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I. INTRODUCCION

I. 1. ANTECEDENTES HISTORICOS

La desecacion de productos carnicos representa la forma de conservacion
de la carne mds antigua que se conoce. Desde hace miles de afios el hombre ha
troceado o picado laI carne, la ha embutido en tripa natural y la ha desecado
consiguiendo un producto estable microbioldégicamente y con unas caracteristicas

sensoriales muy particulares que puede conservarse durante varios meses.

Algunos autores, como Adams (1986), afirman que el origen de la
produccion de los embutidos reside en los paises de la cuenca Mediterranea
aunque existen referencias sobre la elaboracion de embutidos de carne de cerdo
en China hace 2.000 afios. Pederson (1979) afirma que el nombre de salami
podria derivarse de la ciudad de Salamis en la costa este de Chipre aunque
también sugiere que la palabra embutido se origina del latin “salsus” que
etimologicamente significa carne embutida conservada por salazon. Por otro
lado, Liepe (1983) se opone a esta idea y defiende que el nombre se origina de la
palabra italiana “sale”, que significa sal. También los romanos conocian el
embutido crudo y salado al que llamaban "salsicia" o "farta salsicia" de donde
provienen etimoldgicamente las palabras salchicha y, por su mayor calibre o
grosor, salchichon. Es probable que los embutidos espafioles procedan del
trasvase politico y cultural que se produjo en los siglos finales del Imperio
Romano, cuando los pueblos centroeuropeos se fundieron con los de la Peninsula
Ibérica. De la Edad Media espainola procede un manuscrito de la época arabigo
andalusi sobre la cocina hispano magrebi, que recoge una serie de recetas en las
que se refiere a los embutidos, longanizas, albondigas, carnes picadas y pasteles

de carne elaborados con diversas especias (Marcos, 1991).
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En América estos productos también gozan de gran difusion y tradicion,
segun Leistner (1986a) fueron los emigrantes europeos los que establecieron la
produccién alli, y no existe informacion anterior sobre este tipo de alimentos.
Estas influencias europeas también se experimentaron en Australia, Seychelles,

Filipinas y Papua Nueva Guinea.

En Espafia existe una extensa gama de embutidos curados con
caracteristicas muy diferentes segin los habitos y costumbres de las distintas
regiones. Segun la Asociacion de Industrias de la Carne de Espafia (AICE), su
produccion representa el 18 % del volumen total de elaborados carnicos que en
1997 fue de 156.687 Tm. En la Tabla 1 se recoge la produccion de elaborados
carnicos en Espafia en los ultimos afios, como puede observarse la produccion de
embutidos ha experimentado un claro estancamiento, segin Flores (1994) se
debe a varias causas, entre ellas, el incremento de los precios de venta, la
competencia de otros productos alternativos mas econdmicos, las
recomendaciones dietéticas a favor de productos hipocaloricos y la pérdida
gradual de sus caracteristicas sensoriales tipicas, como consecuencia de la

implantacion en las industrias de técnicas de curado rapido.

La conservacion de estos productos se debe a la combinacién de un
proceso de fermentacién con otro de deshidratacion. Hasta hace 50 afios se
conocia muy poco sobre los cambios que se producian en la masa céarnica una
vez que era embutida, pero con la llegada de la produccion a gran escala el
fabricante necesitaba estandarizar el producto, disminuir los costes y reducir los
tiempos de maduracion. Fue a principios de los afios 50 cuando en Europa los
investigadores comenzaron a estudiar la tecnologia y los cambios fisicos y
bioquimicos que se producian durante el proceso de fermentacion y desecacion

en los embutidos crudos curados.
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Tabla 1.- Produccién de elaborados carnicos (Tm.) segiin AICE (1999).

Producto: 1992 1993 1994 1995 1996 1997

Jamon y paleta curados 180.050 | 181.500 | 187.308 | 183.955 | 181.560 | 182.337
Embutidos curados 166.350 | 163.120 | 166.546 | 162.715 | 156.530 | 156.687
Jamoén y paleta cocidos 139.950 | 137.700 | 140.041 | 132.198 | 125.984 | 125.606
Otros tratados por el calor 259.810 | 260.300 | 265.766 | 252.743 | 241.370 | 242.094
Productos adobados y frescos 125.820 | 126.230 | 129.007 | 129.652 | 126.670 | 127.113
Platos preparados 45.654 | 44.610 | 45.725 46.045 | 44.200 | 44.377

TOTAL: 917.634 | 913.460 | 934.393 | 907.308 | 876.314 | 880.251

En 1971, Coretti utiliza el término “maduracion” para referirse a todos los
cambios fisicos, quimicos, microbiologicos y enzimaticos que suceden en el

embutido bajo unas condiciones de temperatura y humedad relativa controladas.

Tradicionalmente se confiaba en una “fermentacién natural”, sin embargo
la produccion a gran escala obligo a estandarizar los procesos para evitar posibles
defectos. La inoculacion de microorganismos para dirigir las fermentaciones
habia sido una practica habitual en otros sectores de la industria alimentaria,
como el lacteo, pero en la industria carnica no se inici6 hasta la década de los 40.
Las ventajas que reporto esta técnica fueron: periodos de maduracion mas cortos,
uniformidad de la produccion reduciendo la presencia de piezas defectuosas y

mejora de las caracteristicas sensoriales de los productos.
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Otro aspecto de gran importancia en la utilizacion tecnologica de cultivos
iniciadores es su contribucion a la seguridad e higiene de los alimentos. Es bien
conocido que las bacterias acido lacticas producen una serie de sustancias
antagonistas de otros grupos microbianos, que incluye productos finales del
metabolismo como son acidos orgédnicos (lactico, acético y propidnico), perdxido
de hidrogeno y diacetilo; asi como otras sustancias de naturaleza antibidtica
denominadas bacteriocinas. Algunos investigadores apuntaron la posibilidad de
conservar los alimentos mediante la adicion de cultivos iniciadores o por la
incorporaciéon de los metabolitos antimicrobianos producidos por las bacterias

lacticas (Speck, 1972).

La aplicacion de esta técnica con la finalidad exclusiva de conservar e
incrementar la vida comercial de los alimentos abre las puertas a un nuevo
concepto en la conservacion alimentaria denominado bioconservacion y se
presenta como una alternativa a los conservantes tradicionales que permitiria
reducir las dosis de éstos que se afiaden actualmente para la conservacion de
embutidos crudos curados (Daeschel, 1989; Schoebitz et al., 1995; Huis in't
Veld, 1996).

I. 2. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS EMBUTIDOS
CRUDOS CURADOS

I. 2. 1. Clasificacion

Los embutidos crudos curados son productos que se elaboran con carne y
grasa animal picadas a las que se afiaden sales, especias y aditivos autorizados;
los cuales son mezclados y embutidos en tripas naturales o artificiales y
sometidos a un proceso de desecacion durante el cual tiene lugar una

fermentacién microbiana que origina la acidificacion del producto.
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Estos productos se caracterizan porque se consumen crudos, se conservan
sin necesidad de refrigeracion y tienen un tiempo de vida util muy largo. Ademas
poseen unas caracteristicas organolépticas muy apreciables, destacando su color

rojo, consistencia, aroma y sabor tipicos.

No obstante, la elaboracion de embutidos fermentados varia
sustancialmente de unos paises a otros e incluso existen diferencias entre
regiones dentro del mismo pais. Esto se debe badsicamente a variaciones en la
composicion de los embutidos y a la tecnologia de elaboracion. Segin Leistner
(1986Db), la produccion de embutidos fermentados crudos curados involucra una
tecnologia imprecisa que permite grandes variaciones siempre que se mantenga
el concepto basico de proporcionar una adecuada reduccion del pH y/o de la
actividad de agua (ay), ademas afirma que deben cometerse graves errores en la

fabricacion para que se obtengan productos defectuosos.

A pesar de la gran variedad de productos distintos autores han intentado
clasificarlos. Liicke (1985) propone la clasificacion que se muestra en la Tabla 2
y define cuatro tipos de embutidos en funcion del porcentaje de pérdidas de peso
que sufre el producto durante la maduracion, asimismo afirma que los avances en
las técnicas de procesado de la carne y de refrigeracion estan favoreciendo que

aparezcan nuevos tipos de embutidos fermentados.

La clasificacién de embutidos propuesta por Roca e Incze (1990), Tabla 3,
considera el tiempo de fermentacion y maduracion 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 salchichén espafioles.
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Tabla 2.- Clasificacion de embutidos fermentados (segin Liicke, 1985).

Tipo de producto Perdidas de peso durante Ahumado Crecimiento de
la desecacion* mohos y levaduras
Embutido seco >30 % no** si
Ahumado >20 % si no
Embutido semi-seco <20 % si no
Embutido fermentado <10 % generalmente no

untable no desecado

* Aproximadamente
** O s6lo ligeramente ahumado durante la fermentacion

Tabla 3.- Clasificacion de embutidos fermentados (segiin Roca y Incze, 1990).

Tipo de producto Periodo de fermentacion  Contenido final ~ Valor final de a,,
de agua
Spreadable (untable) 3-5 dias 34-42 % 0.95-0.96

Sliceable (loncheable)
Maduracion corta 1-4 semanas 30-40 % 0.92-0.94

Maduracion larga 12-14 semanas 20-30 % 0.85-0.86

En la clasificacion que propone Adams (1986) los embutidos se dividen en
dos categorias: secos y semisecos o de nueva generacion en funcion de las
pérdidas de peso ocurridas durante la maduracion. Posteriormente Zeuthen
(1995) propuso un sistema de clasificacion (Tabla 4), también basado en la
pérdida de agua del producto pero ademas introduce un nuevo criterio: la
proporcion 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).
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Tabla 4. Tipos de embutidos fermentados (modificado por Zeuthen, 1995 de
Adams, 1986).

Tipo Pérdida de peso (%)  Contenido de agua (%)  Relacion agua/proteina
Seco 25-50 25-45 2,3:1
Semiseco
Medio 30 50 2,3-3,7:1
Nueva generacion 20
No desecados (untables) 10

1. 3. PROCESO DE ELABORACION

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.

La elaboracion de embutidos crudos curados se puede resumir en tres
etapas basicas que abarcan las distintas fases del proceso, y que incluiria
seleccion de materias primas, preparacion de la mezcla y embutido, y por Gltimo

estufaje, desecacion y/o ahumado.

I. 3.1. Seleccion de materias primas.

e (arne y grasa.

La calidad de las materias primas y la higiene del proceso son de vital
importancia. La carne que se utiliza normalmente para la elaboracion de estos
productos es de cerdo, ternera y/o pollo, aunque en algunas regiones también se
utiliza el pato, conejo o caballo. Esta carne debe reunir unos requisitos basicos
para su empleo en la elaboracidn de embutidos: debe ser carne sana libre de

coagulos de sangre y con un valor de pH entre 5,6-6,0 y no superior a 6,2 (en la




10 Introduccion

carne de cerdo), no se aconseja utilizar carnes DFD (dry, firm, dark) ni PSE

(pale, soft, exudative) y la carne debe estar bien refrigerada 6 en caliente.

SELECCION DE INGREDIENTES

FORMULACION DE LA MEZCLA

PICADO DE CARNE Y GRASA

MEZCLA DE INGREDIENTES Y AMASADO

REPOSO

EMBUTIDO

ESTUFAJE
Fermentacion

MADURACION-SECADERO-AHUMADO

Figura 1. Diagrama de flujo del proceso de elaboracion de embutidos crudos

curados.

La grasa es otro ingrediente fundamental ya que influye sobre
determinadas caracteristicas que afectan de forma decisiva a la calidad sensorial
del embutido, como son: facilidad al corte, jugosidad y untuosidad. Ademas
participa en el aroma y sabor del embutido y aporta ligazon, puesto que favorece
la formacién de la emulsion de los componentes de la masa. Generalmente suele

utilizarse grasa animal y preferentemente de cerdo, es conveniente seleccionar
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grasa con alto grado de saturacién para prevenir los defectos de enranciamiento,

por lo que es recomendable emplear grasas de deposito dorsal o de panceta.

e Ingredientes del curado.

El tipo de aditivos que se afiaden en la elaboracion de embutidos varia
mucho entre paises y es otra de las causas que explican la amplia variedad de
estos productos. Los aditivos son sustancias que, aunque no son necesarias para
la fabricacion de los embutidos, regulan la maduracion, aumentan la calidad
microbiologica, modifican las caracteristicas organolépticas e incrementan el
periodo de conservacion de los productos. La calidad final es debida, en gran
parte, a la calidad de las especias y condimentos utilizados, aunque a veces,
pueden afectar negativamente al producto ya que aportan una carga microbiana
que puede modificar el curso de las transformaciones microbiologicas que se

producen durante la maduracion del embutido.

Los condimientos se afiaden a la masa carnica principalmente por su
accion sazonadora y aromatica. Los productos crudos curados requieren unos
condimentos especificos del curado donde se incluyen la sal, los nitratos y
nitritos y los azucares. En cuanto a las especias, su funcion es basicamente
aromatica y su empleo varia segun el tipo de producto pero, en general, las mas
utilizadas son: pimenton, ajo, clavo, nuez moscada, cilantro, cebolla, orégano,

pimienta y tomillo.

La sal comun se ha utilizado tradicionalmente como saborizante y por su
accion conservadora, ya que su adicién provoca una disminucion de la actividad
de agua del producto que inhibe el desarrollo de microorganismos patdogenos y
alterantes. Ademas es imprescindible para lograr la ligazén de estos embutidos
puesto que favorece la solubilizacion de las proteinas miofibrilares de la carne

que permitira la formacion de un gel estable y consistente.
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El nitrato y nitrito juegan un papel fundamental en el desarrollo del color
tipico de los embutidos crudos. Fue a principios de siglo cuando se atribuyo el
color rojo de estos productos a la presencia de los nitratos de sodio y potasio
presentes en las sales no purificadas utilizadas en el curado. El proceso de
enrojecimiento de las carnes curadas comprende una serie de complejas
reacciones quimicas y enzimdticas en las que participan activamente
microorganismos, principalmente pertenecientes a la familia Micrococcaceae,
que reducen el nitrato a nitrito. Este nitrito se reduce posteriormente a oxido
nitrico que se combina con la mioglobina para formar nitrosomioglobina o
pigmento rojo del curado. El proceso de enrojecimiento se contemplara mas
profundamente en el apartado 1.4.2.4. Otro efecto beneficioso de las sales del
curado es su accion conservadora, el nitrato como tal no posee ningin efecto
inhibidor sobre los microorganismos, sin embargo el nitrito posee una marcada
accion bactericida sobre el crecimiento de determinados microorganismos
sensibles como Sa/monella. No obstante, algunos investigadores sugieren que la
cantidad de nitrito utilizada en los embutidos crudos curados (120-150 ppm) por
si sola, no inhibe el crecimiento de Salmonella spp., Clostridium botulinum ni
Staphylococcus aureus, aunque si es efectiva cuando se combina con otros

factores como valores reducidos de a,, y pH (Liicke, 1985).

Los azucares constituyen otro ingrediente basico en la elaboracién de
embutidos crudos curados, se consideran agentes auxiliares del curado y son el
principal sustrato energético de los microorganismos que intervienen en el
proceso de acidificacion. Las bacterias acido lacticas homofermentativas
desdoblan los azucares produciendo acido lactico que reduce el pH de la masa
carnica a valores inferiores a 5,5. Este descenso del pH tiene varios efectos
beneficiosos: reduce la capacidad de retencion de agua favoreciendo la
deshidratacion del producto, inhibe el 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
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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 al aroma del producto final.

La cantidad y el tipo de azucar anadido dependen del tipo de producto
crudo a elaborar, estd comprobado que la adicién de un 0,1 % de azlicar a la masa
carnica provoca un descenso en torno a 0,1 unidades de pH (Priandl et al., 1994),
no obstante hay que considerar la capacidad amortiguadora de las proteinas
carnicas que reducen el pH final. Es muy importante ajustar correctamente la
dosis de azucar afadida ya que pueden producirse defectos de sobreacidificacion,
produccion de gas y presencia de sabores extrafios en el producto final. Los
azucares mas utilizados en la elaboracién de productos crudos curados son:
glucosa, fructosa, sacarosa y lactosa, aunque también se utilizan hidrolizados de

almidon desecado.

En ocasiones para acelerar el proceso de acidificacion de la masa carnica
se utilizan reguladores de pH como la glucono-delta-lactona, que es un producto
de transformacion de la glucosa que afiadido a la masa carnica origina un
descenso mas rapido e intenso del pH. Su empleo acelera el enrojecimiento y
ligazén de la masa embutida, y ademads contribuye a la estabilidad del color y del
pH. No obstante, si la acidificacion se produce rdpidamente puede originar
defectos de consistencia ya que no da tiempo a que se forme el gel y el producto

no adquiere una correcta ligazon.
e Reguladores de la maduracion.

Dentro de este grupo se incluyen los cultivos iniciadores y los

bioconservadores.

Los cultivos iniciadores, segin la definicion de Leistner y Echardt (1979),
son microorganismos que se presentan en estado puro o mixto, seleccionados de

acuerdo con sus propiedades especificas y que se agregan a los alimentos con
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objeto de mejorar su aspecto, aroma y sabor, asi como la conservacion de los
mismos. Hoy dia su empleo es generalizado en la industria carnica permitiendo

homogeneizar la produccion y evitar posibles defectos.

Los bioconservadores son productos derivados de la fermentacion de las
bacterias lacticas que contienen los metabolitos producidos por éstas durante su
crecimiento, incluyendo sustancias antimicrobianas con accion inhibidora sobre
otros microorganismos. Estos productos se presentan como una alternativa a los
conservantes tradicionales, ya que incrementan la seguridad de los alimentos e
incluso pueden prolongar su vida comercial (Monfort, 1994; Stiles, 1996). Su uso
estd comenzando a extenderse en la industria carnica y son muchos los nuevos
productos de este tipo que estan apareciendo en el mercado aunque ain no existe

una Normativa legal para ellos.

Los tipos de cultivos y bioconservadores que se utilizan en la industria y

su accion sobre los embutidos crudos curados se tratard en los capitulos 1.3.4 y

[.3.5.

I. 3. 2. Preparacion de la mezcla y embutido.

La preparacion de la mezcla incluye las operaciones de picado y amasado
de la carne y grasa con el resto de ingredientes. El picado puede realizarse en una
picadora o en una cutter (si se desea un picado mas fino) y para evitar fendémenos
de embarrado es aconsejable que se lleve a cabo a una temperatura de 0° C o
incluso menor. El grado de picado depende del tipo de producto que se va a
elaborar. Tras esta operacion se afiaden el resto de ingredientes y se procede al
amasado de la mezcla que, generalmente, se lleva a cabo en una amasadora a
vacio. La masa carnica ya elaborada se deja reposar en refrigeracion durante

18-24 horas, después de lo cual se embute.

El embutido puede realizarse en tripa natural o artificial. Las tripas

naturales se han utilizado tradicionalmente empleando tracto intestinal de ovino,
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porcino y vacuno, sin embargo, el proceso de obtencion y preparacion de la tripa
es muy laborioso por lo que son mas costosas que las artificiales y generalmente
sOlo se utilizan para productos de mayor calidad como el lomo embutido. Las
tripas artificiales de celulosa o coldgeno son las mas empleadas, aunque para
productos carnicos cocidos suelen usarse tripas plasticas compuestas por una

mezcla de poliamida, poliéster, polietileno y cloruro de polivinilo.

En la elaboracion tradicional solian emplearse embutidoras discontinuas
de piston, pero las mas utilizadas actualmente son las embutidoras continuas a
vacio que evitan la presencia de aire en la masa reduciendo considerablemente la
posibilidad de que aparezcan defectos de aspecto y consistencia en el producto.
Durante la operacion de embutido es recomendable que la temperatura de la masa

carnica no sea superior a 1° 6 2° C para evitar fenomenos de embarrado.

I. 3. 3. Estufaje, desecacion y/o ahumado.

Una vez embutidas las piezas son conducidas a secaderos donde se lleva a
cabo una maduracion natural o bien pueden madurarse en camaras climaticas que
permiten controlar las condiciones de temperatura y humedad relativa del

ambiente, asi como la velocidad del aire.

La técnica natural requiere largos periodos de maduracién (maduracion
lenta) donde las temperaturas Optimas deben oscilar entre 12 y 14° C y la
humedad relativa debe ser de un 80 %. Este procedimiento sélo es posible
realizarlo en los paises ¢ areas centroeuropeas durante los meses que el clima lo

permita.

Las camaras climaticas son la opcidon mas utilizada actualmente ya que
permiten controlar los factores de humedad relativa y temperatura de forma que
puede homogeneizarse la produccion y evitar muchos defectos de maduracion.
La maduracién de los embutidos crudos curados en estas camaras, generalmente,

consta de dos fases: estufaje y desecacidbn o maduracion propiamente dicha.
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Durante el estufaje las piezas recién embutidas se someten a temperaturas entre
22-26° C y a una humedad relativa de 90 %, aproximadamente. Esta fase es
crucial para el buen desarrollo de la maduracion ya que se producen importantes
cambios fisico-quimicos y microbioldégicos como consecuencia del proceso
fermentativo iniciado por las bacterias lacticas, que provocan la acidificacion del
producto, y las Micrococcaceas, que durante las primeras 24 horas llevan a cabo

la reduccion de los nitratos a nitritos iniciando el fenomeno de enrojecimiento.

En la desecacion o maduracién propiamente se modifican las condiciones
de temperatura y humedad relativa. El proceso puede realizarse a temperatura
baja (inferior a 15° C), intermedia 6 alta (superior a 20° C y hasta 28-30° C) y con
una humedad relativa entre 75-85 %. Es muy importante que se controle
adecuadamente la velocidad y distribucion del aire en los secaderos, ya que
durante esta fase se va a producir la mayor parte de la deshidratacion del
producto y es conveniente que este proceso se desarrolle de forma gradual en

equilibrio con el resto de modificaciones que se producen en el embutido.

La correcta desecacion del embutido depende de varios factores entre los

que cabe destacar:

e Temperatura y humedad relativa (HR) ambiental.
e Velocidad de circulacion de aire.

e Composicion de la masa original.

e Grado de picado.

e (alibre del embutido.

e pH.

En Espaia y algunos paises centroeuropeos, especialmente en Alemania,
los embutidos crudos son sometidos a un proceso de ahumado. El humo
proporciona un aroma y sabor caracteristicos ademas de prevenir el crecimiento
de microorganismos indeseables, aunque la exposicion al humo no debe impedir

el desarrollo normal de la fermentacion microbiana en el embutido. En Espana el
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ahumado se utiliza en productos carnicos cocidos, simultineamente con el
tratamiento térmico, y preferentemente en piezas grandes como el jamon y la

paleta de cerdo.

I. 3.4. Cultivos iniciadores utilizados en la industria carnica

La utilizacion de cultivos iniciadores en la industria cdrnica esta
ampliamente difundida. Como se ha definido previamente, son microorganismos
que se afiaden a la carne con el fin de controlar adecuadamente el proceso de
fermentacion y maduracién de los embutidos crudos curados de forma que se
consiga estandarizar el proceso y la calidad de los productos elaborados. Los
microorganismos afiadidos se instauran como flora predominante dirigiendo la
fermentacion y excluyendo a la flora indeseable, asi se reducen los riesgos

higiénicos y de fabricacion por deficiencias de origen microbiano.

En la elaboracion tradicional se confia en una “fermentacion natural” en la
cual las condiciones predominantes en el embutido favorecen el crecimiento
selectivo de la flora microbiana adaptada que generalmente estd compuesta por
bacterias 4cido lacticas y micrococos. Una forma de asegurar que esta flora
beneficiosa esté presente consiste en inocular una porcion de carne fermentada
previamente a la masa fresca, con lo cual se consiguen productos de mayor
consistencia y estabilidad. Esta practica ha sido utilizada durante muchos afios
con éxito pero en 1940, Jensen y Padock investigaron la posibilidad de utilizar

una cepa de Lactobacillus en la elaboracion de embutidos crudos curados.

Esta experiencia despertd el interés de otros investigadores que iniciaron
un estudio mas profundo sobre los cultivos iniciadores y su aplicacion a la
industria cérnica. Se establecieron dos lineas de investigacion: de un lado
cientificos norteamericanos (Niven et al., 1954; Deibel, 1956) recomendaron
especialmente el empleo de Pediococcus cerevisiae para la elaboracion de

embutidos crudos curados. Por otro lado, cientificos europeos (Niinivaara, 1955;




18 Introduccion

Pohja, 1960) estudiaron la utilizacion de cepas de micrococos estableciendo las
ventajas tecnologicas que conllevaba su uso. Posteriormente Nurmi (1966)
combind ambos tipos de microorganismos, bacterias 4cido lacticas y micrococos,
en cultivos mixtos, obteniendo resultados mads satisfactorios que cuando se

empleaban independientemente.

El primer cultivo iniciador que apareci6 en el mercado, con aplicacion en
la industria carnica, fue una cepa de Pediococcus cerevisiae (Niven et al., 1959)
que comercializo la firma Merck en Estados Unidos en 1957 para la elaboracion
de embutidos de verano y embutidos untables. Casi paralelamente, en Alemania
en 1961 se comercializd una cepa de Micrococcus M53 (Niinivara et al., 1964)
suministrada por la compania Rudolf Miiller y en 1966 aparece por primera vez
un cultivo iniciador que combina Lactobacillus plantarum con una cepa de
micrococos (Nurmi, 1966). Las diferencias entre las cepas seleccionadas en
Europa y Norteamérica se basan en los distintos gustos de sus consumidores. En
USA el fabricante apuesta por procesos de acidificacion mdas rapidos, con
temperaturas de maduracion de 38-40° C, que originan productos de sabor mas
acido que es lo que prefieren los consumidores, en cambio en Europa se apuesta
por los productos de maduracion mds lenta, con temperaturas bajas en torno a
los 20° C, que permiten el desarrollo maximo de las caracteristicas sensoriales

tipicas de estos productos.

Sin embargo el hecho de que puedan obtenerse embutidos crudos curados
de excelente calidad sin la adicion de cultivos iniciadores ha originado que su
utilizacion en la industria carnica no se haya desarrollado ampliamente hasta la
década de los 80 (Jessen, 1995). Hoy dia se consideran un componente mas entre
los ingredientes de los embutidos, existiendo en el mercado una amplia gama de

estos productos que cubren las necesidades tecnoldgicas de los fabricantes.
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I. 3. 4.1. Microorganismos que componen los cultivos iniciadores

Son numerosos los géneros microbianos utilizados en la composicion de
los cultivos iniciadores. Aunque los mas empleados pertenecen al grupo de las
bacterias acido lacticas y las micrococaceas, se ha propuesto la utilizacion de
otros géneros bacterianos como FEscherichia, Aerobacter, Alcaligenes,
Achromobacter, Flavobacterium, Pseudomonas, Vibrio y Corynebacterium
(Pétédja, 1977). 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 recogen en la Tabla 5.

Tabla 5.- Microorganismos usados como cultivos iniciadores para

embutidos crudos curados (Hammes et al., 1990).

Grupo microbiano Especies usadas como iniciadores

Bacterias acido lacticas | Lactobacillus plantarum, Lactobacillus pentosus,
Lactobacillus sake, Lactobacillus curvatus

Pediococcus pentosaceus, Pediococcus acidilactici

Micrococaceas Staphylococcus carnosus, Staphylococcus xylosus

Micrococcus varians
Levaduras Debaryomyces hansenii, Candida famata

Mohos Penicillium nalgiovensis, Penicilium crysogenum

Los cultivos iniciadores comerciales deben cumplir una serie de requisitos
que son indispensables para que su aplicacion genere los beneficios esperados.
Estos requisitos se pueden agrupar en tres principios basicos: seguridad,

competitividad tecnologica y viabilidad econdémica. En lo relativo a la seguridad,
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los microorganismos utilizados como iniciadores no deben poseer actividad
toxica ni patogena y las preparaciones deben elaborarse con la maxima higiene y
estar libres de cualquier tipo de contaminante, biologico o quimico. Con respecto
a las funciones tecnoldgicas, los microorganismos inoculados deben predominar
sobre la flora espontinea de la masa carnica y desarrollar su actividad
metabolica. Finalmente, en cuanto a los aspectos econdmicos, el empleo del
cultivo iniciador debe ser viable econdmicamente y su manipulacion facil;
ademads el almacenamiento de los preparados en congelacion o liofilizacién no
debe afectar a las propiedades de la cepa ni ocasionar pérdidas de su actividad

(Buckenhiiskes, 1993).

I. 3. 4. 2. Requisitos especificos de los cultivos iniciadores.

I. 3. 4. 2. 1. Bacterias acido lacticas

Las bacterias lacticas son un grupo de microorganismos muy heterogéneo
que engloba cuatro géneros: Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc 'y
Pediococcus. De los cuales, los mas utilizados para la elaboracion de productos
crudos curados son Lactobacillus y Pediococcus. Los lactobacilos son el género
que predomina de forma natural en este tipo de productos y en carnes envasadas
al vacio, por tanto, las cepas aisladas de estos productos que se utilizan como
cultivos iniciadores, estan mejor adaptadas y se desarrollan mas. Los pediococos
no suelen encontrarse como parte de la flora natural de los embutidos crudos pero
su elevada resistencia al proceso de liofilizacion les ha convertido en uno de los

géneros mas utilizados en el mercado norteamericano (Hammes et al., 1990).

La principal funcion tecnoldgica de las bacterias lacticas en los embutidos
crudos curados se basa en su capacidad para producir acido a partir de los
carbohidratos afiadidos a la masa. Los microorganismos utilizados como
iniciadores son preferiblemente homofermentativos y descomponen los azticares

por la ruta de Embden-Meyerhof obteniendo acido lactico como Unico producto
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final (Kandler, 1983; Liicke y Hechelmann, 1987). Este acido se acumula en el
medio y como consecuencia origina una serie de efectos beneficiosos sobre el
color, la textura y la conservacion del embutido. Algunos autores (Hammes et
al., 1990) atribuyen cierta actividad nitrato y nitrito reductasa a determinadas
especies de bacterias lacticas que también contribuiria en el proceso de
enrojecimiento. Se ha demostrado que Lactobacillus plantarum y Lactobacillus
pentosus poseen enzimas nitrato y nitrito reductasa, mientras que Pediococcus
pentosaceus sOlo presenta actividad nitrito reductasa; otras especies como
Lactobacillus curvatus y Lactobacillus sake carecen de ella o es muy escasa
(Wolf y Hammes, 1988). Por otro lado, el pH acido ejerce un potente efecto
inhibidor del crecimiento de los microorganismos indeseables contribuyendo asi
a la conservacion del embutido. No obstante, esta accion inhibidora no se puede
explicar basandose Unicamente en el factor pH, sino que probablemente se debe a
la interaccion de otros factores como la presencia de acidos organicos, la

presencia de peréxido de hidrogeno y la producciéon de bacteriocinas.

La aptitud de una cepa para ser un buen cultivo iniciador depende del tipo
de producto que se desea fabricar y de las condiciones del procesado. Los
preparados comerciales suelen incluir alguna de las siguientes especies:
Lactobacillus  plantarum, Lactobacillus sake, Lactobacillus curvatus,
Pediococcus acidilactici y Pediococcus pentosaceus. Para que puedan desarrollar
su funcion tecnologica deben estar presentes en la masa carnica en un nimero

superior a 10° ufc/g.

Los principales criterios que se siguen para la seleccion de la cepa
iniciadora mas adecuada dependen en gran parte del tipo de embutido que se va a
fabricar y de los atributos que se desea obtener en el producto final. Una cualidad
deseable es que la produccion de acido sea rapida al comienzo de la fermentacion
para inhibir el desarrollo de microorganismos indeseables, sin embargo, si la

formacion de 4cido es excesiva puede dar lugar a defectos en el color y a la
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presencia de gas en el embutido. La utilizacion de cepas con indice de
produccion de 4acido muy incrementado sélo estd indicado en casos muy

concretos (Buckenhiiskes, 1993).

La cepa seleccionada debe ser capaz de crecer a diferentes temperaturas y
predominar durante todo el proceso de maduracion. Es conveniente que
establezca interacciones sinérgicas con otras bacterias componentes del cultivo
iniciador, en cambio, debe presentar una accidon antagonica hacia los
microorganismos tecnologicamente indeseables y los patogenos. En este sentido,
es 1mportante seleccionar cepas que tengan capacidad para sintetizar
bacteriocinas, ya que aunque su actuacion esté limitada, pueden participar como
un elemento secundario de inhibicion junto a otros factores como el pH, la

reduccion de la a,, 0 la competencia por los nutrientes (Huis in't Veld, 1996).

La mayoria de los lactobacilos sintetizan perdxido de hidrogeno por la
oxidacion del lactato. Cuando es liberado a la masa cérnica puede ejercer cierta
inhibicién sobre microorganismos indeseables por su elevado poder oxidante, sin
embargo, también actila negativamente ya que puede ocasionar fendmenos de
decoloracion. Numerosas cepas de Lactobacillus sake y Lactobacillus curvatus
presentan gran capacidad para formar rapidamente peroxido de hidrogeno; por
tanto, las cepas elegidas para la industria cérnica no deben producir este

metabolito, o bien, contener la enzima catalasa capaz de desdoblarlo.

Finalmente, otro aspecto tecnologico a tener en cuenta en la eleccion de la
cepa es su posible participacion en la formacion del aroma. Distintos autores han
defendido la actividad lipolitica y proteolitica que pueden desarrollar ciertas
bacterias lacticas en los embutidos (Coretti, 1965; Reuter, 1975, El Soda et al.,
1986; Papon y Talon, 1988; Nielsen y Kemnner, 1989) aunque existe gran

controversia en torno a este tema.
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I. 3. 4. 2. 2. Micrococaceas

Las micrococaceas son el segundo grupo de bacterias en importancia para
la constitucion de los cultivos iniciadores. Los dos géneros que incluye esta
familia, Micrococcus y Staphylococcus, son utilizados en los cultivos iniciadores
comerciales. Staphylococcus se ha constituido como el género mas utilizado
debido a su capacidad para crecer y metabolizar bajo condiciones anaerdbicas.
Las especies que suelen formar parte de los cultivos comerciales son
Staphylococcus xylosus, Staphylococcus carnosus y Micrococcus varians. A
diferencia de las bacterias lacticas estos microorganismos se caracterizan por
poseer la enzima catalasa, ser sensibles a los acidos y tolerar mejor condiciones
de baja a,. En ocasiones, la diferenciacion de micrococos y estafilococos es
dificil ya que una unica enzima puede decidir el resultado de una identificacion

(Weidenfeller y Fegeler, 1990).

En cuanto a los beneficios tecnologicos que reporta la utilizacion de
micrococaceas como cultivos iniciadores figura la contribucion a la formacion y
estabilizacion del color y su participacion en la formacioén del aroma. En general,
estas bacterias poseen la enzima nitrato reductasa, la cual reduce el nitrato a
nitrito que posteriormente sera utilizado junto a la mioglobina para formar la
nitrosilmioglobina o pigmento rojo del curado. Pero ademas de participar en la
reaccion de enrojecimiento, estas bacterias estabilizan el color formado, ya que
poseen la enzima catalasa que desdobla el peroxido de hidréogeno, procedente de
fuentes quimicas y microbianas, y cuya acumulacion en el embutido origina
fenomenos de decoloracion en el mismo. A menudo se ha cuestionado la
participacion de las micrococdceas en las reacciones de aromatizacion de
productos crudos curados, no obstante muchos autores han demostrado la
actividad lipolitica y proteolitica de determinadas cepas de Micrococcus y

Staphylococcus que favoreceria la formacion de compuestos precursores del
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aroma (Campanini et al., 1987; Nieto et al., 1989; Nielsen y Kemner, 1989 y

Carrascosa y Cornejo, 1991).

