numerosos investigadores han comprobado que la
adicion de cultivos iniciadores incrementa los recuentos iniciales de las bacterias
lacticas, (Mata, 1999, Hugas et al., 1993 y Leistner, 1995). En € caso de S
carnosus tratamiento C no se observa un incremento considerable ya que este no
aporta células viables a la masa carnica, puesto que como se ha definido

anteriormente este producto contribuye a formacion estabilidad del color y aroma.

Durante la fase de fermentacion las salchichas de los tratamientos B y D
experimentaron un aumento gue les llevo a obtener valores de 8, 46 y 8, 93 log
ufc/ml respectivamente. Estos recuentos permanecieron practicamente constantes
durante los dias de maduracion hasta € final del proceso donde determinaron
recuentos de 8,46 y 8,98 log ufc/ml. Las salchichas empleadas con S. carnosus del
tratamiento C y € control A, a comparacion de los demés se observa un ligero
incremento en etapa de fermentacién obteniendo valores de 6,61 y 6,52 log ufc/ml
respectivamente. Estos recuentos experimentaron ligeras oscilaciones en €
trascurso de la maduracion para € fina mostrando unos valores de 7, 82

(tratamiento C) y 7,22 (tratamiento A) log ufc/ml.
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Las diferencias observadas entre las salchichas empleadas con cultivos
iniciadores fueron estadisticamente significativas (P < 0,005). Por otro lado, las
salchichas sin cultivo (tratamiento A) mostraron |os recuentos de bacterias |&cticas
mas bagjos, estableciendo también diferencias significativas con e resto de
tratamientos. Con respecto a la evolucién sea comprobado que los recuentos
obtenidos durante la etapa inicial de fermentacion para todos los tratamientos
fueron significativamente (P > 0,005) observandose estas diferencias significativas

hasta el final del proceso.

El predominio de las lactobacilos en las salchichas a los que no se ha
adicionado cultivo iniciador ha sido previamente descrito por numerosos autores
(Mata, 1999 y Diaz, 1994b). Este predominio confirma el hecho de que bagjo unas
condiciones de maduracion adecuada y con unas buenas précticas de fabricacién

(BPF) se pueden producir salchichas de excelente calidad.

No obstante, (Fadda et al., 2008) afirma que los lactobacilos son el género
gue predomina de forma natural en este tipo de productos y en carnes envasadas a
vacio, por tanto, |as cepas aisladas de estos productos que se utilizan como cultivos

iniciadores, estan mejor adaptadas y se desarrollan més.

En nuestro estudio los embutidos inoculados con cultivos iniciadores
(tratamientos D y B) obtuvieron los recuentos mas elevados tras la fermentacion,
préximos a 9 log ufc/ml mientras que € resto de tratamientos no excedié e valor
de 8 log ufc/ml. Ademés los embutidos de los tratamientos D y B acanzaron los

recuentos maximos en la fermentacién, en tanto que los otros embutidos no 1o

68

Repositorio institucional UNA - PUNO



R1T, _ ,
TESIS UNA-PUNO “"": e

Altiplano

consiguieron hasta final del proceso. Recuentos similares fueron determinados por
Montel et al. (1993) en embutidos inoculados con L. sake y S. carnosus fue capaz

dedirigir lafermentacion y se instauré como microorganismo predominante.

Estos resultados podrian ser explicados en base a que e uso de cultivos
iniciadores en la elaboracion de este tipo de productos provee a las mismas de un
numero suficiente de microorganismos como ocurre en los tratamientos B y D que
asegura numericamente el dominio de ellos sobre e resto de la flora acompafiante
este hecho acelera el proceso de fermentacion gque junto al uso de una temperatura
adecuada asegura una fermentacion rgpida de modo de que un ambiente acido en

el producto constituye un mecanismo de control de bacterias indeseables.

4.2.2. Recuento de bacterias viablestotales

La evolucion de dichos recuentos se representa esguematicamente en la
Figura 7. Como puede apreciarse la evolucion es similar para todos los
tratamientos de las salchichas. Durante |a fermentacion se produce un considerable
incremento de los valores iniciales posteriormente se mantienen constantes durante
el resto de la maduracion 6 bien descienden ligeramente en los Ultimos estadios y
en el anexo VI, se muestran los valores medios y las desviaciones estandar de los
recuentos de bacterias viables totales (expresado como log ufc/ml) de los distintos

tratamientos de salchichas analizados alo largo de la maduracion.

Partiendo de valores iniciales de bacterias viables totales comprendidos
entre 6,51 y 6,69 log ufc/ml, tras la fermentacion se produce un incremento de los

recuentos que varia dependiendo del tratamiento. Los salchichas inoculados con
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cultivo iniciadores (tratamiento D) experimentaron un aumento alcanzando
recuentos de 6,77 log ufc/ml. Recuentos similares mostraron los salchichas de
(tratamiento C), que con un incremento acanzaron un valor de 6,74 log ufc/ml.

Estos recuentos fueron los maximos obtenidos tras fase de fermentacion.

Durante los primeros estadios de la maduracion € recuento total de las
salchichas del tratamiento D siguiéo aumentando ligeramente hasta alcanzar un
maximo en el dia 6 con un valor de 6.84 log ufc/ml, € cual volvié a descender en
los siguientes dias hasta un valor final de 6.80 log ufc/ml. Las salchichas del
(tratamiento A), en cambio, mantuvieron constante el valor alcanzando en la
fermentacion, durante la maduracion y se incrementd ligeramente a final,
alcanzando un vaor de 6,81 log ufc/ml. Finamente las sachichas de los
tratamiento (B y C), experimentaron e menor incremento de todos, permitid
obtener un recuento de 6,71 y 6,74 log ufc/ml. Este valor continué aumentando
hasta alcanzar €l valor maximo en el dia 21 (6.78 y 6,67 log ufc/ml) Ultima etapa
de la maduracion. Estas diferencias pueden ser debidas a la tecnologia de

fabricacion empleada, concretamente al tiempo que permanece lamasa
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carnicaen reposo antes del embutido. El andlisis de varianza no detecto diferencias
significativas (P > 0,05) entre los recuentos en la fase de fermentaciéon y en las

demés etapas del proceso.

En cuanto a la evolucion durante la fermentacion, distintos autores
coinciden en sefidlar que se produce un incremento considerable de la florainicia
hasta valores proximos a 8 log ufc/ml (Mata, 1999 y Martin, 2005). En embutidos
madurados naturalmente, sin adicion de aditivos lacticos, Samelis et al. (1994)
sefidlaron que durante la fermentacion se producia un incremento del recuento total
del 14 %, hasta valores de 7,32 ~ 7,77 log ufc/ml. Estas diferencias en los
recuentos también se observaron en nuestro estudio, estableciéndose una diferencia
de casi una unidad logaritmica entre los recuentos de los tratamientos A y D. No
obstante estas diferencias pueden llegar a ser incluso superiores a 5 unidades
logaritmicas entre los recuentos microbianos de embutidos adicionados de cultivos
iniciadores de bacterias | acticas y los recuentos de embutidos sin inocular (Garcia

etal., 1992)

En cuanto a resto del proceso, los recuentos se mantienen practicamente
constantes, aungue pueden existir ligeras oscilaciones de aumento o descenso. Los
valores maximos se determinaron en casi todos los casos entre los dias 3 y 6 de
maduracion, para luego descender ligeramente, excepto en las salchichas sin
inoculo de cultivo iniciador (tratamiento A), donde el maximo valor se determino
el dia 21 de maduracion. En general, en la mayoria de los trabajos consultados |os

valores maximos se alcanzan tras la fermentacion, y a partir de ese momento, bien
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descienden ligeramente (Ordoéfiez et al., 1995; Sanz et al., 1997b) 0 permanecen

constantes hasta el final del proceso.

4.2.3. Coliformestotales

La presencia de esta bacteria es identificacion de un inadecuado control,
tanto en materias primas, equiposy del personal, ya que es comun encontrarlaen €
grupo de coliformes fecales. En la Tabla 7 se muestra los valores medios y

desviaciones obtenidos en e contaje de coliformes totales, que se expresan como

(log ufc/ml).

Tabla 7: Vaores medios y desviacion estdndar de los recuentos de bacterias

coliformes (log ufc/ml muestra).

Tiempo (dias)
Trat. 0 3 6
A- control 401+035a 1,87+264a ND
B- L.sakei 4,10+ 0,37 a ND ND
C- Scarnosus 4,20+ 0,33 a ND ND
D-Ls+< 3,76 £ 0,26 a ND ND

Donde: ND = no determinado

Como puede observarse en la Tabla 7 los recuentos iniciales fueron muy
similares para todos los tratamientos de las salchichas, oscilando entre 4,01 y 3,76
log ufc/ml, y es durante etapa de fermentacion cuando comienzan a establecerse las
diferencias. En esta etapa de se observa la descenso total de la evolucion de
bacterias coliformes. Esta ausencia puede ser debida a predominio de los
lactobacillus creando un € medio acido, y con ella alcanzandose un bajo pH que

evitael crecimiento de |las bacterias indeseabl es.
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Sin embargo la ausencia de coliformes no asegura la ausencia de patégenos
entéricos, por lo que para determinar la vida Util se realizaron pruebas

microbiol 6gicas de patdgenos.

4.3. EVALUACION DE LASCARACTERISTICAS SENSORIALES

En e anexo VIII se muestra muestran las puntuaciones medias y las desviaciones
estandar obtenidas para cada atributo sensorial en los diferentes tratamientos de
salchichas analizados al fina del proceso (dia 21). A continuacion se exponen los
distintos atributos sensoriales.

4.3.1. Aceptabilidad

La aceptacion del consumidor hacia las salchichas se evalué basandose
en las caracteristicas del color, olor, sabor y textura, utilizando una escala hedénica

de 5 puntos con los siguientes descriptores: me disgusta mucho = 1, me gusta = 2,

esindiferente = 3, me agrada =4 y me agrada mucho = 5.