I. 3. 4. 3. Efectos inhibidores de los cultivos lacticos

La maduracion de un embutido crudo curado requiere la accién de una
amplia variedad de microorganismos presentes en la masa cérnica. La
coincidencia de todos ellos en tiempo y espacio origina interacciones que pueden
ser de efecto positivo (sinergismo) o negativo (antagonismo). Estas ultimas
pueden llegar a suprimir el desarrollo de una especie y potenciar el de otra. A
mediados de la década de los 60 se inicid el estudio de las interacciones entre
microorganismos, acaparando especial atencion aquellas que se producian entre
los grupos bacterianos que eran utilizados como iniciadores. Estas
investigaciones despertaron un gran interés por las posibilidades que ofrecia a la
industria alimentaria y especialmente en el sector de los productos céarnicos

fermentados (Daly ef al., 1971; Rantala y Nurmi, 1973).

El antagonismo bacteriano ha sido aprovechado por los tecndlogos de
alimentos para suprimir el crecimiento de microorganismos indeseables en las
fermentaciones industriales. El uso de cultivos iniciadores proporciona el
suficiente numero de bacterias para asegurar el predominio sobre la flora natural,
incluyendo a los patdégenos, y en combinacion con el apropiado control del

proceso garantiza la seguridad y calidad del producto final.

Como se ha mencionado anteriormente los microorganismos que
constituyen fundamentalmente los cultivos iniciadores utilizados en la
elaboracion de embutidos crudos curados pertenecen a los grupos microbianos de
las bacterias lacticas y de las micrococéaceas. Es de sobra conocida la capacidad
de las bacterias lacticas para inhibir el crecimiento de otros microorganismos,

que probablemente sea debido a la accidon simultdnea de varios factores (Baxter

et al., 1983; Anderson, 1986; Gaya et al., 1988).
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Las propiedades inhibidoras de los acidos se han estudiado profundamente
y se sabe que actiian a dos niveles, por un lado a pH bajo ejercen una accion
toxica y por otro, originan un medio 4cido que es esencial para que las bacterias
lacticas se desarrollen en condiciones Optimas aportando otros elementos
inhibidores. La mayoria de las bacterias patdgenas son sensibles a valores de pH
inferiores a 5,4, existen numerosas investigaciones que confirman la sensibilidad
de algunas especies patogenas, como Staphylococcus aureus, Salmonella y
Listeria monocytogenes, a los acidos producidos por las bacterias lacticas (Barber
y Deibel, 1972; Daly et al., 1973; Niskanen y Nurmi, 1976; Metaxopoulos et al.,
1981; Genigeorgis, 1989).

Las bacterias acido lacticas no poseen la enzima catalasa de forma que el
peroxido producido durante su crecimiento se acumula en el embutido y puede
ejercer una accion de inhibicidn que en ocasiones afecta también a las propias
bacterias lacticas. Esta accion bactericida se atribuye a su alto poder oxidante que
actua oxidando a los lipidos de la membrana y destruyendo la estructura basica
molecular de las proteinas celulares (Dahl et al., 1989). No obstante la formacion
de este metabolito depende de las condiciones ambientales y de la especie o cepa
de bacterias lacticas. Aunque inicialmente se apunt6 que la presencia de peréxido
de hidrogeno inhibia a Staphylococcus aureus (Dahiya y Speck, 1968) y a
distintas especies del género Pseudomonas (Gilliland y Speck, 1977), otros
investigadores no han podido confirmar este hecho, aunque admiten una ligera
accion antagénica en los primeros dias de maduracion (Daly et al., 1973;

Raccach y Baker, 1978).

Algunas bacterias lacticas sintetizan unos compuestos de naturaleza
proteica con capacidad para inhibir el desarrollo de otros microorganismos, estos
compuestos se han agrupado bajo la denominacién de bacteriocinas y se definen
como un grupo heterogéneo de proteinas que varian en su espectro

antimicrobiano, propiedades bioquimicas, mecanismo de accion y caracteristicas
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genéticas (Klaenhammer, 1993). Hasta la fecha la bacteriocina mejor conocida es
la nisina, que es un polipéptido producido por ciertas cepas de Lactococcus lactis
subsp. lactis que posee un potente efecto inhibidor frente a bacterias Gram
positivas, incluyendo Staphylococcus aureus 'y Listeria monocytogenes
(Daeschel, 1989), ademas inhibe la germinacion de muchas especies de Bacillus
y Clostridium. Aunque, generalmente, no afecta a las bacterias Gram negativas,
éstas se pueden sensibilizar cuando su pared celular se debilita mediante

tratamientos subletales (Stevens et al, 1991, 1992).

En 1969 la nisina fue aceptada por la FAO como conservante alimentario
y en 1992 la FDA le otorgd el estatus de GRAS (Generally Recognized As
Safety) para su empleo en la elaboracion de quesos fundidos pasterizados. No
obstante, se ha observado que no presenta excesiva utilidad en la industria
carnica, debido a su escasa solubilidad al pH de la carne, su interaccion con los
fosfolipidos y a la dificultad para su produccion “in situ”, dado que Lactococcus
lactis no se multiplica ni produce nisina en los sustratos carnicos (Delves-

Bronghton, 1990).

Los resultados positivos obtenidos con la nisina en productos lacteos han
llevado a los investigadores a continuar la bisqueda de nuevas sustancias que
puedan tener efecto inhibidor sobre otros microorganismos. Varios autores
(Nielsen et al., 1990; Berry et al., 1990; Schillinger et al., 1991; Foegeding et
al., 1992; Campanini et al., 1993; Degnan y Luchansky, 1992) han conducido sus
estudios a ensayar el potencial de cepas productoras de bacteriocinas en sistemas
carnicos, que han dado como fruto el descubrimiento de nuevas bacteriocinas
producidas por cepas lacticas, las mas relevantes se recogen en la Tabla 6. Como
se puede observar, a diferencia de la nisina, la mayoria de estas bacteriocinas
solo son activas frente a especies bacterianas relacionadas taxondmicamente.
Ademas hasta el momento la nisina es la Unica bacteriocina cuyo empleo esta

permitido legalmente como conservante alimentario.
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Tabla 6.- Principales bacteriocinas producidas por cepas lacticas (Requena y

Pelaez, 1995).

Bacteriocina Microorganismo Espectro inhibicion Referencias
productor
Nisina Lc. lactis ssp.lactis Bacterias Gram Jarvis y Mohoney (1969)
positivas Hurst (1981)
Spelhaug y Harlander (1989)
Liu y Hansen (1990)
Horn et al. (1991)
Diplocina Le. lactis spp. Lactococcus spp. Davey (1984)
cremoris Davey y Richardson (1981)
Lactoestrepcinas  Lc. lactis spp. lactis y Lactococcus spp. Kozack et al. (1978)
cremoris Streptococcus spp.
Lb. helveticus
Leuconostoc spp.
Lactacina B Lb. acidophilus N2 Lactobacillus spp. Barefoot y Klaenhammer (1983 y
1984)
Acidocina 8912 Lb. acidophilus Lactobacillus spp Kanatani ef al. (1992)

Helveticina J

Lactacina F

Brevicina 37

Caseicina 80
Curvacina A

Plantaricina A
Plantaricina S

Sakacina A

Lactocina S

Mesenterocina

Pediocina PA-1

Lb. helveticus
Lb. johnsonii

Lb. brevis

Lb. casei
Lb. curvatus

Lb. plantarum
Lb. plantarum

Lb. sake

Lb. sake

Leu. mesenteroides

spp. mesenteroides
P. acidilactici

Lb. helveticus

Lb. bulgaricus
Lactobacillus spp.
E. fecalis
Pediococcus spp.
Leuconostoc spp.
Lactobacillus spp.
L. casei
Lactobacillus spp.
Listeria spp.
E.faecalis
Bacterias lacticas
Bacterias lacticas
Propionibacterium
Cl. tyobutyricum
Lactobacillus spp.
Leuconostoc spp.
Enterococcus spp.
L. monocytogenes
Lactobacillus spp.
Leuconostoc spp.
Pediococcus spp.
L. monocytogenes

Bacterias lacticas
Propionibacterium
Brochotrix spp.

S. auresu

Cl. perfringens

Cl. botulinum

L. monocytogenes

Joerger y Klaenhammer (1986 y
1990)

Muriana y Klaenhammer (1987 y
1991)

Rammelsberg y Radler (1990)

Rammelsberg et al. (1990)
Tichaczek et al. (1992)

Daeschel et al. (1990)
Jiménez-Diaz et al. (1990)

Schillinger y Liicke (1989a)
Holck et al. (1992)

Mortvedt et al. (1991)

Héchard et al. (1992)

Gonzélez y Kunka (1987)
Bhunia et al. (1988)
Henderson ef al. (1992)
Nieto-Lozano et al. (1992)
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I. 3. 4. 4. Situacion actual v nuevos avances

En la actualidad son numerosas las lineas de investigacion en relacion con
la utilizacion de cultivos iniciadores en la industria alimentaria. Las reacciones
que conducen a la formaciéon del aroma y sabor en el producto final y la
contribucidn de las enzimas enddgenas y microbianas han centrado parte de estas
investigaciones. Distintos autores han ensayado la adicion de proteasas y lipasas
con el fin de favorecer el desarrollo del aroma y acelerar los procesos de
maduracién en embutidos crudos curados (Diaz et al., 1993a; 1997; Hagen et al.,
1996). Aunque esta aplicacion tecnoldgica de enzimas es independiente de la
utilizacion de cultivos iniciadores, los resultados obtenidos han permitido
desarrollar el disefio de cultivos especificos para cada caso, cuyos
microorganismos podrian producir las enzimas deseables durante el proceso de

fermentacion.

La aplicacion de la ingenieria genética en la elaboracion de cultivos
iniciadores es un campo que esta atn por explotar. Si hace unos afos la eleccion
del cultivo apropiado, para la elaboracion de embutidos crudos curados, requeria
la mezcla de distintas cepas que reunieran los requisitos deseados (que sean
catalasa positivos, que contengan las enzimas proteoliticas y lipoliticas, que
produzcan bacteriocinas, etc.), hoy en dia con estas nuevas técnicas de
manipulacion genética, en una séla cepa se pueden introducir todos los genes que

codifican los atributos deseables.

Hammes y Hertel (1996) han apuntado los aspectos tecnologicos que seria
posible mejorar empleando la ingenieria genética en la elaboracion de embutidos

crudos curados, los mas destacables se recogen en la Tabla 7.
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Tabla 7.- Objetivos tecnoldgicos para la modificacion genética de bacterias

lacticas de la carne (Hammes y Hertel, 1996).

Objetivos Manipulacion genética

Mejorar la higiene alimentaria Introducir genes que codifiquen la formacion de

bacteriocinas o actividad litica

Mejorar la estabilidad y crecimiento | Introducir genes que codifiquen la resistencia a fagos

de los organismos iniciadores

Incrementar las ventajas tecnoldgicas | Introducir los genes que codifican la presencia de
de los cultivos catalasa, la produccion de bacteriocinas o la reduccion

de nitratos y nitritos

Mejorar el aroma Introduciendo o cambiando los genes que codifican las

lipasas y proteasas

La comentada capacidad de las bacterias lacticas para producir
bacteriocinas ha atraido la atencion de numerosos investigadores, ya que podrian
utilizarse para mejorar la competitividad de la cepa iniciadora, prevenir
alteraciones microbianas de los alimentos e inhibir el crecimiento de patégenos
(Abee, 1995, Montville et al., 1995; Stiles, 1996). Se han realizado ensayos para
determinar la inhibicion de patdégenos por las bacteriocinas y los resultados
obtenidos hasta ahora demuestran que las bacterias Gram negativas son
resistentes a la mayoria de bacteriocinas producidas por bacterias lacticas,
aunque si son sensibles otras especies patogenas como Clostridium botulinum,
Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes y
Bacillus cereus (Requena y Pelaez, 1995). En este sentido es importante hacer
referencia a otros trabajos que advierten que la inhibicion de Listeria
monocytogenes por bacteriocinas producidas por bacterias lacticas no es
reproducible cuando se realiza sobre distintos tipos de embutidos (Hugas et al.,

1995; 1998).
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Finalmente, otra de las lineas de investigacion abierta actualmente es la de
utilizar los cultivos iniciadores de bacterias lacticas como cultivos probidticos en
embutidos crudos curados. Una cepa probiodtica debe ser resistente a los acidos, a
las lisozimas y a la bilis; ademas debe ser un microorganismo GRAS y

preferentemente de origen humano (Hugas y Monfort, 1997).

También hay unas condiciones complementarias que deberia cumplir un
cultivo probidtico: a) una vez administrado debe ser capaz de activarse y crecer
rapidamente y permanecer en el intestino durante un tiempo aceptable (Bruno y
Montville, 1993; Havenaar y Huis in't Veld, 1992); b) debe ser resistente a los
antibioticos presentes normalmente en los alimentos, pero sensible a los
utilizados en la terapia contra infecciones producidas por bacterias lacticas
(normalmente penicilinas o aminoglucdsidos); ¢) ni las células, ni los productos
de fermentacion ni los compuestos celulares después de la muerte bacteriana,
deben originar reacciones patogénicas, toxicas, alérgicas, mutagénicas o

carcinogénicas.

Los microorganismos utilizados como cultivos probidticos pertenecen
generalmente a especies lacticas aisladas del tracto intestinal humano, tales como
Bifidobacterium sp. y Lactobacillus acidophilus. Los ensayos realizados sobre
leche han proporcionado resultados muy satisfactorios, sin embargo, no se
pueden extrapolar a otros alimentos como los embutidos crudos curados, ya que
el comportamiento bacteriano es totalmente dependiente de los factores
ambientales y no se ha podido demostrar la accion bactericida en las condiciones

que prevalecen en los embutidos (Hammes y Hertel, 1998).

I. 3. 5. Bioconservadores.

En los tltimos afios se ha observado una tendencia al consumo de
alimentos naturales, libres de conservantes quimicos. Los consumidores exigen

alimentos de gran calidad, poco procesados, mdas naturales (sin aditivos
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artificiales) y mas seguros. Esto ha obligado a los fabricantes a la bisqueda de
alternativas a los métodos tradicionales de conservacion de alimentos. Como
resultado de estas investigaciones ha aparecido en el mercado una amplia
variedad de productos de origen biologico que se han denominado

bioconservadores.

La bioconservacion, segun Stiles (1996), se refiere a una extension de la
vida util y a un incremento de la seguridad de los alimentos utilizando la
microflora natural y/o sus productos antibacterianos. Dentro de este término se
recogen diversos tipos de productos que tienen en comun su origen microbiano,
fundamentalmente, de bacterias acido lacticas. Hasta el momento no se ha
realizado una clasificacion especifica para este tipo de productos y existe un gran
vacio legal en este aspecto. En la Normativa Espafola estos productos se
incluirian como reguladores de la maduracion en el Anexo II de la Lista Positiva
de Aditivos para uso en la elaboracion de productos carnicos embutidos crudos
curados (Presidencia del Gobierno, 1986). No obstante, pueden diferenciarse dos
grupos principales segun su mecanismo de accion: los cultivos protectores con
células viables y los productos derivados del metabolismo microbiano con accion
inhibidora sobre otros grupos bacterianos, donde se incluirian también las

bacteriocinas.

Schillinger y Liicke (1991) definieron los cultivos protectores como
organismos cuya principal funcion es la supresion de microorganismos
indeseables y que, contrariamente a los cultivos iniciadores, modifican
escasamente las propiedades sensoriales del producto. El empleo de estos
cultivos estaria indicado para productos frescos o con un corto periodo de
maduracion. Ademas estudiaron los efectos de la adicion de un cultivo de
Lactobacillus sake sobre distintos productos carnicos y demostraron que cuando
se inoculaba a salchichas frescas se inhibia el desarrollo de Sal/monella, también

en carne picada de vacuno inoculada con Listeria monocytogenes se observo una
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inhibicion del crecimiento de estas. Otra cepa lactica que se ha apuntado para ser
utilizada como cultivo protector es Pediococcus acidilactici; en los ensayos
realizados se evidenci® que cuando se inoculaba este microorganismo a
salchichas vienesas (muy susceptibles a la contaminacion por Listeria
monocytogenes antes del envasado) se eliminaba la presencia de bacterias
patdogenas Gram positivas durante el periodo de almacenamiento en refrigeracion

(Yousefet al., 1991).

En cuanto al efecto de los cultivos protectores sobre embutidos crudos
curados, se ha comprobado que la inoculacion de una cepa de Lactobacillus
plantarum productora de bacteriocinas inhibe el desarrollo de Staphylococcus
aureus frente a embutidos sin la adicion del cultivo, este hecho puede deberse
principalmente al descenso del pH, que en el caso de los embutidos inoculados
con Lactobacillus plantarum se produce mas rapido (Schillinger y Liicke, 1991).
Posteriormente, Hugas et al. (1995) afirmaron que la cepa de Lactobacillus sake
CTC-494 constituye un buen cultivo protector para embutidos crudos curados y
demuestran la accion inhibidora de ésta sobre el crecimiento de Listeria
monocytogenes y Listeria innocua. También Kotzekidou y Bloukas (1996) han
estudiado el efecto de un cultivo protector, compuesto por Lactobacillus
alimentarius 'y Staphylococcus xylosus, sobre la vida comercial de jamén en
lonchas envasado al vacio y han observado que las muestras inoculadas se
mantienen en condiciones aceptables para la venta siete dias mas que las
muestras no inoculadas. En esta linea, Moore y Madden (1997) evaluaron la
utilizacion de un cultivo mixto de Lactobacillus plantarum y Pediococcus
cerevisiae como método natural para conservar paté de higado de cerdo y

determinaron un incremento en la vida util de hasta 22 dias de media.

Otro grupo dentro de los bioconservadores incluiria aquellos productos
elaborados a partir de compuestos antimicrobianos procedentes del metabolismo

bacteriano, que pueden ser o no purificados y que no contienen células viables de
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los microorganismos productores. Actualmente pueden encontrarse en el
mercado una gran variedad de este tipo de productos, aunque en algunos casos su
supuesta actividad antimicrobiana no estd del todo clara. La firma Quest
International comercializa un producto denominado “ALTA” resultado de la
fermentacion de suero lacteo, extracto de levadura y proteinas vegetales por
bacterias lacticas; consiste en una mezcla de acidos organicos, proteinas y otros
metabolitos, que presentan un amplio espectro antimicrobiano contra levaduras,
mohos y bacterias Gram positivas y negativas, aunque no ha sido publicada ni su
composicion cualitativa y cuantitativa ni su exacto espectro de inhibicion
(Monfort, 1994). El “BAC STAT RED LABEL” consiste en una mezcla de
productos de la fermentacion de la dextrosa y lecitina, por bacterias de grado
alimentario, que es posteriormente pasteurizado; lo que implica que los
principios activos son termoestables. Estd comercializado por Rhone-Poulenc y
parece ser efectivo, en alimentos con un pH inferior a 5,3, contra bacterias Gram
negativas psicrotrofas, mohos y levaduras, pero no contra bacterias Gram
positivas. “MICROGARD” es otro bioconservador, comercializado por la firma
Wesman Foods, que se obtiene de la fermentacion de leche desnatada por
Propionibacterium shermanii y que posteriormente es pasteurizado (Weber y
Broich, 1986). Los estudios realizados han demostrado que este producto puede
inhibir el crecimiento de las bacterias psicrotrofas contaminantes y que prolonga
la vida comercial de determinados tipos de queso como el cottage (Weber y
Broich, 1986; Salih, 1985). El espectro de inhibiciébn abarca a gran parte de
bacterias Gram negativas y algunas levaduras y mohos, aunque no tiene accion
sobre las bacterias Gram positivas. Microgard contiene acido propidnico,
diacetilo, acido acético y acido lactico. Ademas se ha detectado la presencia de
una sustancia de naturaleza proteindcea, con cierta actividad inhibidora frente a
determinados grupos microbianos, que probablemente sea una bacteriocina y que

junto a los &cidos orgédnicos contribuye al efecto conservante (Al-Zoreky, 1988).
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Finalmente dentro de este grupo de bioconservadores se incluirian las
bacteriocinas que pueden anadirse a los alimentos purificadas o bien a través de
un cultivo con una cepa productora. Hasta el momento, la bacteriocina mas
utilizada en forma purificada es la nisina, cuyo empleo estd ampliamente
difundido en la industria lactea, sin embargo no se han obtenido resultados
satisfactorios cuando se emplea en la industria carnica (Rodriguez, 1996). No
obstante, Nielsen et al. (1990) han conseguido resultados alentadores al inocular
una bacteriocina purificada producida por Pediococcus acidilactici a canales
refrigeradas. Las ultimas mvestigaciones se dirigen hacia la busqueda de nuevas
bacteriocinas que puedan utilizarse en el sector carnico, en este sentido Hugas et
al. (1998), con ensayos en embutidos fermentados, han demostrado la actividad
inhibidora frente a Listeria monocytogenes y Listeria innocua de la sakacina K,
una bacteriocina producida por Lactobacillus sake. Por otro lado se ha
comprobado la accion sinergista y antagonista de algunas bacteriocinas y se ha
propuesto la posibilidad de mezclarlas para constituir una combinacion de
bioconservadores que seria utilizada para conservar alimentos (Muletpowell,
1998).

La aplicacion de bioconservadores en la industria alimentaria es una
técnica que aunque presenta buenas expectativas ain estd emergiendo, Holzapfel
(1995) afirma que aunque la bioconservacion no puede sustituir a las Buenas
Practicas de Fabricacion (BPF), ofrece un parametro adicional en el procesado

para asegurar la higiene y calidad de los productos.

I. 4. PROCESO DE MADURACION DE LOS EMBUTIDOS CRUDOS
CURADOS

I. 4. 1. Modificaciones Bioquimicas

I. 4. 1. 1. Cambios en los hidratos de carbono
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Los carbohidratos constituyen una fraccion relativamente pequefia en la
composicion de la carne pero influyen en gran medida en las propiedades de la
misma, afectando al color, textura, firmeza, capacidad de retencion de agua y
vida util.

El carbohidrato mas abundante del musculo es el glucogeno, que en estado
de reposo supone el 0,5-1 % del peso total y constituye un “depdsito de energia”.
El contenido de azucares es inferior, en torno al 0,10-0,15 %, correspondiendo el
0,10 % a la glucosa-6-fosfato junto con otros aztlicares fosforilados. El contenido
de glucosa libre asciende a 10-30mg/100g. El acido lactico se halla en el musculo
como producto de la metabolizacion del glucogeno, en cantidades que dependen
del estado funcional del mismo (0,01-0,02 %, en el musculo en reposo; alrededor
de un 0,4 % en el musculo fatigado; y hasta un 1 % tras la aparicion de la rigidez

cadavérica).

El contenido de azlicares de la carne es insuficiente cuando se va a utilizar
como materia prima para la elaboracién de embutidos crudos curados, ya que
estos son el sustrato basico en el proceso de acidificacion-fermentacion, por lo
que es necesario afiadir azucares en la formulacion de este tipo de embutidos. La
Norma de Calidad espafola para productos céarnicos embutidos crudos curados
estima una cantidad méxima de hidratos de carbono en el producto final de 9 %
para la categoria de salchichon extra, 11 % para salchichones de primera, 12,5 %
para los de segunda y 14 % para los de tercera, expresados sobre extracto seco

(Presidencia del Gobierno, 1980).

Como se ha mencionado anteriormente, la acidificacion se produce por la
formacion de 4cido lactico a partir de los azlicares presentes en la masa carnica.
Esto provoca un descenso del pH que es mas acusado en los primeros quince dias
de maduracion, tras los cuales sufre pocos cambios (DeKetelaere et al., 1974).
Segiin el modelo matematico descrito por Bello y Sanchez-Fuertes (1997), el

descenso mas rapido de pH se produce en el segundo dia de maduracion,
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coincidiendo con los mayores niveles de desarrollo microbiano, en el tercer dia
comienza una fase estacionaria que experimenta un ligero incremento a partir del
dia 14.

Los azucares de bajo peso molecular (monosacaridos y disacaridos) son
metabolizados antes y con mayor rapidez que los de peso molecular elevado
(polisacaridos), estos Ultimos se acumulan formando una reserva azucarada. Los
distintos azucares son utilizados de manera diferente por la microflora de los
embutidos, asi la 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 (Priandl ez al., 1994). Los datos anteriores se refieren a
experiencias in vitro, y hay que tener en cuenta que el comportamiento de los
microorganismos se ve afectado por las condiciones del medio; en experiencias
realizadas sobre masa de embutido (Liepe et al., 1990) se comprob6 que la
glucosa no es el azlcar que primero se metaboliza y que en el caso de
Lactobacillus pentosus, procesa la glucosa, la sacarosa y la maltodextrina casi
con la misma velocidad. Por otro lado, la metabolizacion de la lactosa es muy
lenta pero se recomienda su utilizacion cuando se pretenda conseguir una

acidificacion menos intensa (Garriga et al., 1988).

El catabolismo de los azucares de la masa puede realizarse por una via
homofermentativa o heterofermentativa dependiendo de las especies microbianas
fermentadoras y de las condiciones del cultivo, en determinadas condiciones de
aerobiosis o anaerobiosis los microorganismos pueden tener un comportamiento
diferente. Las bacterias lacticas de interés en la industria carnica son
heterofermentadoras facultativas, pueden seguir las dos vias pero, en general, en
presencia de glucosa siguen la via homofermentadora produciendo

exclusivamente acido lactico.

En la fermentacion homolactica, también denominada via de la glucolisis

o via de Embden-Meyerhof; las bacterias lacticas descomponen la glucosa en dos
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moléculas de acido piruvico, el cual es posteriormente convertido en lactato por
la enzima lactato deshidrogenasa. En esta reaccion por cada Gramo de azucar se
forma 1 Gramo de acido lactico (Andersen y Ten Cate, 1965). Otra posibilidad es
la via de las pentosas fosfato o fermentacion heterolactica en la cual se obtienen
como productos finales 4cido lactico, acido acético y etanol. También pueden
producirse pequefias cantidades de acido propidnico y butirico dependiendo del

azucar metabolizado.

Los procesos fermentativos concluyen aproximadamente tres semanas
después de la elaboracién y en su lugar se inician cambios oxidativos de los
azucares residuales y de los acidos formados, como resultado de estas reacciones
se produce CO, y HO (DeKetelaere et al., 1974). Determinadas especies de
lactobacilos como Lactobacillus sake y Lactobacillus curvatus en medio
aerobico oxidan la glucosa produciendo H,O, y piruvato (Kandler, 1983). La
acumulacion de estos productos de degradacion y de acidos organicos, que no
sean el lactico, en la masa del embutido puede originar defectos de color, sabor y

aroma en el producto final.

I. 4. 1. 2. Cambios en los compuestos nitrogenados

Las proteinas son, junto a las grasas, los componentes mayoritarios de la
materia seca de los productos carnicos y constituyen el sustrato de una serie de
reacciones bioquimicas que dan lugar a grandes modificaciones de la calidad
sensorial de los embutidos, fundamentalmente relacionadas con la textura, el

aroma y el sabor.

El porcentaje de proteinas de los embutidos crudos curados varia
dependiendo del tipo de producto elaborado. La Norma de Calidad para
productos carnicos embutidos crudos curados establece una clasificacion de estos
productos basada en el porcentaje minimo de proteinas cdrnicas que contienen.

En esta clasificacion se definen cuatro categorias para el salchichon: extra,
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primera, segunda y tercera, con un porcentaje minimo de proteinas sobre el
extracto seco de 30 %, 26 %, 24 % y 18 %, respectivamente (Presidencia del

Gobierno, 1980).

Basicamente toda la proteina presente en el embutido procede de la carne.
Recordemos que el tejido muscular contiene como promedio un 19 % de
proteinas, que se pueden englobar en tres tipos: miofibrilares, sarcoplasmicas y
del tejido conectivo. Las proteinas miofibrilares (solubles en soluciones salinas
de alta fuerza i6nica) son la fraccion mayoritaria y constituyen aproximadamente
el 55 % de la proteina total del tejido muscular. Esta fraccion engloba distintos
tipos de proteinas pero las mas abundantes son la miosina y la actina que
conforman, respectivamente, el filamento grueso y delgado del sarcomero. Las
proteinas sarcopldsmicas (solubles en agua y en soluciones salinas diluidas)
constituyen el 25-30 % de la proteina total del tejido muscular y engloba a
enzimas y mioglobina. Finalmente las proteinas del tejido conectivo constituyen
una fraccion insoluble en soluciones salinas y su representante mayoritario es el

colageno.

Los cambios que se producen en los compuestos nitrogenados de los
embutidos durante la maduracion estdn relacionados fundamentalmente con dos
fenomenos: la solubilizacion y la proteolisis de las proteinas.El fendmeno de la
solubilizacion de las proteinas miofibrilares y sarcopldsmicas se produce en los
primeros estadios de la maduracion como consecuencia del aumento de la fuerza
i6nica por la adicién de sal y es el principal responsable del desarrollo de la
textura y consistencia de los productos crudos curados. El proceso de
solubilizacion y la posterior gelificacion de las proteinas, serd abordado en el

capitulo dedicado a la consistencia (1.4.2.3).

El fendémeno de proteolisis se debe principalmente a la actividad de las
enzimas proteoliticas de origen microbiano y muscular. Esta actividad provoca

un incremento del nitrégeno no proteico (NNP) compuesto por distintas
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fracciones como péptidos, aminodcidos libres, aminas, amoniaco y amonio. La
composicion y concentracion de estos compuestos determinaréd a largo plazo el

aroma y sabor final de los embutidos crudos curados (De Ketelaere ef al., 1974).

Como se ha mencionado anteriormente, todos estos cambios sobre los
compuestos nitrogenados de los embutidos se deben principalmente a la
actividad de enzimas proteoliticos de origen microbiano y muscular. Los
primeros estudios que sefialaban la participacion de los microorganismos en los
procesos de degradacion de proteinas en embutidos crudos curados aparecieron a
principios de los afios 70 (Sajber et al., 1971; Klement et al., 1974). Estos autores
apuntaron que los microorganismos involucrados en el proceso de maduracion
podian producir enzimas capaces de actuar sobre las proteinas de la carne.
Posteriormente han aparecido varios trabajos que han apoyado esta hipdtesis
(Liicke y Hechelman, 1986; Toldra y Etherington, 1988; Vignolo, 1988; Naes et
al., 1991). Con respecto a la actividad de estas proteasas microbianas se ha
sefialado que son especialmente efectivas en la rotura de oligopéptidos y
pequenos péptidos originados por la accion previa de los enzimas enddgenos de
la carne, que actiian en las fases iniciales del proceso de degradacion de proteinas

(Verplaetse et al., 1994).

Existe gran controversia sobre la participacion de las bacterias lacticas en
los procesos proteoliticos en embutidos. Algunos autores consideran que
desarrollan una importante accion proteolitica elaborando proteinasas y
peptidasas ligadas a la membrana y a la pared celular que contribuyen al
incremento de aminoacidos libres (Reuter ez al., 1975; DeMasi et al., 1990; Naes
y Nissen-Meyer, 1992). Se han aislado proteinasas de distintas cepas de
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei que al inocularlas en embutidos
producen una considerable disminucién del tiempo de maduracion ademas de
mejorar el aroma y color del producto final (Naes et al., 1995; Hagen et al.,

1996). Otros investigadores han aislado y purificado peptidasas de Lactobacillus




40 Introduccion

sake (Montel et al., 1992, 1995) y aminopeptidasas de Lactobacillus plantarum
(Fadda et al.,, 1998) y han comprobado que producen un aumento en la
concentracion de aminoacidos libres. Por otro lado, determinadas cepas de
Pediococcus cerevisiae producen enzimas proteoliticas que intervienen en la
degradacion de las proteinas en los productos crudos curados (Garcia de
Fernando y Fox, 1991; Johansson ef al., 1994). Sin embargo, otros autores han
sefialado que la actividad proteolitica de las bacterias lacticas es débil comparada
con la de otros grupos microbianos como Bacillus, Proteus, Pseudomonas o
Micrococcaceae (Law y Kolstad, 1983). En la actualidad no se conoce
completamente el mecanismo proteolitico de estos microorganismos aunque se

cree que debe ser similar al de los lactobacilos aislados de productos lacteos.

En los ultimos afos se ha observado un interés creciente por la utilizacion
de proteasas exogenas para acelerar los procesos de maduracion de los embutidos
crudos curados (Naes et al., 1991, Naes y Nissen-Meyer, 1992). En salchichon se
ha ensayado la pronasa E obtenida de Streptomyces griseus (Diaz et al., 1993a) y
la aspartil proteinasa de Aspergillus oryzae (Diaz et al., 1992) obteniéndose al
final de la maduracidon mayores concentraciones de NNP en los salchichones
adicionados de estas proteasas aunque no se observaron diferencias en la

evaluacion sensorial.

Otro grupo microbiano involucrado en la maduracion de los embutidos y
que también participa en los procesos proteoliticos es el de las micrococaceas
que incluye a los géneros Micrococcus y Staphylococcus. Sajber et al., (1971)
sefialaron que la presencia de micrococos en el embutido incrementaba la
concentracion de aminoacidos libres; posteriormente Liicke y Hechelman (1986)
confirmaron la actividad proteolitica de estos microorganismos. No obstante
existen diferentes opiniones sobre la participacion de este grupo en los procesos
de proteolisis de los productos curados. Diversas investigaciones realizadas in

vitro han puesto de manifiesto que Staphylococcus carnosus y Staphylococcus
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xylosus no tienen capacidad proteolitica (Silla et al., 1989), aunque si la posee
Micrococcus varians (Scheleifer, 1986). Sin embargo, en trabajos posteriores se
demostrd6 que cepas de Staphylococcus xylosus aisladas de jamon curado
presentaban una clara actividad proteolitica in vitro (Nieto et al., 1989;
Carrascosa y Cornejo, 1991) lo cual coincide con los estudios desarrollados por
Miralles et al. (1996) con cepas de Staphylococcus xylosus aisladas de
salchichon. También se han obtenidos resultados positivos en los estudios
realizados con cultivos iniciadores mixtos de cepas de lactobacilos y micrococos
proteoliticos (Lactobacillus sake LAD, Lactobacillus pentosus O34 y
Micrococcus varians 13) obteniéndose mayor grado de proteolisis en aquellos
embutidos en los que se utilizaron los cultivos mixtos que en los que se utilizé un
cultivo simple (O’Connell et al., 1997); revocandose asi los trabajos previos en
los que se afirmaba que la evolucion de las distintas fracciones nitrogenadas no
se veia afectada por la adicion de cultivos iniciadores durante la elaboracion de

los embutidos crudos curados (De Ketelaere ef al., 1974; Dierick et al., 1974).

Las enzimas del tejido muscular son también responsables de los procesos
proteoliticos que tienen lugar durante la maduracion del embutido. La carne
posee tres sistemas enzimdticos enddgenos: calpainas, catepsinas y el complejo
proteinasa multicatalitico. También se pueden encontrar en la carne

exopeptidasas del tipo peptidasas y aminopeptidasas.

Las calpainas son proteinasas calcio dependientes que se encuentran en el
citosol de las miofibrillas. Se han detectado al menos dos formas, calpaina I y
calpaina II que son inhibidas por otra proteina, la calpastatina. El pH 6ptimo de
actuacion de estas enzimas es superior a 6 por lo que a los valores de pH
frecuentes en los embutidos crudos curados (proéximos a 5,5) presentan escasa
actividad y por tanto su accidbn no muy es relevante (Sarraga et al., 1993). No
obstante, la accion proteolitica de estas enzimas en el musculo post-mortem tiene

gran importancia y se ha demostrado que la calpaina I es la responsable del




42 Introduccion

ablandamiento inicial de la carne y que posteriormente actua la calpaina II hasta
que se destruyen por aut6lisis (Lawrie, 1998). La actuacion de las calpainas no se
produce directamente sobre la actina o miosina sino que se localiza sobre la linea
Z, degradando a las proteinas que constituyen los filamentos de unién entre los

sarcomeros (Lawrie, 1998 citando a Goll ef al., 1970).