Como se puede apreciar en la Figura 8, se percibe de forma evidente que

los catadores mostraron preferencias por las sachichas de los tratamientos D y B,

gue obtuvieron una puntuacion de 4,2 y 4,0. El resto de los tratamientos

presentaron puntuaciones de 3,9 para C y 3,5 para el control A. Estas diferencias,
sin embargo no fueron significativas (P > 0,05), dicha aceptabilidad determinada
se debe principalmente a que € consumo de embutidos madurados, no es muy
difundido. Pero en generad se establece que e producto elaborado tubo un

adecuado porcentaje de aceptabilidad por parte de los panelistas.
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Aceptabilidad

[ A - control
B - L. sakei
C - S. carnosus
5 I D - L. sakei + S. carnosus

Puntuaciones medias
w

-
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A B C D

Muestras

Fig.8: Promedio de las puntuaciones medias de las salchichas, atributo:

aceptabilidad

Estos resultados son coincidentes con los observados por Mata (1999) que
en un estudio con embutidos, empleados con fermentos | écticos, observaron que no
existe diferencia entre los embutidos empleados con cultivos iniciadores y sin
cultivo. A s mismo Rodriguez (2011) evalud e efecto de microorganismos
probidticos empleados a productos carnicos tipo salami, observo que no existen
diferencias en la aceptacion de los tratamientos que percibieron los catadores. Por
otro lado, Gonzalez- Fernandez et al. (1997) han comprobado que la adicion de
lactobacilos a embutidos mejora | as cualidades sensoriales de éstos, mostrando una
mayor aceptabilidad general con respecto a los embutidos control. Resultados

similares fueron obtenidos por Garriga et al. (1996) que observaron cdmo
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embutidos no adicionados de cultivos | acticos sufrian un deterioro importante de su
aceptabilidad general debido a la aparicion de olores putridos como consecuencia
del metabolismo de |as enterobacterias. En cambio en los embutidos inoculados se
establecio la flora lactica que predominGé con respecto a las bacterias Gram

negativas, evitando la presencia de defectos que deprecien su aceptacion global.

4.3.2. Color

Para el andlisisdel atributo color de las muestras de salchicha se utilizé una
escala heddnica que evalué laintensidad del color rojo caracteristico en embutidos
madurados. La escala estuvo planteada desde “Nada Intenso” con una valoracion

de 1 a “Muy Intenso” con un valoracion de 5, como se muestra en el anexo Il.

Laintensidad de color, como se muestraen la Figura 9, fue mayor en loslas
salchichas del tratamiento (D) donde se alcanzaron las puntuaciones maximas de
4,1 y menor en los en las salchichas sin cultivo iniciador tratamiento (A) que
mostraron una puntuacion de 2,8. Los tratamientos C y B acanzaron puntuaciones
de 3,7 y 3,5. Estas diferencias de color observadas entre los distintos tratamientos
fueron estadisticamente significativas (P < 0,05), lo cual podria atribuirse que €l
tipo de cultivo empleado tuvo efecto sobre color del producto final. Estas
calificaciones indican que la apreciacion de los catadores hacia € color de las
muestras de salchicha es de un color rojo madurado distintivo a este tipo de

productos.
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Fig. 9: Promedio de | as puntuaciones medias de | as sal chichas atributo: color

Estos resultados alcanzados posiblemente se puedan deber, segin a lo
reportado por Carrascosay Corngjo, (1991) a la actividad nitrato reductasa de los
cultivos iniciadores empleadas, lo cual reduce € nitrato en nitrito durante €
periodo de fermentacion y posteriormente en Oxido nitrico que reaccionan con la
mioglobina para formar la nitrosiimioglobina o pigmento rojo del curado gracias a
laactividad de las micrococaceas.

Estos resultados coinciden con los obtenidos por Rodriguez (2011), que
observo diferencias en e color entre los embutidos empleados con
microorganismos prebiéticos y € control sin empleo de microorganismo. Asi
mismo Minor (1999) observo un cambio significante del color en las muestras de
carne fermentada con Staphylococcus carnosus y Lactobacillus alimentarius

amacenadas a 19 °C
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4.3.3. Olor

Los productos carnicos madurados adquieren su olor caracteristico durante
el proceso de maduracién donde por reacciones bioquimicas se liberan compuestos
arométicos. En la escaa heddnica propuesta para € atributo olor, se ubican
apreciaciones desde “Nada Perceptible” con una valoracién de 1 a “Muy

Perceptible” con una valoracion de 5.

Olor

[ A- control
5 7 [ B-L.sakei
C - S. carnosus
F71 D-L.sakei+S. carnosus

Puntuaciones medias

i [P 12100 R 1 - 4

Muestras
Fig. 10: Promedio de las puntuaciones medias de |as sal chichas atributo: olor
En la Figura 10 se observa que los tratamientos A y C obtuvieron similares
puntuaciones mostraron valores de 3,1 y 3,2 respectivamente. Por otro lado los
tratamientos B y D obtuvieron calificaciones iguales mostrando un valor de 3,4.
Sin embargo en e andlisis estadistico realizado no se observaron diferencias
significativas percibidas por |os catadores entre los tratamientos (P >0,05). Lo cual
coincide con los resultados observados por Mata (1999), que no obtuvieron
diferencias en la evauacion del olor entre embutidos empleados con fermentos

l&cticos. También Garriga et al. (1996), en un estudio comparativo con diferentes
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cepas de bacterias lécticas, comprobaron que los embutidos inoculados con
Lactobacillus sake CTC 284, Lactobacillus curvatus CTC 371 y Lactobacillus
plantarum CTC 305 mostraron un olor més intenso que los embutidos sin inocular

0 inoculados con otras cepas de |as mismas especies.

Esta caracteristica percibida por |os catadores posiblemente podria deberse
segun sefidlado por Mata (1999), a la rapidez e intensidad del descenso de pH
durante la fermentacion de los embutidos va a estar muy relacionada con €
posterior proceso de desecacion y pérdida de agua, lo cual va a afectar a atributos
como la facilidad de separacion de la tripa, dureza y jugosidad. Asimismo, €
aroma de los embutidos depende en gran parte de como se produzca € descenso
del pH; si tenemos en cuenta ambos aspectos, se podria explicar larelacion entre la
intensidad de olor y los atributos dependientes de la cantidad de agua del producto,

como son lafacilidad de separacion de latripay lajugosidad.

4.3.4. Sabor

La escala hedbnica planteada para € atributo sabor estuvo dada desde
“extrafio” con una valoracion de 1 a “picante” con una valoracion de 5. Se tuvo en
cuenta que el sabor de los productos carnicos madurados es una combinacién de
sabores (salado, &ciday picante).

La Figura 11 muestra las puntuaciones medias para las calificaciones del
sabor otorgadas por los panelistas que van desde los valores de 3.7 a 3,6 (poco
acida — acida) para € tratamiento B y C, seguido por € tratamiento control A
presentando un valor de 3,5 y para € tratamiento C con una puntuacion de 3,1

respectivamente. Pese a estas diferencias, e andlisis estadistico demostré que no
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eran significativas (P > 0,05) por lo que se puede afirmar que el empleo de un tipo

u otro cultivo iniciador alas salchichas no afecto en la percepcion final del sabor.

Sabor
[/ A - control
5 1 B - L. sakei
C - S.caenosus
W D - L.sakei+ S. carnosus

N -‘V
4 I E
=
@
IS 3
%)
S
5]
g )
S 2
o

ON,
1 —
0 T
A B C D

Muestras

Fig. 11: Promedio de las puntuaciones medias de | as sal chichas atributo: sabor

Estos resultados coinciden con los observados por Mata, (1999) y
Rodriguez, (2011) que tampoco encontraron diferencias entre e sabor de
embutidos inoculados con fermentos lacticos y los embutidos del control. No
obstante, otros autores han podido constatar un incremento en la intensidad del
sabor cuando se inoculaban cultivos iniciadores a embutidos, especialmente

cuando se trataba de lactobacilos Martin (2005).

En los embutidos crudos curados €l sabor acido esté producido en gran
medida por |a presencia de los productos de la fermentacion (&cido lactico y &cido
acético), aunque también pueden participan aminoacidos, como: € acido aspartico,
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el &cido glutamico, la L-histidina y la L-asparragina Mata, (1999). Otros autores
también han apuntado la contribucion de determinados compuestos volatiles
(alcohol, acetonas, aldehidos y furanos) y no volétiles (aminoacidos, péptidos,
azucares y nucleotidos) procedentes de las materias primas 0 generados a partir de
las reacciones bioguimicas (protedlisis) que suceden durante la maduracion

(Toldré, 1998b).

La utilizacién de cultivos iniciadores de bacterias lacticas en la elaboracion
de este tipo de productos suele originar un incremento del sabor &cido, tal y como
ha sido descrito por (Diaz, 1994b). Esta acentuacién del sabor acido esta asociada
generamente a un incremento del contenido de é&cido lactico en e producto,
aunque en ocasiones la concentracion de estos acidos puede ser muy elevada y
originar embutidos con un sabor inaceptable Toldra, (1998b). No obstante, en
algunos paises del norte de Europa y en Norteamérica, los consumidores tienen
preferencia por un tipo de embutidos poco curados y de sabor més acido, que no
predomina en los embutidos de maduracion lenta mas propios de la cuenca

mediterranea (Diaz, 1994b).

4.3.5. Textura

Durante la etapa de secado de las salchichas, perdido humedad, por ende
adquiere una textura adecuada y caracteristica de este tipo de embutidos. La escala
hedodnica propuesta para el analisis de la textura fue propuesta desde “Muy blanda”

con una valoracion de 1 a “Muy dura” con una valoracion de 5. Las puntuaciones

medias otorgadas por |os catadores en la valoracion de la textura se muestran en la

Figural2.
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Textura

[ A- control
5 - B - L. sakei
C - S.carnosus
I D - L.saakei + S. carnosus
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Fig. 12: Promedio de |as puntuaciones medias de | as sal chichas atributo: textura

Puede observarse que los embutidos empleados con cultivos iniciadores de
los tratamientos (B, C y D) presentaron similares valor comprendidos entre 3,6 a
3,5; seguido por €l tratamiento A (control) con una puntuacién de 2,8. Las
diferencias observadas entre los distintos tratamientos fueron estadisticamente
significativas (P < 0,05), percibidas por los catadores entre los tratamientos, se
puede establecer que los cultivos iniciadores empleados presenta efecto sobre la

caracteristica textura de las salchichas.

Las ligeras diferencias de la textura obtenidas en este trabagjo se muestran

coincidentes con los resultados observados por Mata, (1999) y Rodriguez, (2011)
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gue comprobaron que los embutidos inoculados con fermentos | &cticos presentaban
mayor dureza que los embutidos no inoculados. Sin embargo, Flores et al. (1997)
inoculando un cultivo mixto de Lactobacillus sake y Staphylococcus carnosus
obtuvieron mejores resultados en los embutidos inoculados, que se mostraban
menos duros que los no inoculados. Segun estos mismos autores y Gimeno et al.,(
1999), @ répido descenso del pH que se produce cuando se utilizan cultivos
| &cticos afecta positivamente a la textura del producto, ya que el bajo pH afectaala
solubilidad de las proteinas. También desde e punto de vista tecnoldgico la sa
gjerce un papel primordia en la ligazon de la pasta ya que favorece |a solubilidad
de las proteinas miofibrilares del musculo, y con ello e desarrollo de la textura

(Lucke, 1998).

44, PROTEOLISIS DE LAS PROTEINAS SARCOPLASMICAS Y

MIOFIBRILARES

La protedlisis implica un descenso de la cantidad de proteinas de elevado peso

molecular y un incremento de las fracciones nitrogenadas de tamafio inferior.

4.4.1. Protedlisisdelas proteinas sar coplasmicas

Un aspecto muy importante en la calidad de la carne es la degradacion
proteolitica. Como se menciond en la seccion 2.4.2.2 existe una polémica en €
sentido de determinar si existe actividad proteolitica de las bacterias | acticas sobre
las proteinas miofibrilares mientras algunos autores mencionan que si tiene efecto
las bacterias lacticas sobre las proteinas miofibrilares otros concluyen que no se

tiene actividad importante (Toldrg, 2000a).
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Los patrones electroforéticos de las proteinas sarcoplasmicas de las
salchichas fermentados con y sin cultivos iniciadores se muestran en la Figura 13,
analizados durante |as etapas de fermentaciéon y maduracion. El mayor cambio en
el patrén de proteinas sarcoplasmico se produjo entre los (0 dias) de procesamiento
presentando un peso molecular 53.8 kDa de y a los 3 dias de la etapa de
fermentacion, mientras que solo las pequefias diferencias se observaron durante la
etapa de maduracion, en @ tratamiento control y las empleadas con cultivos
iniciadores. Las bandas de proteinas en € 36, 30 y 25,7 kDa desaparecieron

durante los primeros 3 dias de sal chicha con una mezcla de cultivos iniciadores.

Laintensidad de las bandas evaluadas alos 0, 3y 21 se observaron que solo
los empleados con cultivos iniciadores presentaron cambios. Posteriormente alos 3
dias las bandas péptidos disminuyeron a 36, 30, 25,7 y 20 kDa. A partir de
entonces, estas bandas desaparecieron en los tratamientos D empleados con
cultivosiniciadores L. sakei - S. carnosus durante lafermentacion y maduracion de

|os embutidos.
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Los resultados del presente estudio estuvo de acuerdo con la literatura
disponible, mientras que las proteinas sarcoplasmico se vieron afectados por €
musculo y las enzimas enddgenas microbiologica, lo que indica que las proteasas
enddgenas y cultivo iniciador desempefiar un papel significativo en la protedlisis
durante la maduracion de los embutidos fermentados. Por otro lado, las salchichas
sin cultivo iniciador mostraron una actividad mas débil de las proteasas endogenas

en comparacion con |as proteasas exogenas reportada por (Cordova et al., 1994).

4.4.2. Laprotedlisisdelas proteinas miofibrilares

La electroforesis SDS-PAGE de las proteinas miofibrilares se muestran en
la Figua 14. La intensidad de la banda disminuy6 gradualmente después de la
fermentacion y € secado en la muestra control, pero sélo en agunos tratamientos
se detectaron diferencias en la fermentacion y maduracion en las muestras
aplicadas con cultivos iniciadores L. sakel - S carnosus. Esto se debe

probablemente al descenso del pH (Sanz, et al., 1999a).

Las principales diferencias se observaron en € 80, 40, 34, 30, 18 y 16,8
kDadurante 0 y 3 dias. Su intensidad disminuyé durante la fermentacion. La banda
de 80 kDa degradado completamente en € tratamiento D empleado con cultivo
iniciador L. sakei - S. carnosus, después del dia 3, pero no se degrada por completo
en e tratamiento control y en las aplicadas con cultivo iniciador a las salchichas
fermentados. En los dias 0 a 3 la intensidad de las bandas de 45 kDa que viene a
hacer |a actina disminuyo en todos los tratamientos. En los dias 0 a 3 la intensidad

de las bandas de 45 kDa (actina) disminuyo en todos |os tratamientos.
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La degradacion de la actina (45 kDa) durante la maduracion de salchichas
fermentados se encontraba diferente con lo reportado por (Diaz et al., 1997a), pero
de acuerdo con los resultados reportados por (Toldréa et al., 2000a). Tropomiosinas
(TLy T2, 38 y 30 kDa) disminuy6é durante la maduracion, mientras que la
tropomiosina T1 y otras bandas tales como 66 y 97 kDa acumulado durante el

amacenamiento en &l tratamiento control de las salchichas fermentados.

Esta acumulacion también se detectd en |as salchichas del tramiento C mas
no detecto en los demés tratamientos. Cadenas ligera de la miosina (MLC1 y
MLC2, 24 y 20 kDa) también se degrada y desaparece durante la maduracion de
los embutidos. Segun lo informado por Diaz et al., (1997a), durante la
fermentacion y maduracion de los embutidos fermentados secos a un gran nimero
de reacciones bioquimicas asociadas ala degradacion de las proteinas miofibrilares
y sarcoplésmico se llevo a cabo. Estas reacciones bioquimicas son promovidas por
endopeptidasas muscular (calpainas | y Il y las catepsinas B, D, H y L) segin lo

informado por Toldra (1998b).

45. VIDA UTIL DE LASSALCHICHAS
Para € célculo de la vida util del producto fueron tomados Unicamente los
resultados de pérdida de peso, ya que la evolucion microbiana no tuvo crecimiento en

ninguna de las muestras.
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4.5.1. Evolucién microbiolégica

Con € propdsito de comprobar la ausencia de microorganismos patégenos
en los tratamientos aplicados con cultivos iniciadores en las salchichas, se
realizaron pruebas microbiol 6gicas descritas con anterioridad paralaidentificacion
y conteo de Saphylococcus aureus, Clostridium perfringens, se tomé este
pardmetro considerando lo repostado por Mata, (1999) menciono que los
microorgani Smos responsabl es de |as toxinfecciones alimentarias son incapaces de
crecer cuando la aw es inferior a 0,91, a excepcion del Staphylococcus aureus en
aerobiosis, que puede desarrollarse incluso a ay de 0,860. En la Tabla 8 se
presentan los valores medios y desviacion estandar de la evolucion del recuento de
estos microorganismos. Esta ausencia puede ser debida a predominio de los
lactobacillus creando un € medio acido, y con €lla alcanzandose un bajo pH que

evitael crecimiento de estos microorganismos.

Tabla 8: Vaores medios y desviacion estandar de los recuentos de bacterias

Saphylococcus aureus, Clostridium perfringens (ufc/ml muestra).

Tiempo (dias)
Trat. 0 5 15
A- control ND ND ND
B- L.sakei ND ND ND
C- Scarnosus ND ND ND
D-Ls+& ND ND ND

Dénde: ND = no determinado

Los resultados observados de estas pruebas microbiolégicas presentan
ausencia de estos microorganismos. Se establecié entonces que las salchichas
mantienen su calidad microbiol 6gica durante el periodo de almacenamiento, siendo
asi seguro para el consumo.
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45.2. Pérdidade pesos

Para establecer los dias que las sdchichas tenian que permanecer
almacenadas en la cAmaras de maduracion se tomé como parametro de control €
porcentgje de pérdida de peso de las salchichas, estos valores se muestran en la
tabla 9 donde se observa que los tratamientos C y D llegan a un porcentaje de 22 a
25% de pérdida de peso promedio alos 21 dias de maduracion y considerando lo
reportado por Varman y Sutherland (1998) establecid un porcentgje de humedad
gue deben presentar |os productos carnicos madurados secado en un rango de 20 ~
30%. También se considero lo sefialado por (Liestener, 1995) reportando un rango
del peso (mermas) que puede oscilar entre un 20 ~ 40 % del peso inicia de durante
la maduracion. Al establecer que dichos tratamientos tendrian un periodo de
elaboracion adecuado a los 21 dias, entonces desde ese momento € producto

estaria dispuesto para su comercializacion en el mercado.

Los porcentajes de pérdida de peso de los tratamientos amacenadas a
distintas temperaturas, € tratamiento D presento mejores valores porcentuales de
pérdida de peso en funcién del tiempo y temperatura asi a 15 °C un peso fina de
28,41% a 20 °C 28,65% y de 31,14% a 25 °C seguido por € a tratamiento C
presentando valores de 31,93% a 15 °C, 29,12% a 20 °C y 34,92% 25°C. Los
tratamientos A y C mostraron valores que oscilan entre 35,47 a 31,20 % a una
temperatura de 15 °C de 36,86 a 31,42% a 20 °C y para una temperatura de 25°C
de almacenamiento presento valores de peso merma comprendidos entre 41,65 a

35,62%.
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Tabla 9. Promedios de pérdida peso durante € tiempo de almacenamiento a

diferentes  temperaturas.