La actividad proteolitica de las calpainas no estd muy estudiada en
embutidos crudos curados, sin embargo si se han realizado numerosos trabajos
para determinar esta actividad en jamones curados (Koohmaraie et al., 1987;
Dransfield et al., 1992; Rosell et al., 1996; Toldra y Flores, 1998). Durante el
procesado de los jamones se ha detectado que la accion de las calpainas es mas
intensa en las primeras etapas del proceso aunque se conserva, con menor
intensidad, hasta el postsalado (Sarraga, 1992). No obstante se ha observado que
la actividad de estas enzimas puede quedar inhibida por agentes del curado como
los nitritos, el acido ascorbico y los polifosfatos (Rossell y Toldra, 1996); por lo
que es necesaria una cuidadosa seleccion de las concentraciones de las sales del
curado y de los pardmetros del proceso.

Las catepsinas son proteinasas que se encuentran en los lisosomas de las
células musculares y cuya actividad se ve favorecida por el pH écido, por lo que
los embutidos constituyen un medio 6ptimo para la actividad de estas enzimas
(Verplaetse et al., 1989). Actualmente se conocen siete tipos de catepsinas, de las
cuales tres son exoproteasas (A, Cy B,) y las restantes son endoproteasas (B, D,
H y L). Las méas importantes en el proceso proteolitico son las catepsinas B, D y
L, todas ellas son capaces de degradar a las proteinas miofibrilares por debajo de
pH 5,5, aunque la mas importante de las tres es la catepsina L. No obstante,
recientes investigaciones sefialan que inicialmente la proteolisis corre a cargo de
la catepsina D y que posteriormente son las enzimas de origen microbiano las
principales responsables de la degradacion de los fragmentos de proteinas
formados (Molly et al., 1997). Las catepsinas actian degradando las proteinas

que conforman el filamento delgado (troponinas T e I, nebulina, actina, actinina
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a y proteina C) y el filamento grueso (cadenas ligeras y pesadas de miosina), a
diferencia de la accion de las calpainas que se produce al nivel de la linea Z.
Aunque la localizacion de las catepsinas dentro de los lisosomas celulares pueda
suponer un obstaculo para su accion, en el caso de los embutidos crudos curados
no lo es, ya que la operacion de picado rompe las fibras musculares y favorece la

liberacion de estas proteasas.

Finalmente se ha descrito un tercer sistema de actividad proteolitica propia
de la carne que se ha denominado “complejo proteinasa multicatalitico” formado
por una unidad funcional de gran peso molecular, aproximadamente 700 KD, que
comprende al menos tres subunidades distintas, con diferente actividad
proteolitica frente a las secuencias de aminoacidos hidrofébicos, basicos y
acidicos. También se ha detectado la presencia de dipeptidasas y
aminopeptidasas tisulares que pueden participar en la degradacion de las
proteinas y cuyos pHs oOptimos de actuacion oscilan entre 4,5-6 y 6-8,

respectivamente (Toldra et al., 1993).

La degradacion proteica no se produce de la misma forma sobre las
proteinas que constituyen la carne y este es otro tema que ha generado cierta
polémica entre los investigadores ;cual es el sustrato mds utilizado en la
proteolisis?. Algunos autores afirman que la proteolisis afecta fundamentalmente
a las proteinas miofibrilares que son las principales responsables de la textura y
firmeza del embutido (Klement et al., 1973; Cid et al., 1992); sin embargo, para
otros autores la actividad proteolitica mas intensa se produce sobre las proteinas
sarcoplasmicas, afectando solo ligeramente a las proteinas miofibrilares y a las

del tejido conectivo (Maggi et al., 1977; Buscailhon et al., 1994a).

La intensidad de la proteolisis se ve influenciada por diversos factores
aunque los mas destacables son la temperatura y el pH. La proteolisis es una

reaccion enzimatica y por tanto existe una relacion directamente proporcional
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entre la temperatura y la actividad de los enzimas proteoliticos. En el caso de los
productos crudos curados madurados con temperaturas bajas (10-12° C) el grado
de proteolisis serd menor que en embutidos madurados con temperaturas mas
altas (20-25° C). En cuanto al pH se establece una relacién inversa con la
proteolisis, es decir, cuando el pH desciende aumenta la actividad proteolitica.
Esto se debe a que el pH acido incrementa la actividad de los enzimas
proteoliticos, ademas la acidificacion favorece la desnaturalizacion e
insolubilizacién de las proteinas miofibrilares, las cuales en estas condiciones se
hacen mas susceptibles a la accion proteolitica de origen microbiano (Klement et

al., 1974).

Otro factor que influye en la intensidad de la proteolisis, aunque en menor
medida, es el grado de picado de la materia prima. Se ha demostrado que los
tratamientos mdas intensos (picado fino) incrementan la proteolisis ya que
facilitan la rotura de la fibra muscular (Cid et al., 1992). También intervienen
otrtos factores como tipo de musculo, presencia de hormonas agosnista

(B-agonista), estado bioquiico del musculo, etc.

La segunda modificacion importante que se produce en las proteinas es el
fendmeno de solubilizaciéon que puede apreciarse en los primeros estadios de la
maduracion del embutido. Se debe al aumento de la fuerza ionica por la adicién
de sal y es de vital importancia para la formacion del gel que daré consistencia y
textura al producto. La solubilizacién de las proteinas también se ve afectada por
el pH. Una concentracion de sal muy elevada puede originar desnaturalizacion
proteica y como consecuencia la msolubilizacion de las proteinas provocando
defectos en la consistencia. Por otro lado el descenso de pH durante la
fermentacion del embutido también origina la pérdida de la solubilidad de las
proteinas, aunque afecta en mayor medida a las proteinas sarcoplasmicas que a

las miofibrilares (Cid et al., 1992). Cualquier factor que altere la solubilidad de
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las proteinas afectard necesariamente a la textura del producto y por tanto

repercutird en la dureza y consistencia al corte.

I. 4. 1. 3. Cambios en los compuestos lipidicos

Los lipidos constituyen el componente mayoritario de los embutidos
crudos curados y al igual que las proteinas, también sufren cambios a lo largo del
proceso de maduracion. La degradacion y transformacion de los lipidos da lugar
a la aparicion de un gran nimero de moléculas que van a ser responsables en

parte del desarrollo del aroma y sabor tipicos de los embutidos.

La Norma de Calidad para productos carnicos embutidos crudos curados
establece para las distintas categorias de salchichones (extra, primera, segunda y
tercera) unos porcentajes maximos de grasa sobre extracto seco, que son 57 %,

62 %, 65 % y 70 %, respectivamente (Presidencia del Gobierno, 1980).

La carne posee grasa infiltrada pero no en cantidad suficiente para
alcanzar los porcentajes empleados en la elaboracion de embutidos, por tanto es

necesario anadir grasa del tejido adiposo subcutaneo o depdsitos grasos.

Los lipidos del tejido muscular se sitian entre los haces de fibras
musculares y constituyen la grasa de infiltracion o veteado. Estos lipidos
presentan diferencias importantes con los del tejido adiposo subcutaneo. La grasa
intramuscular estd compuesta en su mayor parte por lipidos neutros, entre los que
destacan los triglicéridos, que dependiendo del tipo de musculo representan entre
un 62-82 % de los lipidos musculares. Contiene ademas una gran proporcion de
fosfolipidos, cuyo porcentaje oscila entre el 17-34 % y pequenas cantidades de

colesterol y vitaminas liposolubles que constituyen la fraccion insaponificable.

La composicion de 4acidos grasos de la masa inicial, en especial la
proporcion de acidos grasos saturados e insaturados, jugara un papel fundamental

en el desarrollo del sabor y aroma de los embutidos. En la Tabla 8 se detalla la
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composicion de acidos grasos de los lipidos presentes en los ingredientes

principales: carne magra de cerdo y vacuno y tocino de cerdo.

Tabla 8.- Composicion porcentual de acidos grasos de las materias primas
empleadas en la elaboracion de embutidos crudos curados (segin Ferndndez et

al., 1995).

Acido graso Magro de ternera Magro de cerdo  Tocino de cerdo

C10:0 Caprico - 0,16 0,10
C12:0 Laurico - 0,16 0,21
C14:0 Miristico 3,11 1,31 1,36
C16:0 Palmitico 25,96 24,39 24.92
C16:1 Palmitoleico 4,39 3,44 2,83
C18:0 Estearico 13,53 11,95 14,14
C18:1 Oleico 43,88 45,50 43,14
C18:2 Linoleico 3,66 9,66 10,68
C18:3 Linolénico 0,18 0,65 1,05
C20:4 Araquidoénico 0,54 1,31 -
Otros AG Saturados 2,19 0,33 -
Otros AG 2,19 1,15 1,05
Monoinsaturados

Otros AG Poliinsaturados 0,37 - -
Total saturados 44,79 38,30 40,73
Total monoinsaturados 50,45 50,08 47,23

Total poliinsaturados 4,75 11,62 11,73
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El tocino forma parte de la grasa del tejido adiposo subcutaneo y esta
constituido en su mayor parte por triglicéridos y contenidos muy bajos de
fosfolipidos, ademds de una pequea fraccion insaponificable. Tanto en el tocino
como en el magro de cerdo, aproximadamente el 40 % de los 4cidos grasos son
saturados (de ellos una tercera parte es acido estearico), un 50 % son

monoinsaturados (fundamentalmente oleico) y un 10 % son poliinsaturados.

La grasa del tejido muscular de vacuno constituye un 2-4 % de la grasa
total corporal y contiene alrededor de un 4 % de fosfolipidos. Los acidos grasos
poliinsaturados de los triglicéridos suponen un 3-4 % del total de acidos grasos y
el representante mayoritario es el acido linoleico. El contenido global de acidos
grasos saturados es mayor que el de la carne de cerdo aunque la cantidad de

insaturados es aproximadamente un 5 % inferior que la de cerdo.

La modificacion de los compuestos lipidicos durante la maduracion de los
embutidos abarca complejos mecanismos que ain no son bien conocidos pero
que incluyen una primera fase de lipolisis y otra posterior de oxidacion. La
degradacion hidrolitica de las grasas origina la liberacion de &cidos grasos libres
y se produce por la accion de las lipasas del tejido adiposo y de las aportadas por
los microorganismos involucrados en el proceso de maduracion de los embutidos
(micrococos y lactobacilos, principalmente). Los cambios oxidativos se producen
sobre los acidos grasos insaturados originando la produccion de perdxidos,
compuestos carbonilos y moléculas de pequeiio peso molecular como alcoholes y
acido carboxilico; también estos cambios se deben, en parte, al metabolismo

bacteriano.

Los fenémenos hidroliticos implican la rotura del enlace éster de los
triglicéridos de la grasa por accion de las enzimas lipoliticas o lipasas. Esto
origimha un descenso continuo del contenido de triglicéridos durante la

maduraciéon con la consiguiente acumulacién de compuestos de menor peso
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molecular como 4cidos grasos libres, diglicéridos y en menor medida
monoglicéridos o glicerol, cuando la hidrolisis afecta a las tres posiciones de
esterificacion del triglicérido. Al final del proceso de maduracion los éacidos
grasos libres representan aproximadamente el 5 % del contenido total de 4cidos
grasos (Demeyer et al., 1974). La acumulacion de diglicéridos y acidos grasos
libres sugiere que la actuacion de las lipasas se produce preferentemente sobre
las posiciones externas de la molécula del triglicérido. Los triglicéridos de la
grasa de cerdo muestran un modelo particular en la distribucién de los acidos
grasos, la mayor parte del 4acido estedrico (aprox. 60 %) se encuentra en la
posicion 1, el acido palmitico (60-80 %) en la posicicon 2 y los acidos
octadecanoicos (50-60 %) en la posicion 3. Si las lipasas atacan especificamente
la posicion 1 6 3, el grado mas intenso de lipolisis deberia conducir a una
liberacion de los acidos estearico y octadecenoicos. Esta especificidad se ha

atribuido especialmente a las lipasas de origen microbiano (Alford et al., 1971).

Asimismo, se han atribuido fendomenos de especificidad a las lipasas
enddgenas del musculo. Se han asociado cuatro tipos de especificidad: de
acilglicerol, de posicién, de &acidos grasos y estereoespecificidad (Gardener,
1980). La especificidad de acilglicerol se caracteriza por mostrar preferencia por
los triglicéridos de bajo peso molecular y la de posicion hidroliza Gnicamente a
los esteres primarios de los triglicéridos, hasta el momento no se ha descrito
ninguna lipasa que hidrolice solo el ester secundario. Finalmente, se habla de
especificidad de acidos grasos cuando un determinado acido es hidrolizado mas

rapidamente que otro, independientemente de su posicion.

En el tejido adiposo se encuentra la lipasa lipoproteina y la lipasa hormona
sensible que hidrolizan triglicéridos (Mersmann et al., 1974), y la lipasa
monoacilglicerol que ataca fundamentalmente a monoglicéridos (Belfrage et al.,
1984). También se ha detectado el sistema esterasa que hidroliza triglicéridos a

acidos grasos libres de cadena corta y glicerol (Khao ef al., 1978). No obstante, y
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al igual que ocurre con las proteasas endogenas, la actividad de estas enzimas
estd condicionada por factores como son el origen de la carne utilizada como
materia prima y los pardmetros del proceso: temperatura, tiempo, actividad de

agua, potencial redox y concentracion de sal (Toldra, 1998).

Los fosfolipidos de las membranas también pueden ser hidrolizados por la
accion de las fosfolipasas presentes en las mitocondrias y los lisosomas de las
cé¢lulas musculares. Las fosfolipasas hidrolizan los grupos acilo esterificados y
los situados a ambos lados del grupo fosforilo. Se han identificado cuatro
fosfolipasas (A, B, C y D) que se diferencian en la posicion sobre la que escinden
al fosfolipido. Sin embargo, la liberacion de acidos grasos a partir de fosfolipidos
sOlo se ha observado en embutidos con periodos de maduracion largos y en todo
caso la cantidad de 4cidos grasos liberados es significativamente inferior que la

obtenida por la hidrolisis de los triglicéridos (Cantoni et al., 1966).

Tal y como ocurre en la proteolisis, existen distintas opiniones sobre el
grado de participacion de las lipasas microbianas y enddgenas en los procesos
proteoliticos. Demeyer et al. (1974) apuntaron que la hidrolisis de las grasas se
debia principalmente a la actividad de las lipasas bacterianas aunque también
indican la posible participacion de las lipasas del musculo y del tejido adiposo.
En recientes investigaciones se han estudiado salchichones a los que se
adicionaron antibioticos, con el fin de eliminar toda la flora del embutido, y se ha
comprobado que a lo largo de la maduracion la produccion de acidos grasos
libres no fue significativamente mayor en los salchichones sin antibidticos, lo
cual sugiere que la lipolisis es casi exclusivamente llevada a cabo por las lipasas

del musculo y del tejido graso (Molly et al., 1996; 1997).

No obstante, existen numerosos trabajos que demuestran la actividad
lipolitica de los microorganismos involucrados en la maduracion y su
participacién en los procesos de degradacion de las grasas en los embutidos

crudos curados (Selgas et al., 1986; Sanz et al., 1988; Beriain, 1993). Las
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bacterias Gram negativas presentes en la masa carnica inicial, especialmente el
género Pseudomonas, pueden iniciar los fendmenos lipoliticos pero rapidamente
pasan a prevalecer en la masa otros géneros microbianos, las micrococéaceas y las
bacterias lacticas, que van a ser los principales microorganismos que intervienen

en la lipolisis.

La actividad lipolitica de los micrococos ha sido investigada por
numerosos autores. Debevere et al. (1976) examinaron cepas de Micrococcus sp.
y observaron la liberacién de acidos grasos libres sobre un sustrato de grasa de
cerdo. De la misma forma fue demostrada la actividad lipolitica de
Staphylococcus xylosus y Staphylococcus carnosus (Campanini et al., 1987,
Nielsen y Kemner, 1989). Posteriormente Sorensen y Samuelsen (1996)
determinaron las condiciones Optimas de actuacion de las lipasas de
Staphylococcus xylosus, y comprobaron que la actividad de estas enzimas se ve
fuertemente inhibida bajo las condiciones de la fermentacion del embutido. No
obstante, en experiencias realizadas sobre embutidos se observo que salchichones
en los que se habian obtenido menores recuentos de micrococaceas el grado de
lipolisis era menor que en los que se obtuvieron recuentos mayores (Beriain ef
al., 1993). Sin embargo, Selgas et al. (1986) indican que la actividad lipolitica de
los micrococos se debe fundamentalmente a lipasas extracelulares, de forma que
aunque el nimero de células viables decrezca significativamente en los primeros
estadios de la maduracion, la accion de las lipasas microbianas continta.
Asimismo en embutidos inoculados con Staphylococcus xylosus 'y
Staphylococcus carnosus se observo al final de la maduracion mayores
concentraciones de aldehidos y cetonas (Montel ef al., 1997). Finalmente y en
contraposicion a estos trabajos, Hierro et al. (1997) no han encontrado
diferencias en el contenido de 4cidos grasos libres de embutidos inoculados con

Staphylococcus sp. y Micrococcus sp., en comparacion a embutidos sin inocular.
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En cuanto a la actividad lipolitica de las bacterias lacticas, ésta ha sido
investigada por numerosos autores sobre medios sintéticos y grasas naturales
(Reuter, 1975; El Soda et al., 1986; Papon y Talon, 1988; Nielsen y Kemner,
1989). Las enzimas lipoliticas son intracelulares, su produccion esta relacionada
con la fase de crecimiento exponencial y estd estimulada por las bajas
concentraciones de glucosa; ademas la maxima produccion de lipasas se obtiene

a las temperaturas optimas de crecimiento y a pH neutro (Papon y Talon, 1988).

Los estudios realizados por Sanz et al. (1988) demostraron que los
lactobacilos pueden contribuir a la hidrélisis grasa por su capacidad para atacar
triglicéridos de cadena corta y diglicéridos. Segun estos autores, la hidrodlisis
microbiana se completaria en dos etapas, la primera, en la que actuarian las
lipasas liberadas por las micrococéceas sobre los triglicéridos y que originarian
acidos grasos de menor peso molecular que serian hidrolizados en una etapa

posterior por los lactobacilos.

Naes et al. (1991) estudiaron el efecto de una proteinasa purificada de una
cepa de Lactobacillus sake aislada de un embutido crudo curado y confirmaron
su influencia sobre la degradacion de grasas con un aumento de los compuestos
responsables del aroma. También, Andersen et al. (1995) estudiaron las
propiedades de una lipasa de Lactobacillus plantarum y comprobaron su
contribucion a las cualidades sensoriales del embutido. No obstante, en recientes
investigaciones se ha ensayado la actividad lipolitica de cepas de lactobacilos,
pediococos, micrococos y estafilococos y se ha observado que las cepas lacticas
analizadas no presentan actividad lipdlitica, en cambio si se ha observado una
elevada actividad en las cepas de estafilococos y micrococos, aunque ésta se
reduce considerablemente cuando actian bajo las condiciones predominantes en

el embutido crudo curado (Kenneally et al., 1998a).
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Como se ha citado anteriormente, las lipasas microbianas que actian en
los embutidos se caracterizan por su preferencia a atacar las posiciones externas
en la molécula del triglicérido, ésto se demuestra por la acumulacién de
diglicéridos y acidos grasos libres principalmente. Segiin Demeyer et al. (1974)
esta especificidad se demuestra en los embutidos crudos curados por la liberacion
de los 4cidos grasos en la siguiente relacion decreciente: linoleico > oleico >
estearico > palmitico. No obstante esta especificidad por la posicion 3 del
triglicérido no fue evidenciada por otros investigadores en embutidos crudos

curados (Dominguez y Zumalacarregui, 1991).

La oxidacién de los lipidos es una de las principales causas de deterioro de
los alimentos, ya que da lugar a la aparicion de sabores y olores desagradables.
Sin embargo, en determinadas condiciones es deseable un cierto grado de
oxidacion lipidica para conseguir el desarrollo de aromas y sabores tipicos, como
es el caso de los embutidos crudos curados. La oxidacion es por tanto el segundo
fendmeno mmportante en la degradacion de las grasas de estos productos. Tras la
hidrélisis se han liberado acidos grasos libres, principalmente insaturados, que
son el sustrato para las reacciones de oxidacioén y que resultaran en la produccion
de peroxidos lipidicos (hidroperdxidos), epoxidos, furanos, alcoholes,

hidrocarburos y compuestos carbonilos (aldehidos y cetonas).

La autooxidacion consiste en la reaccion con oxigeno molecular y es la
principal implicada en el deterioro producido por la oxidacion de los lipidos, que
se pueden producir por reacciones enzimdticas y no enzimadticas. Esta reaccion
tiene lugar mediante mecanismos tipicos de radicales libres y se resume en tres

etapas basicas:
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Iniciador — radicales libres 1°. INICIACION
(R, ROO)

R+0,————— ROO } 2°. PROPAGACION

ROO+RH ~—  ROOH+R

R+R

R +ROO 3°. TERMINACION

ROO +ROO

La etapa de iniciacion tiene lugar por descomposicion de un hidroperdxido
mediante un catalizador metalico, o por exposicion a la luz, asi se formaran los
primeros radicales libres para iniciar la propagacion. Una vez formado un
numero suficiente de radicales, se propaga la reaccion en cadena al captar atomos
de hidrégeno en las posiciones alfa de los dobles enlaces (R:). En estas
posiciones se produce después la adicion del oxigeno, dando Ilugar a la
produccion de radicales peroxido ROO-, que a su vez captan hidrogeno de los
grupos alfa-metilénicos RH de otras moléculas para dar hidroperéxidos ROOH y
grupos R-; estos a su vez reaccionan con el oxigeno repitiéndose nuevamente la

secuencia de reaccion descrita.

Los hidroperoxidos, productos primarios de la autooxidacion lipidica, son
relativamente inestables e intervienen en numerosas y complejas reacciones de
ruptura e interacciébn, que son las responsables de la produccion de una gran
variedad de compuestos de distintos pesos moleculares, volatiles y no volatiles.
La ruptura de los hidroperdxidos se produce en dos etapas: en la primera se
rompe el enlace oxigeno-oxigeno del grupo hidroperdxido, dando lugar a un
radical alcoxilo y a un radical hidroxilo; en la segunda etapa se rompe el enlace
carbono-carbono a uno u otro lado del grupo alcoxilo. En general, la ruptura por
el lado acido (el lado carboxilo o éster) da lugar a la formacion de un aldehido y

un 4cido (o éster) y por el lado hidrocarbonado (o metil) a un hidrocarburo y un
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oxoacido (u oxoester). Los aldehidos son los compuestos tipicos mayoritarios
obtenidos de la oxidacion de las grasas y se descomponen siguiendo dos vias.
Los aldehidos saturados se oxidan ficilmente dando lugar a los dacidos
correspondientes y pueden participar en reacciones de condensacion y
dimerizacion. Por otro lado, los aldehidos insaturados pueden experimentar a su
vez la autooxidacion clasica mediante el ataque del oxigeno en las posiciones
alfa-metilénicas dando lugar a hidrocarburos de cadena corta, aldehidos y
dialdehidos, como el malonaldehido. La formacion del malonaldehido es el
fundamento del método para medir la oxidacion final de las grasas, utilizando
acido tiobarbiturico (TBA). Los radicales alquilo y alcoxi formados pueden sufrir
otras reacciones de degradacion y dar lugar a productos como: aldehidos,

alcoholes o hidroperoxidos.

En carne y productos céarnicos el método mas cominmente usado para
determinar la oxidacién lipidica primaria es la determinacion del indice de
peroxidos, puesto que son los productos iniciales mayoritarios de la
autooxidacion. Sin embargo, algunos autores no recomiendan este método en
productos carnicos, ya que la inestabilidad de los hidroperoxidos intermediarios
puede llevar a error por defecto (Smith et al., 1990; Davis et al., 1993). Para
determinar la oxidacion lipidica secundaria se utiliza el método del 4cido
tiobarbittrico (TBA) (Tarladgis et al., 1960) aunque también presenta algunos
inconvenientes, ya que otros componentes del producto distintos del
malonaldehido pueden reaccionar con el TBA (Raharjo et al., 1993). Para el
estudio de otros compuestos generados durante la oxidaciéon se han utilizado
diversas técnicas cromatograficas como la cromatografia liquida, de capa fina, de
exclusion y gaseosa que se basan en la separacion y determinacion cuantitativa
de algunas fracciones, como las volatiles, polares o de componentes individuales
como el pentano o el hexanal, productos tipicos producidos a lo largo de la

oxidacion.
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En embutidos crudos curados, durante los primeros dias de la maduracion,
se produce un incremento del contenido de peroxidos que se generan a partir de
los acidos grasos liberados durante la lipolisis. Los compuestos carbonilos
también sufren un incremento en los primeros estadios de la maduracion, aunque
luego decrecen en la siguiente semana de maduracion, para aumentar
nuevamente al final del proceso. Durante la fase de estufaje del embutido se esta
desarrollando plenamente el metabolismo fermentativo de los microorganismos y
se estdn generando gran cantidad de grupos carbonilos procedentes de la
fermentacion bacteriana de los carbohidratos. El aumento al final del proceso de
maduracion se debe al metabolismo, también microbiano, de los peroxidos

lipidicos (Cerise, 1973).

Como se ha mencionado con anterioridad la oxidacion de los lipidos se
lleva a cabo por mecanismos enzimaticos y no enzimdticos. Tradicionalmente la
oxidacién lipidica se ha atribuido a los grupos hemo de la hemoglobina y
mioglobina como catalizadores de la reaccion. Sin embargo, otros autores
sugieren que estos grupos no tienen efecto catalitico sino que son los iones hierro
no heminico (hierro libre) los responsables de la oxidacion, ya que actuan
catalizando la descomposicion de los hidroperdxidos en radicales libres que seran
los iniciadores de la reaccion de propagacion. (Igene y Pearson, 1979; Gatellier
et al., 1992). El i6n ferroso descompone los hidroperoxidos en radicales alcoxi
(RO-) mientras que el i6n férrico produce radicales peroxi (ROO). Ademas del
hierro libre también participan otros componentes de la fraccion “no hemo” del
tejido muscular como la transferrina, la ferritina y algunos compuestos de la
cadena respiratoria mitocondrial. En cuanto a la intervencion de enzimas en los
procesos de oxidacion, existen sistemas enzimaticos en las células que
constituyen el musculo esquelético. Estas enzimas necesitan la intervencion de
cofactores (NAD y NADPH) y la presencia de ADP y hierro (Fe™ o Fe ) para su

maxima actividad. Al igual que ocurre con otros fendmenos donde intervienen
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enzimas, las condiciones reinantes en los embutidos curados inhiben
sensiblemente la actividad de estas enzimas por lo que se considera que la
oxidacion en estos productos se debe en gran parte al metabolismo bacteriano, y
especialmente a la actividad de lactobacilos y micrococos (Demeyer ef al., 1974).
En este sentido Monteil (1991) observd en embutidos crudos curados una
oxidacion mas intensa en los productos elaborados con cultivos iniciadores
compuestos de Staphylococcus carnosus en combinacién con Lactobacillus sake,
Pediococcus acidilactici 'y Pediococcus pentosaceus, obteniendo mayores
concentraciones de 2-alcanona, 3-metilbutanal y 3-metilbutanol en el producto
final. También, Ordonez et al. (1989) en embutidos fabricados con ingredientes
minimamente contaminados comprobdé que la participacion de los
microorganismos era esencial para la formacion de esteres, aunque no
especifican los microorganismos mvolucrados. En estudios mas recientes, se ha
comprobado que en embutidos elaborados con Staphylococcus xylosus 'y
Staphylococcus carnosus, se obtuvieron elevadas concentraciones de metil-
butanal, metilcetonas y etil-esteres los cuales estan relacionados con la formacion
del caracteristico olor a curado de los embutidos crudos curados (Montel ef al.,

1997).

Los procesos oxidativos en los productos crudos curados se ven afectados
por muchos factores. En general, en los productos con valores de a,, de alrededor
de 0,3 la oxidacion lipidica es muy lenta, ya que se produce una reduccion de la
actividad de los catalizadores metélicos por destruccion de los radicales,
favoreciendo el pardeamiento no enzimatico (que da lugar a compuestos con
actividad antioxidante), y/o impidiendo el acceso del oxigeno al alimento
(Nawar, 1995). Sin embargo a actividades de agua mas elevadas, entre 0,55 y
0,85, la velocidad de oxidacién aumenta debido probablemente al aumento de la
movilidad de los catalizadores presentes. Existen otros factores que favorecen la
oxidacion, por ejemplo el picado de la carne, ya que al romperse las membranas

celulares se facilita el contacto con el oxigeno atmosférico. La sal también
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favorece los procesos oxidativos de las grasas, provocado la ruptura del anillo de
porfirina de la mioglobina, y liberando al medio iones ferrosos, ademas
disminuye la solubilidad del oxigeno en la fase acuosa facilitando su accion
oxidante. Entre los factores que inhiben la oxidacion de la grasa se encuentra la
presencia de nitritos, los cuales reaccionan con la forma heminica de la
mioglobina evitando que el 16n ferroso se oxide, de esta manera se impide la
accion oxidante del Fe™. También el acido ascorbico por su accion reductora
equilibra las cantidades de iones ferroso y férrico e inhibe la reaccién actuando
como agente quelante del oxigeno. La adicion de especias como la pimienta (en
el salchichén) y el pimentdn (en el chorizo) también ejercen un efecto protector
contra la oxidacion de los embutidos curados (Lizarraga et al., 1989; Berger et

al., 1990).

En la oxidacion de las grasas también estan implicados otros factores que
condicionan la reaccion. La composicion de los acidos grasos influye en la
velocidad de oxidacion, los acidos grasos insaturados se oxidan antes que los
saturados. Ademas la oxidacién es mas rapida cuando los acidos grasos estan en
forma libre que cuando se encuentran esterificados. También una baja presion de
oxigeno disminuye la velocidad de la reaccion. Finalmente uno de los factores
que mas afecta es la temperatura, en general la velocidad de oxidacidon aumenta

al aumentar la temperatura.
I. 4. 2. Modificaciones Fisico-Quimicas.

I. 4. 2. 1. Cambios en el pH

El pH es probablemente el pardmetro mas importante durante la
fermentacion de los embutidos crudos curados. La reduccion del valor de pH
supone una garantia en la higiene microbiana, ademas contribuye a la
intensificacion de la velocidad de desecacion, facilitando la evaporacion de agua

en el rango préximo al punto isoeléctrico de las proteinas. Segin Demeyer ef al.
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(1979) el pH de los embutidos crudos curados estd principalmente determinado
por el lactato, el amonio y el contenido de agua que interacciona con las
proteinas de la carne; estos factores explican el 75 % de las variaciones de pH. Al
final de la maduracién se observa un ligero incremento del pH debido a la
formacion de amonio, al incremento de sustancias con capacidad tampén y a la
disminucion de la disociacion de los electrolitos presentes, durante este periodo
no hay correlacion entre la produccion de acido lactico y el pH (List y Klettner,

1978).

El descenso de pH, que se produce como consecuencia de la acidificacion,
origina una serie de cambios muy beneficiosos que afectan a las caracteristicas
microbiologicas y sensoriales del producto. Pero la obtencion de un producto
final de calidad depende de la velocidad e intensidad de la disminucion del pH
que, a su vez, depende de un gran niimero de factores; de los que se relacionan a

continuacion los mas destacables (Liepe et al., 1990):
- Adicion o no de cultivos iniciadores.
- Cantidad de azucar.
- Tipo de azucar, en relacion con el tipo de cultivo iniciador afiadido.

- Temperatura de las cdmaras de maduracion en la etapa inicial del

proceso de desecacion.

Como se ha mencionado anteriormente, el pH del medio afecta al
crecimiento microbiano. Muchas bacterias crecen Optimamente a pH proximos a
7 y lo hacen poco a pH inferiores a 4 o superiores a 9. El pH de la carne post-
mortem oscila entre 7 y 5,5, por lo que es evidente que el crecimiento microbiano
en estas condiciones puede ser muy intenso. En las carnes curadas es deseable un
pH acido, ya que al incrementarse la concentracion de nitrito que se encuentra en

forma no disociada como 4cido nitroso, la concentracion de éste necesaria para
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controlar el crecimiento de determinadas especies patogenas se reduce
considerablemente. Asi por ejemplo, la cantidad de nitrito para inhibir el
crecimiento de Staphylococcus aureus cuando el pH final es de 5,5 es veinte

veces inferior de lo que requiere a pH 6,9 (Castellani y Niven, 1955).

El pH final de los embutidos crudos curados varia significativamente de
un tipo de producto a otro, asi en el caso del salami aleman los valores de pH son
proximos a 4,8, aunque en las regiones del sur del pais se producen generalmente
embutidos menos acidos que en el norte. En Australia, los embutidos son poco
acidos, el pH puede ser superior a 6,0, e incluso llegar a 7,4 como en el salametti.
En Francia también se prefieren embutidos de escasa acidez, con valores de pH
final cercanos a 6,0 (Krockel, 1995). Asimismo en los embutidos italianos, con
cubierta de mohos superficial, el pH final se establece entre 6,0-6,2 (Marchesini
et al., 1992). En Espafia los consumidores muestran una preferencia por
productos poco acidos, aunque el rango de pH entre el que se encuentran la
mayor parte de embutidos espafioles estd comprendido entre 4,5-5,5 (Roncalés,

1994).

Cuando se elaboran embutidos de gran didmetro (80 mm), el descenso del
pH puede ocurrir demasiado lento; en este caso es importante elegir al
microorganismo iniciador més adecuado, se ha demostrado que Lactobacillus

curvatus se instaura facilmente como flora predominante en embutidos de calibre

grueso (Bantleon, 1987; Gehlen, 1989).

Con el fin de establecer un mejor control del proceso de fermentacion en
presencia de cultivos iniciadores, Landvogt y Fischer (1990) calcularon el grado
de acidificacion (pH/hora) para distintos microorganismos y observaron que a
temperaturas mas elevadas la relacion se ve mas afectada por el descenso de la a,,
y por el tipo de cepa usada. La a,, minima para la acidificacion oscil6d entre 0,93
para la flora espontanea y 0,91 para las cepas de cultivos iniciadores. Asimismo

las temperaturas elevadas incrementan mas el grado de acidificacion para los
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cultivos puros que para la flora espontdnea. Por otro lado, el grado de picado y la
concentracion de glucosa en exceso no influye en la acidificacion aunque si lo

hace la inoculacion de un mayor nimero de células viables.

I. 4. 2. 2. Cambios en la actividad de agua (a,)

Una de las caracteristicas principales de los embutidos crudos curados es
que son productos desecados. Durante la maduracion se producen pérdidas de
agua que conllevan a una reduccion del peso (mermas) que puede oscilar entre un
20-40 % del peso inicial, pero ademas la desecacion provoca una disminucion de
la ay, inicial (proxima a 0,96) que reduce la disponibilidad del agua del alimento.
En los productos de mezcla fermentados la a,, puede descender hasta valores que
oscilan entre 0,894 para el chorizo de segunda clase y 0,784 para el salchichon de
primera (Coérdoba y Fernandez-Salguero, 1988). Leistner y Wirth (1972) afirman
que el rango de a,, para embutidos fermentados oscila entre 0,83 y 0,96 con una
media de 0,91. Rojas et al. (1991) determinaron la a,, en jamon serrano
obteniendo valores que oscilaban entre 0,84-0,95, con 0,90 como media al final
de la maduracion. En estos rangos de a,, 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 y 0,90 de a,. 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 (no precisan refrigeracion).

La carne fresca tiene una a,, proxima a 0,99 pero cuando va a utilizarse
para la produccion de embutidos crudos curados debe disminuirse hasta 0,96-
0,97. Tecnolégicamente esto se logra mediante la adicion de cloruro sédico,
nitrito y azucares, también el empleo del 25-30 % de grasa reduce la a,, de la
mezcla iicial. Con esta disminucion de la a,, se previene el crecimiento de
muchos microorganismos (principalmente microorganismos Gram negativos

aerobicos) lo cual favorece el desarrollo de la flora lactica, micrococos y
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estafilococos no patdogenos. Posteriormente el proceso de desecacidn-maduracion
provoca la pérdida de parte de agua y permitira llegar a los rangos de a,, finales

(0,784-0,894).

En general, los microorganismos responsables de las toxiinfecciones
alimentarias son incapaces de crecer cuando la a,, es inferior a 0,91, a excepcion
del Staphylococcus aureus en aerobiosis, que puede desarrollarse incluso a a,, de
0,860. También determinadas especies de levaduras y mohos pueden crecer a a,

inferiores a 0,75.

La pérdida de humedad debe ser un proceso gradual, equilibrado con el
proceso paralelo de maduracion, que permita la difusion de las moléculas de agua
desde las zonas mas internas del embutido hasta el exterior. La a,, de las carnes
fermentadas varia dependiendo del grado de picado de la carne, del tiempo de
maduracion, del contenido de sal y aztcar, de la permeabilidad de la tripa y de la
temperatura y humedad relativa del aire. Es importante que exista un gradiente de
humedad entre el interior del embutido y el aire circundante, pero cuando este
gradiente es muy acusado se produce un secado muy intenso en la porcion
cortical que da lugar a la formacién de una capa reseca, impermeable a la
humedad, que impide la expulsion del agua del interior y por tanto no disminuye
la a,. En estas condiciones se ve favorecido el crecimiento de microorganismos
indeseables y, como consecuencia, se pueden producir defectos de consistencia,
alteraciéon del enrojecimiento, aparicion de huecos, agrietado y presencia de

olores y sabores desagradables. (Frey, 1995).
I. 4. 2. 3. Consistencia

En los productos curados la consistencia estd relacionada con la formacion
de una matriz cuyas propiedades dependen casi exclusivamente de las proteinas

de la carne empleada como materia prima.
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En 1958, Kotter y Prindl describieron por primera vez los procesos fisico-
quimicos que explican la consistencia de estos productos. Durante el picado de la
carne se produce una ruptura mas o menos intensa de las fibras musculares y
como consecuencia las proteinas de la carne quedan expuestas a la accion de la
sal, la cual origina un aumento de la fuerza idnica que provoca la solubilizacion
de las mismas. Las proteinas solubilizadas actian como cemento de union entre
los componentes insolubles de la matriz proteica (particulas de carne y de grasa),
orientandose sobre éstas de manera que sus grupos lipofilos se adsorben a las
particulas de grasa y se aglutinan las particulas de carne (interacciones proteina-
grasa y proteina-proteina). Posteriormente y debido al descenso del pH durante la
acidificacion, préximo al punto isoeléctrico de las proteinas, 5,3, se produce la
insolubilizaciéon de las proteinas miofibrilares y sarcoplasmicas y como
consecuencia el sol que rodea a las particulas se convierte en un gel. La
desnaturalizacion de las proteinas provoca una disminucion de la capacidad de
retencion del agua lo cual favorece la desecacion del producto. La progresiva
desecacion contribuye a la consolidacion del gel y a la consistencia y textura del

embutido.

El proceso de gelificacion, necesario para que los productos crudos
curados adquieran la consistencia que les caracteriza, es muy complejo y
depende de varios factores como son: el trabajo mecanico, la concentracion de
sales y el pH. La masa carnica antes de ser embutida es sometida a distintos tipos
de trabajo mecénico, los mds comunes son: mezclado, masajeado y malaxado.
Todas estas operaciones se caracterizan por provocar una rotura celular que
favorece la liberacion de las proteinas miofibrilares, es decir, aumenta la
extraccion proteica. Posteriormente estas proteinas se solubilizan y se introducen
en la estructura vacia de la fibra muscular, permitiendo una unién mas firme
entre la matriz proteica y la superficie de la carne. El pH tiene un doble papel en
el proceso de gelificacion, por un lado cuando aumenta se incrementa la

solubilidad de las proteinas miofibrilares que actian como solucion ligante, pero
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por otro lado el descenso del pH es imprescindible para que se produzca la
formacion del gel por insolubilizacion y precipitacion de las proteinas,

principalmente las sarcoplasmicas (Schmidt, 1994).

I. 4. 2. 4. Desarrollo del color

El color es una de las caracteristicas mas importantes de la carne, ya que
es el principal atributo que juzga el consumidor antes de comprar cualquier
producto carnico. El curado de la carne se ha realizado tradicionalmente
anadiendo sal (cloruro sodico) y se ha observado que ademés de la accion
conservante se forma un color rojo en el producto final que es muy apreciado por
los consumidores. Esta variacion de color de la carne se ha denominado
“enrojecimiento”. Este proceso incluye una serie de complejas reacciones en las
que las bacterias presentes en el embutido reducen el nitrato a nitrito que,
posteriormente y mediante reacciones quimicas, es reducido a oxido nitrico, el
cual reacciona con los pigmentos hemo de la carne para formar el deseado color
rojo del curado. En la Figura 2, se muestran las principales reacciones implicadas

en la reaccion de enrojecimiento.

Nitrato Sal curante de nitrato

Reduccion Reduccién no
Bacteriana bacteriana

Nitrito NO + mioglobina

NO-mioglobina

Figura 2.- Reaccion de enrojecimiento (segun Prindl, 1994)
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El color normal de las carnes curadas depende de tres factores: la
concentracion de pigmentos en los tejidos, el grado de conversion del pigmento
nitrosilado y el estado de las proteinas de la carne. Durante la maduracion en el
embutido crudo se encuentran simultdineamente diversos pigmentos (mioglobina,
metamioglobina, nitrosomioglobina y nitrosomiocromogeno) formando una
mezcla. El color resultante y la estabilidad del mismo dependen de la

preponderancia cuantitativa de los diferentes compuestos coloreados.

El embutido crudo exhibe el color del curado cuando se ha transformado
aproximadamente la mitad del pigmento en nitrosomioglobina o
nitrosomiocromogeno, pero este color no se estabiliza hasta que no se consigue el
75 % del pigmento transformado. Por otro lado si las proteinas tisulares
permanecen en su mayoria no desnaturalizadas y la estructura celular es
relativamente traslicida, la luz penetra profundamente en los tejidos
obteniéndose coloraciones de la carne mas oscuras, en cambio, si las proteinas
estan desnaturalizadas, son opacas, y reflejan mas luz, originando coloraciones

mas claras.

En la carne fresca existen diversos pigmentos que influyen de forma
decisiva en el color que adquiere el producto crudo tras el procesado. En la Tabla

9, se detallan el origen y caracteristicas de los pigmentos presentes en la carne.

Los pigmentos hemo, mioglobina y hemoglobina hemaética, son proteinas
sarcoplasmicas que pueden encontrarse en distintos estados semiestables en la
carne y van a ser los principales responsables de la coloracion final de ésta. La
mioglobina constituye el 50-80 % de los pigmentos carnicos y se origina y
localiza en el musculo. La hemoglobina es el pigmento de la sangre y constituye
el 20-50 % de los pigmentos, se sintetiza en la médula 6sea y aparece en los
capilares, arterias y venas de la carne. Ambas moléculas se caracterizan por

contener en su estructura un grupo hemo que les confiere su color.
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Tabla 9.- Pigmentos de la carne (Fox, 1994).

Pigmento Color Origen Comentarios

Pigmentos endogenos
Heminicos Purpura Condiciones Interior de las carnes frescas. Ausencia de

Mioglobina reductoras aire.

Hemoglobina

Oximioglobina Rojo Oxigenacion Superficie de la carne expuesta al aire

Metamioglobina Pardo Oxidacion Carne envejecida, bajas presiones de O,

Citocromos Rojo Concentraciones muy bajas, no contribuyen
Flavinas Amarillo al color de la carne directamente
Vitamina By, Rojo

Pigmentos endogenos de la grasa
Carotenos Amarillo Animales alimentados con forraje
Catecolaminas Pardo Grasa parda de la espalda
Pigmentos ceroides Pardo Grasa/proteina ~ Animales viejos
Lipofuscina Amarillo Grasa/proteina ~ Base de Schiff fluorescente
Pigmentos de origen microbiano
Fosforescente Verde, azul, Pseudomonas Generalmente no se aprecia  en
plateado Achromobacter  refrigeradores bien iluminados
Micrococcus
Photobacterium
Bacterium
Bacillus
Vibrio
Fluorescente Azul verdoso  Pseudomonas  Grasa del jamon
Crema, Halofilos
amarillo,
verde
Rojo Serratia

Pirroles Azul parpura  S.violascieans ~ Marcas purpuras, manchas de tinta en grasa
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El grupo hemo consta de dos fracciones, una organica y un atomo de
hierro. La fraccién organica o protoporfirina esta constituida por cuatro grupos
pirroles que se unen mediante puentes de meteno para formar un anillo
tetrapirrolico. A este anillo se enlazan cuatro metilos, dos wvinilos y dos
propionatos, existen diversas formas de protoporfirina aunque solo la
Protoporfirina IX estd presente en los sistemas biologicos. El &tomo de hierro se
localiza en el centro del anillo unido a los cuatro nitrégenos de la protoporfirina y
puede formar dos enlaces adicionales uno a cada lado del plano hemo. Estas
localizaciones se denominan 5% y 6* posicion de coordinacion. La 5* esta
coordinada a una molécula de histidina contenida en la estructura de la proteina y
la 6* puede estar ocupada por otro residuo imidazol, por una molécula de agua o
por un ligando como el oxigeno o el 6xido nitrico.En la carne curada esta
posicion estd ocupada por el 6xido nitrico. En el tejido vivo los tnicos factores
que gobierna la funcionalidad del grupo hemo son el estado de oxidacion del
hierro, la presion parcial de oxigeno y las ligeras modificaciones del pH. Sin
embargo en la carne actian otros factores que producen grandes cambios en la

estructura que afectan al color de los pigmentos, estos se detallan en la Tabla 10:

Las sales curantes utilizadas para la elaboracion de los embutidos
contienen nitratos y nitritos de sodio y/o potasio que en el periodo inicial sufren
una reduccion bacteriana hasta nitritos que es llevada a cabo por
microorganismos reductores presentes en la masa carnica. Las bacterias
implicadas en este proceso pertenecen fundamentalmente al grupo de las
Micrococaceas (Micrococcus 'y Staphylococcus), aunque tambi€n participan otros
grupos como Pseudomonas, Escherichia, Aerobacter, Achromobacter y ciertas
bacterias acidolacticas pertenecientes al género Lactobacillus. Las micrococaceas
poseen la enzima nitrato reductasa que es necesaria para la reduccion del nitrato a

nitrito. Esta enzima se forma en la membrana citoplasmatica de la célula
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bacteriana y su actividad es relativamente estable dentro del rango de pH

comprendido entre 4,9-6,0.

Tabla 10.- Factores que influyen en la funcionalidad del grupo hemo (Fox, 1994)

Colores

Estado de oxidacion del hierro

Ferroso (Fe™")
aa Rojo o pardo

Rojo o purpura
Férrico (Fe

Ligandos y tipos de enlace

Ninguno (s6lo Fe™) Purpura
Fuerte (covalente coordinado) Rojo
Rojo-pardo

Débil (ionico)

Estado fisico de la proteina

Nativo Rojo, ptrpura o pardo

Desnaturalizado Rosa o pardo

Integridad del anillo porfirinico

Rojo, parpura o pardo

Intacto
Sustituido Verde
Roto Verde, pardo o amarillo

Se han estudiado las condiciones en las que se produce la méxima
actividad de estas enzimas y se ha comprobado que en el caso de la nitrato
reductasa producida por Staphylococcus carnosus la actividad 6ptima se produce
cuando el valor de pH es de 6,0 y la temperatura de 44° C (Puolanne et al., 1977);
para el caso de la nitrato reductasa producida por diferentes cepas de
Micrococcus varians, su actividad se vio afectada por la concentraciéon de NaCl y

la temperatura, variando considerablemente de una cepas a otras (Jessen, 1995).
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Posteriormente también se ha demostrado la capacidad de Staphylococcus sp.
para reducir los nitritos, lo cual confirma la presencia de la enzima nitrito
reductasa (Hartmann et al., 1995). También las bacterias lacticas poseen las
enzimas nitrato y nitrito reductasa. Wolf y Hammes (1988) descubrieron que
algunas cepas de Lactobacillus plantarum y Lactobacillus pentosus poseen estas
enzimas y otras cepas de Pediococcus pentosaceus poseen una enzima nitrito
reductasa hemo dependiente. Sin embargo, no pudieron detectar actividad
reductasa en cepas de Lactobacillus curvatus y era muy débil la encontrada en
Lactobacillus sake. Recientes investigaciones confirman la participacion de los
microorganismos en la formacién del pigmento del curado. Se ha puesto de
manifiesto que, inoculando cepas de Staphylococcus aislados de jamon de Parma
en embutidos a los que no se habian adicionados agentes curantes, se desarrolla
un color rojo de curado similar al encontrado en el jamén de Parma (Morita et

al., 1996).

Paralelamente a este proceso de reduccion de los nitratos se produce la
fermentacion de los carbohidratos a cargo de las bacterias lacticas que origina la
acidificacion del producto. A pH inferiores a 5,5 se produce la reduccion de los
nitritos a 6xido nitrico, que puede producirse por la accion de microorganismos
reductores o bien, de forma espontdnea favorecida por la presencia de moléculas
reductoras en el medio acidificado. Posteriormente el 6xido nitrico se une a la
mioglobina formando la nitroso-mioglobina o nitrosil-mioglobina que constituye
el pigmento caracteristico del curado. Este pigmento es mds estable que la
mioglobina original pero aun conserva gran parte de su reactividad, por lo que es
facil que sufra reacciones de oxidacion que lo transforman en metamioglobina

confiriendo un indeseable color marrén (Coretti, 1971).

Existen distintas teorias sobre el desarrollo de la reaccion. Actualmente se

utilizan principalmente dos modelos para explicar la reaccion: uno basado en la
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accion de los enzimas propios de la carne y otro en reacciones de tipo puramente
quimico.

La teoria enzimatica (Walters et al., 1967) establece que para la formacion
del pigmento del curado de la carne la metamioglobina se forma a partir de la
oxidacién de la mioglobina enddgena por el nitrito. Segun esta teoria el proceso

de enrojecimiento se desarrolla como muestra la Figura 3.

Segun este esquema, la oximioglobina (MbO,) se oxida a metamioglobina
(MetMb) pasando el 4tomo de hierro de estado ferroso(Fe*") a férrico (Fe’") y el
nitrato implicado en la reaccion se reduce a nitrito. A continuacion la citocromo-
oxidasa cataliza una reaccion por la que el nitrito oxida el ferrocitocromo C a

ferricitocromo C nitroso.

MbO,
|: HNO,
NO;.
MetMb Ferrocitocromo IC + NO,.
NO-Ferricitocromo C
+NADH NAD"
Deshidro-
genasa
MetMbNO
NADH ——
|: Deshidrogenasa
NAD"
MbNO

Figura 3.- Teoria enzimatica para la formacion del pigmento del curado (Préndl,
1994).
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El grupo nitroso del ferricitocromo C nitroso se traspasa a la
metamioglobina, origindndose nitrosometamioglobina (MetMbNO), mediante la
accion de enzimas mitocondriales (NADH deshidrogenasa). Finalmente estas
mismas enzimas reducen la nitrosometamioglobina a nitrosomioglobina. Esta
reaccion se ve favorecida por la concentracién de nitrito que origina la rapida

oxidacion de la oximioglobina a metamioglobina.

Seglin la teoria no enzimdtica que se muestra en la Figura 4, propuesta por
Mohler y Schereer (1979), en la formacion del pigmento del curado de la carne
todos los sistemas derivan de la metamioglobina, que es el primer producto
formado en la cadena de reacciones. La metamioglobina reacciona con el nitrito
formando nitrosometamioglobina que posteriormente por la accion de los grupos

sulfhidrilo (-SH) se reduce a nitrosomioglobina.

MbO,
HNO,

MetMb® MO

| o,
MCthNOQ

2SH
75°C |:
S-S

MbChrNO

Figura 4.- Teoria no enzimatica de la formacion del pigmento del curado

(Mohler y Schereer, 1979).

La reduccion de la nitrosometamioglobina a nitrosomioglobina que
provocan los grupos sulfhidrilo se produce bajo los efectos del calor (75° C),

desnaturalizandose la porcion proteica, la globina. La accion del calor provoca la
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ruptura entre el niicleo hemo y la globina, favoreciendo la unién al hierro de una
segunda molécula de NO. El pigmento obtenido es el nitrosomiocromogeno,

también denominado rojo curado.

Los procesos de enrojecimiento nunca llegan a transformar toda la
miglobina en nitrosomioglobina, cuando se afade la suficiente cantidad de nitrito
y el valor de pH es el adecuado se transforman aproximadamente dos tercios de
la mioglobina de la carne. Existen diversos factores que actian sobre la
formacion y estabilidad del color del embutido como son el potencial redox y la
acidificacion del producto. El descenso muy rapido del potencial redox provoca
una deficiente estabilidad del color. También una elevada velocidad e intensidad
de la acidificacion puede provocar la inhibicion de los microorganismos
implicados en la reduccion de los nitratos, provocando coloraciones indeseables
en el embutido, aunque un proceso de acidificacion adecuado es imprescindible
para que se produzca la reduccion de los nitritos a oxido nitrico. La elevada
reactividad del nitrito le lleva a una reduccion considerable de su concentracion
efectiva, un nivel inicial de nitrito de aproximadamente 100 ppm es reducido a
10-20 ppm después de diez dias de fermentacion y a menos de 10 ppm después

de 30 dias de maduracion (Wirth, 1991).

La adicion de sustancias reductoras como el dcido ascorbico o el ascorbato
sodico puede potenciar notablemente el enrojecimiento, ya que favorece la
reduccion del nitrito a 6xido nitrico y del Fe’" de la metamioglobina a Fe*" de la
oximioglobina. Permitiendo de esta forma reducir las cantidades de nitrito
tedricamente necesarias para la transformacion de la mioglobina en

nitrosomioglobina.

Ademas del desarrollo y fijacion del color caracteristicos de curado, el
nitrito desempefia otras funciones: inhibe el crecimiento de numerosos
microorganismos alterantes y patdgenos (fundamentalmente Clostridium

botulinum), contribuye en el desarrollo del flavor de curado y posee propiedades
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antioxidantes, retardando la formacién de aromas desagradables. Sin embargo la
gran problematica es el nivel de nitrito residual en los productos carnicos, ya que
se le ha considerado un precursor de compuestos N-nitroso carcindgenos
(nitrosaminas). Esto ha llevado a los gobiernos de los distintos paises productores
de embutidos, que utilizan los nitratos y nitritos como sales curantes, a establecer
limites en la adicion de estas sustancias. En Espafia la Legislacion Alimentaria
establece una cantidad inicial de 150 ppm de nitrito y 300 ppm de nitrato y
permite un nivel maximo residual de 50 y 250 ppm de nitrito y nitrato,
respectivamente (Presidencia del Gobierno, 1997). Al final del proceso de
elaboracion de los productos crudos curados solo puede detectarse alrededor del
10-20 % del nitrito original afadido, dependiendo del tipo de producto de que se
trate los niveles de nitrito residual oscilan generalmente entre 5 y 30 ppm de

nitrito (Cassens et al., 1979).

Son numerosas las investigaciones que a partir de la década de los 70 han
demostrado que los nitritos pueden formar nitrosaminas cancerigenas,
particularmente en bacon (Rubin, 1977, Cassens et al., 1979; Hotchkiss y
Cassens, 1987; Cassens, 1997). Esto ha llevado a la busqueda de sustitutos del
nitrito en el curado de la carne, donde desempena una triple funcion: promotor
del color, agente antioxidante e inhibidor bacteriano. La dificultad en encontrar
una sustancia que reuna estas cualidades ha obligado a desarrollar un sistema
multicomponente para el curado de la carne sin nitrito (Rubin et al., 1985;

O’Boyle et al., 1990; Rubin et al., 1990).

Se acepta que una de las sustancias que participa en gran medida en el
color de la carne curada es el dinitrosil-ferrohemocromo (DNFH) que se forma al
calentar la nitrosil-mioglobina. Sin embargo algunos autores afirman que el
pigmento final es el complejo mononitrosil-ferrohemocromo (Killday et al.,
1988; Jankiewicz et al., 1990). El dinitrosil-ferrohemocromo puede prepararse

facilmente a partir de la hemoglobina presente en las células sanguineas de
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bovidos, que es un tetrdmero similar a la mioglobina, y su obtencion puede
realizarse en dos etapas con excelente rendimiento y elevada pureza. Este
pigmento del curado “sintético” es inestable a la luz y al aire, al igual que el
formado a partir de nitrito en la carne, y para protegerlo se puede encapsular en
una matriz de carbohidratos, de esta forma podria almacenarse durante un afio 6
mas (Shahidi et al., 1984; 1985). Por otro lado, Pegg y Shahidi (1997) han
desarrollado el Preformed Cooked Cured Meat Pigment (CCMP), un pigmento
de estructura idéntica al complejo mononitrosil-ferrohemocromo y que podria
sustituir al nitrito para la formacion del color curado en sistemas carnicos libres

de nitritos.

En cuanto a la accién antioxidante del nitrito se sabe que actia
bloqueando la oxidacion de los lipidos casi completamente (Shahidi et al., 1988),
asi se evita la formacién de un amplio espectro de compuestos carbonilos que
enmascararian el flavor de los productos curados. Sin embargo, existen otros
compuestos que pueden actuar de esta forma, se ha comprobado la eficacia de
muchos antioxidantes, agentes quelantes y combinaciones de estos (Shahidi et
al., 1987). Entre ellos destacan el tripolifosfato sdédico (TPPS) y el ascorbato
sodico que unidos forman una combinacion eficaz y sinérgica de alta capacidad
antioxidante, su accion ademas se puede incrementar por la presencia en

cantidades trazas de antioxidantes fenolicos como el t-butil-hidroquinona

(TBHQ) o el butil-hidroxianiso (BHS) (O’Boyle ef al., 1990).

Finalmente el nitrito es un importante agente antimicrobiano,
especialmente previene el crecimiento de Clostridium botulinum en carnes
curadas (Sanz et al., 1997b). Afortunadamente existen otras sustancias que
pueden sustituir al nitrito en esta accion. Se han ensayado numerosos compuestos
entre los que destacan el sorbato potasico, hipofosfito sédico y monometil y
dimetil fumarato, y se ha comprobado que el hipofosfito sdédico en una

concentracion de 3000 ppm tiene un efecto conservador muy parecido al nitrito
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(Wood et al., 1986). Esta sustancia es una sal cristalina soluble y de sabor suave
que disfruta del status GRAS en EEUU, se ha ensayado en salchichas tipo Viena
y en jamoén cocido, no obstante, se esta estudiando el empleo de otras sustancias
conservantes como el lactato sodico (Anders y Milowski, 1987; Anders et al.,

1989).

Los productos intermediarios del proceso de enrojecimiento son muy
reactivos, el 6xido nitrico puede dar lugar a complejos no solo con la mioglobina,
sino también con otros compuestos que llevan anillos porfirinicos, como la
hemoglobina, catalasas, peroxidos y citocromos. Durante la etapa de estufaje,
que coincide con el desarrollo microbiano y el proceso de acidificacion de la
masa, se ha observado que en la masa de embutidos elaborados exclusivamente
con nitritos aparecen nitratos que se forman a partir del nitrito afiadido (Sarasibar
et al., 1989). Este fenomeno fue descrito previamente por Cassens et al., (1979)
que propone un mecanismo para explicar este suceso. Sugiere que la primera
reaccion del nitrito es la oxidacion de la mioglobina a metamioglobina con la
simultdnea produccion de nitrato en una reaccion autocatalitica, como muestra la

siguiente ecuacion:

AMbBO, + 4NO* + 2H,0 — 4MetMbOH + 4NO* + O,

I. 4. 3. Modificaciones Microbiologicas

I. 4. 3. 1. Evolucién de los principales grupos microbianos

En los capitulos precedentes se ha detallado como la flora presente en los
embutidos crudos curados es en gran parte responsable de los cambios quimicos

y bioquimicos producidos durante la maduracion de la masa carnica inicial.
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También se ha mencionado que estos microorganismos beneficiosos
pueden anadirse como cultivos iniciadores con el fin de dirigir la fermentacion y
evitar posibles defectos. No obstante, es posible producir excelentes embutidos
sin la adicién de cultivos iniciadores, siempre que se sigan las buenas practicas
de elaboracion y se mantengan las condiciones de maduracion apropiadas

(Leistner, 1995).

La carne utilizada como materia prima en la fabricacion de embutidos
contiene una flora microbiana muy variada a la que se suma la aportada por el
resto de ingredientes y la derivada de las operaciones de manipulacion. Tras la
preparaciéon de la masa cdrnica la carga microbiana inicial no supera 10° ufc/g y
se compone basicamente de bacilos psicrotrofos Gram negativos como
Pseudomonas, Achromobacter y Flavobacterium; enterobacterias psicrotrofas,
levaduras y mohos. También se pueden encontrar, aunque en menor numero,
microorganismos Gram positivos, como bacterias lacticas y micrococaceas, que
seran las responsables de los principales cambios producidos en el embutido. En
cuanto a los microorganismos patdogenos se han detectado algunas especies como
Salmonella sp, Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum y Staphylococcus
aureus. Su presencia generalmente se atribuye a una deficiente higiene y/o a una
inadecuada manipulacion de las materias primas durante su procesado. Las
primeras horas tras la elaboracion son criticas para estos microorganismos, ya
que existen unas condiciones de elevado pH y a,, que favorecen el crecimiento de
estas especies.

Durante la fase de estufaje los embutidos son mantenidos a temperaturas
entre 20-27° C y humedad relativa en torno a 90 % durante aproximadamente 48
horas. Estas condiciones van a favorecer el desarrollo de la flora Gram positiva
aunque también estimulan el crecimiento de las especies patogenas. En esta fase
se inician dos de los fendmenos que van a condicionar todo el proceso y donde el

papel que desempefian las bacterias es fundamental, estos son la reduccion de los
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nitratos a cargo de las micrococéceas y la fermentacion de los azucares a cargo
de las bacterias lacticas. La primera se realiza durante las 24 horas iniciales,
cuando los niveles de acido lactico alin no inhiben la accién reductora de las
micrococéceas. Estas alcanzan niveles cercanos a 10° ufc/g en los primeros dias
para ir decreciendo a medida que se va acidificando el embutido y se instauran
las condiciones de microaerofilia, la reduccion mas notable se produce a partir de
los 15-20 dias de maduracion. Paralelamente se produce un incremento del
numero de lactobacilos que llegan a alcanzar niveles de hasta 10° ufc/g
constituyéndose como flora predominante y manteniéndose hasta el final del
proceso. La drastica caida del pH (hasta valores de 5,3-5,4) que se produce en los
primeros dias de la maduracion, por la produccion de acido, crea unas
condiciones digenésicas para la flora contaminante y patdogena que incluso puede

llegar a desaparecer.

Tras el estufaje comienza la maduracion, propiamente dicha, donde los
valores de temperatura y humedad relativa se reducen sensiblemente. Durante
esta etapa se produce la deshidratacion del producto, que pierde hasta un 40 %
del peso inicial, esto conlleva un descenso de la a, que también contribuye a
crear unas condiciones desfavorables para el crecimiento de la mayor parte de la
flora indeseable. La flora lactica es la que mejor soporta estas condiciones de

acidez y desecacion.

En un plazo de pocos dias, las bacterias lacticas se instauran como flora
predominante de la maduracion en el embutido crudo curado. Asimismo, los
bacilos Gram negativos llegan a desaparecer después de un periodo de 8-10 dias.
No obstante en los procesos de maduracion lenta (poca adicion de azlcar y bajas
temperaturas de estufaje, en torno a 18° C) la flora Gram negativa dispone de un
ambiente mas favorable para su crecimiento y no desaparecen en el curso de la

maduracion (Liicke, 1985).
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Cuando se afiaden cultivos iniciadores las diferencias mdas apreciables se
producen en las primeras fases del proceso. Las bacterias lacticas presentan una
fase de latencia antes de que comience la produccion de acido, cuya duracion
depende del numero inicial de bacterias adaptadas a las condiciones imperantes.
La adicion de cultivos iniciadores supone un aporte extra de bacterias (no inferior
a 10° ufc/g) que permite acortar esta fase logaritmica y asegurar la viabilidad de
los microorganismos presentes, asegurando ademas la correcta acidificacion del
producto. También la adicion de especies reductoras (Micrococcus y/o
Staphylococcus) durante el amasado permite obtener recuentos mayores en las

primeras fases del proceso.

Como se ha mencionado anteriormente es en esta fase inicial cuando se
produce la reduccion de los nitratos a nitritos. No obstante, si obviamos estas
primeras etapas del proceso las diferencias microbiologicas en las etapas

posteriores no son importantes con respecto a los embutidos sin cultivos.

I. 4. 3. 2. Riesgos higiénicos de los embutidos crudos curados

Los embutidos crudos curados en algunas ocasiones han estado implicados
en toxiinfecciones alimentarias por Staphylococcus aureus (Liicke, 1985). Este
microorganismo procede generalmente de una inadecuada manipulaciéon y se
caracteriza por ser halotolerante, tolerante a los dcidos y capaz de crecer a baja a,,
e, indistintamente, bajo condiciones anaerobicas o aerdbicas. Ademds puede
producir enterotoxinas a las temperaturas establecidas durante el estufaje, aunque
so6lo en condiciones de aerobiosis. Sin embargo, estos microorganismos son
pobres competidores frente a otras bacterias presentes en la carne lo cual reduce

considerablemente el riesgo sanitario (Martinez et al., 1982).

Los casos de salmonelosis atribuidos a embutidos fermentados son poco

frecuentes (Silliker and Gabis, 1986; Munuera et al., 1991; Torregrosa et al.,
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1994), no obstante existen numerosos factores que favorecen el crecimiento de
enterobacterias durante la maduracion de los embutidos y que incrementan el
riesgo, entre los que se incluyen la elevada a,, inicial, el alto pH inicial, la baja
concentracion de carbohidratos fermentables, el bajo nimero de lactobacilos en
la masa cdrnica inicial, el uso de nitrato o de bajos niveles de nitrito como
agentes del curado y las altas temperaturas de maduracion. Sin embargo, estos
microorganismos no suelen encontrarse en los productos carnicos crudos curados

ya que no soportan las condiciones de pH acido y baja a,, reinantes.

Otra especie patogena que ha sido aislada de productos crudos curados es
Listeria monocytogenes (Nicolas, 1985; Glass y Doyle, 1989; Farber et al., 1989;
Benezet et al., 1993). Este microorganismo es capaz de crecer a pH acido y es
halotolerante, por lo que resiste bien las condiciones que existen en el embutido,
ademas puede crecer a temperaturas de refrigeracion. No obstante solo se han
detectado porcentajes de contaminacion minimos en este tipo de productos. Esto
hace suponer que la combinacion de factores como pH, sal, nitritos y a,, inhibe el

desarrollo de esta especie en los productos crudos curados

En relacion con la inocuidad de las bacterias lacticas, que han sido
consideradas como no patdgenas, hace unos afios aparecieron algunas especies de
lactobacilos (Lactobacillus rhamnosus, L. casei y L. plantarum) involucradas en
infecciones clinicas relacionadas con procesos de endocarditis (Aguirre y Collin,
1993; Gasser, 1994). Estos descubrimientos crearon recelos sobre el empleo de
cultivos iniciadores compuestos con bacterias lacticas, sin embargo en recientes
investigaciones Skovgaard (1996) afirma que las bacterias lacticas incluidas en
los preparados de cultivos iniciadores no han estado nunca ligadas a procesos
patoldgicos en el hombre y que por tanto los cultivos iniciadores no constituyen

un riesgo para la salud.
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I. 5. PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS

El estudio de los embutidos crudos curados se justifica tanto desde un
punto de vista comercial y de produccién como cientifico. Ademas es una de las
lineas de trabajo de nuestro Grupo de investigacion AGR 120 catalogado en el
Plan Andaluz de Investigacion y denominado “Lactologia y Tecnologia de la

Carne”.

Desde el punto de vista comercial, el salchichon es, junto al chorizo, uno
de los embutidos crudos curados de mayor produccion en Espana (AICE, 1999).
Pese a la existencia de algunas industrias de fabricacion a gran escala, la
elaboracion de estos productos sigue siendo en muchos casos artesanal, en
pequenas industrias de cardcter familiar. En ambos casos, la técnica de
conservacion implicada es la misma, y consiste en un sistema de procesos

combinados en el que participan numerosos factores.

Uno de los retos de los investigadores, actualmente, es la busqueda de
nuevos obstaculos que ayuden a la conservacion de estos productos. La posible
utilizacion de bioconservadores ha despertado un notable interés entre los
industriales, ya que se trata de productos de origen bioldgico que podrian

incrementar la seguridad facilitando una produccion con las méximas garantias.

Basandonos en estos aspectos se inicid este trabajo con el fin de realizar
un estudio comparativo de los pardmetros quimicos y fisico-quimicos de distintos
lotes de salchichones adicionados de cultivos lacticos y bioconservadores
comerciales. También se estudiaron los distintos grupos de microorganismos,
tanto los involucrados en la maduracion como los alterantes y patdégenos, con el
fin de valorar la posible accidon bioconservadora de los productos afiadidos.
Finalmente se realiz6 una evaluacion sensorial para definir las caracteristicas

organolépticas de los distintos lotes de salchichones y poder identificar las
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posibles diferencias que originaban la adicion de uno u otro tipo de cultivo

lactico.
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II. MATERIAL Y METODOS

I1. 1. MATERIAL
II. 1. 1. Material general de laboratorio

Los andlisis realizados en este trabajo requirieron la utilizacion de una
amplia gama de material de vidrio de uso comin en laboratorios de analisis
fisico-quimico y microbiologico. Los reactivos utilizados para los anélisis fisico-
quimicos, de calidad "purisimo" (PRS), fueron suministrados por las firmas
comerciales Merck, Panreac y Sigma; y los medios de cultivo y suplementos para
microbiologia por ADSA-Micro, Merck y Oxoid. Para la preparacion de los

medios de cultivo y soluciones acuosas se utilizé agua destilada o desionizada.

La analitica desarrollada en esta trabajo se llevd a cabo con el siguiente
equipo instrumental:

e Agitador de tubos Ika-Vibro-fix.

e Agitador magnético P-Selecta Agimatic 243.

e Arcon congelador Liebherr.

e Autoclave P-Selecta Autotester 437 G.

e Balanza analitica Metler Toledo H 10 TW.

e Balanza de precision Sartorius 2254.

e Bafio termostatico B. Braun. Thermomix 1441.

e Bateria calefactora Electrotherm.

e (Camara climatica ASL B-3-400.

e (Campana de flujo laminar Burdinola AV-100.

o C(Centrifuga P-Selecta Centromix y centrifuga refrigerada Heraeus

Labofuge 400.
e Cronometro analdgico Dolmy.

e Destilador-desionizador Elga.
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Equipo Tecator provisto de un sistema de digestion 6 1007 Digester y
una unidad de destilacion Kjeltec 1002.

Equipo Sohxlet con 6 camaras de extraccion Selecta.
Espectofotometro Beckman UV/VIS DU-64.

Estufas de cultivo P-Selecta de fluctuacion térmica +1° Cy estufa de
CO, Incubator CO, de fluctuacion térmica +3° C.