Tratamientos
Temperatura Tiempo

°C (dias) © °
o} % o} % o} % 0. %
0 7230 277 7611 2389 75.00 2500 78.1 219
5 70.42 2958 7316 2684 7349 2651 764 236
15°C 10 6824 3176 7166 2834 7254 2746 752 248
15 66.84 3316 70.04 2996 71.37 2863 733 267
20 6453 3547 688 312 68.07 31.93 7159 2841
73.38 26.62 7593 24.07 78.25 21.75 78.84 21.16
7098 29.02 7395 2605 75.72 2428 77.43 2257
20°C 10  66.88 3312 715 285 7371 2629 74.94 2506
15 64.2 358 7047 2953 71.01 2899 73.86 26.14
20 63.64 3636 6857 3143 70.88 29.12 71.35 28.65
7274 2726 7618 2382 7416 2584 77.82 22.18
68.53 3147 74.83 2517 73.47 26.53 75.88 24.12
25°C 10 6551 3449 7199 2801 70.16 2984 72.6 274
15 6392 3608 69.39 3061 67.01 3299 69.29 30.71
20 5835 4165 64.38 3562 65.06 3494 68.86 31.14

Dénde: A = Control, B = L. sakei C = Scarnosusy D = L. sakel + S carnosus

45.3. Célculodelavidautil

Para €l clculo de la vida util del producto fue tomado Unicamente los
resultados del porcentgje de pérdida de peso ya que la evolucién microbiol 6gica no
tuvo crecimiento en ninguno de los tratamientos. Como se evidencid
anteriormente los tratamientos B y D son los que mejor presentan mejores valores

registrados en comparacion con los demas tratamientos. En la Figura 15 del anexo
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XXXV se muestra la relacion linea entre € porcentgje de pérdida de peso y €
tiempo para los 4 tratamientos ademés se puede observar que los R? para cada una
de las rectas son valores atos, por lo tanto es aceptable la evolucién de los

porcentgjes de pérdida de peso como un modelo matemético. Para determinar la

vida util se consideré un porcentgje de pérdida de peso maximo en un vaor de

30% paralas salchichas.

Calculo velocidad constante de deterioro, utilizando la siguiente formula:

t = Qo - Qf
! k
o} = Concentracion final del factor al tiempo t.
Qo = Concentracion inicial del factor a tiempo O.
t = Tiempo de estabilidad (dias).
k = Constante de velocidad a la temperatura estudiada.

En la Figura 15 se muestra la relacién linea entre el porcentgje de pérdida
de peso y @ tiempo para € tratamiento D. se obtuvo la siguiente ecuacion de
regresion, con un coeficiente de regresion cercano alaunidad (R? =0.9955):

%PP=-0321 (1) +25 ....coevvirninniiniinnns (6)
En la ecuacion 6 se despegjo € tiempo y se reemplazd e valor maximo

establecido de pérdida de peso.

_ 25- 7813

) =165.39(dias)
- 0.321
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Finalmente, en la Tabla 10 se observa que € tratamiento D tiene una vida
atil més prolongada en relacion a los demés tratamientos, siendo este los valores
del65.39 dias, es decir 5 %2 de meses dmacenadas a temperatura de 15°C, también
a 20 °C duraria 141.10 dias cerca de cinco meses y finamente amacenadas a
temperatura de 25 °C tendria una vida atil de 107, 68 dias, 3 meses

aproximadamente.

Tabla 10. Estimacion de lavida Util de las salchichas (almacenadas a distintas

temperaturas)
T° de Vidadtil  Vidadtil
amacenamiento  Trat. Qo K Qr (dias) meses
A 25 - 0.382 72.29 123.63 4.12
B 25 - 0.355 75.50 142.41 4.74
15°C C 25 -0.319 75.29 157.40 5.24
D 25 -0.321 78.13 165.39 551
A 25 - 0.525 73.07 91.54 3.05
20°C B 25 - 0.364 75.72 139.30 4.64
C 25 - 0.386 7777 135.53 4.50
D 25 -0.371 78.99 145.51 4.85
A 25 - 0.66 72.48 71.10 2.37
25°C B 25 - 0.58 77.16 89.82 2.99
C 25 -0.49 74.90 101.21 3.37
D 25 -0.49 77.76 107.68 3.58

Dénde: A = Control, B=L.sakei C=Scarnosus= y D = L. sakel + S carnosus

Los productos cérnicos madurados tienen un tiempo de vida (Util
relativamente largd, debido a las caracteristicas fisicoquimicas (pH, aw) Yy
microbiol 6gicos que proporcionan estabilidad durante € tiempo. Al determinar un

tiempo de vida Util aproximadamente de 5 meses para las salchichas fermentadas
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se reconoce un periodo de vida Util largo. Estos resultados coinciden con los
obtenidos por Rodriguez (2011), quien determind un tiempo de vida util de
aproximadamente 5 meses para los productos empleados con microorganismos
probidticos, calculados con los valores de pérdida de peso. Estableciendo de esta
forma una alternativa para la determinacion de vida Util en productos carnicos

madurados mediante el empleo de los val ores de pérdida de peso.
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V. CONCLUSIONES

1. Enlas salchichas aplicados con L. sakei + S. carnosus produjeron un descenso de
pH més acusadas durante la etapa fermentacion alcanzaron valores promedios de
5.5 ~ 5.8 seguido por €l tratamiento aplicado con L. sakei mientras que los demas
tratamientos mostraron una caida lenta, hasta su fase fina de maduracion. En
cuanto a la actividad de agua (aw) esta experimento una evolucion similar en todos
los tratamientos descendiente hasta valores préoximos de 0,8197 no se aprecian
diferencias significativas (p > 0,05). Asimismo en cuanto a los parametros
microbiolégicos, las salchichas aplicadas con cultivos iniciadores mostraron
recuentos de BAL significativamente més elevadas (p < 0,05) que € tratamiento
control, igualmente estos tratamientos mostraron los menores recuentos de
bacterias viables totales y coliformes totales.

2.  En las pruebas de andlisis organoléptico que se redizaron las salchichas de
tratamiento D, alcanzd valores superiores en todos los atributos analizados, en a
cuanto a sabor y aceptabilidad no se encontro diferencias significativas a (P >
0.05)

3.  Los resultados obtenidos por electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
muestran que los cultivos iniciadores L. sakei, S. carnosus no presenta actividad
proteolitica evidente sobre las moléculas de las proteinas miofibrilares durante la
etapa de procesamiento, mientras que en las proteinas sarcoplasmicas mostraron un
ligero cambio de las bandas durante la etapa de procesamiento en todas los
tratami entos.

4.  El tratamiento aplicado con L. sakei + S. carnosus provee a producto la vida Util
mas prolongada que es de 165 dias a 15°C, 145 dias a 20°C y 107 dias a 25°C
dandole una ventaja frente a otros embutidos tipo chorizo que se encuentran en €
mercado.
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VI. RECOMENDACIONES
Evaluar la posibilidad de utilizar microorganismos probioticos para la elaboracion
de otros embutidos, ya que presenta una reduccion en los costos Yy ofrece

aceptabl es caracteristicas sensoriales.

Evaluar € perfil de aminoécidos y de acidos grasos saturados e insaturados de

cada tratamiento para determinar la calidad nutritiva de las sal chichas.

Identificar las bacterias acido |acticas presentes en | as salchichas, asi como también

determinar su capacidad para producir aminas bidgenas.

Estudiar la utilizacion de tripas artificiales de celulosa, para embutir salchichas

inoculadas con cultivosiniciadores y realizar de un estudio de vida en anaquel.

Identificar formas adecuadas de presentacion de productos carnicos fermentados

madurados para la venta.

96

Repositorio institucional UNA - PUNO




R1T, _ ,
TESIS UNA-PUNO “"": e

Altiplano

VIl. BIBLIOGRAFIA

Acevedo H. C. (2004). Desarrollo, optimizacion y estudio de vida util de nugget de pollo
liviano en caorias y con calcio. Universidad de Chile Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacéuticas. Memoria Para Optar Al Titulo De Ingeniero En

Alimentos Santiago-Chile bibliografia

Axelsson, L. T. (2004). Lactic Acid Bacteria: Classification and Physiology. En:
Saminen, S, Von Wright, A., Ouwehand, A. (Eds), Lactic acid bacteria:
microbiological and functional aspects. 3rd rev. and exp. Ed. Marcel Dekker, Inc.,

New Y ork, pp.1-66.

B.O.E. (2002). Real Decreto 142/2002, de 1 de febrero, por € que se aprueba la lista
positiva de aditivos distintos de colorantes y edulcorantes para su uso en la
elaboracion de productos alimenticios, asi como sus condiciones de utilizacion.

Boletin Oficial del Estado, 44 (20/2/2002): 6756-6799.

Badui, S. (1991). Quimica de los Alimentos, Editorial Alhambra Mexicana, pp. 156- 160,

México, D.F.

Barco, A., (2008), “Embutidos, Procesamiento y Control de Calidad”, Editorial Ripalme,

Pert, pp. 205 — 207

Bello, J. y Sanchez, M .A. (1997). Development of mathematical model to describe the
acidification ocurring during the ripening of dry fermented sausage. Food

Chemistry 59, 101-105.

Carbalo, J. y Larrafiaga, J, (1998). Control e Higiene de los Alimentos. Editorial Mc

Graw Hill, Madrid, Esparia, pp. 32-37.

97

Repositorio institucional UNA - PUNO




R1T, _ ,
TESIS UNA-PUNO “"": e

Altiplano

Carrascosa, A. V. y Corngo, . (1991). Characterization of Micrococcaceae strains
selected as potentia starter cultures to Spanish dry-cured ham process. 2. Slow

process. Fleischwirtschaft 71, 1187-1188.

Cid, C., Adtiasaran, |. y Bello, J. (1992). Influencia de las tecnologias de elaboracion de
diferentes productos carnicos crudos curados sobre la fraccién miofibrilar de las

proteinas. Revista Espariola de Cienciay Tecnologia de los Alimentos 32, 59-70.

Cordoba, J., Antequera, T., Ventanas, J., Lépez-Bote, C., Garcia, C. y Asensio, M.A.
(1994). Hydrolisis and loss of extractibility of proteins during ripening of Iberian

ham. Meat Science, 37, 217-227.