Estufa de desecacion Selecta con una fluctuacion térmica de 1° C.
Frigorifico combi Crolls.

Higrometro de punto de rocio CX-1.

Homogeneizador Blander Stomacher 400 y Sorval Omni-mixer
17106.

Horno de mufla con pirémetro Heraeus MR 170.

Picadora Moulinex 320 MX.

pH-metro digital Beckman 3500 con electrodo combinado.

Pipeta automatica Nichiryo Nichiper 5000DG (10-100 pl) y Biochit
Proline (200-1000 pl).

Placas calefactoras Combimax Selecta.

Placas calefactoras magnéticas P-Selecta Univeba 400 y P-Selecta
Multimatic-5N.

Rotavapor Heidolph OB 2001, conectado a una trompa de agua
Heidolph VV 2001.

II. 1. 2. Material experimental

Como material experimental se utilizaron un total de 210 salchichones

"tipo casero" que se distribuyeron en 3 partidas de 70 piezas cada una. En cada

partida se diferenciaron 5 lotes, dos de ellos se adicionaron con cultivos

iniciadores comerciales, otros dos se adicionaron de bioconservadores y otro, al

que no se le adicion6 nada, se consider6 el control.
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Las 3 partidas de salchichones se elaboraron en la planta piloto de la
empresa PROANDA S.L. situada en Sevilla. La primera partida se fabrico y
madurd en febrero de 1997, la segunda en noviembre de 1997 y la tercera en
abril de 1998. Una vez embutidas las piezas fueron transportadas hasta el
laboratorio del Departamento, donde fueron maduradas en cdmara climatica con
regulacion automatica de la temperatura y humedad relativa. En el siguiente

esquema se muestran los diferentes lotes de salchichones elaborados:

TIPO DE LOTE FABRICACION SUBLOTE

PRODUCTO
Febrero 1997 Al
Sin cultivo A <ENoviembre 1997 A2
Abril 1998 A3
Febrero 1997 B.1
Bioconservador 1 B <ENoviembre 1997 B.2
Abril 1998 B.3
Febrero 1997 C.1
Bioconservador2  C <ENoviembre 1997 C2
Abril 1998 C3
Febrero 1997 D.1
Cultivo iniciador D Noviembre 1997 D.2
comercial 1 Abril 1998 D.3
Febrero 1997 E.1
Cultivo iniciador E <ENoviembre 1997 E.2
comercial 2 Abril 1998 E.3

En la elaboracion de los lotes D y E se utilizaron dos cultivos iniciadores
para fabricacion de embutidos crudos curados suministrados por la firma Texel
(Rhone-Poulenc). Se presentan liofilizados envasados al vacio y con un
contenido de 4,5 x 10" células/g, se conservaron en refrigeracion hasta su
utilizacion. El cultivo que se utilizo para inocular los salchichones del lote D esta
compuesto por las especies Lactobacillus sakei, Staphylococcus xylosus y

Staphylococcus carnosus en proporcion 1:1:1. Se reconstituyd con agua y se
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afadid6 a la masa carnica segun las recomendaciones del fabricante. Los
embutidos del lote E se inocularon con otro cultivo compuesto por los mismos

microorganismos en proporcion 2:1:1.

Los embutidos del lote B se inocularon con un bioconservador comercial
suministrado por la empresa PROANDA S.L. Este producto se obtiene de la
fermentacion de una especie de Lactobacillus sobre un medio de cultivo selectivo
para lactobacilos y se presenta en forma liquida. Se anadio al 1 % a la masa

carnica junto con el resto de ingredientes.

Los embutidos del lote C se inocularon con otro bioconservador que
produce Wesman Foods, Inc., Oregon. Se obtiene de la fermentacion de leche
desnatada por Propionibacteium shermanii y posteriormente es pasteurizado
(Daeschel, 1989). Este producto se presenta liofilizado y se reconstituye con

agua, también se adicioné al 1 % segliin recomendaciones del productor.

II. 2. METODOS

II. 2. 1. Elaboracion de los embutidos

La elaboracion de los salchichones se realizd siguiendo las técnicas de
fabricacion tradicionales con los ingredientes que se relacionan en la Tabla 11.
Todos estos ingredientes fueron mezclados y amasados en una amasadora a vacio
y a continuacion se embutieron en tripa fibral de coldgeno de 60 mm de
didmetro. Se elaboraron piezas que pesaron entre 500-750 g. Tras el embutido los
salchichones se sumergieron durante unos segundos en un cultivo fingico de
flora de superficie, constituido por la especie Debaryomyces hansenii,

suministrado por Rhone-Poulenc.
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Tabla 11: Ingredientes para la fabricacion de los salchichones.

Ingredientes Dosis
70 % Magro de cerdo picado en placa de 8§ mm
30 % Panceta de cerdo picada en placa de 5 mm
21 glkg Sal comun
18 g/kg Azucares
4,5 g/kg Pimienta
2 g/kg Polifosfatos
2 g/kg Sales nitrificantes
1 g/kg Nuez moscada molida

A continuacion los embutidos se introdujeron en la cdmara climéatica
donde se establecieron las siguientes condiciones de temperatura y humedad

relativa:

Estufaje
Temperatura................... 20°C
Humedad Relativa.......... 95 %
Tiempo......cceeeeeeeeeeeennnnnn. 48 horas

Maduracion o Secado

Temperatura................... 12°C
Humedad Relativa.......... &0 %
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Los diferentes analisis fisico-quimicos, microbioldgicos y sensoriales que

se realizaron en las siguientes etapas:

1%.- Amasado (dia 0). Antes de embutir la masa carnica
2%.- Estufaje (dia 2). Después del periodo de estufaje
3% - Primera semana de maduracion (dia 9)

4%, - Segunda semana de maduracion (dia 16)

5% - Tercera semana de maduracion (dia 23)

*® & & o oo o

6®. - Cuarta semana de maduracion (dia 30)

I1. 2. 2. Métodos para analisis microbiologico

II. 2. 2. 1. Preparacion de muestras v diluciones

En la toma de muestras para los analisis microbioldgicos se ha seguido el
método descrito por Pascual (1992) para embutidos crudos curados. La
preparacion de las diluciones decimales se realizo tomando 10 g de salchichon y
homogeneizando con 90 ml de una solucion de citrato sddico al 10 % (p/v),
previamente calentado a 45° C, en Stomacher durante dos minutos. A
continuacion se prepararon las sucesivas diluciones decimales seriadas en agua

de peptona estéril al 0,1 %.

Para el estudio de Salmonella, Shigella y Listeria monocytogenes la

dilucion inicial se realizé sobre 25 Gramos de muestra y 225 ml de diluyente.

II. 2. 2. 2. Enumeracion de bacterias aerobias mesofilas

El recuento de Dbacterias aerobias mesoéfilas se realizd segun
recomendaciones de la APHA (1985). La siembra se realizé depositando, por
duplicado, 1 ml de la dilucion correspondiente en placas de Petri estériles,

adicionando seguidamente 10-15 ml de agar para recuento en placa, previamente
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licuado y enfriado a 45-50° C. Para homogeneizar el inoculo se realizaron
movimientos circulares y de vaivén y una vez solidificado, se incubd a 30° C
durante 72 horas. Tras el periodo de incubacién se efectud el recuento de
colonias viables expresando el resultado como logaritmo de unidades formadoras

de colonias por Gramo de muestra.

I1. 2. 2. 3. Determinacion de la flora lactica

El recuento de flora lactica se realizé segun recomendaciones de la APHA
(1976). La siembra se realizd por homogeneizacion en masa de 1 ml de la
dilucion correspondiente en agar MRS acidificado a pH 5,5 con una solucion de
acido acético al 10 % e incubando a 37° C durante 24 horas en una estufa con una

atmosfera del 10 % de CO..

La identificacion por géneros de la flora lactica se efectu6 mediante las

siguientes pruebas:

1.- Morfologia: se determind en preparaciones en fresco sobre placas de

agar MRS sembradas.

2.- Tincion de Gram: se realizo a partir de cultivos de agar PCA incubado

a 30° C durante 18 horas.

3.- Produccion de catalasa: partiendo de un cultivo crecido en caldo BHI
incubado durante 18 horas a 30° C, se deposita una muestra del cultivo
sobre un portaobjetos y se afiade una gota de H,O, al 3 %. La produccion

de catalasa se evidencia por la aparicion de burbujas de O,.

4.- Produccion de CO, a partir de glucosa: la fermentacion de la glucosa
por parte de los microorganismos origina la formacion de gas. Esto se

evidencid inoculando 2-3 gotas de un cultivo crecido en un tubo con caldo
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Elliker (ADSA-Micro 2-288) adicionado de un 1 % de glucosa y con una
campanita de Durham. Tras incubar a 30° C durante 7 dias la aparicion de

burbujas en la campanita indica un resultado positivo.

5.- Desaminaciéon de la arginina: la capacidad de algunos
microorganismos de hidrolizar la arginina se evidencié afiadiendo a un
cultivo crecido, en caldo Elliker adicionado de un 0,3 % de
monoclorhidrato de L-arginina e incubado a 30° C, una gota de reactivo de
Nessler y realizando la observacion sobre un papel de filtro blanco. La
aparicion de color rojo-anaranjado indica un resultado positivo. La prueba

se repitid a los 3 y 7 dias.

6.- Crecimiento a diferentes temperaturas (10, 40 y 45 ° C): se utilizd

caldo Elliker incubado a las diferentes temperaturas.

7.- Test de Voges-Proskauer: consiste en detectar la produccion de
acetoina a partir de glucosa, se siguio la técnica descrita por Reuter (1970).
A un cultivo crecido en caldo VPRM (Voges-Proskauer Rojo de Metilo,
ADSA-Micro 2-207) se afiade Reactivo de alfa-naftol para Voges-
Proskauer (ADSA-Micro 6-027) hasta que el medio adquiera un aspecto
lechoso. A continuacion se afnade el reactivo de O'Meara para Voges-
Proskauer (ADSA-Micro 6-006) hasta que desaparezca el aspecto lechoso
y se agita enérgicamente. La aparicion de un color rosado-violdceo indica

que la prueba es positiva.

La diferenciacion de géneros se realizd de acuerdo a las caracteristicas

descritas en la Tabla 12.
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Tabla 12: Criterios para la identificacion de las bacterias lacticas.

Morfologia | Produccion | Hidrdlisis | Produccion | Crecimiento a
Gram de gas arginina acetoina distintas T*
Lactobacilos Bacilos + + + - 10,40y 45° C
Lactococos Cocos + - - +/- 10y 40°C
Leuconostoc | Cocobacilos+ + - +/- 40° C
Pediococos Cocos + - +/- + 10,40y 45° C

II. 2. 2. 4. Enumeracion de micrococos

Para el recuento de los micrococos se sigue el procedimiento descrito por
Chapman (1945), segun el cual, la siembra se realiza por homogeneizaciéon en
masa inoculando 1 ml de la dilucion correspondiente y afiadiendo agar MSA
(Manitol Salt Agar, Oxoid CM85) que se homogeneiza con movimientos de

vaivén. Posteriormente se incuba a 30° C durante 72 horas.

Las colonias tipicas de micrococos aparecen rodeadas de halos de color

amarillo brillante. Sobre estas se realizan las siguientes pruebas de confirmacion:

1.- Morfologia: se determina en preparacion en fresco de cultivos en caldo

BHI incubados durante 18 horas a 30° C.

2.- Tincion de Gram: se realiza a partir de un cultivo en agar PCA

mncubado durante 18 horas a 30° C.

3.- Produccion de catalasa: se depositd sobre un portaobjetos una

muestra de un cultivo crecido en caldo BHI incubado durante 18 horas a
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30° C y se afiadid una gota de H,O, al 3 %. La produccion de catalasa se

evidencid por la aparicion de burbujas de O,.

II. 2. 2. 5. Enumeracion de Staphvlococcus aureus y estafilococos no

patdgenos.

El recuento de Staphylococcus aureus y estafilococos no patogenos se
llevo a cabo segln el procedimiento descrito por Buttiaux (1974). La siembra en
superficie se realizd extendiendo, con un asa de vidrio esteril, 0,1 ml de la
diluciéon correspondiente sobre agar Baird Parker (Oxoid CM275) suplementado
con una emulsion de yema de huevo-telurito (Oxoid SR54). Las placas se

mcubaron a 37° C durante 24-48 horas.

La presencia de Staph. aureus se evidencio por la aparicion de colonias de
color negro azabache, brillantes, convexas, de 2-3 mm de didmetro y rodeadas de
un halo de precipitacién transparente. Junto a estas colonias aparecen otras
también de color negro pero de menor didmetro y que carecen de halo de
precipitacion, su recuento permitid determinar el crecimiento de estafilococos no
patogenos. Para la confirmacion de las colonias de Staph. aureus se realizaron las

siguientes pruebas:

1.- Investigacion de la coagulasa: las colonias tipicas se sembraron en
caldo BHI y se incubaron a 37° C durante 24 horas. Una vez crecido se
tomd 0,1 ml del cultivo y se depositd en tubos Wasserman a los que se
anadieron 0,3 ml de plasma de conejo-EDTA reconstituido (Merck,
1.13306) y se incubaron a 37° C durante 6 horas. La reaccion se considerd

positiva cuando el codgulo formado era firme.

2.- Investigacion de la Desoxirribonucleasa (DNA-asa): Las colonias

seleccionadas se sembraron en estria sobre agar DNA-asa (Oxoid CM321)
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y se incubaron a 37° C durante 24 horas. Sobre las estrias crecidas se
afadieron unas gotas de acido clorhidrico 1 N. La aparicion de una zona
transparente sobre el cultivo crecido indica la liberacion de

desoxirribonucleasa y por tanto la reaccion es positiva.

II. 2. 2. 6. Enumeracion de enterobacteriaceas totales

Para el recuento de enterobacterias se siguid el procedimiento
recomendado por la APHA (1985). La siembra se realizdo por homogeneizacion
en masa, depositando 1 ml de la dilucién correspondiente en placas de Petri
estériles y afiadiendo 10-15 ml de agar VRBG (Agar Bilis Lactosa Glucosa Rojo
Neutro Cristal Violeta, Oxoid CM485), se homogeneizé mediante movimientos
circulares y de vaivén y una vez solidificado, se afiadi6 una segunda capa de

medio de cultivo. Se incubo a 37° C durante 24 horas.

El crecimiento de enterobacterias en este medio origina colonias de color
violeta rojizo por fermentacion de la glucosa con formacion de acido y con halos
del mismo color por fermentacion de los acidos biliares del medio.

Posteriormente se realizaron las siguientes pruebas de confirmacion:

1.-Morfologia: se determina sobre preparaciones en fresco de cultivos en

caldo BHI incubados durante 18 horas a 30° C.

2.-Tincion de Gram: se realizé a partir de una siembra en placas de agar

PCA incubadas a 30° C durante 18 horas.

3.-Prueba de la citocromo-oxidasa: la citocromo oxidasa es una enzima
que no poseen las enterobacterias. La deteccion de esta enzima se realiza
afiadiendo tres gotas del reactivo citocromo-oxidasa (disolviendo 100 g de
N-dimetil-parafenildiamina en 100 ml de agua destilada) a un cultivo del

microorganismo problema crecido sobre agar PCA. La reaccion se
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considera positivas cuando en la mezcla aparece una coloracion violeta

oscuro.

II. 2. 2. 7. Enumeracion de coliformes totales

El recuento de coliformes totales se realizé segin las recomendaciones de
la APHA (1992). Se tom6 1 ml de muestra y se sembrd por homogeneizacion en
masa afnadiendo una doble capa de agar VRBA (Agar con Bilis, Rojo neutro y

Cristal Violeta, Oxoid CMO017) e incubando a 37° C durante 24 horas.

Las colonias tipicas de coliformes aparecen de color rojo amoratado por la
fermentacion de la lactosa, con un didmetro de 1-2 mm y rodeadas de un halo
rojizo por la precipitacion de la bilis. A estas colonias se les realizaron las

pruebas de confirmacion descritas en el apartado 1. 2. 2. 6.

II. 2. 2. 8. Enumeracion de Escherichia coli

La determinacion de E. coli se realiz6 siguiendo el procedimiento del

nimero mas probable (NMP), segln la técnica descrita por De Man (1983).

Para la realizacion de esta técnica se utilizaron tres series de cinco tubos
cada una, con 10 ml de caldo lactosado, verde brillante y bilis al 2 % (Oxoid
CM31) y provistos de una campanita de Durham. Se sembré 1 ml de tres
diluciones consecutivas y se incubd a 44° C en un bafio termostatico durante

24-48 horas.

La produccién de gas se detectd por la presencia de una burbuja en la
campanita de Durham. Con los tubos positivos se realizo la prueba del Indol,
segun el procedimiento descrito por la ICMSF (1983) que consiste en afiadir unas
gotas del reactivo de Kovacs (Merck n® 9293) a un cultivo del microorganismo

problema en agua de peptona y mantener en agitacion durante 10 minutos. Tras
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este tiempo la aparicion de color rojo oscuro en la superficie indica que la prueba

es positiva.

La interpretacion de los resultados se realizd seglin el criterio del test de
Mckenzie et al.(1948), por el cual pertenecen al grupo de E. coli las colonias
productoras de gas y que sean indol positivas. Los resultados se expresaron como

el nimero mas probable (NMP) de E. coli por Gramo de muestra.

II. 2. 2. 9. Presencia de Salmonella v Shigella

La presencia o ausencia de Salmonella y Shigella se determiné siguiendo
el método descrito por la APHA (1976). En primer lugar se realizd6 un
preenriquecimiento no selectivo, afiadiendo 25 g de muestra a 225 ml de caldo
lactosado (Oxoid CM137) e incubando a 37° C durante 24 horas. A continuacion
se realizd un enriquecimiento selectivo, sembrando 1 ml del cultivo anterior en
10 ml de caldo selenito (Oxoid CM395) con 0,4 % de biselenito sédico, y se
incub6 a 37° C durante 24 horas. Posteriormente se procedidé al aislamiento
selectivo partiendo del cultivo de enriquecimiento. Para la investigacion de
Salmonella se sembr6 en estria sobre la superficie de agar verde brillante (Oxoid
CM329) y sobre agar sulfito de bismuto (Oxoid CM201) y para la investigacion
de Shigella se sembr6 ademas en agar XLD (Agar Xilosa, Lisina y Desoxicolato,

Merck 5287). Todos estos cultivos se incubaron a 37° C durante 24-48 horas.

Tras el periodo de incubacion se realizd la identificacion presuntiva
sembrando las colonias sospechosas crecidas en agar TSI (Triple Sugar Iron,
Oxoid CM277) y en agar SIM (Sulfato-indol-motilidad, Oxoid CM435)

mcubandose en ambos casos a 37° C durante 24 horas.

Los resultados se expresaron como presencia o ausencia de Salmonella-

Shigella en 25 g de muestra.
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II. 2. 2. 10. Presencia de Listeria monocytogenes

Para la deteccion de Listeria monocytogenes se siguio el procedimiento
descrito por Van Netten et al. (1989). Se realizd6 un enriquecimiento previo
anadiendo a 25 g de muestra 225 ml de agua de peptona estéril e incubando a
30-37° C durante 24 horas. A partir de este cultivo se sembraron en superficie
0,1 ml sobre agar PALCAM (Merck 11755) con un suplemento selectivo para
este medio (Merck 12122) y se incubd a 37° C durante 48 horas.

Las colonias de color verde grisdceo con un halo marrén-negro son tipicas
del crecimiento de Listeria monocytogenes. Los resultados se expresaron como

presencia o ausencia de L. monocytogenes en 25 g de muestra.

II. 2. 2. 11. Enumeracion de enterococos (grupo D de Lancefield)

Para el recuento de enterococos se siguid el método descrito por Mossel et
al. (1978). La siembra se realizo en superficie extendiendo 0,1 ml de la dilucion
correspondiente sobre agar KAA (Kanamicina Aesculina Azida, Oxoid CM591)
suplementado con 0,01 g de sulfato de Kanamicina (Oxoid SR92). Las placas se

incubaron a 37° C durante 24-48 horas.

Las colonias tipicas de enterococos presentan un halo oscuro a su
alrededor debido a la hidrdlisis de la aesculina. Las pruebas que se realizaron

para la confirmacion de estas colonias fueron las siguientes:

l1.- Tincion de Gram: se realiza sobre cultivos frescos crecidos en agar

PCA.

2.- Prueba de la catalasa: las colonias seleccionadas se sembraron en
caldo BHI y se anadido 1 ml de H,O,. La aparicion de burbujas indica que

la prueba es positiva.
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3.- Crecimiento a diferentes temperaturas (10, 40 y 45° C) y
concentraciones de sal (3,5 y 6,5 %): se realizaron siembras en caldo
BHI incubando a diferentes temperaturas o adicionado de distintas

concentraciones de sal.

I1. 2. 2. 12. Enumeracion de levaduras v mohos

El recuento de levaduras y mohos se realizé segiin recomendaciones de la
APHA (1985). La siembra se realizd por homogeneizacion en masa, depositando
1 ml de la disolucion correspondiente en placas de Petri y anadiendo 10-15 ml de
agar PDA (Potato Dextrose Agar, Oxoid CM139) acidificado a pH 3,5 con 4cido

tartarico al 10 %. Las placas se incubaron a 26° C durante 96 horas.

II. 2. 2. 13. Calculo de la velocidad de muerte microbiana

La wvelocidad de muerte se obtuvo mediante la ecuacion de regresion del
log ufc/g sobre el tiempo de maduracion del salchichon y se expres6 como el
descenso medio del log ufc/g por semana de maduracion (Fernandez del Pozo et

al., 1988).

I1. 2. 3. Métodos para analisis fisico-quimico

II. 2. 3. 1. Determinacion de la humedad

La humedad se determind segin el procedimiento descrito en la técnica
964.22 de la AOAC (1990), que consiste en desecar la muestra en estufa a 105° C

hasta obtener peso constante.

Procedimiento

En una cépsula metalica se pesaron 10 g de muestra y se desecaron en
estufa a 105° C hasta peso constante (aproximadamente 24 horas). El calculo del

porcentaje de humedad se realiz6 por diferencia de pesadas.
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II. 2. 3. 2. Determinacion del pH

El pH se determin6 usando un pH-metro digital Beckman 3500 con
electrodo para muestras solidas segun se describe en la Norma ISO R- 2917

(1974), para cada muestra se realizaron tres determinaciones.

II. 2. 3. 3. Determinacion de las cenizas

El contenido en cenizas se determind por incineracion en horno de mufla a
temperatura no superior a 550° C, segiin la Norma Internacional ISO R-936

(1973).

Procedimiento

En una capsula de porcelana, previamente desecada sobre silicagel y
tarada, se pesaron 5 g de muestra y se coloco sobre una placa calefactora hasta la
carbonizaciéon de la muestra, evitando en lo posible las proyecciones.
Posteriormente se incinerd en horno de mufla hasta obtener unas cenizas blancas
o ligeramente grises, que se introdujeron en un desecador hasta la realizacion de

la pesada.

IL. 2. 3. 4. Determinacién de la actividad de agua (a,)

La medicion de la ay, se realizdé con un higrometro de punto de rocio CX-1,
que realiza con precision de 0,003 unidades, medidas comprendidas entre 0,03 y

1,00 unidades de a,,.

Procedimiento

La muestra previamente homogeneizada se colocé en una capsula de
plastico que se tapd hasta que alcanzod una temperatura proxima a la del

higrometro (temperatura ambiente). Posteriormente se introdujo la capsula
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destapada en la cdmara de medicion del higrometro. La medida digital de la a,, y

la temperatura se produce en 2 6 3 minutos, aproximadamente.

II. 2. 3. 5. Control de mermas

El control de mermas se realizd efectuando pesadas peridodicas a dos
piezas de salchichones de cada lote que se reservaron para este fin. Las pesadas

se realizaron coincidiendo con los dias de control.

Los resultados se expresaron como porcentaje de mermas referidos al peso

inicial de cada pieza de salchichon.

II. 2. 3. 6. Determinacion de cloruros

Los cloruros se extrajeron de la muestra mediante una solucion alcohdlica
caliente y posteriormente se cuantificaron segin el método oficial de analisis de
carne y productos carnicos de Carpentier-Vohlard (Presidencia de Gobierno,

1979).
Reactivos

e Solucion titulada de nitrato de plata 0,1 N (se tituld con CINa 0,1 N).

e Solucion de acido nitrico concentrado de densidad 1,63 g/l.

e Solucion acuosa de sulfato férrico amonico (alumbre férrico) al 4 %.

e Nitrobenceno.

e Solucion titulada de sulfocianuro potasico 0,1 N (se tituld con una
solucion estandar de nitrato de plata 0,1 N.

Solucidn de alcohol etilico al 40 %.

e Reactivo de Carrez:
— Solucion acuosa de ferrocianuro potésico al 15 %.

— Solucidn acuosa de acetato de cinc al 30 %.
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Procedimiento

Preparacion de extracto

Se pesaron aproximadamente 10 g de muestra picada y se afadieron 150
ml de alcohol etilico al 40 %. Se calent6 a ebullicion suave durante 1 hora en
agitacion. Se dejo enfriar y se afiadieron, consecutivamente, 5 ml de cada una de
las soluciones del reactivo de Carrez. Después de 10 minutos de reposo se
centrifugd durante 5 minutos a 2000 rpm. Se filtr6 y se evaporo6 el liquido hasta
100 ml aproximadamente para eliminar el alcohol etilico. Finalmente se dejo

enfriar y se completod con agua destilada hasta un volumen de 200 ml.
Cuantificacion de los cloruros

A 10 ml del extracto anterior se le afiadiron 10 ml exactamente medidos
de nitrato de plata 0,1 N, 1 ml de &cido nitrico, 1 ml de alumbre férrico y 50 ml
de agua destilada. Se dejo6 reposar durante 10 minutos en la oscuridad y se afnadio
1 ml de nitrobenceno. Finalmente se valord el exceso de nitrato de plata con la

solucion de sulfocianuro 0,1 N.

I1. 2. 3. 7. Determinacion de nitritos

La determinacion de nitritos se realizo segin el método oficial de analisis
de carne y productos carnicos (Presidencia de Gobierno, 1979). Partiendo del
mismo extracto alcoholico que se utilizo para la determinacion de cloruros se

determina el contenido de nitritos mediante una reaccion colorimétrica.

Reactivos
o Solucién patron de nitrito sodico (5 pg de nitrito sédico por ml).
o Reactivo colorimétrico:

—  Soluciéon 1. Se disolvieron calentando 6 g de 4cido sulfanilico en 200

ml de acido acetico glacial y 400 ml de agua destilada. Posteriormente




Material y Métodos 101

se anadieron 200 ml de una solucion de cloruro sodico (100 g/l) y se

diluy6 con agua hasta 1 1.

— Solucion 1. Se disolvieron calentando 0,3 g de cloruro de
a-naftilamina en 100 ml de agua destilada. Se afiadieron 200 ml de

acido acético glacial y se diluyo hasta 1 1 con agua destilada.

Procedimiento

Del extracto obtenido para la determinacion de cloruros se tomaron 10 ml

y se adicionaron 5 ml de cada solucion del reactivo colorimétrico. Se dejaron

reposar en oscuridad 20 minutos y se midi6 la intensidad de color a 520 nm. Los

valores obtenidos se refirieron a un recta patron preparada con distintas

concentraciones de nitrito sodico a partir de la solucion patron (Figura 5).

Figura 5. Curva patrén de nitritos
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II. 2. 3. 8. Determinacion del nitrogeno no proteico

Se realizo siguiendo el método descrito por Johnson-Nessler (1941),

previa precipitacion de las proteinas de la muestra con acido tricloroacético.
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Reactivos

e Acido tricloroacético al 11,5 %

e Acido sulfurico con selenio. Se disolvieron 400 mg de selenio en 1 1de
acido sulftirico y se calentd hasta su clarificacion.

e Solucién de hidréxido sodico 4 N

e Reactivo de Nessler. Para su preparacion se disolvieron 4 gde IKy 4 g
de I,Hg en 300 ml de agua destilada. A continuacion se anadieron 1,75
g de goma arabiga que se solubilizo6 en ebullicion y se completd hasta
un volumen final de 1 I con agua destilada.

e Soluciéon estandar de sulfato amoénico (SO4NH;);) con una

concentracion de 8 pg de nitrogeno por ml.

Procedimiento

Se tomaron muestras de 2 g a las que se le adicionaron 38 ml de acido
tricloroacético al 11,5 % y se homogeneizaron perfectamente. Pasados 30
minutos se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos y se tomaron 2ml del
sobrenadante que se oxidaron, con 3 ml de acido sulfirico con selenio en
matraces de digestion Kjedahl, hasta clarificacion total. Tras la digestion el
liquido incoloro se diluy6 hasta un volumen de 100 ml. Se tomaron alicuotas de 2
ml a las que se les afiadid 3 ml de agua destilada, 3 ml de NaOH 4 N y 2 ml de
reactivo de Nessler. El color desarrollado se evalud colorimétricamente a 490
nm, refiriendo las lecturas a una recta patrén elaborada con una solucién de

sulfato amonico (Figura 6).

II. 2. 3. 9. Determinacion de proteinas

Para la determinacion de las proteinas se utilizo el método 981.10 de la
AOAC (1990) basado en el Método de Kjeldahl, en el cual mediante una

combustion liquida el N se convierte en sulfato amonico y posteriormente en
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amoniaco. El amoniaco se destila y se titula después con 4cido. El contenido en

proteinas se estima multiplicando el contenido de nitrogeno por 6,25.

Figura 5. Curva patrén de nitritos
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Reactivos

e Acido sulftrico 96 % de riqueza y 1,84 de densidad

e (atalizador Kjeldahl Cu-Se.

e Acido clorhidrico 0,1 N

e Solucién de indicador rojo de metilo al 0,5 % en etanol
e NaOH al 35 %

e NaOH 0,1 N

Procedimiento

Se depositaron 2 g de muestra en matraces de digestion junto con 15 ml de
acido sulfurico y 2 pastillas de catalizador. Tras la digestion se enfriaron los
matraces y se les afiadid 75 ml de agua destilada para disolver el residuo
remanente. A continuacién se coloco el matraz de digestion en la unidad de

destilacion y se le afiadid NaOH al 35 % en cantidad suficiente para alcalinizar el
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medio. En un matraz erlenmeyer, al que se habian afiadido 50 ml de &cido
clorhidrico y unas gotas de indicador, se recogieron 150 ml de destilado que se

tituld con NaOH 0,1 N para valorar el exceso de acido.

II. 2. 3. 10. Determinacion de grasa

Se determind segun el Método Soxhlet que se basa en la capacidad que
presenta la grasa para disolverse en solventes organicos (Método 960.39 de la

AOAC, 1990).

Reactivos
e Eter de petrdleo de punto de ebullicion 50-70° C

Procedimiento

Se pesaron 10 g de muestra en cdpsulas metalicas y se desecaron a 105° C
durante 18 horas, el residuo pesado se llevdo a un cartucho de papel de filtro
Whatman n°l y se introdujo en la cdmara de extraccion del aparato Soxhlet. Se
pesaron con precision los matraces colectores, previamente desecados en estufa
de aire caliente. A continuacién se vertio el éter de petrdleo en la camara de
extraccion dejando sifonar el matraz colector una vez y llenando hasta la mitad.
Se comenz6 la extraccion a una velocidad de 4-6 gotas por minuto durante 6
horas. Una vez extraida la grasa, se pes6 el matraz colector y se calculd el
contenido en grasa de la muestra sobre la base del producto humedo y de materia

s€ca.

II. 2. 3. 11. Determinacion del indice de peroxidos

Para la determinacion del indice de peroxidos se siguié el método descrito
por la UNE 55-023-73 (1973), habiendo extraido previamente la grasa
empleando el método de Folch (1957).
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Reactivos

e Cloroformo.

e Acido acético glacial puro.

e Solucién acuosa saturada de ioduro potasico.

e Sulfato sodico anhidro.

e Soluciones valoradas de tiosulfato sodico 0,002 N.

e Solucion indicadora de almidén al 1 % en agua destilada.

Procedimiento

Extraccion de la grasa

Se pesaron 20 g de muestra y se afiadieron 20 ml de cloroformo-metanol
en proporcion 2:1, homogeneizando la mezcla con una batidora durante 1
minuto. Posteriormente, se afiadid agua destilada en igual cantidad al peso de la
muestra inicial y se homogenizé de nuevo. El homogenizado resultante se
centrifugd durante 5 minutos a 5000 rpm y se filtr6 sobre un embudo de
decantacion con el fin de separar las dos fases. Se recogi6é la fase organica
filtrando a través de sulfato sodico anhidro para suprimir los restos de agua. El

disolvente se evapor6 en un rotavapor a una temperatura de 45° C.
Investigacion de peroxidos

Se pesaron aproximadamente 2 g de grasa y se disolvieron en 3 ml de
cloroformo. A continuacion, se afiadieron 15 ml de acido acético glacial y 1 ml
de disolucion saturada de ioduro potasico. Se agitdé durante 1 minuto y se
conservo en la oscuridad durante 5. Transcurrido este tiempo se afadieron 75 ml
de agua destilada, agitando vigorosamente para favorecer su combinacion. El
yodo liberado en la reaccion, que se produce entre el oxigeno ligado en forma de
peroxido y el ioduro, se valora con tiosulfato sddico 0,002 N. Se utilizé6 como

mdicador almidon al 1 %.
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Los resultados se expresaron como miliequivalentes de oxigeno por kg de

materia grasa.

II. 2. 3. 12. Determinacion del indice del TBA (Acido Tiobarbiturico)

La formacion de malonaldehido en alimentos estd asociada al
enranciamiento oxidativo de los mismos. El indice del TBA se basa en una
reaccion colorimétrica que mide el pigmento rojo formado cuando reacciona el
acido 2-tiobarbitirico (TBA) con el malonaldehido. Esta determinacion se

realizo siguiendo el método descrito por Tarladgis (1964).

Reactivos

e Solucion de TBA. Se prepar6 mezclando 0,2883g de acido
tiobarbiturico en 100 ml de acido acético glacial al 90 %.

e Solucién de malonaldehido. (1,84 g de malonaldehido/ml).

e Acido clorhidrico 4 N

e Piedra pomez

Procedimiento

Se prepar6 un macerado con 5 g de muestra y 50 ml de agua destilada y se
homogeneizd perfectamente. Esta solucion se llevo a un pH de 1,5
aproximadamente con 2,5 ml de HCl 4 N y se anadieron varios granulos de
piedra pomez. A continuacion se sometid a destilacion y, 10 minutos después de
que cayese la primera gota, se recogieron 50 ml de destilado. Este destilado se
almaceno en refrigeracion (4° C) durante 18 horas. Tras este tiempo se tomaron 5
ml de destilado y se afadieron 5 ml de la solucion de TBA, recientemente
preparada. Posteriormente se llevdo a un bafio de agua a 100° C durante 35
minutos, tras lo cual se enfri6 en un bafio de hielo y se realizé la lectura en el

espectrofotometro a 538 nm. Los valores obtenidos se refirieron a un recta patron
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preparada con distintas concentraciones de malonaldehido a partir de la solucion

patron (Figura 7).

Los resultados se expresaron como mg de malonaldehido por kg de

muestra.

Figura 7. Curva patréon de malonaldehido
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II. 2. 3. 13. Determinacion de la acidez titulable (expresado como

porcentaje de acido lactico)

Para determinar la acidez titulable se sigui6 la técnica 16.247 de la

A.0.A.C.(1990).

Reactivos

e Solucion de NaOH 0,1 N

e Solucion alcoholica de fenolftaleina al 0,1 %




108 Material y Métodos

Procedimiento

Se pesaron 10 g de muestra y se homogeneizaron perfectamente con 105
ml de agua destilada calentada a 40° C. Se agit6 vigorosamente y se filtrd. Se
tomaron 25 ml de este filtrado (representan 2,5 g de muestra) y se afiadieron unas
gotas del indicador de fenolftaleina; a continuacién se titulé con una solucion de
NaOH 0,1 N. El resultado se expresé como acido lactico, sabiendo que 1 ml de

NaOH 0,1 N equivale a 0,0090 g de 4cido lactico.

II. 2. 4. Evaluacion de los atributos sensoriales

La estimacion subjetiva de cada uno de los atributos sensoriales evaluados
a los 30 dias de maduracion fue realizada por 20 catadores seleccionados entre
personal, con cierta experiencia, vinculado al Departamento y a la empresa. La
evaluacion de los parametros sensoriales se realizé en tres sesiones, coincidiendo
con el final de la maduracion de las tres partidas de salchichones en los periodos

de marzo de 1997, diciembre de 1997 y mayo de 1998.

Las sesiones se llevaron a cabo en la sala de cata del departamento con 10
puestos individuales y provistos de iluminacion adecuada y en la sala de catas de

la empresa.

Las muestras se presentaron a los catadores en lonchas de
aproximadamente 0,5 cm de grosor, servidas en una bandeja de plastico y junto a
la ficha de cata que se presenta a continuacion y que recoge los 14 atributos
sensoriales que se consideraron de mayor interés: relacionados con el aspecto,
olor, sabor, textura y aceptabilidad general, correspondiendo a cada uno de ellos

una escala horizontal de 10 puntos.
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ASPECTO

Grado de picado
Color

Aspecto visual al corte

Acortezamiento

Facilidad de separacion de la tripa

OLOR
Intensidad del olor

Presencia de olores extrafios

SABOR
Acidez

Picante

Presencia de sabores extrafios

Intensidad del sabor

TEXTURA

Dureza

Jugosidad

Aceptabilidad General

II. 2. 5. Tratamiento estadistico de los resultados

El andlisis estadistico de los resultados se realizo utilizando el paquete
estadistico “Statistica for Windows” de Statsoft, Inc. (1997). Se realizé un
Analisis de Varianza (ANOVA), de dos factores con repeticion. Un dised

factorial con varias medidas por casilla, que se ajusta al siguiente modelo:

Xﬂkz H+Pi+Tj+Ptij+ Eik

donde p es la medida general, P; es el efecto del tipo de cultivo adicionado al

salchichon, T; es el efecto del tiempo de maduracion, PTj el efecto de la
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interaccién entre ambos y g el efecto del valor individual k (parametro
determinado en salchichon) dentro de la combinacion i), es decir las posibles
causas de error no controlables. Una vez determinada la existencia de diferencias
significativas entre las diferentes muestras se aplicd la prueba de Tukey, para
realizar una comparacion multiple de medias, solo en los casos en los que el

Anova fue significativo.

Una vez realizados los andlsis de diferencias significativas y establecidas
las correlaciones entre los mismos, se realizaron diversos analisis
multidimensionales, como el andlsis de componentes principales, analsis factorial

y andlisis de “cluster”.
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I1I. RESULTADOS Y DISCUSION
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ITII. RESULTADOS Y DISCUSION

I1I. 1. COMPOSICION QUIMICA BRUTA

III. 1. 1. Evolucion de 1a humedad

En la Tabla 13 se muestran los valores medios de humedad y desviaciones
tipicas que presentaron los diferentes lotes de salchichones analizados,
expresados como g humedad/100 g muestra. En la Figura 8 se representa la

evolucion del contenido de humedad a lo largo del proceso de maduracion.

Como se puede observar se produce un descenso paulatino de la humedad
desde valores iniciales comprendidos entre 59,79 % (lote C) y 63,89 % (lote B)
hasta valores finales que oscilaron entre 36,93 (lote A) y 40,63 (lote C). Todos
los embutidos analizados, excepto los inoculados con el bioconservador tipo 2
(lote C), cumplen la Norma de Calidad para el salchichén (Presidencia del
Gobierno, 1980) que estima un contenido acuoso maximo del 40 % para las
categorias extra, primera y segunda. Las muestras de embutidos incluidas en el

lote C superaron ligeramente el porcentaje maximo de humedad permitido.

La reduccion del contenido de humedad comenzé durante el estufaje y se
hizo mas intenso a partir de la primera semana de maduracion, donde se
observaron las mayores pérdidas. Estas diferencias durante la evolucion del
proceso no fueron significativas entre las etapas de amasado y estufaje (p > 0,05),
aunque si se establecieron diferencias estadisticamente significativas entre el

resto de etapas (p < 0,001).

En cuanto al tratamiento, no se observaron diferencias significativas entre
lotes (p > 0,05), lo cual indica que el tipo de aditivo lactico afiadido no influye en

la modificacion del contenido de humedad.




114 Resultados y Discusion

Tabla 13. Porcentaje de humedad (media + desviacion tipica) de los distintos
lotes de salchichones analizados en las diferentes etapas del proceso de

elaboracion (expresado en g humedad/100 g salchichon).

Lotes Amasado Estufaje Secado Secado Secado Secado
1* semana 2% semana 3* semana 4* semana
A-Control 61,17£2,32 61,13+0,75 56,11+3,02 50,78+2,89 43,61+2,73 36,93+1,21
B-Bioconser. 1  63,89+2,12 61,39+1,14 57,13+1,80 52,54+2,35 45,16+1,21 39,28+1,03
C-Bioconser. 2 59,79+2,82 60,40+1,30 59,12+1,04 54,01+1,03 47,81+0,69 40,63+,097
D-Cultivo 1 61,37£0,86 61,91+0,76 55,80+1,97 49,71+2,01 45,35t0,51 38,06+0,73
E-Cultivo 2 61,26£1,39 61,70+0,71 57,10+2,46 50,25+2,58 44,22+2,03 38,93+1,39
70,00
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Figura 8. Evolucion del porcentaje de humedad de los distintos lotes de

salchichones durante la maduracion.
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Los valores determinados en este trabajo son ligeramente superiores a los
observados por otros autores en embutidos espafioles sometidos a un proceso de
elaboraciéon y maduracion similares. Gorospe et al. (1989) comprobaron que
salchichones de calidad extra con un porcentaje de humedad inicial de
56,5 £ 0,19, al final de la maduracién se reducia a 32,7 + 0,18. En otros trabajos
el porcentaje final es incluso inferior al 30 % (Astiasaran et al., 1990b; Ibafiez et
al., 1996). No obstante los valores obtenidos coinciden con los observados por
Coppola et al. (1995) que partiendo de embutidos con un contenido acuoso
inicial del 61,8 % y con un patron de desecacion similar, obtuvieron a los 30 dias
de maduracion embutidos con un 37,2 % de agua. Incluso, son ligeramente
inferiores a los observados por Diaferia et al. (1998) para salchichones italianos
comparables, que obtuvieron al final de la maduracion un porcentaje de humedad
del 43,77 %. Asimismo, Beriain ef al. (1993) determinaron valores finales que

superaron el 40 %.

La humedad es un pardmetro que, entre otros factores, esta influenciado
por el grado de picado de la masa carnica y ésta puede ser la causa de la
diferencia en el contenido final de humedad de nuestros embutidos con respecto
a los de otros trabajos similares. Los valores mas bajos de humedad recogidos en
la bibliografia corresponden a productos que fueron picados con una placa de
3 mm (Astiasaran et al., 1990a; Chasco et al., 1992a; Chasco et al., 1993)
mientras que nuestros embutidos fueron picados en placa de 8 mm. El grado de
picado mas grueso favorece procesos de desecacidon mas lentos, esto ya fue
observado por Keller et al. (1974) que obtuvieron mayores pérdidas en los
embutidos con picado mas fino, que en los de picado grueso, durante las ultimas
fases del periodo de maduracion. En trabajos mdas recientes, también se ha
comprobado que en chorizos de picado grueso los valores finales de humedad
superaban el 45 % (Beriain et al., 1989; Beriain et al., 1990; Astiasaran et al.,

1990a; Cid et al., 1992).
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La disminucion del pH, fundamentalmente en la etapa de estufaje, también
afecta al proceso de desecacion, ya que el pH acido provoca la desnaturalizacion
de las proteinas sarcopldsmicas que precipitan sobre las miofibrilares provocando
la reduccién de su capacidad de retencion de agua (Bello et al., 1974). En este
caso, se ha comprobado que los embutidos que mostraron al final de la
maduracidon mayores contenidos de humedad (lote C) coinciden con los que

presentaron los valores de pH mas altos.

Un aspecto muy relacionado con la disminucién de la humedad en el
proceso de maduracion de los embutidos es la pérdida de peso 6 merma que se
origina por la desecacion del producto. En la Tabla 14 se presentan los valores
medios y la desviacion tipica del porcentaje de pérdida de peso de los
salchichones analizados, y en la Figura 9 se representa graficamente la evolucion

de estos valores a lo largo de la maduracion.

Tras el procesado las piezas analizadas superaron en todos los casos el
30 % de pérdidas. Esta pérdida de peso se realizdé de forma gradual a partir del
estufaje, momento en el que se inicid la fase de secado. Durante el estufaje se
produjo una ligera pérdida de peso aunque no lleg6 a superar el 5 % de la merma
total. Tras la primera semana de maduracion los embutidos habian sufrido una
pérdida de peso superior al 13 %, excepto los inoculados con el cultivo iniciador
aislado, que solo perdieron el 9,65 %. Estas mermas suponen un 29 % de la
merma total para los embutidos del lote A y del 35 % para el resto y constituyen
la disminucién de peso mas importante que se efectud durante todo el proceso.
En la segunda semana, la dindmica de perdida de peso fue similar alcanzandose
valores que oscilaron entre el 18 % y el 23 % de mermas. En la tercera y cuarta
semana de secado las diferencias entre las mermas de los distintos lotes de
embutidos se atentian consiguiéndose al final un porcentaje de pérdida de peso

total que oscild entre el 32,65 % (lote C) y el 33,77 % (lote E).
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Tabla 14. Porcentaje de pérdida de peso (media + desviacion tipica) de los

distintos lotes de salchichones analizados en las diferentes etapas del proceso de

elaboracion.
Lotes Amasado Estufaje Secado Secado Secado Secado
1% semana 2% semana 3% semana 4* semana
A-Control 0,00 1,95+42,48 13,62+3,61 23,05+3,68 28,44+2,32  33,31+1,78
B-Bioconser. 1 0,00 1,45+1,32 13,16+1,36 21,86+2,99 27,98+1,54  32,90+1,28
C-Bioconser. 2 0,00 1,85+1,74 13,13+2,62 21,83+2,89 27,65+1,43 32,65+1,18
D-Cultivo 1 0,00 1,52+1,47 13,16+2,74 22,26+2,10 28,13+0,73  32,79+0,69
E-Cultivo 2 0,00 1,93+1,93 13,994+3,24 23,43+2,24 28,97+1,12  33,77+0,91
40,00
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Figura 9. Evolucion de las pérdidas de peso experimentadas por los distintos

lotes salchichones durante la maduracion.
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Coppola et al. (1995) determinaron durante los primeros 7 dias de
maduracion el 50 % de la pérdida de peso total, mientras que en nuestros
embutidos a los 9 dias s6lo se habia determinado alrededor del 40 % de la merma

total.

Como se puede apreciar en la Figura 9, la pérdida de peso increment6 a
medida que avanzaba la maduracion y las diferencias observadas entre las
distintas etapas del proceso fueron estadisticamente significativas (p < 0,001). En
cuanto al tratamiento, las diferencias estimadas no fueron significativas
(p > 0,05), lo cual indica que el tipo de cultivo afiadido no afect6 al proceso de

desecacion del producto.

Como se ha mencionado, la mayor pérdida de peso se evidencio tras la
primera semana de desecacion donde se determiné el 34 % de la merma total
(valor medio de los 5 lotes), sin embargo no coincide con el momento en el que
se observaron las mayores pérdidas de humedad, que se produjeron en la ultima
semana de maduracion. Esto puede deberse a que la tripa utilizada en el proceso
de embutido se mantiene en remojo previamente y contiene una humedad que es
cuantificada en la medida de las mermas pero no en la medida del contenido
acuoso, ya que este método requiere la retirada previa de la tripa. Esta humedad
exterior se elimina rapidamente cuando los embutidos son trasladados a la
camara de maduracion y constituye una pérdida de peso adicional por la
evaporacion de este agua, aunque no supone una disminucion proporcional del
contenido acuoso de la muestra. No obstante existe una correlacion negativa y
altamente significativa entre el contenido de humedad y las pérdidas de peso
(r =-0,9436; p < 0,001) que se corresponde con el hecho de que la pérdida de

peso se debe a la eliminacion del agua del producto durante la maduracion.

A pesar de que nuestros embutidos cumplen la Norma de Calidad que

establece la Legislacion Alimentaria Espafiola en lo que se refiere al contenido
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de humedad, quizéas hubiera sido conveniente prolongar el periodo de desecacion
una semana mas con el fin de conseguir un producto mas estable, aunque desde
el punto de vista industrial esto no es beneficioso ya que las mermas hacen

disminuir el peso del producto y por tanto su rendimiento econdmico.

I1I. 1. 2. Porcentaje de proteinas

En la Tabla 15 se exponen los porcentajes medios de proteinas y las
desviaciones tipicas de los salchichones analizados, y en la Figura 10 se
representa su evolucion a lo largo de la maduracion. Estos valores estan

expresados como g proteina/100 g sustancia seca.

Como puede observarse en la Figura 10, el porcentaje de proteinas se
mantuvo practicamente constante durante todo el proceso, con un rango de
oscilacion comprendido entre el 44,59 % y el 49,42 % y un valor medio de
46,57 % para todas las muestras analizadas (Tabla 15). No se apreciaron
diferencias significativas (p > 0,05) ni entre lotes ni en las distintas etapas de la
maduracion y todos los embutidos estudiados rebasaron el contenido proteico
exigido por la Legislacion Alimentaria Espafiola (Presidencia del Gobierno,
1980) que estima una cantidad minima de proteinas del 30 % (expresado sobre

extracto seco) para los salchichones de categoria extra.

Los valores obtenidos en este estudio, cercanos al 45 % (g proteina/100 g
materia seca), son mas elevados que los obtenidos por otros autores para
embutidos de caracteristicas similares, en torno al 30 % (Astiasaran et al., 1990b;
Cid et al., 1992; Chasco et al., 1992a, 1993; Beriain ef al., 1993; Kostenko et al.,
1998). Sin embargo, se aproximan a los determinados por Cordoba y Fernandez-

Salguero (1988) para salchichones de categoria extra, donde obtienen un valor
medio de 38,25 %.
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Tabla 15. Porcentaje de proteinas (media + desviacion tipica) de los distintos

lotes de salchichones analizados en las diferentes etapas del proceso de

elaboracion (expresado en g proteina/100 g sustancia seca).

Lotes Amasado Estufaje Secado Secado Secado Secado
1* semana 2% semana 3% semana 4* semana
A-Control 46,75+4,37 49,42+0,44 47,95+3,03 46,52+1,18 45,27+1,97 45,10+1,34
B-Bioconser. 1 48,32+3,28 47,14+1,98 47,60+2,85 47,49+2,17 44,9212,51 44,66+2,96
C-Bioconser. 2 44,64+3,39 47,32+2,06 49,36+2,62 47,89+1,66 47,03+1,64 44,59+1,90
D-Cultivo 1 47,27+2,40 47,5312,76 47,05+1,95 45,36+£1,68 46,04+2,04 44,75+1,73
E-Cultivo 2 46,55+3,28 47,21+0,83 47,04+1,64 45,24+2,06 44,68+2,02 46,30+3,05
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Figura 10. Evolucion del porcentaje de proteinas de

salchichones durante la maduracion.

los distintos lotes de
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II1. 1. 3. Porcentaje de grasa

Los valores medios de grasa (expresados como g grasa/100 g sustancia
seca) y las correspondientes desviaciones tipicas de los salchichones analizados
se muestran en la Tabla 16; y en la Figura 11 se representa la evolucion de este

porcentaje de grasa a lo largo de la maduracién de los embutidos.

Como puede observarse el porcentaje de grasa se mantiene practicamente
constante durante todo el proceso con valores que oscilan entre 35,63-41,49 % y
con un valor medio de 38,12 %. Todos los embutidos analizados cumplen la
Norma de calidad para salchichén (Presidencia del Gobierno, 1980) que
establece un porcentaje maximo de grasa del 57 % para salchichones de categoria

extra.

No se apreciaron diferencias significativas ni entre las distintas etapas de
maduraciéon ni entre los lotes de salchichones inoculados con los diferentes
aditivos lacticos. Los resultados conseguidos son ligeramente inferiores a los
obtenidos por otros autores para embutidos de caracteristicas similares (Cordoba
y Fernandez-Salguero, 1988; Beriain et al., 1989, 1993; Cid et al., 1992; Chasco
et al., 1992a, 1993) aunque son similares a los mostrados por Coppola et al.
(1995) para salami. Estas diferencias son debidas a las variaciones en el
contenido de humedad del producto, ya que a mayor porcentaje de humedad
menor contenido en grasa, y en este caso los valores de humedad obtenidos en

este trabajo son superiores a los observados por los citados autores.

I1I1. 1. 4. Porcentaje de cenizas

En la Tabla 17 se exponen los valores medios y las desviaciones tipicas
del porcentaje de cenizas expresado como g cenizas/100 g materia seca. Del
mismo modo, en la Figura 12 se representa la evolucion de este porcentaje a lo

largo de la maduracion.
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Como puede observarse el porcentaje de cenizas a lo largo de la
maduracidon permanece practicamente constante, no apreciandose diferencias
significativas (p > 0,05) entre las distintas etapas del proceso. El rango entre el
que oscila el porcentaje de cenizas esta comprendido entre 7,81 % y 8,96 %, con
un valor medio de 8,36 %. Estos datos coinciden con los observados por Beriain
et al. (1993) que obtuvieron un rango de valores comprendido entre 8,0 y 8,7 %
en embutidos de caracteristicas similares, y con los encontrados por Coppola et
al. (1995) para salami. No obstante, Cordoba y Fernandez-Salguero (1988) en un
estudio comparativo sobre salchichones obtuvieron porcentajes de cenizas de
11,16; 10,42; 8,91 y 8,76 %, para las categorias extra, primera, segunda y tercera,

respectivamente.

III. 1. 5. Cantidad de acido lactico

En la Tabla 18 se representan los valores medios y las desviaciones tipicas
de la cantidad de acido lactico (expresado como mmoles acido lactico / 100 g
materia seca) determinada en los distintos lotes de embutidos analizados. La
evolucion de estos valores a lo largo de la maduracion se representa en la Figura
13.

Durante la fase de estufaje la cantidad de &acido lactico inicial se vio
incrementada, aproximadamente, en 1,5 veces, aunque este incremento fue mas
acusado en los salchichones inoculados con el cultivo iniciador 1 (lote D) que

casi duplicaron la concentracion inicial (Tabla 18).

En las dos semanas primeras semanas de maduracion la concentracion de
acido lactico siguid elevandose ligeramente alcanzandose los valores méaximos
para todos los lotes, que oscilaron entre 5,08 mmoles para los embutidos
inoculados con el cultivo iniciador aislado (lote B) y 6,44 mmoles para los
inoculados con el cultivo comercial 1. Durante las dos ultimas semanas del

proceso la cantidad de 4cido lactico disminuyd ligeramente, aunque este
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Tabla 16. Porcentaje de grasa (mediatdesviacion tipica) de los distintos lotes de
salchichones analizados en las diferentes etapas del proceso de elaboracion

(expresado en g grasa/100 g sustancia seca).

Lotes Amasado Estufaje Secado Secado Secado Secado
1* semana 2% semana 3% semana 4% semana
A-Control 38,43+2,44 39,63t+2,10 39,67+2,91 38,15+1,49 38,47+2,53 37,74+2,58
B-Bioconser. 1 38,16+1,56 37,54+1,78 41,49+1,67 37,47+1,60 38,11+2,84 36,72+2,36
C-Bioconser. 2 38,78+2,11 35,63+3,09 38,53+3,61 38,92+4,08 37,50+2,35 37,30+2,06
D-Cultivo 1 37,32+1,49 38,12+1,34 38,98+1,76 38,67+1,61 37,08+2,34 35,05+2,05
E-Cultivo 2 36,61+1,43 40,78+2,72 38,04+3,54 37,25+0,90 38,79+2,03 38,71+1,57
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Figura 11. Evolucion del porcentaje de grasa de los distintos lotes de

salchichones durante la maduracion.
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Tabla 17. Porcentaje de cenizas (media £ desviacion tipica) de los distintos lotes

de salchichones analizados en las diferentes etapas del proceso de elaboracion

(expresado en g cenizas/100 g sustancia seca).

Lotes Amasado Estufaje Secado Secado Secado Secado
1* semana 2% semana 3% semana 4* semana
A-Control 8,43+1,16  8,04+0,81 8,32+0,36  8,20+0,55  8,04+0,25 7,81+0,28

B-Bioconser. 1 8,96+0,92

C-Bioconser. 2 8,17+1,01

8,564+0,39  8,65t£0,34  8,62£0,44  8,32+0,66  8,30£0,79

7,92+0,78  8,81£0,56  8,76+0,53  8,59+0,53  8,40+0,42

D-Cultivo 1 8,54+0,72  8,51+0,56  8,41+0,27  8,15+0,33  8,45+0,41 8,18+0,36
E-Cultivo 2 8,37+0,90  8,67+0,30  8,56+0,35 8,32+0,46  8,30+0,26  8,32+0,47
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Figura 12. Evolucién del porcentaje de cenizas de los distintos lotes de

salchichones durante la maduracion.
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descenso fue desigual para los distintos lotes, siendo més acusado en los lotes de
embutidos inoculados con cultivos iniciadores comerciales (lotes D y E) y menor

en el inoculado con el bioconservador tipo 2.

Como puede apreciarse en la Figura 13, donde se representa la evolucion
de la cantidad de acido lactico durante la maduracion, los salchichones de los
lotes D y E mostraron valores de 4cido lactico superiores. Estas diferencias, con
respecto al resto de embutidos, son estadisticamente significativas (p < 0,001) e
indican que la adicién de los cultivos iniciadores comerciales utilizados en la
elaboracion de los salchichones de los lotes D y E estimulan en mayor medida la
produccion de acido lactico durante el proceso de maduracion que el resto de

aditivos lacticos empleados.

En cuanto a la evolucién se han observado diferencias significativas
(p < 0,05) entre las distintas etapas de la maduracion, siendo los valores
obtenidos en el amasado inferiores al resto de etapas; y los obtenidos en el
estufaje, primera y segunda semana superiores a los determinados en la tercera y

cuarta semanas.

Las concentraciones de acido lactico determinadas en los salchichones de
los lotes D y E coinciden con las observadas por Kostenko et al. (1998) en
embutidos inoculados con cultivos iniciadores de nueva generacion (compuestos
por una mezcla de bacterias 4cido lacticas y micrococéceas) y con las obtenidas
por Bello y Séanchez-Fuertes (1997) al inocular Pediococcus pentosaceus a
embutidos. Estos valores son, sin embargo, inferiores a los determinados por
Montel et al. (1992, 1993) en embutidos en los que se utilizaron cepas de
Lactobacillus  sake como cultivos iniciadores y donde obtuvieron
concentraciones de acido lactico superiores a 10 mmoles/100 g materia seca. No
obstante, Garriga et al. (1988) no encontraron diferencias significativas en la

produccion de 4cido lactico de embutidos con o sin cultivo iniciador.
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Tabla 18. Cantidad de acido lactico (media * desviacion tipica) de los distintos
lotes de salchichones analizados en las diferentes etapas del proceso de

elaboracion (expresado en mmoles/100 g sustancia seca).

Lotes Amasado Estufaje Secado Secado Secado Secado
1* semana 2% semana 3* semana 4" semana
A-Control 3,47+0,37 4,75+0,15 4,81+0,40 5,21+0,26 4,02+0,85 4,24+0,36

B-Bioconser. 1 3,63+0,21 4,95+0,85 5,08+1,06  5,02+0,41 4,59+0,12  4,23+0,60

C-Bioconser. 2 3,03+0,37 4,77+0,38 4,99+0,38  5,23+0,28  4,90+0,30  4,75£0,30

D-Cultivo 1 3,42+0,14 6,30+0,29 6,05+0,38 6,44+0,12 5,44+0,54 4,70+0,36
E-Cultivo 2 3,40+0,18 5,52+0,28 5,84+0,92 5,63+0,16 4,86+0,52 4,23+0,27
7,000
- ~ + a
0 —&—b
S 6,000 —A—cC
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Figura 13. Evolucion de la cantidad de acido lactico de los distintos lotes de

salchichones durante la maduracion.




Resultados y Discusion 127

Por otro lado, en embutidos de maduracion lenta Girard et al. (1989)
obtuvieron concentraciones de 7-11 mmoles de acido lactico, mientras que Liicke
(1985) y Demeyer et al. (1992) determinaron concentraciones de 27,77 y

35,60 mmoles, respectivamente, en embutidos sin adicién de cultivo iniciador.

La cantidad de acido lactico estd inversamente correlacionada con el pH
(r=-0,8238; p < 0,001), esto se ha confirmado al comprobar que los valores
mas bajos de pH se corresponden con las maximas cantidades de acido lactico
determinadas, excepto en el dia 16 que pese a no existir diferencias en el pH
entre los distintos lotes de embutidos, la cantidad de acido lactico fue mas

elevada en los salchichones de los lotes D y E que en el resto.

También se ha establecido una correlacion altamente significativa entre el
contenido de 4cido lactico y el recuento de lactobacilos (r = 0,8046; p < 0,001);
en este caso se ha comprobado que los mayores recuentos de lactobacilos,
determinados en los embutidos inoculados con los cultivos comerciales (lotes D

y E), coinciden con los méaximos contenidos de 4cido lactico.

I1I. 2. PARAMETROS QUIMICOS Y FISICO-QUIMCOS

I1I. 2. 1. Evolucion del pH

En la Tabla 19 se muestran los valores medios y las desviaciones tipicas
estandar del pH de las muestras de salchichones analizados. Y en la Figura 14 se
muestra la evolucion de estos valores a lo largo de la maduracion de los

embutidos.

Como puede observarse en la Figura 14, durante la fase de estufaje se
produce un descenso del pH, que es mas acusado en los embutidos inoculados
con los cultivos iniciadores (lotes D y E), y que supone una disminucion de los

valores iniciales (superiores a 6,0) de aproximadamente media unidad de pH en
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los lotes A, B y C y de una unidad en los lotes D y E. Esta caida del pH se debe a
la actividad fermentativa de los microorganismos involucrados en la maduracion

que producen sustancias capaces de liberar protones.

Durante las dos primeras semanas de secado se produce cierta estabilidad
del pH que se mantiene practicamente constante debido a la existencia de un
equilibrio 4cido-base entre las sustancias acidas y las alcalinas de nueva
formacion. Esta relativa estabilidad no se aprecia en los embutidos de los lotes A
y C, cuyo pH sigui6 descendiendo hasta el dia 16. En este momento se
alcanzaron los minimos valores de pH en todos los lotes, excepto en el D y E que
lo consiguen los dias 2 y 9, respectivamente. Este valor minimo puede
interpretarse como el momento en el cual cesa la liberacion de protones y en
nuestro estudio oscilo entre 5,16 para los lotes Ay Cy 5,25 para el E (Tabla 19).
Finalmente en las tltimas semanas de maduracion se produce un ligero
incremento, comun para todos los lotes, que eleva el pH alrededor de 0,2
unidades, aunque en el lote C, este incremento fue mayor, concretamente de 0,37

unidades de pH. Esta subida puede deberse al predominio de sustancias alcalinas.

Durante la fermentacion de los embutidos se produce una interaccion entre
el metabolismo de los carbohidratos y las proteinas que afecta a la concentracion
de protones. En las etapas iniciales de la maduracion, la actividad proteolitica de
las endopeptidasas microbianas (Vignolo ef al., 1988) y de las catepsinas de la
carne (Demeyer y Samejima, 1991; Demeyer, 1992) liberan aminoacidos que
pueden ser metabolizados por los microorganismos convirtiéndolos en

compuestos basicos que provocan la elevacion del pH en el producto final.

Estas diferencias de pH entre las distintas etapas de la maduracion son
significativas (p < 0,001), sin embargo, no se apreciaron diferencias entre los

distintos lotes de embutidos (p > 0,05), a pesar de que en la etapa de estufaje el
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Tabla 19. Valores de pH (media + desviacion tipica) de los distintos lotes de

salchichones analizados en las diferentes etapas del proceso de elaboracion.

Estufaje Secado

Lotes Amasado Secado Secado Secado
1* semana 2% semana 3% semana 4* semana
A-Control 6,05+0,15 5,63+0,32 5,26+0,14 5,16+0,10 5,41+0,19 5,37+0,12
B-Bioconser. 1 6,01+£0,17 5,4140,34 5,27+0,12 5,23+0,12 5,35+0,24 5,44+0,21
C-Bioconser. 2 6,09+0,23 5,63+0,18 5,40+0,07 5,16+£0,06 5,66+0,09 5,53+0,11
D-Cultivo 1 6,05:0,17  5,24+0,16 5,20+0,06 5,24+0,06 5,47+0,23 5,50+0,30
E-Cultivo 2 6,08+0,18  5,25+0,11 527+0,11 5,28+0,17 5,48+0,23 5,46+0,20
6,60
6,40
6,20
6,00
:',_-:,_5,80
5,60
5,40
5,20
5,00
0 5 10 15 20 25 30
Dias de maduracion
Figura 14. Evoluciéon del pH en los salchichones analizados durante la

maduracion.
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pH descendidé mas rapidamente en los embutidos de los lotes D y E, estas

diferencias se atenuan a medida que avanza el proceso.

El proceso de acidificacion observado en los salchichones estudiados se
ajusta al descrito por Bello y Sanchez-Fuertes (1997) que afirman que el mayor
descenso del pH se produce en el segundo dia de maduracion, coincidiendo con
los mayores niveles de desarrollo microbiano, también aseguran que en el tercer
dia se inicia una fase estacionaria y a partir del dia 14 se produce un ligero
incremento del pH. Asimismo, Montel ef al. (1993) en salchichones inoculados
con cultivos compuestos por cepas de Lactobacillus sake obtuvieron mayor

descenso del pH tras el estufaje que en los salchichones sin cultivo inciador.

Por otro lado, los valores observados para el pH al final del proceso se
muestran coincidentes con los sefialados por distintos autores para embutidos
similares (Ibafiez ef al.,1996; Montel et al., 1993; Kostenko et al., 1998; Cérdoba
y Fernandez-Salguero, 1988; Serrano, 1979) aunque son ligeramente superiores a
los determinados por otros autores que han sefalado valores de pH final
inferiores a 5,0 en productos elaborados y madurados en condiciones similares a
las mostradas en este trabajo (Gorospe et al., 1989; Astiasaran et al., 1990a;

Demeyer et al., 1992; Chasco et al., 1993; Bello y Sanchez-Fuertes, 1997).

Se han establecido correlaciones entre el valor de pH y el contenido de
acido lactico de las muestras analizadas (r = -0,8238; p < 0,001), de forma que
los menores valores de pH coinciden con las mayores concentraciones de acido
lactico en el dia 16 de maduracion, lo cual confirma que el acido lactico es la
molécula de mayor influencia en la definicion del pH. Por otro lado, también se
ha establecido una correlacion negativa muy significativa (p < 0,001) entre el pH
y el contenido de NNP en el embutido, que indica que la proteolisis es mas
intensa en medios 4acidos, esto ha sido comprobado previamente en otras

investigaciones (Lois et al., 1987; Verplaetse et al., 1992; Flores et al., 1997).
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Finalmente, se ha observado una correlacion altamente significativa entre la
evolucion del pH y el contenido de nitritos durante la maduracion de los
embutidos (r = 0,8708; p < 0,001). El fuerte descenso del pH en el estufaje
coincide con la reduccion del 70 % del nitrito inicial, esto es debido a que a pH
inferior a 5,5 se produce la reduccion de los nitritos a 6xido nitrico, que se lleva a
cabo por la presencia de sustancias reductoras en el medio acidificado o por la

accion de microorganismos reductores.

La flora microbiana presente en los embutidos también se ve afectada por
el pH. Se ha observado una correlacion negativa entre el pH y el recuento de
lactobacilos (r = -0,8194; p < 0,001), que indicaria que los menores valores de
pH coinciden con los mayores recuentos de lactobacilos, no obstante, en nuestro
caso, esta premisa solo se cumple exactamente en los embutidos inoculados con
los cultivos iniciadores comerciales (lotes D y E) después del estufaje (dia 2).
Estos resultados estan en consonancia con los obtenidos por Ibafiez et al. (1996)
que en embutidos inoculados con un cultivo compuesto por Lactobacillus
plantarum 'y Staphylococccus carnosus comprobaron que la mayor acidificacion

coincide con los mayores recuentos de flora lactica.

Por otro lado, el descenso del pH también se refleja en el desarrollo de la
flora Gram negativa (enterobacterias y coliformes), que disminuye a medida que
se reduce el pH; en nuestro estudio se establece una correlacion positiva
significativa entre el pH y las enterobacterias, y entre el pH y los coliformes; con
un coeficiente de r = 0, 5723 y r = 0,5707, respectivamente. Este hecho esta
suficientemente contrastado y algunos autores afirman que la flora Gram
negativa puede llegar incluso a desaparecer inhibida por el descenso del pH y por

el predominio de la flora lactica (Coretti, 1971; Liicke, 1987).
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II1. 2. 2. Cantidad de cloruro sodico

La cantidad media de cloruro sédico (expresado como g NaCl/100 g
materia seca) y la molalidad del NaCl en la fase acuosa de los embutidos
analizados se muestran en las Tablas 20 y 21. La evolucion de estos parametros a

lo largo de la maduracién se representa en las Figuras 15 y 16.

Como se puede observar en la Figura 15, la cantidad de NaCl permanece
practicamente constante durante todo el proceso con un valor medio (Tabla 20)
de 5,18 g/100 g materia seca, no apreciandose diferencias significativas
(p > 0,05) entre las distintas etapas de la maduracion. No obstante, cuando
consideramos la concentracion de sal en la fase acuosa (molalidad), en la que la
sal se encuentra disuelta, se observa (Figura 16) un incremento desde valores
iniciales, comprendidos entre 0,49-0,55 %, hasta finales que oscilaron entre
1,15-1,45 %; esto supuso un incremento superior a 2,6 veces la concentracion
nicial. En este caso se observa que existen diferencias significativas (p < 0,001)
entre las diferentes etapas del proceso, excepto entre las de amasado y estufaje,
produciéndose un incremento progresivo desde los valores iniciales. En cuanto a
las diferencias entre lotes, se ha observado que los embutidos inoculados con el
bioconservador tipo 2 (lote C) presentaron unos valores de molalidad del NaCl
ligeramente inferiores (p < 0,05) que el resto de embutidos, estas diferencias
pueden ser debidas a una mayor dilucion de la sal, ya que el contenido acuoso de
estos embutidos al final de la maduracion fue ligeramente mas elevado que en el

resto (p > 0,05).

Los valores de NaCl obtenidos en este trabajo son similares a los
determinados por (Serrano, 1979; Beriain et al., 1989; Cid et al., 1993) aunque
ligeramente inferiores a los mostrados por otros autores que obtuvieron
porcentajes superiores a 6,00 para salchichones de caracteristicas analogas

(Chasco et al., 1992a-1992b; Beriain ef al., 1993).
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Tabla 20. Cantidad de cloruro sédico (media + desviacion tipica) de los distintos
lotes de salchichones analizados en las diferentes etapas del proceso de

elaboracion (expresado en g NaCl/100 g sustancia seca).