Diaz, O., Fernandez, M., Garcia de Ferando, G.D., DelaHoz, L. y Ordofiez, J.A. (1997a).
Proteolysis in dry fermented sausages: The effect of selected exogenous proteases.

Meat Science 46, 115-128.

Diaz, R. Olga. (1994b). Efecto de la adicion de proteasas en €l proceso madurativo de los
embutidos crudos curados. Universidad Complutense de Madrid. Facultad de
veterinaria departamento de nutricién y bromatologia Il (higiene y tecnologia de

los alimentos).

Fadda, S., Chambon C., Champomier, V., Tadon R. y Vignolo, G.( 2008). Lactobacillus
role during conditioning of refrigerated and vacuum-packaged Argentinean meat,

Meat Sci; 79: 603-610.

Feria, C. y, Pedro F. (2007). Aislamiento y caracterizacion Bacteriocinas producidas por
lactobacillus plantarum LPBM10 en suero de leche. Tesis Msc Biotecnologia
Universidad Nacional de Colombia, Facultad de Ciencias. Medellin-Colombia. pp
84,.

98

Repositorio institucional UNA - PUNO




Nacional del
Altiplano

TESIS UNA-PUNO Hi"-’h Nacional de

Flores, J., Marcus, J.R., Nieto, P., Navarro, J.L. y Lorenzo, P. (1997). Effect of processing
conditions on proteolysis and taste of dry-cured sausages. Z Lebensm Unters

Forsch A 204, 168-172.

Franco, |.;Prieto, B.;Cruz, J. M. y Carbalo, J. (2002). Study of the biochemical
changesduring the processing of Androlla, a Spanish dry- cured pork sausage.

Food Chemistry 78, 339-345.

Frey, W. (1995). “Fabricacion fiable de embutidos”, Editorial Acribia, Zaragoza — Espaiia.

pp: 17— 22

Garcia, M.L., Selgas, M.D., Fernandez, M. and Ordbfiez, J.A. (1992). Microorganisms and
lipolysis in the ripening of dry fermented sausages. International Journal of Food

Science and Technology 27, 675-682.

Garriga, M., Hugas, M., Gou, P., Aymerich, M.T., Arnau, J. y Monfort, JM. (1996).
Technological and sensorial evaluation of Lactobacillus strains as starter cultures

in fermented sausages. International Journal of Food Microbiology 32, 173-183.

Gimeno, O., Adtisaran, |. y Bello, J. (1999). Influence of Partial. Replacement of NaCl
with KCI and CaCl2 on Texture and Color of Dry Fermented. Sausages. Journal of

Agricultura and Food Chemistry, 47, 873-877.

Gonzaez-Fernandez, C., Santos, E.M., Jaime, I. y Rovira, J. (1997). Utilizacion de
cultivos iniciadores en la elaboracién de chorizo y su influencia en las propiedades

sensoriales. Food Science and Technology International 3: 31-42.

Hammes, P. W., Tichaczek, S. P. (1994). The potencia of lactic acid bacteria for the
production of safe and wholesome food. Lebensmittel -Untersuching und-forsching.

198:193-201.
99

Repositorio institucional UNA - PUNO




Nacional del
Altiplano

TESIS UNA-PUNO Hi"-’h Nacional de

Hansen, E. B. (2002). Comercia bacterial starter cultures for fermented foods of the

future. International Journa of Food Microbiology 78, 119 — 131.

Hugas, M., Garriga, M., Aymerich, T. y Monfort, J. M. (1993). Biochemical
characterization of lactobacilli from dry fermented sausages. Int. J. Food

Microbiol. 18, 107-113.

Krockel, L. (1995). Bacterial fermentation of meats. In: Fermented Meats. Eds. G.

Campbell- Platt and P.E. Cook. Glasgow. U.K. pp. 69-130.

Labuza, T. (1994). Determinacion de la vida en anaquel de alimentos mediante pruebas

aceleradas.

Landvogt, A. y Fischer, A. (1990). Dry sausage ripening. Targeted control of the

acidification capacity of the starter cultures. Fleischwirtschaft 70, 1134-1140.

Leistner, L. (1995). Stable and safe fermented sausages world-wide. En Fermented Meats.
Eds. Campbell-Plait, G. and Cook, P.E. Blackie Academic & Professional,

Glasgow, Reino Unido, pp. 160-175.

Liepe, H., Pfeil, E. y Porobic, R. (1990). Influence of sugars and bacteria on dry sausage

souring. Fleischwirtschaft 70, 189-192.

Lopez, T. M., Gonzédlez, C.J., Rodriguez, R. Encinas J.P. y Otero, A. (2001). Utilizacion
de mohos y levaduras en la elaboracion de embutidos carnicos fermentados.

Alimentaria. Marzo: 25-31.

Licke, F. K. (1998). Fermented sausages. En Microbiology of Fermented Foods, Wood,
B. J. B. (ed), pp. 441-483. Blackie Academic and Professional. Londres, Reino

Unido.

100

Repositorio institucional UNA - PUNO




Universidad

TESIS UNA-PUNO B e

Altiplano

Madigan, M. T., Martinko, J. M., Parker, J. (2004). Brock. Biologia de los
Microorganismos. 10a ed. Ed. Prentice Hall. Madrid, Espafia. pp. 122, 352, 400-

402, 991.

Martin, J. B., (2005). Estudio de las comunidades microbianas de embutidos fermentados
ligeramente acidificados mediante técnicas moleculares. Universidad de Girona

Tesisdoctoral.

Mata, A. C. (1999). Empleo de fermentos | acticos en la fabricaci 6n de productos carnicos.
Tesis doctora de la Universidad de Coérdoba Facultad de Veterinaria. Cordoba 2

de Diciembre.

Minor , P. H., ( 1999). Cambios en parametros fisicoquimicos rel acionados con la calidad
de la cane de cerdo sometida a fermentacion lactica como método de
bioconservacion. Universidad Autonoma Metropolitana Unidad |ztapaapa.

Investigacion de tesis. México.

Mira, J., (1998), “Compendio de Ciencia y Tecnologia de la Carne”, Editorial Docucentro

ESPOCH, Riobamba, Ecuador, pp. 120-130.

Montel, M.C., Taon, R., Berdague, J.L. y Cantonnet, M. (1993). Effects of starter cultures
on the biochemical characteristics of french dry sausage. Meat Science 35, 229-

240.

Morales, 1. (2008). “Vida util de Alimentos” disponible en:

www.cita.ucr.ac.cr/documentos/Informeanual .pdf, (Abril, 2011).

Murano. (1997). Microbiologia de la Carne. Memorias del VV Cursillo Tedrico- Practico de

Tecnologia Carnica. Ames, lowa: lowa State University.

101

Repositorio institucional UNA - PUNO




TESIS UNA-PUNO Hi"-’h N

" Nacional del
Altiplano

OEA, (2003). Laboratorio de control de cadidad, disponible en:

http://www.science.oas.org, 23-05-2011.

Orddfiez, J.A., Fernandez, M., Diaz, O., Hierro, E., Garcia de Fernando, G.D. y delaHoz,
L. (1995). Papel de los microorganismos en la maduracion de los embutidos crudos

curados. AICE 48, 9-13.

Pascual, M.R. (1992). Derivados carnicos. In Microbiologia Alimentaria. Metodologia

Analitica para Alimentos y Bebidas. Madrid, Diaz de Santos, S.A. pp. 151-160.

Pdlit, P, (2006). Determinacion de la Vida Util de Alimentos Procesados. Primer Congreso

Ecuatoriano de Ingenieriade Alimentos, Ambato — Ecuador.

Prandl, O., Fischer, A., Schmidhofer, T., y Sinell, H.J. (1994). Tecnologia e Higiene de la

Carne. Ed. Acribia, Zaragoza.

Price, J. (1994), “Ciencia de la carne y de los productos carnicos”, Segunda edicién,

Editorial Acribia, Zaragoza— Espafia. pp: 433 — 435

Ranken, M., (2003). “Manual de Industrias de la Carne”. Editorial Blackwell Science,

Londres, pp 13.

Raveendran, J.V., Ingham, S.C., Mc Curdy, A.R. y Jones, G.A. (1993). Anaerobic
microbiology of fresh beef packaged under modified atmosphere or vacuum.

.Journal of Food Science, 58:935-938

Roca, M. y Incze, K. (1990). Fermented sausages. Food Rev. Int. 6, 91-118. Varnan, A.H.
y Sutherland, J.P. (1998). Carne y productos carnicos. Tecnologia, quimica y

microbiologia. Editorial Acribia, S.A., Zaragoza.

102

Repositorio institucional UNA - PUNO




TESIS UNA-PUNO Hi"-’h N

" Nacional del
Altiplano

Rodriguez C. V., (2011). “Efecto del empleo de microorganismos probidticos
(Lactobacillus rhamnosus y Bifidobacterium animalis spp. lactis) en la elaboracion
de un producto carnico madurado tipo salami”. Universidad Técnica de Ambato
Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos. Investigacion de tesis Ambato —

Ecuador.

Rojas, F.J., Jodral, M., Gosalvez, F. y Pozo, R. (1991). Mycoflora and toxinogenic
Aspergillus flavus in Spanish dry-cured ham. International Journal of Food

Microbiology 13, 249-256.

Roncalés, P. (1994). Tecnologia, cambios bioguimicos y calidad sensoria de los
embutidos crudos curados. En: Jornadas T écnicas de Productos Carnicos. Vaencia,

pp. 87-109.

Ruusunen, M. y Puolanne, E. (2005). Reducing sodium intake from meat products. Meat

Science, 70: 531-541.

Salazar, D. (2008). “Apuntes de tecnologia de carnicos”

Samelis, J., Stavropoulos, S., Kakouri, A. y Metaxopoulos, J. (1994). Quantification and
characterization of microbial populations associated with naturally fermented

Greek dry salami. Food Microbiology 11, 447-460.

Sanz, Y., Fadda, S., Vignolo, G., Aristoy, M.C., Oliver, G. y Toldra, F. (1999a).
Hydrolytic action of Lactobacillus casei CRL 705 on pork muscle sarcoplasmic

and myofibrillar proteins. J. Agric. Food Chem. 47: 3441-3448.

Sanz, Y., Flores, J., Toldrg, F. y Feria, A. (1997b). Effect of pre-ripening on microbial and

chemical changesin dry fermented sausages. Food Microbiology 14, 575-582.

103

Repositorio institucional UNA - PUNO




| . .
TESIS UNA-PUNO ""’g’: R

Altiplano

Schillinger, U., Geisen, R. y Holzapfel, W.H. (1996). Potentia of antagonistic
microorganism and bacteriocins for the biological preservation of foods. Trends

Food Sci. Technol. 7: 158-164.

Sofos, J. N. (1994). Microbial growth and its control in meat, poultry and fish. “Quality
Attributes and their Measurement in Meat, Poultry and Fish Products”. Chap. 14.

Great Britain : Blackie Academic & Professional.

Stiles, M.E. (1996). Biopreservation by lactic cid bacteria. Antonie Van Leeuwenhoek

International Journal of General and Molecular microbiology 70, 331-345.

Tinedo, V. (1998). Alternativas en la elaboracion de los embutidos a base de pulpa
depescado. Seminario |. Universidad Central de Venezuela. Instituto en Ciencia 'y

Tecnologia de Alimentos. 16 de octubre. Caracas (Mimeografiado), 24—-48 pp.

Toldra, F. (1998b). Proteolysis and lipolysis in flavor development of dry-cured meat

products. Meat Science 49, 101-110.

Toldra, F. (2000a). The role of muscle enzymes in dry-cured meat products with different

drying conditions. Trends in Food Science and Technology, 17, 164-168.

Toldra, F., Aristoy, M.C. y Flores, M. (2000). Contribution of muscle aminopeptidases to

flavour development in dry-cured ham. Food Research International, 33, 181-185.

Varnam, A. H. y Sutherland, J. P. (1998). Carne y productos carnicos. Tecnologia,

guimicay microbiologia Editorial Acribia, Zaragoza—Espafia. pp: 307 — 346

Weidenfeller, P. y Fegeler, W. (1990). Methodological aspects of a micro-identification
technique for the diferentiation of coagulase-negative staphylococci to species

level. Zentralb Bakteriology. 274, 78-90.

Zeuthen, P. (1995). Historical aspects of meat fermentations. In: Fermented Meats. Eds.
104
Campbell-Platt, G. y Cook, P. E. Chapman and Hall. Glasgow, Reino Unido.

Repositorio institucional UNA - PUNO



TESIS UNA-PUNO = ok

Nacional del
Altiplano

ANEXOS

105

Repositorio institucional UNA - PUNO



R1T, _ ,
TESIS UNA-PUNO ""‘" e

Altiplano

ANEXO.

Cartilla paralaevaluacién de aceptacion del producto

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO
FACULTAD DE CIENCIASAGRARIAS
ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA AGROINDUSTRIAL

“Efecto de cultivos iniciadores en la protedlisis y vida atil en salchichas fermentadas”
Nombre: Fecha:

Indicaciones:

Se le proporcionara 4 muestras de salchicha, cada una corresponde a un tratamiento
diferente

Calificar cada uno de |os parametros de acuerdo ala escala establecida.

Medisgustamucho :1

Me disgusta : 4
Es Indiferente 3
Me agrada 14

Meagradamucho :5

TRATAMIENTO CALIFICACION

(0f0] (=101 - L [0 S

GRACIAS
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ANEXO 1.

Ficha de avaluacion organol éptica

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO
FACULTAD DE CIENCIASAGRARIAS
ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA AGROINDUSTRIAL

“Efecto de cultivos iniciadores en la protedlisis y vida atil en salchichas fermentadas”
Nombre: Fecha:

INDICACIONES: por favor deguste las muestras que se presentan y sefidle la aceptacion
del atributo sensorial segun la escala planteada.

Atributo Escala

Muy intenso
Intenso
Caracteristico
Poco intenso
Nadaintenso
Muy perceptible
Perceptible
Caracteristico
Poco perceptible
Nada perceptible
Muy acida

acida

Ni acidani amargo
amorgo

Muy amargo
Muy dura

Dura

Ni dura ni blanda
Blanda

Muy blanda

Color

olor

Sabor

Textura

RPINWPARORLDNWPAMOAPRLDNWPAOIAOERLIN W A~ O

Observaciones:

GRACIAS
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ANEXO III.
M étodos el ectroforéticos para la caracterizacion de |os perfiles polipeptidicos
Reactivos:
Tampédn de carga (pH 8,3): disolver 3,0 g de Tris, 14,4 gde glicinay 1,0 g de SDS
en un litro de agua destilada. En la preparacion del buffer nativo no incorporado

SDS.

Buffer del gel de concentracion (pH 6,8): disolver 6,0 g de Trisy 0,4 g de SDS en
40 mL de agua destilada. Ajustar el pH con HCl 4 N, y completar e volumen a

100 mL. En la preparacion del buffer nativo no incorporar SDS.

Buffer del gel de separacion (pH 8,8): disolver 18,2 g Trisy 0,4 g de SDS en 40
mL de agua destilada. Ajustar con HCI 4 N, y completar el volumen a 100 mL. En

la preparacion del buffer nativo no incorporar SDS.

Solucion de persulfato de amonio: disolver 200 mg de persulfato de amonio en 2
mL de agua destilada, eliminar el gas de la solucion y congelar en pequefias

alicuotas. Esta solucion permanece estable por aproximadamente cuatro afios.

Solucion colorante: disolver 1,25 g de Coomassie Blue R en 227 mL de metanol y

46 mL de &cido acético glacial. Completar con agua destiladaa 500 mL.

Solucion decolorante: mezclar 70 mL de acido acético glacial, 300 mL de etanol y

completar € volumen a1 litro con agua destilada.

Solucion acrilamida / Bis-acrilamida: disolver 30 g de acrilamiday 0,8 g de bis-

acrilamida en 100 mL de agua destilada. Almacenar en frasco oscuro a4 °C.
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Buffer de muestra desnaturante con -mercapto: mezclar 2,5 mL buffer de gel de
concentracion (pH 6,8), 1,2 g de SDS, 4 mL de glicerol, 2 mL de - mercapto y

punta de espatula de azul de bromofenol. Completar a 10 mL.

Buffer de muestra desnaturante: mezclar 2,5 mL buffer de gel de concentracion
(pH 6,8), 1 g de SDS, 0,4 g de sacarosa y punta de espétula de azul de bromofenol.

Completar a10 mL.

Buffer de muestra nativa: mezclar 4 mL buffer de gel de concentraciéon (pH 6,8)

(nativo), 4 mL de glicerol y punta de espatula de azul de bromofenol.

Procedimiento para Electr oforesis Desnatur ante (PAGE-SDS)

Los geles se preparan entre dos placas de vidrio perfectamente limpias.

Colocar los vidrios en e soporte del equipo Bio-Rad, procurando que queden

derechosy fijos a soporte.

Preparar el gel separador al 12 %, mezclando: 1.091 ul de agua destilada, 2.004 pl
de A/BA, 1.300 pl de buffer a pH 8,8, 50 pl de SDS al 10%, 50 pl de PSA al 10%

y 5 ul de TEMED, con agitacion.

Colocar en seguida 3,5 mL del gel separador entre los vidrios, con la ayuda de una
micropipeta. Cubrir la superficie con agua saturada con butanol, la que debe ser

adicionada lentamente.

Esperar a que la solucién gelifique por completo, 1o cua se evidencia por la

formacion de unalineadivisorianitidaentre el gel y el agua con butanol.
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Sacar los vidrios del soportey retirar la capa de agua saturada con butanol, lavando

con abundante agua destilada.

Secar entre los vidrios con papel absorbente.

Preparar gel de concentracion a 5 %, mezclando: 1.050 pl de agua destilada, 250
ul de A/BA, 190 pl de buffer a pH 6,8, 15 pl de SDS al 10%, 15 pl de PSA al 10%

y 1,5 ul de TEMED, con agitacion.

Colocar en seguida 1,5 mL (o hasta que rebalse) gel concentrador entre los vidrios

(sobre e gel separador), con la ayuda de una micropipeta.

Usando guantes colocar el peine, procurando que no queden burbujas.

Esperar aque e gel concentrador gelifique por completo.

Retirar los vidrios del soporte y colocarlos en la cubeta de corrida del equipo Bio-
Rad, con e peine hacia adentro. Continuar €l procedimiento de igua forma que

para el ectroforesis nativa.
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ANEXO VIII.

e

Cdlificaciones sensoriales (media + desviacion estandar).