Lotes Amasado Estufaje Secado Secado Secado Secado
1% semana 2% semana 3*semana 4% semana
A-Control 5,05+0,51 5,22+0,36 5,10+0,27 5,38+0,28 5,31+0,30 4,98+0,21
B-Bioconser. 1 5,56+0,71 5,25+0,85 5,16+0,29 5,30+0,42 5,32+0,52 5,19+0,57
C-Bioconser. 2 4,27+0,47 4,72+1,07 5,22+0,61 5,20+0,14 5,56+0,26 5,20+0,91
D-Cultivo 1 4,60+0,87 5,18+0,45 5,30+0,28 4,94+0,44 5,35+0,43 5,13+0,29
E-Cultivo 2 4,83+0,84 5,74+0,71 5,54+0,31 5,38+0,43 5,42+0,35 5,15+0,31
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Figura 15. Evolucion de la cantidad de cloruro sddico en los distintos lotes de

salchichones durante la maduracion.
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Tabla 21. Molalidad del cloruro sodico en la fase acuosa (media £ desviacion
tipica) de los diferentes lotes de salchichones analizados en las distintas etapas

del proceso de elaboracion.

Lotes Amasado Estufaje Secado Secado Secado Secado

1* semana 2% semana 3% semana 4* semana

A-Control 0,55£0,03  0,57+0,03 0,68+0,07 0.89+0.08 1,18+0,09 1.45+0 06
B-Bioconser. 1 0,53:0,03  0,56+0,07 0,6740,08 0.83+0.14 1114015 1,37+0.15
C-Bioconser. 2 049:0,04  0,53+011 0,6240,05 0.76:0,04 1,04+0,03 1,30+0.23
D-Cultivo 1 0494009  0,55:0,05 0724010 0.86+0.13 1,10+0,10 1.43+0.10
E-Cultivo 2 052¢0,06 0,61+0,06 0724010 092+013 1,17+0,14 1,38+0.06
1,60
+a
1,40 —&—b
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1,20 d
—¥%—e
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Figura 16. Evolucion de la molalidad del NaCl en la fase acuosa de los distintos

lotes de salchichones durante la maduracion.
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En cuanto a la molalidad del NaCl, Cordoba y Fernandez-Salguero (1988)
obtuvieron valores proximos a los nuestros y Serrano (1979) cuantific6, al final
del proceso, un incremento de la concentracion de sal en la fase acuosa de 2,8

veces la inicial.

Por otro lado, se ha establecido una correlacion negativa altamente
significativa entre la molalidad del NaCl y el contenido acuoso de la muestra

(r = 10,9596, p < 0,001).

I11. 2. 3. Evolucion de la actividad de agua (a,)

Los valores medios y desviaciones tipicas de la actividad de agua (a,,) de
los salchichones analizados se exponen en la Tabla 22, y en la Figura 17 se
representa la evolucion de estos valores a lo largo de la maduracion de los

embutidos.

La a, disminuy6 paulatinamente desde valores iniciales proximos a 0,980
hasta 0,928 para los lotes A, By D y 0,925 para el E. Los embutidos del lote C

consiguieron una a,, final de 0,936.

Como se puede apreciar en la Figura 17, hasta los 9 dias de maduracion la
reduccion de la a,, fue similar para todos los lotes, pero a partir de este momento
los salchichones del lote C presentaron una disminucioén de la a,, menos acusada
que el resto y que marca las diferencias entre los distintos lotes al final del
proceso. Las diferencias entre los embutidos del lote C y el resto fueron
estadisticamente significativas (p < 0,05) al igual que las observadas a lo largo de

la maduracion (p < 0,001) entre las distintas etapas del proceso.

Se ha establecido una correlacion positiva altamente significativa entre la
ay y el porcentaje de humedad del producto (r = 0,9142; p < 0,001) y se ha

comprobado que los valores de a,, mas altos coinciden con los mayores
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contenidos de agua observados en el mismo. Otro parametro que presenta una
correlacion positiva con la ay, es el pH, segin Stiebing y Rodel (1988) el patron
de desecacion en embutidos crudos curados estd influenciado entre otros factores
por el pH. En nuestro caso se ha observado que en el producto final el lote que
presenta el mayor valor de pH coincide con el que tiene mayor a,, (lote C); no

obstante esta correlacion no siempre se produce (Ibafez et al., 1996).

Los valores de a,, observados en este estudio son ligeramente mas
elevados que los determinados por otros autores (Cordoba y Fernandez-Salguero,
1988; Astiasaran et al., 1990b; Chasco et al., 1992a; Beriain et al., 1993; Ibanez
et al., 1996) aunque estarian dentro del rango de a,, estimado por Leistner y
Wirth (1972) para embutidos fermentados que oscila entre 0,83 y 0,96 con una
media de 0,91. No obstante, los valores de a,, observados al final del estudio,
comprendidos entre 0,925 y 0,936, superaron el limite minimo de 0,91 de a,
establecido por Chiriffe y Favetto (1992) para inhibir a todos los patdgenos,
excepto a Staphylococcus aureus, en condiciones aerobicas. A pesar de la a,,
elevada al final del proceso este hecho no constituye un riesgo para la estabilidad
del producto ya que la posible presencia de microorganismos patogenos y
contaminantes queda inhibida por la actuacién de los nitritos, los cuales se
incluyen en la secuencia de obstadculos que contribuyen a la estabilizacion de los

embutidos crudos curados (Leistner, 1994).

Como se ha mencionado anteriormente, la a,, s uno mas de los factores u
obstaculos que participan en la estabilidad microbioldgica de los productos
crudos curados y que tiene mayor repercusion a medida que avanza el proceso de
maduracion (Leistner, 1987). En nuestro caso se ha observado una relacion
directa entre la a, y los recuentos de enterobacterias y coliformes, con un factor
de correlacién de r = 0,7910 y r = 0,5715 (p < 0,001), respectivamente. Esto
confirma que la reduccion del la a,, inhibe el crecimiento de la microflora Gram

negativa responsable de numerosos defectos en embutidos, a su vez la inhibicién
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Tabla 22. Valores de la a,, (media = desviacion tipica) de los distintos lotes de

salchichones analizados en las diferentes etapas del proceso de elaboracion.

Lotes Amasado Estufaje Secado Secado Secado Secado
1* semana 2% semana 3% semana 4* semana
A-Control 0,975+0,003 0,973+0,003 0,965+0,005 0,950+0,008 0,942+0,007 0,928+0,007

B-Bioconser. I~ 0,977+0,004 0,971+0,002 0,962+0,003 0,955+0,015 0,943+0,011 0,928+0,010
C-Bioconser. 2 0,980+0,004 0,971+0,003 0,965+0,002 0,960+0,007 0,950+0,007 0,936+0,003
D-Cultivo 1 0,982+0,002 0,968+0,003 0,960+0,007 0,949+0,010 0,942+0,005 0,928+0,007

E-Cultivo 2 0,979+0,002 0,966+0,004 0,963+0,006 0,948+0,008 0,942+0,010 0,925+0,008

0’920 L L L L L
0 b 10 15 20 25 30

Dias de maduracién

Figura 17. Evolucion de la actividad de agua en los distintos lotes de

salchichones durante el proceso de maduracion.
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de estos microorganismos favorece el desarrollo de la flora beneficiosa
responsable de la maduracion: micrococaceas (estafilococos y micrococos) y

bacterias acido-lacticas.

Por otro lado se establece una correlacion negativa entre la a, y el
porcentaje de perdida de peso del producto (mermas) (r =-0,9073; p <0,001), de
forma que la disminucién de la a,, se produce de forma simultdnea al incremento
de las pérdidas de peso. También se establece una relacion negativa entre la a,, y
la molalidad del cloruro sédico en la fase acuosa (r = - 0,9336; p < 0,001) que
indica que la reduccion de la a,, coincide con un aumento en la concentracion de
los solutos en la fase acuosa. En los productos carnicos de humedad alta (bacon,
butifarra, productos cocidos, paté...) es posible calcular la a,, en funcion de la
molalidad del cloruro soédico en la fase acuosa a través de una ecuacion

predictiva utilizada por Fernandez-Salguero y Llinares (1985):

ay = 1,0048 — 0,0386 m

Esta ecuacion también ha sido utilizada con total validez en quesos con
mas del 40% de humedad (Marcos et al., 1981) y en productos pesqueros
enlatados (Gomez et al., 1987).

En la Tabla 23 se muestran los valores obtenidos al calcular la ay, a partir
de la ecuacion anterior, asimismo aparecen los valores de la a, determinada
experimentalmente y la diferencia entre ambas. Como puede observarse, la a,,
calculada segin la ecuacion (a,.) fue en todos los casos superior a la a,,
experimental (ay). Esto es logico ya que en el salchichon, ademas del cloruro
sodico, existen otros minerales que reducen adicionalmente la a, asi como
compuestos procedentes de la hidrélisis de las proteinas y de la fermentacion de

los azucares fundamentalmente, que también contribuyen a la reduccion de la a,,.
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Al estudiar las diferencias entre la a,, y a. (Tabla 23) puede comprobarse
que en las etapas de amasado, estufaje y primera semana de secado estas
diferencias son minimas, no superando el valor de 0,02, que es el limite
considerado por Labuza et al. (1976) como diferencia aceptable entre dos
métodos. Por tanto, se considera que el calculo de la a,, a través de la mencionada
ecuacion es suficientemente exacto para los salchichones en los primeros
estadios de la maduracion. Sin embargo, en la segunda, tercera y cuarta semana
de secado, las diferencias entre la a,, y a,, fueron en algunos casos superiores a
0,02, por lo que no es aconsejable la utilizacion de esta ecuacion para el calculo
de la a,,. Esto fue previamente observado por Fernandez-Salguero et al. (1995),
que constataron que en los productos carnicos de humedad alta era posible
calcular la a, en funciéon de la molalidad con bastante exactitud, pero en los
productos carnicos de humedad intermedia (salchichon, chorizo, salami, jamoén
curado...) no es posible la utilizaciébn de la esta ecuacidon, ya que en estos
productos intervienen otros solutos y compuestos de bajo peso molecular
liberados durante la maduracion que reducen adicionalmente la a,, (Fernandez-

Salguero et al., 1994).

III. 2. 4. Cantidad de nitritos

Los valores medios de nitrito residual con sus desviaciones tipicas
(expresados como ppm de NaNO, /100g materia seca) de los distintos lotes de
salchichones analizados se muestran en la Tabla 24. En la Figura 18 se representa

la evolucion de estos datos a lo largo de la maduracion.

Como se puede apreciar en la Tabla 24, la concentracion inicial de nitritos
sufrid un brusco descenso durante la fase de estufaje, cayendo los valores desde
104,63 (lote A) y 113,88 (lote C) ppm de nitrito, hasta valores comprendidos
entre 22,38 y 30,77 ppm para los lotes C y B, respectivamente; esto supone un

descenso superior al 70% del nitrito inicial.
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Tabla 24. Cantidad de nitrito residual (media  desviacion tipica) de los distintos
lotes de salchichones analizados en las diferentes etapas del proceso de

maduracion (expresado en ppm NaNO,/100 g sustancia seca).

Lotes Amasado Estufaje Secado Secado Secado Secado
1% semana 2% semana 3% semana 4* semana
A-Control 104,63+10,03 26,41+4,92 2,46+1,17 4,46+2,14 4,54+2,37 3,31+1,13
B-Bioconser. 1 107,33+23,72  30,77+9,43 3,09+1,75 4,27+0,61 4,94+t2,41 3,54+0,92
C-Bioconser. 2 113,88+16,65 22,38+9,57 4,61+1,55 6,05+0,81 4,79+0,83 5,12+1,99
D-Cultivo 1 110,69+17,58 25,24+10,63 4,07+1,43 5,45+1,36 4,84+1,79 4,12+1,42
E-Cultivo 2 107,01+9,83 26,93+5,61 4,02+1,32 4,76+0,99 4,24+1,48 3,35+1,26
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Figura 18. Evolucion de la cantidad de nitrito residual de los distintos lotes de

salchichones durante la maduracion.




142 Resultados y Discusion

Durante la primera semana de maduracion la concentracion de nitritos
continu6 descendiendo hasta valores inferiores a 5 ppm, a partir de este momento
se estabilizd y no llegd a superar las 6 ppm de nitrito en el resto de la
maduracion. Las concentraciones obtenidas al final del proceso no superaron en
ningun caso el limite maximo permitido por la Legislacion Alimentaria Espafiola
que establece una concentracion de nitrito residual maxima de 50 ppm de NaNO,

para embutidos crudos curados (Presidencia del Gobierno, 1997).

La drastica reduccion de los niveles de nitrito residual en embutidos puede
explicarse por la elevada reactividad de este compuesto, segin Wirth (1991)
partiendo de niveles iniciales de aproximadamente 100 ppm de nitrito, después
de 10 dias de fermentacion la concentracion de nitrito se reduce a 10-20 ppm y

después de 30 dias de maduracion queda reducido a menos de 10 ppm.

En la Figura 18 se observa el brusco descenso del nitrito inicial, siendo los
valores obtenidos en las etapas de amasado y estufaje estadisticamente diferentes
que los obtenidos en el resto de etapas (p < 0,001). No obstante, no se observaron
diferencias significativas entre los embutidos inoculados con distintos aditivos

lacticos (p > 0,05).

Los valores obtenidos en este estudio son similares a los observados por
otros autores, que no superan las 10 ppm de nitrito residual al final de la
maduracion de los embutidos (Gorospe et al., 1989; Beriain et al., 1993; Ibéfiez
et al., 1996). No obstante Rincon et al. (1983) estimaron una concentracion de
nitritos en salchichones de 11,23 ppm, y Machinski (1996) obtuvo un valor

medio de 28,82 ppm de nitrito en salchichones de diferentes marcas comerciales.

La concentracion final de nitrito en los embutidos estd en gran medida
condicionada por el pH del producto, ya que el pH acido favorece la reduccion

del nitrito a 6xido nitrico, en este caso se ha comprobado una correlacion positiva
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entre el pH y la concentracion de nitritos (r = 0,7152; p < 0,001), de forma que el

descenso del pH provoca la reduccion de la concentracion de nitrito residual.

I1I. 2. 5. Evolucion del nitréogeno no proteico (NNP)

Los valores de NNP, expresados como g NNP/100 g nitrogeno total (NT),
para cada uno de los lotes de salchichones analizados se exponen en la Tabla 25.
Y en la Figura 19 se representa la evolucion del contenido de NNP a lo largo de

la maduracion.

Como puede observarse los valores estimados en la fase de amasado (dia
cero) sufren un incremento progresivo desde niveles comprendidos entre 5,51 y
6,17 % NT hasta valores de 7,50-8,00 % a los 30 dias de maduracion. Esta
diferencia supone un incremento que oscila entre el 19 % y el 31 % de los
valores de NNP iniciales. En el analisis estadistico no se observaron diferencias
significativas (p > 0,05) entre los distintos lotes de embutidos, aunque en la
Figura 19, puede apreciarse que existe un incremento del NNP a lo largo de la
maduracién que origina diferencias significativas (p< 0,05) entre las etapas del

proceso, excepto entre las fases de amasado y estufaje.

El incremento de la concentracion del NNP a medida que se desarrolla la
maduracion ha sido puesto de manifiesto por numerosos autores (Astiasaran et
al., 1990b; DeMasi et al., 1990; Cid et al., 1992; Flores et al., 1997), sin
embargo Ibaiez et al. (1997) obtuvieron una evolucion del NNP muy diferente,
los valores iniciales (11,8 g NNP/100 g NT) descendian tras el estufaje hasta 5,3
para elevarse hasta 17,3 (% NT) a los 17 dias de maduracion y volver a
descender hasta 15,0 (% NT) al final del proceso (24 dias). Asimismo, Ledn et
al. (1978) partiendo de valores iniciales de 4,66 g NNP/100 g materia seca
observaron un aumento progresivo del NNP hasta el dia 16 de maduracion,

donde se alcanzaron los maximos valores (5,56 g NNP) para descender
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Tabla 25. Cantidad de NNP (media + desviacion tipica) de los diferentes lotes de

salchichones analizados en las distintas etapas del proceso de elaboracion

(expresado en % NT).

Lotes Amasado Estufaje Secado Secado Secado Secado
1* semana 2% semana 3% semana 4* semana
A-Control 6,05+0,56 5,93+0,18 6,31+0,29 6,95+0,21 7,30+0,40 7,50+0,29
B-Bioconser. 1 5 52+1,00 5,98+0,63 6,55+0,45 6,92+0,30 7,67+0,55 8,00+0,74
C-Bioconser. 2 6,17+0,58 6,00+0,30 6,02+0,32 6,40+0,23 6,68+0,18 7,56+0,34
D-Cultivo 1 5,51+0,41 5,66+0,55 6,68+0,65 7,3310,27 7,46+0,22 7,94+0,16
E-Cultivo 2 5,69+0,36 6,11+0,21 6,51+0,56 7,19+0,46 7,54+0,60 7,52+0,44
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Figura 19. Evolucion del NNP en los distintos lotes de salchichones durante la

maduracion.
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posteriormente hasta 5,24 g NNP, valor que se determindé al final de la
maduracion. Estos valores s6lo supusieron un incremento del 11 % sobre el valor

micial.

Los valores finales de NNP obtenidos en este trabajo son similares a los
encontrados por Garriga et al. (1988), DeMasi et al. (1990) y Beriain et al.
(1993). Aunque son ligeramente superiores a los obtenidos por Cordoba y
Fernandez-Salguero (1988) en salchichones de diferentes categorias; e inferiores
a los determinados por Cid et al. (1992) e Ibanez et al. (1997) que obtuvieron
niveles de 20,5 y 15,0 (% NT), respectivamente, en salchichones con cuatro
semanas de maduracion. Los valores finales determinados por estos autores
(DeMasi et al., 1990; Astiasaran et al., 1990b; Cid et al., 1992) suponen un
incremento del NNP sobre los niveles iniciales de aproximadamente el 40 %, que
coinciden con los observados previamente por Wardlaw et al. (1973) y Dierick et
al. (1974) en embutidos fermentados, aunque son superiores a los observados por
nosotros que oscilaron entre el 19 y el 31 %. No obstante, los incrementos de
NNP obtenidos (Tabla 25) son semejantes a los determinados para otros
embutidos de mezcla, como el chorizo de picado grueso (Astiasaran et al., 1990a;
Beriain et al., 1990). Segin Cid et al. (1992), los productos con un grado mas
intenso de picado de la materia prima, sufren un mayor aumento del NNP
durante la curacion que los productos que mantienen mas integra la estructura de
su tejido muscular, ya que la rotura de las fibras facilita la actuacion de las

enzimas proteoliticas enddgenas.

Otro factor que favorece la actividad proteolitica es la acidificacion
(Astiasaran et al., 1990b; Burgos, 1981). En este estudio se ha observado que
existe una correlacion inversa altamente significativa (p < 0,001) entre el pH y el
contenido de NNP, de forma que a medida que desciende el pH incrementa la
fraccion de NNP presente en la muestra. Estos resultados coinciden con los

obtenidos por Lois ef al. (1987), Verplaetse et al. (1992) y Flores et al. (1997)
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que sefialaron que la hidrélisis proteica incrementaba en medio 4cido. Distintos
autores han tratado de explicar este fenomeno y coinciden en sefialar que cuando
el pH desciende por debajo de 5,4, la acidificacion que se produce favorece la
desnaturalizacion e insolubilizacién de las proteinas, y especialmente de las
proteinas miofibrilares que son mdas susceptibles a la proteolisis enzimatica de

origen microbiano (Klement y Cassens, 1974; Klement ef al., 1974).

Como se ha mencionado anteriormente, existen diferentes opiniones sobre
la participacion de los microorganismos en los fendmenos de proteolisis y
lipolisis durante la maduracioén de los embutidos crudos curados. La actuacion de
las bacterias lacticas en los fendmenos de proteolisis es muy discutida, y aunque
numerosos autores las consideran responsables de una importante accion
proteolitica (Naes y Nissen-Meyer, 1992; Naes et al., 1995; Hagen et al., 1996;
Montel et al., 1992, 1995; Fadda et al., 1998) otros autores han sefialado que esta
actividad es nula o muy débil (Law y Kolstad, 1983).

En cuanto a las micrococdceas, parece existir consenso en lo que se refiere
a su participacion en la degradacion proteica. Su actividad proteolitica y lipolitica
ha sido demostrada en numerosas ocasiones (Nordal y Slide, 1980; Liicke, 1987;
Sanz et al., 1988) y se ha observado que mayores recuentos en el nimero de
micrococaceas coincide con un incremento en la proteolisis (Ibafiez et al., 1996).
En nuestro estudio se ha establecido una correlacion positiva (r = 0,6823;
p < 0,001) entre el contenido de NNP y el nimero de microcociceas en el
embutido y se ha comprobado que, en cada etapa de la maduracion, los
embutidos que presentaron mayores recuentos de Micrococaeas coincidian con

los que tenian mayores valores de NNP.
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III. 3. MODIFICACION DE LOS INDICES DE OXIDACION DE LA
GRASA DURANTE LA MADURACION

I1I. 3. 1. Evolucion del indice de peréxidos

En la Tabla 26 se recogen los valores medios y las desviaciones tipicas del
indice de peroxidos (expresado como meq. Oy/kg grasa) de los distintos lotes de
salchichones analizados. En la Figura 20 se representa la evolucién de estos

valores a lo largo de la maduracion.

Los perdxidos se generan en los embutidos crudos curados a partir de los
acidos grasos libres liberados durante la lipolisis (Cantoni, 1967). Como puede
apreciarse en la Figura 20 el indice de perdxidos inicial, con valores
comprendidos entre 10,49 y 16,61 (meq O,/kg grasa), disminuyd ligeramente
durante la fase de estufaje y sufrié un aumento en las dos primeras semanas de
maduracion. Este incremento alcanzé sus valores maximos a los 16 dias, donde
se determinaron indices en el rango de 11,88-20,03, excepto los salchichones del
lote E, que mostraron su maximo valor en el amasado. A partir del dia 16
comenz6 un nuevo descenso que se prolongd durante la tercera semana para
estabilizarse o subir ligeramente en la cuarta. Los valores en el producto final
fueron muy similares a los iniciales, aunque ligeramente mas bajos. Las
diferencias observadas entre las distintas etapas de la maduracion fueron
estadisticamente significativas (p < 0,001) aunque no se apreciaron diferencias
significativas entre los salchichones adicionados de los distintos aditivos lacticos

(p > 0,05).

La disminucion de los valores iniciales de perdxidos durante los primeros
dias de maduracién, fue observada previamente por Rozier (1969) que atribuye
este descenso a la posible transformacion de estos en compuestos carbonilos, lo

cual, a su vez, supone un aumento del valor de TBA.
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Tabla 26. Indices de peroxidos (media + desviacion tipica) de los diferentes lotes
de salchichones analizados en las distintas etapas del proceso de elaboracion

(expresado en meq Oy/kg grasa).

Lotes Amasado Estufaje Secado Secado Secado Secado
1* semana 2* semana 3* semana 4" semana
A-Control 10,70+0,82  11,22+598 10,56+0,86 13,01+8,40 8,2145,07 12,06+5,49

B-Bioconser. 1 11,1614,44 7,53+£3,43 11,51£1,62 20,03+4,91 12,93+3,63 7,99+1,77
C-Bioconser. 2 16,61+4,19 9,25+2,85 10,92+1,68 17,21+6,97 8,86+0,44 9,73+3,32
D-Cultivo 1 10,49+3,59 7,10+£2,44 8,99+5,80 11,88+2,23 9,9415,46 12,98+2,03

E-Cultivo 2 14,98+5,89 10,16+3,71 9,32+4,69 14,15+£10,06 7,64+2,20 8,7313,49
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Figura 20. Evolucion del indice de peroxidos en los distintos lotes de

salchichones durante la maduracion.
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No obstante, las altas temperaturas a las que son sometidos los embutidos
en la etapa de estufaje, proximas a 20°C, incrementan los fenomenos de
oxidacion y de formacion de hidroperdxidos (Kemp, 1957; Flores, 1985), lo cual
no coincide con el descenso observado en nuestro estudio. Por otro lado, el indice
de peroxidos obtenido en el estufaje, que oscild entre 7,10 y 11,22, es superior al
observado por Leon y Millan (1977) que obtuvieron un valor de 2,34 meq Oy/kg

grasa.

El posterior aumento y descenso del indice de perdxidos podria
justificarse por la generacion de peroxidos que se produce tras el estufaje y la
consiguiente transformacion de estos en compuestos volatiles. Aunque, como se
ha dicho previamente, no se observaron diferencias significativas entre los
distintos lotes de embutidos, se puede apreciar que los embutidos inoculados con
bioconservadores (lotes B y C) y con el cultivo iniciador tipo 2 (lote E)

mostraron al final, valores ligeramente inferiores que el resto.

Los indices de perdxidos obtenidos en el producto final, comprendidos
entre 7,99 y 12,98 (meq O,/kg grasa) coinciden con los observados por otros
autores para embutidos de caracteristicas similares (Chasco ef al., 1992a-1992b;
Beriain et al., 1993), aunque son ligeramente inferiores a los observados por
Ledén y Millan (1977). En otro tipo de embutidos crudos curados, como es el caso
del chorizo, el contenido de perdxidos se reduce a cantidades traza ya que la
presencia de pimentdon en la formulacion ejerce un efecto protector, por su
naturaleza quimica carotenoide, frente a la oxidacion lipidica (Lizarraga et al.,
1989; Melgar et al., 1990; Astiasaran et al., 1990a). Es probable que en el
salchichon la presencia de pimienta en la formulacion tenga, como ha descrito

Berger ef al. (1990), cierto efecto antioxidante.

Los contenidos finales de perdxidos cuantificados en los salchichones

superan los 5 meq O,/kg grasa que establece Pearson (1968) como limite minimo
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detectable organolépticamente, por tanto, segin Demeyer (1974), el sabor final
de los embutidos estaria notablemente influenciado por los compuestos quimicos
resultantes de la modificacion de los lipidos. No obstante, la percepcion de los
productos procedentes de la oxidacion lipidica depende en gran medida del
umbral de deteccion de estas moléculas. Algunos investigadores opinan que la
aportacion al aroma de los productos derivados de la oxidacion lipidica es
insignificante y que so6lo se puede apreciar en ausencia de especias o ahumado,
que son los factores que mas contribuyen al aroma de los embutidos crudos
curados (Dominguez y Zumalacarregui, 1991; Berdagué et al., 1993; Stahnke,
1995b; Mateo y Zumalacarregui, 1996a). Por otro lado, se han llevado a cabo
analisis sensoriales relacionados con el olor de los embutidos que han
confirmado la importancia de las especias y de los compuestos de oxidacion
lipidica (Meyner et al., 1998). Los resultados obtenidos con este test de olor han
demostrado que la importancia de los compuestos volatiles en el aroma podrian
estar mas relacionados con su umbral de deteccion y su naturaleza quimica que
con su concentracion. Incluso, algunos olores fueron identificados por los
miembros del panel de catadores pero no tuvieron representacion en el analisis
quimico. De esto se puede concluir que las variaciones en el aroma entre
distintos tipos de embutidos puede deberse principalmente a las variaciones en la

formulacion de los ingredientes, sobre todo de las especias.

En el caso del jamoén curado, los compuestos volatiles procedentes de la
oxidacion lipidica son muy similares a los hallados en los embutidos crudos
curados, a excepcion de los terpenos procedentes de la pimienta negra. La
produccion de volatiles (aldehidos en particular) durante la maduracion del
jamon alcanza valores maximos hacia la mitad del proceso y decrece después,
mientras que en la segunda mitad de la maduracion se produce un incremento de
compuestos 3- y 2- metilbutanal (Antequera, 1990; Ventanas et al., 1992;

Buscailhon et al., 1993; Hinrichsen y Pedersen, 1995). Aunque la fermentacioén
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bacteriana no se considera un factor determinante en la maduracion de los
jamones curados, existen indicios de que ciertos microorganismos podrian estar
involucrados en la produccion de estos compuestos volatiles (Hinrichsen y
Pedersen, 1995). La mayor contribucion al aroma de los jamones curados se debe
a la actuacion de las proteinasas y lipasas enddgenas del musculo (Antequera,
1990; Cordoba, 1990; Berdagué et al., 1991; Lopez et al., 1992; Ventanas et al.,
1992; Buscaihlon et al., 1994b; Hansen-Moller et al., 1997; Virgili et al., 1997).

En cuanto a la contribucion de los compuestos procedentes de la oxidacion
lipidica en el aroma de los jamones curados, Hinrischsen y Pedersen (1995) no
encontraron correlacion entre los volatiles procedentes de las reacciones de
oxidacion y el desarrollo del aroma, aunque Lopez et al. (1992) asociaron el
tipico aroma de los jamones ibéricos al efecto combinado de las moléculas
volatiles, especialmente productos de la oxidacion lipidica. Esta relacion también
ha sido establecida para jamones curados franceses por Buscaihlon ef al. (1994a),
que establece que la lipolisis y la oxidacion lipidica juegan un importante papel

en la determinacion del aroma del jamon curado.

Finalmente, el grado de oxidacion de la grasa se ha asociado en ocasiones
con procesos de enranciamiento en productos crudos curados, lo cual derivaria en
una alteracion del producto. Pese a que el indice de perdxidos es una técnica
aceptable para detectar la oxidacion incipiente de los lipidos presentes en los
productos carnicos no es adecuado para establecer una correlacion entre sus

valores y el nivel de alteracion de la grasa (Melton, 1983).

I1. 3. 2. Evolucion del indice del acido tiobarbiturico (TBA)

Los valores medios y las desviaciones tipicas (expresados como mg
malonaldehido (MA) /kg de muestra) se muestran en la Tabla 27. La evolucion

de estos datos a lo largo de la maduracion se representa en la Figura 21.
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Como puede observarse en la Figura 21, los valores iniciales del indice de
TBA, comprendidos entre 0,19 y 0,30 mg MA/kg muestra, sufrieron un
incremento paulatino a lo largo de la maduracion, que se hizo mas acusado a
partir del noveno dia, hasta alcanzar los valores maximos, que oscilaron entre
0,70 y 0,90 (mg MA/kg muestra) al final de la maduracion. Esto supone un
aumento de alrededor de 3 veces la concentracion inicial de MA. Estos resultados
confirman los cambios oxidativos que se producen en los lipidos contenidos en

los embutidos crudos curados.

En lo que se refiere a la evolucion, se observaron diferencias significativas
(p < 0,001) entre las distintas etapas de la maduracion, siendo los valores
obtenidos en la segunda, tercera y cuarta semana de maduracion,
significativamente mas elevados que los obtenidos en el amasado, estufaje y
primera semana (p < 0,001). La evolucioén del indice de TBA observado en este
estudio fue similar al encontrado por Chasco et al. (1993) en salchichones, donde
partiendo de valores iniciales de 0,16 mg MA obtiene al final de la maduracion
una concentracion de 0,41 mg MA. Asimismo, Kenneally et al. (1998a)
obtuvieron a los 35 dias de maduracion los maximos valores en el indice de TBA
que oscilaron entre 1,5 y 3,5 mg MA. Nuestros lotes son ligeramente inferiores a
los que obtuvieron Beriain et al. (1993) en salchichones. Si comparamos con
otros productos carnicos crudos curados, como el salami, la curva de evolucion
del indice de TBA en la maduracion es similar al encontrado para salchichones,
aunque los valores finales son ligeramente mas elevados (Chasco et al., 1992b;
Chasco et al., 1993). En cuanto al chorizo, Melgar et al. (1990) observaron
pequefias variaciones en el valor de TBA durante la maduracion y lo atribuyeron

a la presencia de sustancias antioxidantes como el pimenton.
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Tabla 27. Indice de TBA (media £ desviacion tipica) en los diferentes lotes de

salchichones analizados en las distintas etapas del proceso de elaboracion

(expresado en mg MA/kg muestra).

Lotes Amasado Estufaje Secado Secado Secado Secado
I*semana  2%semana  3%semana 4" semana
A-Control 0,28+0,12 0,34+0,15 0,44+0,21 0,68+0,38 0,76+0,49 0,78+0,67
B-Bioconser. 1 0,30+0,17 0,36+0,23 0,50+0,36 0,67+0,53 0,83+0,71 0,90+0,76
C-Bioconser. 2 0,19+£0,02 0,24+0,04 0,32+0,06 0,49+0,08 0,64+0,09 0,70+0,10
D-Cultivo 1 0,25+0,05 0,35+0,13 0,49+0,30 0,61+0,45 0,76+0,55 0,90+0,66
E-Cultivo 2 0,29+0,14 0,34+0,18 0,50+0,34 0,73+0,47 0,79£0,58 0,88+0,81

Figura 21. Evoluciéon del indice del TBA en los salchichones analizados durante

el proceso de maduracion.
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De la misma forma, se ha descrito para productos carnicos cocidos una
actividad de los nitritos que reduce la oxidacion lipidica valorada segun el indice
de TBA (Shahidi et al., 1987); posteriormente Fereidoon et al. (1988)
comprobaron que el nitrito de sodio podia disminuir el incremento del valor de
TBA. Kuo ef al. (1986) también apuntaron que con la adicion de mayor cantidad
de nitrito sédico en la formulacion de embutidos crudos curados, el valor del
indice de TBA obtenido era mas bajo. Esto es debido a que el nitrito sédico actia
como antioxidante y como agente quelante, uniéndose a los metales pesados para
prevenir la oxidacidon de las grasa (Ockerman, 1972; Hadden et al., 1975;
Macdonald et al., 1980). Un efecto similar al del nitrito se ha comprobado para la
accion sinérgica de ciertas cantidades de ascorbato y tripolifosfato sédico cuando
actian juntos (Yun et al., 1987). En nuestro caso también se ha observado una
correlacion inversa entre el contenido de nitritos y el indice de TBA (r = 0,6619;

p < 0,001).

Aunque, como se ha mencionado previamente, el nimero de TBA, que
evalia la cantidad de MA formado durante la oxidacion de los acidos grasos
insaturados, es el indice mas aceptable para evaluar la oxidacion lipidica (Igene
et al., 1985; Gray y Pearson, 1987) se ha comprobado que el MA no es el iinico
reactivo que reacciona con el dcido 2-tiobarbitirico (Marcuse y Johansson, 1973;
Raharjo et al. 1993), por lo que este indice debe ser interpretado como el total de
sustancias reactivas al TBA. Los resultados relativos a la oxidacién pueden ser
mas altos que los reales debido a la probable formacion de MA durante el
analisis de hidroperoxidos residuales. Esto también podria explicar las ligeras

diferencias entre los seis tipos de embutidos analizados en nuestro estudio.

Por otro lado, el valor de TBA también estd influenciado por el
metabolismo microbiano, se considera que la oxidacion y enranciamiento de las
grasas se debe en parte a la actividad de lactobacilos y micrococos (Demeyer et

al., 1974; Reddy, 1975). Darmadji et al. (1990) y Marangkey et al. (1989)
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apuntaron que las bacterias dcido lacticas inoculadas a embutidos fermentados
podrian disminuir el indice de TBA. No obstante, se ha comprobado que en
embutidos inoculados con Staphylococcus xylosus y Staphylococcus carnosus, al
final de la maduracion, se obtienen mayores concentraciones de aldehidos y
cetonas (Montel et al., 1997). De la misma forma, en experiencias con cultivos
iniciadores mixtos de bacterias lacticas y micrococaceas (Lactobacillus sake +
Staphylococcus carnosus) se obtuvieron mayores concentraciones de estos
compuestos volatiles. En nuestro caso, la moculacion de cultivos iniciadores
mixtos a los embutidos (lotes D y E) ha proporcionado un ligero incremento del
valor de TBA frente a los lotes A y C; aunque Huang y Lin (1995) no observaron
ningiin efecto de los cultivos iniciadores sobre el valor de TBA en embutidos

crudos curados.