Universidad

" Nacional del

Altiplano

Trat. Aceptabilidad Color Olor Sabor Textura
A- control 3.5+ 0.70 28+078 31+087 35+053 28+0.78
B- L.sakei 4.0+ 0.66 35+070 34+084 37+067 35+053
C-Scarnosus 39+ 1.56 37+048 32+063 31+074 36+0.84
D-Ls+X 4.2+ 0.63 34+073 34+519 36+052 351085
ANEXO IX.
ANOVA parapH alos 0 dias
F.V. G. L. S.C C. M. Fc.  Signif.
Tratamientos 3 0,063 0,0211 1136 ns
Error experimental 8 0.147 0.018
TOTAL 11 0.209
ANEXO X.
ANOVA para pH alos 3 dias
F. V. G. L. S.C CM. Fc. Sig.
Tratamientos 0.353 0,118 7.067 *
Error experimental 8 0.133 0.018
TOTAL 11 0.487

Prueba de Duncan parapH alos 3 dias

Tratamiento n Promedio Duncan(P < 0.05)
Control 3 597 a
Sc 3 5.80 ab
Ls 3 5.67 bc
Ls+Sc 3 5.50 c
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ANEXO XI.
ANOVA parapH alos 6 dias
F. V. G. L. S.C. C.M. Fc. Sig.
Tratamientos 3 0.442 0,147 6.321 *
Error experimental 8 0.187 0.023
TOTAL 11 0.629

Prueba de Duncan para pH alos 6 dias

Tratamiento n Promedio Duncan(P < 0.05)

Control 3 5.80 a

Sc 3 5.73 a

Ls 3 5.60 a

Ls+Sc 3 5.30 b

ANEXO XII.
ANOVA parapH alos 12 dias

F. V. G. L. S.C. C.M. Fc. Sig.
Tratamientos 3 0822 0,274 20562  *
Error experimental 8 0.107 0.013
TOTAL 11 0.929

Prueba de Duncan parapH alos 12dias

Tratamiento n Promedio Duncan(P < 0.05)
Control 3 573 a
Sc 3 5.23
Ls 3 5.13
Ls+Sc 3 5.07

114

Repositorio institucional UNA - PUNO




:'I-w-& Universidad

TES'S UNA'PUNO ! ' Nacional del
= Altiplano
ANEXO XIII.
ANOVA parapH alos 21dias
F. V. G. L. S.C. CM. Fc. Sig.
Tratamientos 3 0.580 0,193 9.280 *
Error experimental 8 0.167 0.021
TOTAL 11 0.747

Prueba de Duncan para pH alos 21dias

Tratamiento n Promedio Duncan(P < 0.05)
Control 3 5.60 a
Sc 3 5.20
Ls 3 5.10 b
Ls+Sc 3 5.03 b
ANEXO XIV.
ANOVA paraay alos0 dias
F. V. G. L. S.C. C.M. Fc. Sig.
Tratamientos 3 0.00013 0.000072 2.25 n.s.
Error experimental 8 0.0041 0.000032
TOTAL 11 0.0039
ANEXO XV.
ANOVA paraay alos 3 dias
F. V. G. L. S.C. C.M. Fc. Sig.
Tratamientos 3 0.0015 0,0005 12.50 *
Error experimental 8 0.0035 0.00004
TOTAL 11 0.002
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Tratamiento n Promedio Duncan(P < 0.05)

Control 3 0.9604 a

Ls 3 0.9521 ab

Sc 3 0.9405 ab

Ls+Sc 3 0.9323 b

ANEXO XVI.
ANOVA paraay alos6 dias
F. V. G. L. $. G C.M. Fc. Sig.
Tratamientos 3 0.00013 0,00004 0.16 *
Error experimental 8 0.0022 0.00025
TOTAL 11 0.0020
Prueba de Duncan paraaw alos 6 dias
Tratamiento n Promedio Duncan(P < 0.05)

Control 3 a

Sc 3 b

Ls 3

LstSc 3 b

ANEXO XVII.
ANOVA paraay alos 12 dias

F. V. G. L. S.C. C.M. Fc. Sig.
Tratamientos 3 0.003 0,001 2.00 n.s.
Error experimental 8 0.0037 0.0005
TOTAL 11 0.0007
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ANEXO XIII.
ANOVA paraay alos 21 dias
F. V. G. L. S.C. C.M. Fc. Sig.
Tratamientos 3 0.0041 0.0013 2149 ns
Error experimental 8 4.8418 0.605
TOTAL 11 4.8377
ANEXO XIX.
ANOVA paraBAL alos Odias
F. V. G. L. S.C C.M. Fc. Sig.
Tratamientos 3 3,883 1,294 3,886 *
Error experimental 4 1,332 0,333
TOTAL 7 5,215

Prueba de Duncan paraBAL alosO dias

Tratamiento n Promedio Duncan(P < 0.05)

Control 2 5.50 a

Sc 2 5.97 ab

LstSc 2 6.93 ab

Ls 2 6.96 b

ANEXO XX.
ANOVA paraBAL alos 3dias

F. V. G. L. S.C. C.M. Fc. Sig.
Tratamientos 3 9.300 3,100 12,128  *
Error experimental 4 1.022 0.256
TOTAL 7 10.322
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Prueba de Duncan paraBAL alos 3 dias

Tratamiento n Promedio Duncan(P < 0.05)

Control 2 6.52 a

Sc 2 6.61 a

Ls 2 8.46

Ls+Sc 2 8.93

ANEXO XXI
ANOVA paraBAL alos 6dias

F. V. G. L. S.C. C.M. Fc. Sig.
Tratamientos 3 3.429 1,143 4.340 *
Error experimental 4 1.054 0.263
TOTAL 7 4.483

Prueba de Duncan paraBAL alos6 dias

Tratamiento n Promedio Duncan(P < 0.05)

Control 2 7.21 a

Sc 2 7.82 ab

Ls 2 8.43 ab

Ls+Sc 2 8.96 b

ANEXO XXII.
ANOVA paraBAL alos 12 dias

F. V. G. L. S.C. C.M. Fc. Sig.
Tratamientos 3 3.554 1,185 4.438 *
Error experimental 4 1.068 0.297
TOTAL 7 4.622
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Prueba de Duncan paraBAL alos 12 dias

Tratamiento n Promedio Duncan(P < 0.05)
Control 2 7.21 a
Sc 2 7.79 ab
Ls 2 8.47 ab
Ls+Sc 2 8.97 b
ANEXO XXIII.
ANOVA paraBAL alos?21 dias
F. V. G. L. S.C. C.M. Fc. Sig.
Tratamientos 3.488 1,163 4.808 *
Error experimental 0.967 0.242
TOTAL 4.455
Prueba de Duncan paraBAL alos 21 dias
Tratamiento n Promedio Duncan(P < 0.05)
Control 2 7.22 a
Sc 2 7.82 ab
Ls 2 8.46 ab
Ls+Sc 2 8.98 b
ANEXO XXI1V.
ANOVA parabacterias viables totales alos 0 dias
F. V. G. L. S.C. C.M. Fc. Sig.
Tratamientos 0.076 0,25 0.793 ns.
Error experimental 0.127 0.32
TOTAL 0.202
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ANEXO XXV.
ANOVA parabacterias viables totales alos 3 dias
F. V. G. L. S.C. C.M. Fc. Sig.
Tratamientos 3 0.011 0,004 0501 ns.
Error experimental 4 0.030 0.07
TOTAL 7 0.041
ANEXO XXVI.
ANOVA parabacterias viables totales alos 6 dias
F. V. G. L. S.C C.M. Fc. Sig.
Tratamientos 3 0.020 0,007 2014 ns.
Error experimental 4 0.014 0.03
TOTAL 7 0.034
ANEXO XXVII.
ANOVA parabacterias viables totales alos 12 dias
F. V. G. L. S.C C.M. Fc. Sig.
Tratamientos 3 0.035 0,012 0.765 ns.
Error experimental 4 0.060 0.015
TOTAL 7 0.095
ANEXO XXIII.
ANOVA parabacterias viablestotales alos 21 dias
F. V. G. L. S.C. C.M. Fc. Sig.
Tratamientos 3 0.160 0,053 1.785 ns.
Error experimental 4 0.120 0.30
TOTAL 7 0.280
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ANEXO XXIX.
ANOVA para coliformes totales alos O dias
F. V. G. L. S.C. C.M. Fc. Sig.
Tratamientos 3 0.210 0,070 0.6115 ns.
Error experimental 4 0.429 0.107
TOTAL 7 0.639
ANEXO XXX.
ANOVA paracoliformes totales alos 3 dias
F. V. G. L. S.C C.M. Fc. Sig.
Tratamientos 3 0.210 0,070 0.6115 ns.
Error experimental 4 0.429 0.107
TOTAL 7 0.639
ANEXO XXXI.
ANOVA para aceptabilidad de |as salchichas
F. V. G. L. S.C C.M. Fc. Sig.
Bloque (jueces) 9 2,10 0,23 04821 ns.
Entre muestras 3 2,60 0,866 1,815 n.s
Error experimental 27 12,90 0.477
TOTAL 39 17.60
CV =17,692 %
ANEXO XXXII.
ANOVA para atributo color
F. V. G. L. S.C. C.M. Fc. Sig.
Bloque (jueces) 9 9,225 1,025 3,56 *
Entre muestras 3 8,875 2,958 10,16 *
Error experimental 27 7,875 0.291
TOTAL 39 25,975

CV =1530%
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Prueba de Duncan para atributo color

Tratamiento n Promedio Duncan(P < 0.05)
Control 10 2,8 a
Ls 10 35 b
Sc 10 3,7 b
Ls+Sc 10 4,1 b
ANEXO XXXIII.
ANOVA paraatributo olor
F. V. G. L. S.C. C.M. Fc. Sig.
Bloque (jueces) 9 9,255 1,025 22920 *
Entre muestras 3 0,675 0,225 05031 ns
Error experimental 27 12,075 0,4472
TOTAL 39 21,975
CV =20,41%
ANEXO XXXIV.

ANOVA para atributo: sabor.

F. V. G. L. S.C. C.M. Fc. Sig.
Bloque (jueces) 9 2,225 0,2472 0,57 n.s
Entre muestras 3 2,075 0,6917 1,59 n.s
Error experimental 27 11,675 0,4324
TOTAL 39 15,975

CV =18,92%
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ANEXO XXXV.

ANOVA para atributo: textura.

F.V. G. L. S.C C.M. Fc. Sig.
Blogue (jueces) 9 8,1 0,9 2,73 *
Entre muestras 3 4,1 1,3667 4,146 *
Error experimental 27 8,9 0,3296
TOTAL 39 211
CV =17,13%
Prueba de Duncan para atributo textura
Tratamiento n Promedio Duncan(P < 0.05)
Control 10 2,8 a
Ls 10 3,5 ab
Sc 10 3,6 ab
Ls+Sc 10 35 b
ANEXO XXXVI.
80.00 - 15 °C
78.00 > :E;’”tm'
76.90 y = -0.3213x + 78.135 ;f; .

74.00
72.00

R% = 0.9955

y=-0.35
R?=0.9707

2
g 70.00
(] =
e | y =-0.3195x + 75.29
x 68.00 2209349
B 66.00 - y =-0.3825x + 72.289
2 _

g o0 R2=0.9959

62.00 -

60.00 : : : :

0 5 10 15 20

Tiempo (dias)

Fig. 15. Evolucién del porcentaje de pérdida de peso almacenadaa 15 °C
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ANEXO XXXVII. Panel fotogréfico

molino

Fotografia 3. Mezclado en |a cutter Fotografia 4. Embutido

L Y |

Fotografia 5. 0 horas de embutido Fotografia 6. 0 dias de incubacion
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Fotografia 7. 72 horas de estufgje Fotografia 8. 3 dias de estufaje

B i
T L )

Fotografia 11. Colonias de m/o en agar Fotografia 12. Col onias de m/o en agar

MRS (0 dias) MRS (21 dias)
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Fotografia 13.Colonias de m/o en agar APC ~ Fotogr afia 14.Colonias de m/o en agar
APC (Odias) (21 dias)

Fotogr afia 15. CoI onias de m/o en agar Fotografia 16. Colonias de m/o en agar
VRB (0 dias) VRB (21 dias)

Fotografia 19. Pruebade andlisissensorial  Fotografia 20. Catadores

126

Repositorio institucional UNA - PUNO




TESIS UNA-PUNO

Tmprove _jlﬁ*o.fi-& health

B-2

Especificacion de producto

Forma: Powder, ground
N° producto: 501116
Composicion

del cultivo: Lactobacillus sakei

Rendimiento Especificacion
Recuento celular total cfu/g >4.BE+10
Pureza . Especificacion
Bacillus cereus cfu/g <100
Enterobacterias cfu/g <10

Enterococos cfu/g <100
Staphylococcus aureus cfu/g <50

Total Yeast & Mould cfu/g <100

-

Listeria monocytogenes
Salmonella spp. *

Ausente en 25 gr
Ausente en 25 gr

-_'1-15& Universidad

Altiplano

H'! " Nacional del

* Las pruebas con productos basadas en estadisticas y aspectos medioambientales se realizan
constantemente: se pueden facilitar mas datos si asi se solicitara.

Referencias y metodos analitices estan disponibles si Ud. los requiere.

La informacion aqui contenida es a nuestro entender verdadera y correcta y es ofrecida de buena fe, Sin embargo,
ninguna garantia de infraccion de patente esta entendida o inferida.

Almacenamiento y caduci Ver etiquetas y envase del producto

pagina: 1/1 www.chr-hansen.es Version: 15/FEB/2012  Espanol

Generado electronicamente - no necesita firma
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Range

Description

Taxonemy

Application

Physical Properties

www.chr-hansen.com

ﬂ*&_ Universidad

e

B-2 SafePro®

Product Information
Version: 1 PI-EU-EN 12-07-2007

The SafeProe range covers a series of specially developed bioprotective cultures
for application in meat products e.g. fermented sausages, fresh sausages and
ready-to-eat meat products.

B-2 is a single strain meat culture for bioprotection of cooked or cured meat
products. The strain in the culture is able to suppress growth of spoilage and
pathogenic bacteria such as indigenous lactic acid bacteria and Listeria
monocytogenes. The strain in the culture grows within a wide temperature range
down to 2°C (35°F) and survives freezing.

Lactobacillus sakef

Usage

B-2 is recommended for bioprotection of cooked or cured meat products that are
vacuum-packed or packed in modified atmosphere (MAP).

The culture does not ferment lactose and, consequently, if lactose is used as a
filler the acid formation will be limited. The meat producer obtains the
advantages of maintaining both product safety and sensory guality during shelf
life.

Dosage
25 g culture for 200 kg meat

Directions for use

Sliced cooked ham and emulsion sausages: The culture is applied by spraying a
culture suspension onto the surface after cooking.

Fresh cured sausages and spreadable sausages: The culture is added directly to
the chopper together with the dry ingredients.

Raw cured meat products: The culture is added directly to the brine.

Color: Off-white to brownish
Form: Powder, ground
Solubility: ‘Water soluble suspension

Page: 1 (3)
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Product Information
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Packaging Material No: Size Type
501116 50X25 G Alu pouch in box
Storage and handling Temperature: @17 “C 40 S
Conditions: Dry
Shelf life For freeze-dried cultures at least 18 months when stored according to
recommendations.
Technical data Physiological data
Culture composition Lacrobacillus sakei

Growth temperature
Opt/max/min 25°C/40°C/2°C (T7°F/104°F/36°F)
Salt Hmit 6% salt-in-water. Survives in higher

salt-in-water concentrations

Characteristics Facultative anasrobic

L(+)-lactic acid producing

Fermentable sugars

Glucoze (dextrose) +

Fructose +

Maltose

Lactose =
| Saccharose (sucrose) +

| Starch -

Analytical methods
References and analytical methods are available on request.

Legislation Chr. Hansen's cultures comply with the general requirements on food safety laid
down in Regulation 178/2002/EC. Lactic acid bacteria are generally recognized as
safe and can be used in food, however, for specific applications we recommend to
consult national legislation.

Ingredients See box label.
Labeling Suggested labeling “lactic acid culture” or “starter culture”, however as legislation

may vary, please consult local legislation.
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Trademarks Trademarks appearing in this document might not be registered in your country,
even if they are marked with an ®, Trademarks are owned by Chr. Hansen or used
under license.

Technical support Chr. Hansen's Application and Product Development Laboratories and personnel are
available if you need further information.
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Especificacion de producto

Forma: Powder, ground

N°® producto: 502360

Composicion

del cultivo: Staphylococcus carnosus

Rendimiento Especificacion
Recuento celular total cfu/g >4.BE+09
Pureza Especificacion
Bacillus cereus cfu/g <100
Enterobacterias cfu/g <10

Enterococos cfu/g <100
Staphylococcus aureus cfu/e <50

Total Yeast & Mould cfu/g <100

Listeria monacytogenes * Ausente en 25 gr
Salmonella spp. * Ausente en 25 gr

* Las pruebas con productos basadas en estadisticas y aspectos medioambientales se realizan
constantemente; se pueden facilitar mas datos si asi se solicitara.

Referencias y metodos analiticos estan disponibles si Ud. los requiere.

La informacién aqui contenida es a nuestro entender verdadera y correcta y es ofrecida de buena fe. $in embargo,
ninguna garantia de infraccion de patente esta entendida o inferida.

Almacenamiento y caduci Ver etiquetas y envase del producto

Pagina: 1/1 www.chr-hansen.es Version: 15/FEB/2012  Espanol

Generado electronicamente - no necesita firma
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Informacion de Producto
Version: 1 PI-EU-ES 20-09-2007

Gama La gama Bactofermsde cultivos carnicos contiene cultivos de arranque para
productos carnicos fermentados de forma tradicional o rapida. La gama también
abarca los cultivos potenciadores de sabor y color e incluye cultives de moho para
aplicaciones en superficie.

Descripcién 5-B-61
es un cultivo carnico de una cepa, que asegura buen desarrollo de sabor y color
pero no aporta acidificacion.

Taxonomia Staphylococcus carnosus

Aplicacion Uso
El cultivo se recomienda para productos carnicos fermentados con un acidulante
quimico como Gdl El cultivo también se puede usar como un cultivo accesorio en
combinacion con un cultive Bactoferm® acidificante.

Dosis
25 g de cultivo para 100 kg de carne
Instrucciones de uso

Adicion al picado de carne el contenido del sobre se debe anadir directamente a la
cutter al principio del proceso junto con los ingredientes secos.

Propiedades Fisicas Color: Blanco a marran
Aspecto Fisico: Polvo, granulado
Solubilidad: Suspension hidro-soluble
Envase Mo Material: Tamafio Tipo
502360 50X25 G Sobre (s) en caja
Almacenaje y manipulacion Temperatura: < -17 “Cof <1 °F,
Condiciones: Seco
www.chr-hansen.com Pégina: 1(3)
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Informacion de Producto
Versién: 1 PI-EU-ES 20-09-2007

Vida atil Para cultivos liofilizados, al menos 18 meses cuando se almacena segun las
recomendaciones.

Al almacenarse a +5°C/ 41°F, la vida Util es de al menos 6 semanas.

Informacién técnica

Datos fisiologicos

Composicién del cultivo

Staphylococcus carnosus

Temperatura de crecimiento
Opt/max/min

30°C/45°C/10°C {86°F/ 113°F/50°F)

Limite de sal

16 de sal en agua

Caracteristicas

Anaerabico facultativo

Catalasa positiva

Nitrato reductasa positia
Lipolitica

Proteolitica

Azucares fermentables
Glucosa {dextrosa) -
Fructosa =
Maltasa
Lactosa +
Sacarasa {sucrosa)
Almidon

Métodos analiticos
Referencias y métodos analiticos estan disponibles bajo peticion.

Legislacion Los cultivos de Chr. Hansen cumplen con las estipulaciones sobre seguridad
alimentaria establecidas en el Reglamento 178/2002/EC. Las bacterias acido
lacticas generalmente se reconocen coma seguras y se pueden utilizar en
alimentacian. 5in embargo, para aplicaciones especificas, recomendamos que
consulte la legislacion nacional.

El producto esta destinado para uso alimentario

www.chr-hansen.com Pagina: 2 (3)
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Informacion de Producto
Version: 1 PI-EU-ES 20-09-2007

Seguridad alimentaria. Mo implica garantia de seguridad alimentaria si el producto se utiliza en
aplicaciones diferentes de las descritas anteriormente.
Si desea utilizar el producto en otra aplicacion, por favor, contacte con el personal
técnico de Chr. Hansen.

Ingredientes Véase la etiqueta de la caja.

Etiquetaje Etiquetaje sugerida "cultivo acido lactico” o “cultivo de arranque”. Sin embargo, ya
que la legislacion puede variar, por favor, consulte las leyes locales.

Marcas comerciales Las marcas que aparecen en este documento pueden no estar registradas en su
pais, aun si poseen el signo ®. Las marcas son propiedad de Chr Hansen o usadas
bajo licencia.

Servicio técnico Personal de los Laboratorics de Aplicacion y Desarrollo de Productos de Chr Hansen
estan a su disposicion si necesita mas informacion.

www. chr-hansen.com Pagina: 3 (3)
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