Se ha observado una correlacion positiva entre el indice de TBA y los
recuentos de estafilococos y micrococos, con coeficientes de correlacion de
r=0,6901 yr= 10,7377 (p < 0,001), respectivamente. Ademas se ha comprobado
que los mayores recuentos de estos microorganismos en el embutido se

corresponden con los mayores valores en el indice de TBA.

Los procesos oxidativos en embutidos crudos curados también se ven
afectados por la a,, (Nawar, 1995). La reduccioén de la a,, provoca la formacion de
compuestos con actividad antioxidante e mmpide el acceso del oxigeno al
alimento, de forma que reduce la oxidacion de la grasa. Esto se ha puesto de
manifiesto en nuestro estudio, donde se ha determinado una correlacion inversa
altamente significativa entre la a,, y el indice de TBA (r = - 0,9589; p < 0,001).
En este caso también se ha comprobado que los valores mas bajos de a,, se

corresponden con los mayores en el indice de TBA (lotes D y E).
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III. 4. EVOLUCION DE LOS RECUENTOS MICROBIOLOGICOS

III. 4. 1. Recuento total

En la Tabla 28 se muestran los valores medios y las desviaciones tipicas
de los recuentos de bacterias aerobias mesofilas (expresado como log ufc/g) de
los distintos lotes de embutidos analizados a lo largo de la maduracion. La
evolucion de dichos recuentos se representa esquematicamente en la Figura 22.
Como puede apreciarse la evolucion es similar para todos los lotes de
salchichones. Durante el estufaje se produce un considerable incremento de los
valores iniciales que 0 bien se mantienen constantes durante el resto de la

maduracion 6 bien descienden ligeramente en los ultimos estadios.

Partiendo de valores iniciales de bacterias aerobias mesoéfilas
comprendidos entre 6,66 y 7,44 log ufc/g, tras el estufaje se produce un
incremento de los recuentos que varia dependiendo del lote. Los salchichones
inoculados con el cultivo iniciador comercial 1 (lote D) experimentaron un
aumento de casi el 30 %, alcanzando recuentos de 8,74 log ufc/g. Recuentos
similares mostraron los salchichones inoculados con el cultivo iniciador 2 (lote
E), que con un incremento de los valores iniciales del 22,3 % alcanzaron un valor

de 8,88 log ufc/g. Estos recuentos fueron los maximos obtenidos tras el estufaje.

Durante las dos primeras semanas de maduracion el recuento total de los
embutidos del lote D sigui6 aumentando ligeramente hasta alcanzar un maximo
el dia 16 con un valor de 9,07 log ufc/g, el cual volvio a descender en los
siguientes dias hasta un valor final de 8,93 log ufc/g. Los embutidos del lote E,
en cambio, mantuvieron constante el valor alcanzando en el estufaje durante las
dos primeras semanas de maduracién, y se incrementd ligeramente al final,

alcanzando un valor de 9,09 log ufc/g.
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Tabla 28. Valores medios (log ufc/g muestra) y desviaciones tipicas de los

recuentos de bacterias aerobias mesofilas en los diferentes lotes de salchichones

analizados en las distintas etapas del proceso de elaboracion.

Lotes Amasado Estufaje Secado Secado Secado Secado
1* semana 2% semana 3% semana 4? semana
A-Control 6,66+0,09 7,58+0,17 7,96+0,32 8,20+0,33 8,11+0,46  8,02+0,50
B-Bioconser. 1 7,44+0,25 8,50+0,07 8,79+0,14 8,60+0,08 8,58+0,78 8,50+0,56
C-Bioconser. 2 6,66+0,20 8,25+0,14 8,36+0,15 8,50+0,07 8,19+0,10 8,13+0,05
D-Cultivo 1 6,73+0,07 8,74+0,11 9,00+0,24 9,07+0,42 8,80+0,41  8,93+0,54
E-Cultivo 2 7,26+0,26 8,88+0,40 8,79+0,22 8,80+0,27 8,96+0,48 9,09+0,36
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Figura 22. Evolucion de los recuentos de bacterias

salchichones durante el proceso de maduracion.
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Los salchichones inoculados con los bioconservadores (lotes B y C)
tuvieron un comportamiento desigual, mientras que el lote B experimenté un
incremento del 14,2 % en el estufaje, el lote C, en cambio, mostr6 el segundo
mayor incremento, el 23,8 %, que le llevo a alcanzar valores de 8,25 log ufc/g.
Los valores obtenidos tras el estufaje para los lotes B y C, 8,50 y 8,25 log ufc/g
respectivamente, se incrementaron ligeramente en las dos siguientes semanas de
maduracion, para descender en las dos ultimas, obteniéndose al final valores de
8,50 log ufc/g para el lote B y 8,13 log ufc/g para el lote C. Los maximos valores
alcanzados fueron de 8,79 para el lote B que se determino el dia 9 y 8,50 para el
lote C, determinado el dia 16. Finalmente los embutidos sin inocular (lote A)
experimentaron el menor incremento de todos los lotes durante el estufaje, sélo
un 13,8 % que le permiti6 obtener un recuento de 7,58 log ufc/g. Este valor
continu6 aumentando hasta alcanzar el valor maximo en el dia 16 (8,20 log

ufc/g) y descendid hasta 8,02 log ufc/g en la tltima etapa de la maduracion.

En el andlisis estadistico se ha observado que los embutidos moculados
con el bioconservador tipo 1 (lote B) y con los cultivos iniciadores comerciales
(lotes D y E) mostraron recuentos microbianos significativamente mas elevados
que el resto de embutidos (p < 0,001). Asimismo, se han obtenido diferencias
significativas (p < 0,001) entre los recuentos en la fase de amasado (dia 0) y las

demas etapas del proceso, siendo los valores iniciales mas bajos que el resto.

Los recuentos totales, observados en el dia 0 (amasado) en los distintos
lotes de embutidos estdn dentro del rango definido por Gill y Newton (1977) para
flora inicial de embutidos crudos curados establecido entre 5,7-8,9 log ufc/g y
con un valor medio de 6 log ufc/g. Estos datos también coinciden con los
observados por otros autores (Selgas ef al., 1988; Samelis ef al., 1993-1994; Papa
et al., 1995; Molly et al., 1996). Aunque en nuestro estudio no se apreciaron
diferencias significativas (p > 0,05) entre los recuentos iniciales de los distintos

lotes de embutidos analizados, otros investigadores obtuvieron mayores
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diferencias entre los recuentos iniciales en embutidos inoculados con cultivos
iniciadores de bacterias lacticas que en los que no contenian cultivos. Asi, Sanz
et al. (1997a) obtuvieron un valor medio inicial de 3,92 log ufc/g en los lotes sin
inocular frente a los inoculados que presentaron valores de 6,84 log ufc/g.
También Garcia et al. (1992) observaron que los embutidos sin inocular
presentaron recuentos de 2 log ufc/g en el dia 0 frente a 6 log ufc/g que
obtuvieron en los embutidos inoculados con distintos tipos de cultivos
iniciadores. Finalmente, Hierro et al. (1997) también comprobaron que mientras
el lote control solo presentaba un recuento total de 3 log ufc/g los lotes
inoculados con un cultivo mixto de lactobacilos y micrococos presentaron
valores de 6,5-7 log ufc/g. Estas diferencias pueden ser debidas a la tecnologia de
fabricacion empleada, concretamente al tiempo que permanece la masa carnica

en reposo antes del embutido.

En cuanto a la evolucién durante el estufaje, distintos autores coinciden en
seflalar que se produce un incremento considerable de la flora inicial hasta
valores préximos a 10° ufc/g (Palumbo y Smith, 1977; Liepe, 1982; Lucke, 1984;
Sanz et al., 1988 y Selgas et al., 1988). En embutidos madurados naturalmente,
sin adicién de aditivos lacticos, Samelis et al. (1994) senalaron que durante el
estufaje se producia un incremento del recuento total del 14 %, hasta valores de
7,32-7,77 log ufc/g. Sin embargo, en otros trabajos se han determinado en el
estufaje menores recuentos en embutidos sin cultivos iniciadores que en los que
los contenian (Sanz et al., 1997a; Garcia et al., 1992; Hierro et al., 1997). Estas
diferencias en los recuentos también se observaron en nuestro estudio,
estableciéndose una diferencia de casi una unidad logaritmica entre los recuentos
de los lotes D y E y los recuentos del lote A. 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 lacticas y los recuentos de embutidos sin inocular (Garcia ef al., 1992).
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En cuanto al resto del proceso, los recuentos se mantienen practicamente
constantes, aunque pueden existir ligeras oscilaciones de aumento o descenso.
Los valores maximos se determinaron en casi todos los casos entre los dias 9 y
16 de maduracion, para luego descender ligeramente, excepto en los embutidos
inoculados con el cultivo miciador 2 (lote E), donde el maximo valor se
determind el dia 30 de maduracion. En general, en la mayoria de los trabajos
consultados los valores maximos se alcanzan tras el estufaje, y a partir de ese
momento, 0 bien descienden ligeramente (Bello et al., 1974; Samelis et al., 1994;
Ordofiez et al., 1995; Sanz et al., 1997a) 6 bien permanecen constantes hasta el

final del proceso (Samelis et al., 1993; Papa et al., 1995; Hierro et al., 1997).

I1I1. 4. 2. Flora lactica

El recuento de flora lactica se realizd6 mediante siembra en agar MRS, a
partir del cual se aislaron las colonias sobre las que se realizaron las pruebas de
identificacién descritas en el apartado 11.2.2.3. para la diferenciacion hasta nivel
de género. Todas las colonias aisladas fueron bacilos Gram positivos,
productores de gas y capaces de hidrolizar la arginina, aunque no se detect6 la
produccion de acetoina. La identificacion llevada a cabo demostro que todas ellas
pertenecian al género Lactobacillus. Estos resultados coinciden con los
observados por otros autores, que comprobaron que los lactobacilos constituyen
la flora mayoritaria de los embutidos crudos curados (Palumbo et al., 1976;

Liicke, 1987; Samelis ef al., 1993; Ordonez et al., 1995; Sanz et al., 1997a).

Los recuentos medios de lactobacilos (expresados como log ufc/g) y las
desviaciones tipicas de los diferentes lotes de embutidos analizados se muestran
en la Tabla 29. Asimismo, la evolucion de los recuentos a lo largo de la

maduracion se representa en la Figura 23.
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Como se puede observar en la Tabla 29, los recuentos iniciales fueron mas
elevados en los embutidos inoculados con cultivos iniciadores, que mostraron
valores de 6,32 y 6,57 para los lotes D y E, respectivamente. Estos recuentos
fueron casi dos unidades logaritmicas mas elevados que los determinados en los
embutidos sin inocular (lote A) donde se determind un valor de 4,53 log ufc/g.
Los salchichones inoculados con bioconservadores mostraron valores
intermedios, con recuentos de 5,29 para los embutidos del lote B y de 5,78 para
los del lote C. Estas diferencias pueden atribuirse a la adicion de células viables
que se realiza cuando se utilizan cultivos iniciadores. Numerosos investigadores
han comprobado que la adicion de cultivos iniciadores incrementa los recuentos
iniciales de bacterias lacticas (Garcia et al., 1992; Montel et al., 1993; Stahnke,
1995a; Huang y Lin, 1995; Sanz et al., 1997a). En el caso de los
bioconservadores no se observa un incremento considerable, ya que estos no
aportan células viables a la masa carnica, puesto que como se ha definido
anteriormente estos productos consisten en una mezcla de metabolitos

procedentes del crecimiento de un cultivo de bacterias lacticas.

Durante el estufaje los embutidos de los lotes D y E experimentaron un
aumento de los recuentos de casi el 40 %, que les llevo a obtener valores de 8,90
y 8,95 log ufc/g, respectivamente. Estos recuentos permanecieron practicamente
constantes durante la primera semana de maduracién y a partir de la segunda
comenzaron a descender ligeramente, hasta el final del proceso donde se
determinaron recuentos de 8,37 y 8,33 log ufc/g. Los embutidos inoculados con
bioconservadores, durante el estufaje, sufrieron un incremento del niimero de
lactobacilos del 59 % para el lote B y del 39 % para el lote C, obteniendo valores
en esta etapa de 8,40 y 8,01 log ufc/c, respectivamente. Estos recuentos
experimentaron ligeras oscilaciones en el transcurso de las cuatro semanas de
maduracion para al final mostrar unos valores de 8,49 (lote B) y 7,93 (lote C) log

ufc/g.
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Tabla 29. Valores medios (log ufc/g muestra) y desviaciones tipicas de los

recuentos de lactobacilos en los diferentes lotes de salchichones analizados en las

distintas etapas del proceso de elaboracion.

Lotes Amasado Estufaje Secado Secado Secado Secado
1*semana 2" semana 3% semana 4" semana
A-Control 4,53+0,17 7,29+0,98 7,72+0,54 8,13+0,61 7,45+1,54  7,34+0,84
B-Bioconser. 1 5,29+0,38 8,40+£0,14 8,59+0,08 8,05+1,07 8,32+0,18  8,49+0,20
C-Bioconser. 2 5,78+0,76 8,01+0,44 7,92+0,48 7,81+0,58 8,16+£0,34  7,93%£0,53
D-Cultivo 1 6,32+0,22 8,90+0,12 8,92+0,31 8,65+0,11 8,61+0,34  8,37+0,23
E-Cultivo 2 6,57+£0,33 8,95+0,28 9,01+0,27 8,54+0,24  8,66+0,11  8,33+0,32
10,00

Lactobacilos (log ufc/g)

10

15

2

Dias de maduracion

25 30

Figura 23. Evolucion de los recuentos de lactobacilos en los distintos lotes de

salchichones durante el proceso de maduracion.
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Por otro lado, los salchichones del lote A mostraron durante el estufaje el
maximo incremento (61%) en los recuentos de lactobacilos, que les llevd a
alcanzar un valor de 7,34 log ufc/g. Estos recuentos experimentaron un ligero
ascenso hasta un valor de 8,13 log ufc/g que se determind en la segunda semana
de maduracidn. Posteriormente, los recuentos descendieron nuevamente durante
las dos ultimas semanas. Al final se determin6 un valor de 7,34 log ufc/g que fue
el minimo que se obtuvo para todos los lotes, frente a los de los lotes B y D que

fueron los maximos.

Las diferencias observadas entre los embutidos inoculados con cultivos
iniciadores (lotes D y E) y el resto de lotes fueron estadisticamente significativas
(p < 0,001), mostrando los primeros los recuentos de lactobacilos més elevados.
No obstante no se observaron diferencias significativas (p > 0,05) entre los
recuentos del lote D y E entre si. Por otro lado, los salchichones sin inocular (lote
A) mostraron los recuentos de lactobacilos mas bajos, estableciéndose también
diferencias significativas con el resto de lotes (p < 0,001). En cuanto a los
embutidos inoculados con bioconservadores tampoco se determinaron diferencias
significativas entre si (p > 0,05), aunque si existieron diferencias con el resto de
lotes (p < 0,001). Con respecto a la evoluciéon, se ha comprobado que los
recuentos obtenidos durante la etapa de amasado (dia cero) para todos los lotes
fueron significativamente menores (p < 0,001) que los observados en el resto de

etapas, entre las cuales no se determinaron diferencias significativas (p > 0,05).

La evolucion en los recuentos de lactobacilos observados para los
embutidos sin inocular (lote A) es similar a la observada por Samelis et al.
(1994) en embutidos fermentados naturalmente (sin cultivos iniciadores). En este
estudio, se constata un importante incremento de los recuentos tras el estufaje
que se mantiene durante las dos primeras semanas de maduracion para luego
decrecer en las dos siguientes. El predominio de los lactobacilos en embutidos

crudos curados a los que no se ha adicionado cultivos iniciadores ha sido
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previamente descrita por numerosos autores (Smith y Palumbo, 1973; Palumbo e?
al., 1976; Sanz et al., 1988; Selgas et al., 1988). Este predominio confirma el
hecho de que bajo unas condiciones de maduracidén adecuadas y con unas Buenas
Practicas de Fabricacion (BPF) se pueden producir embutidos de excelente

calidad sin la adicién de cultivos iniciadores (Liicke, 1987; Jessen, 1995).

No obstante, Liicke (1994) afirma que la adicion de bacterias lacticas,
como cultivos iniciadores, acorta considerablemente la fase exponencial de
crecimiento microbiano que se produce durante la fase de estufaje, de forma que
las bacterias acido lacticas se instauran como flora predominante antes que en el

caso de que no se utilicen cultivos iniciadores.

En nuestro estudio los embutidos inoculados con cultivos iniciadores
comerciales (lotes D y E) obtuvieron los recuentos mas elevados tras el estufaje,
proximos a 9 log ufc/g mientras que el resto de lotes no excedio el valor de 8 log
ufc/g, excepto en el lote B. Ademads los embutidos de los lotes D y E alcanzaron
los recuentos maximos en el estufaje, en tanto que los otros embutidos no lo
consiguieron hasta la segunda o tercera semana. Hierro et al. (1997), en un
estudio con embutidos inoculados de un cultivo mixto de Lactobacillus
plantarum y Staphylococcus spp., obtuvieron inicialmente recuentos proximos a
7 log ufc/g que se elevaron tras el estufaje a 8,5 para mantenerse hasta el final del
proceso. Recuentos similares fueron determinados por Montel et al. (1993) en
embutidos inoculados con Lactobacillus sake y Staphylococcus carnosus, y por
Garcia et al. (1992) en salchichones inoculados con Lactobacillus spp. y

Micrococcus spp.

No obstante, Sanz et al. (1997a), en embutidos inoculados con
Lactobacillus sake y Staphylococcus carnosus, partiendo de valores iniciales de
6,2 log ufc/g, observaron que tras el estufaje los recuentos no superaron 7,53 log

ufc/g, muy similares a los que determinaron en los embutidos sin inocular. Algo
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similar fue observado por Garriga et al. (1996), que en un ensayo con 5 cepas
distintas de Lactobacillus sake inoculados en embutidos, comprobaron que la
respuesta del microorganismo inoculado era muy similar a la de los embutidos
sin inocular, incluso en dos de las cepas ensayadas, el cultivo iniciador no fue
capaz de dirigir la fermentacidbn y no se instaur6 como microorganismo

predominante.

Finalmente, en los embutidos inoculados con bioconservadores el
crecimiento de los lactobacilos fue intermedio, es decir, aunque no llegd a los
niveles que se determinaron con la adicion de los cultivos iniciadores, si
superaron los recuentos de los embutidos sin inocular. De los dos
bioconservadores utilizados fue el empleado en el lote B el que mostrd los
mayores recuentos tras el estufaje. Es probable que la adicion de estas sustancias
estimule el crecimiento de la flora lactica presente en la masa carnica, acortando

la fase de latencia de estos microorganismos.

Se ha observado wuna correlacion positiva altamente significativa
(r = 0,9133; p< 0,001) entre los recuentos de lactobacilos y los de bacterias
aerobias mesofilas. Como se puede observar en las Tablas 28 y 29, los recuentos
de aerobias mesofilas fueron muy similares a los de lactobacilos. Muchos autores
coinciden en sefalar que los recuentos de flora microbiana total estan
determinados en gran parte por el nimero de lactobacilos presentes, y que suelen
coincidir los recuentos totales con los de la flora lactica (Selgas et al., 1988;

Samelis et al., 1994; Hierro et al., 1997).

Se ha establecido una correlacion negativa entre el pH y el recuento de
lactobacilos (r = - 0,8194; p < 0,001). Tras el estufaje se alcanzaron los maximos
recuentos de lactobacilos y esto coincide con un importante descenso del pH, que
fue mas acusado en los embutidos inoculados con los cultivos comerciales.

Asimismo, es interesante destacar la correlacion existente entre el recuento de




166 Resultados y Discusion

lactobacilos y el contenido de acido lactico (r = 0,8046; p< 0,001). Se ha
comprobado que los mayores recuentos de lactobacilos coinciden con las

mayores concentraciones de acido lactico y a su vez con los menores valores de

pH (Tablas 14 y 15).

El predominio de la flora lactica es debido en gran parte a que los
lactobacilos estan bien adaptados a las condiciones de acidez, presencia de NaCl
y anaerobiosis que imperan en el embutido crudo curado, por lo que pueden
persistir mucho tiempo (Cantoni, 1966). En cambio la flora Gram negativa
(enterobacterias y coliformes) se ve muy afectada por las condiciones de pH
acido y a,, baja, por lo que son inhibidas en favor de la flora lactica. Ademas las
bacterias lacticas producen acidos orgdnicos y bacteriocinas que previenen el
crecimiento de microorganismos indeseables. Algunos investigadores ya
defendieron esta teoria y demostraron que la inhibicién de las bacterias Gram
negativas por las bacterias lacticas era posible debido a la produccion de factores
de inhibicidon o sustancias con efecto antibidtico (Reddy et al., 1970). Bacus
(1986) describi6 como la rapida descomposicion de los azucares por las bacterias
lacticas originaba un fuerte descenso del pH que inhibia el crecimiento de
microorganismos alterantes. En nuestro estudio se pone de manifiesto una
correlacion negativa entre los recuentos de lactobacilos y los recuentos de
enterobacterias (r= - 0,6836; p< 0,001) y de coliformes (r = - 0,7838; p <0,001).
Ademas se ha podido comprobar que los menores recuentos de estos
microorganismos alterantes coinciden con los mayores recuentos de lactobacilos

(Tablas 32, 33 y 29).

I1I. 4. 3. Micrococos

En la Tabla 30 se muestran los valores medios (expresados como log
ufc/g) y las desviaciones tipicas de los recuentos de micrococaceas de los

salchichones analizados. La representacion grafica de estos datos aparece en la
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Figura 24, que recoge la evolucion de los recuentos a lo largo de la maduracion.
Como se observa en la Tabla 30, los recuentos iniciales oscilaron entre 4,34 y
6,20 log ufc/g. Los valores mas elevados correspondieron a los embutidos
inoculados con cultivos iniciadores comerciales (lotes D y E), los cuales
contenian células de Sthaphylococcus xylosus y Staphylococcus carnosus.
Durante el estufaje, los recuentos en estos embutidos descendieron ligeramente,
siendo este descenso mas acusado para el lote E, que quedo6 con un valor de 5,44
log ufc/g lo que supuso una disminucion del 12 %, frente a la determinada para el

lote D, que fue s6lo del 7 %.

En la primera semana de maduracion los valores volvieron a
incrementarse. También en este caso el incremento fue mas acusado en los
embutidos del lote E, que alcanzaron el maximo valor (6,86 log ufc/g) con un
aumento de casi 1,5 unidades logaritmicas sobre los recuentos determinados en el
estufaje. El lote D mostr6 un incremento mas ligero, solo 0,5 unidades

logaritmicas, hasta alcanzar un valor de 6,36 log ufc/g.

Durante las restantes semanas de maduracion los embutidos del lote D
aumentaron ligeramente hasta los 30 dias, donde mostraron el maximo valor de
7,04 log ufc/g. En cambio el lote E descendi6 ligeramente en la segunda semana
para aumentar en la tercera y mantenerse constante hasta el final del proceso,
donde se determiné un valor de 6,81 log ufc/g. Pese a que no se hallaron
diferencias entre ambos lotes (p > 0,05), los recuentos ligeramente mas elevados
observados en el lote D se pueden explicar por el mayor contenido de células
viables de microcociceas que contenia el cultivo iniciador 1, un 66 % frente al

50 % que presentaba el del lote E.

Los embutidos inoculados con bioconservadores, lotes B y C, mostraron
unos valores medios en el amasado de 5,85 y 5,28 log ufc/g, respectivamente.

Estos valores se mantuvieron constantes durante el estufaje, y en el caso de los
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Tabla 30. Valores medios (log ufc/g muestra) y desviaciones tipicas de los
recuentos de micrococos en los diferentes lotes de salchichones analizados en las

distintas etapas del proceso de elaboracion.

Lotes Amasado Estufaje Secado Secado Secado Secado
1* semana 2% semana 3% semana 4? semana
A-Control 4,34+0,12 5,86+0,75 6,55t0,63 6,76+0,63 6,75+0,70 6,52+0,49

B-Bioconser. 1 5,85+0,80 5,82+0,39 5,80+0,41 6,53+0,61 6,72+0,44 6,49+0,90

C-Bioconser. 2 5,28+0,32 5,28+0,37 5,96+0,12 6,17£0,65 6,14+0,69 6,36+0,62

D-Cultivo 1 6,20+0,59 5,79+0,32 6,23+0,41 6,85+0,65 6,88+0,94 7,04+0,33
E-Cultivo 2 6,16£0,59 5,44+0,66 6,86+0,94 6,53+1,12 6,81+0,87 6,81+0,52
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Figura 24. Evolucion de los recuentos de micrococos en los distintos lotes de

salchichones durante el proceso de maduracion.
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embutidos del lote B también durante la primera semana. Los salchichones
inoculados con el bioconservador 2 (lote C) vieron incrementados los recuentos
de micrococéceas ligeramente durante la primera semana de maduracion hasta un
valor de 5,96 log ufc/g y continuaron incrementando hasta el final del proceso, en
que mostraron el maximo valor con un recuento de 6,36 log ufc/g. Los embutidos
del lote B también incrementaron sus recuentos durante la segunda y tercera
semana de maduracion hasta alcanzar un valor maximo de 6,71 log ufc/g y

descendieron ligeramente hasta 6,49 log ufc/g al final del proceso.

Finalmente, los recuentos iniciales mas bajos, 4,34 log ufc/g, fueron
determinados en los embutidos sin inocular (lote A). Estos recuentos sufrieron un
fuerte incremento durante el estufaje, mas de 1,5 unidades logaritmicas, hasta un
valor de 5,86 log ufc/g que continué aumentando durante las dos siguientes
semanas hasta alcanzar un méaximo de 6,76 log ufc/g, que se mantuvo en la

tercera semana y descendi6 ligeramente en la cuarta.

En el analisis estadistico se determind que en los embutidos inoculados
con los cultivos iniciadores, lotes D y E, los recuentos de micrococaceas fueron
significativamente mas altos (p < 0,001) que los hallados en el lote C
(bioconservador tipo 2). No obstante no se hallaron diferencias significativas (p >
0,05) entre los recuentos de los lotes D y E con los lotes A y B. En cuanto a la
evolucion del proceso, como puede apreciarse en la Figura 24, los recuentos
hallados en el amasado y estufaje fueron significativamente mas bajos (p <

0,001) que los determinados en el resto de etapas.

Inicialmente los recuentos de microcociceas son parecidos a los de
lactobacilos, esto ha sido confirmado previamente por otros autores (Reuter et
al., 1968, DeKetelaere et al., 1974; Sanz et al., 1988; Selgas et al., 1988;
Dominguez el al., 1989; Hierro et al., 1997). Ademas, es probable que las
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micrococaceas puedan contribuir a completar la oxidacién de los hidratos de

carbono a cargo de los lactobacilos (DeKetelaere, ef al., 1974).

Los recuentos medios determinados en este trabajo, en torno a 10° ufc/g de
micrococaceas, son similares a los obtenidos por otros autores en embutidos de
caracteristicas similares (Sanz et al., 1988; Selgas et al., 1988; Dominguez et al.,
1989; Montel et al., 1993; Samelis et al., 1993; Bello y Sanchez-Fuertes, 1995;
Ibafiez et al., 1996). No obstante, estos recuentos son mas elevados que los
determinados por Liicke (1987) que obtuvo valores medios proximos a 10* ufc/g
hasta el final de la maduracion; y mas bajos que los obtenidos por Samelis et al.
(1993, 1994) para embutidos fermentados naturalmente, donde se determinaron

recuentos medios en torno a 10’-10% ufc/g.

La mayoria de los autores coinciden en sefialar que durante los primeros
dias de maduracion se produce una multiplicacién precoz de los cocos Gram
positivos que lleva a obtener los recuentos maximos tras el estufaje (Pozo, 1985;
Sanz et al., 1988; Samelis et al., 1994; Bello y Sanchez-Fuertes, 1995; Hierro et
al., 1997). No obstante otros autores observan un ligero descenso de los
recuentos, aunque los valores se estabilizan en las siguientes semanas (Garcia et

al., 1992; Ibafiez et al., 1996; Kenneally ef al. 1998b).

Las micrococaceas son sensibles a los medios 4cidos y las condiciones que
se establecen tras el estufaje en los embutidos fermentados son digenésicas para
estos microorganismos. Distintos autores afirman que, cuando el pH comienza a
descender, se produce un relevo de los micrococos por los lactobacilos como
consecuencia de la acumulacion de acido lactico en el medio (Rozier, 1969;
Klettner y Baumgartner, 1980; Coventry y Hickey, 1991). Sin embargo, en la
mayoria de los estudios realizados no se confirma esta disminucion de los
recuentos de micrococaceas durante la maduracion. La explicacion a este hecho

podria ser que el medio de cultivo MSA (Manitol Sal Agar) para micrococaceas
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no es totalmente selectivo. Se ha comprobado que durante los ltimos estadios de
la maduracion, las colonias que crecen en este medio no pertenecen a la familia
Micrococcaceae sino que son bacilos Gram positivos, catalasa positivos (Smith y
Palumbo, 1973; Palumbo et al., 1976; Sanz et al., 1988). Ademas Selgas et al.
(1988) determinaron que la maxima identificacion de micrococéceas se realizaba
despu¢s de 7-15 dias de maduracion, y a partir de los 20-25 dias todas las
colonias aisladas eran bacilos Gram positivos, catalasa positivos. Previamente,
Selgas et al. (1986) habian aconsejado la verificacion de los tipos de colonias que
crecen en el agar selectivo para micrococos y no confiar solo en la supuesta

especificidad del medio.

Por otro lado, Samelis et al. (1994) en un estudio de identificacion de las
micrococaceas de embutidos fermentados naturalmente, afirma que el 80 % de
las colonias aisladas en el medio MSA fueron estafilococos y asegura que los
micrococos solo se detectaron en los tres primeros dias, tras lo cual desaparecen
y son reemplazados por estafilococos menos sensibles al 4cido y con mayor

capacidad para crecer en anaerobiosis (Ordonez et al., 1995).

Algunos autores han determinado un incremento de los recuentos de
micrococaceas al final de la maduracién, Coppola et al. (1995) observaron que
en salami se producia un crecimiento Optimo de estos microorganismos en la
ultima fase del proceso de maduracion, extremo observado por Selgas et al
(1986) y Garcia et al. (1992) que ademas comprobaron que este incremento

coincidia con un aumento del valor de pH al final del proceso.

I11. 4. 4. Estafilococos

Los valores medios y las desviaciones tipicas de los recuentos de

estafilococos, expresados como log ufc/g, en los salchichones analizados se
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muestran en la Tabla 31. En la Figura 25 se representa la evolucion de esos

valores a lo largo de la maduracion.

Como se puede observar en la Tabla 31, los recuentos en la fase de
amasado oscilaron entre 3,92 y 5,09 log ufc/g, correspondiendo los valores mas
altos a los embutidos de los lotes D y E (inoculados con los cultivos iniciadores

comerciales) y el valor mas bajo a los del lote A (control).

Todos los embutidos experimentaron un incremento progresivo de sus
recuentos desde el amasado hasta la segunda semana de maduracion, donde
consiguieron un valor de 6,01 y 6,26 log ufc/g, para los embutidos de los lotes A
y B; y 6,99 y 7,04 log ufc/g, para los de los lotes D y E, respectivamente. Con
respecto a los embutidos del lote C (inoculados con el bioconservador 2) los
recuentos se incrementaron hasta el dia 9 de maduracion donde, con un aumento
del 22 %, alcanzando un valor de 5,72 log ufc/g. Este valor descendio
ligeramente durante la segunda semana y volvié a incrementarse en la tercera,
para mantenerse constante hasta el final del proceso, donde mostrd un valor de

5,73 log ufc/g.

En el caso de los embutidos inoculados con el cultivo comercial 1, los
recuentos continuaron incrementandose en la tercera semana hasta 7,11 log ufc/g
que fue el madximo valor determinado para estafilococos, y que se correspondio
con el lote de embutidos inoculados con el cultivo que poseia un mayor
contenido de estafilococos viables. Estos incrementos suponen un aumento de los
valores iniciales superior al 50 % para los lotes A, B y D y del 38 % para el

lote E.

Durante la tercera semana los recuentos de los lotes A, B y E descendieron
ligeramente y volvieron a incrementarse en la cuarta, alcanzando valores

similares a los que presentaban a los 16 dias de maduracion, excepto en el lote E
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Tabla 31. Valores medios (log ufc/g muestra) y desviaciones tipicas de los
recuentos de estafilococos en los diferentes lotes de salchichones analizados en

las distintas etapas del proceso de elaboracion.

Lotes Amasado Estufaje Secado Secado Secado Secado

1? semana 2% semana 3% semana 4? semana

A-Control 3,92+0,36 5,06+0,26 5,21+0,63 6,01+£0,55 5,73+0,73 6,19+0,71
B-Bioconser. 1 4,16+£0,31 5,19+0,08 5,57+0,30 6,26+0,50 5,90+0,59 6,31+0,81
C-Bioconser. 2 4,69+0,40 5,17+0,63 5,72+0,88 5,54+0,87 5,72+0,40 5,73+0,34
D-Cultivo 1 4,73+0,30 5,40+0,06 6,23+0,44 6,99+0,62 7,11+0,82 7,01+0,79
E-Cultivo 2 5,09+0,26 6,02+0,22 6,63+0,34 7,04+£0,65 6,42+0,80 5,96+0,55
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Figura 25. Evolucion de los recuentos de estafilococos en los distintos lotes de

salchichones analizados durante el proceso de maduracion.
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que continuaron disminuyendo hasta alcanzar un valor final de 5,96 log ufc/g,

muy inferior al obtenido para el lote D, de 7,01 log ufc/g.

En el anélisis estadistico se ha podido comprobar que existen diferencias
significativas (p < 0,001) entre los recuentos de los embutidos inoculados con los
cultivos comerciales (lotes D y E) y el resto de embutidos, siendo los recuentos
de los primeros mayores que los segundos, excepto en el caso del lote E en la
cuarta semanan de maduracion. En cuanto a la evolucidon de los recuentos, se ha
estimado que los valores determinados en el amasado y estufaje son
significativamente mas bajos (p < 0,001) que los hallados en el resto de etapas y
que los recuentos del amasado son también significativamente menores (p <
0,001) que los del estufaje. En el resto de etapas no se apreciaron diferencias

significativas (p > 0,05)

Los recuentos de estafilococos no patdgenos, realizados sobre medio BP
(Baird Parker) especifico para Staphylococcus sp., fueron similares a los
recuentos obtenidos para micrococaceas. El crecimiento en medio BP nos
permite observar la evolucion de los microorganismos pertenecientes al género
Staphylococcus que son utilizados como iniciadores en la elaboracion de los
embutidos, y que en este caso eran las especies Staphylococcus xylosus y
Staphylococcus carnosus. No obstante, Coventry y Hickey (1991) advirtieron de
la dificultad de diferenciar los microorganismos iniciadores de la flora autoctona.
Estos autores observaron que en embutidos inoculados con un cultivo mixto de
Lactobacillus plantarum y Staphylococcus carnosus, los recuentos iniciales
fueron mas altos en el lote inoculado que en el control, y que posteriormente
estos valores se mantuvieron practicamente constantes, sin incrementos, tras el
estufaje y durante la maduracion. No obstante, afirman que Staphylococcus
carnosus no crecid bien en presencia de la cepa lactica y dudan de la eficacia y
rentabilidad de la mezcla iniciadora utilizada en su experiencia. En otros trabajos

en los que también se inocularon embutidos crudos curados con cultivos mixtos
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de Lactobacillus plantarum y Staphylococcus carnosus se observo que los
recuentos iniciales de estafilococos, cercanos a 7 log ufc/g, se mantenian
practicamente constantes durante todo el proceso de maduracion (Ibafiez et al.,
1996; Hierro et al., 1997). En otros casos se observo un ligero descenso de los
recuentos tras el estufaje, que volvieron a incrementarse a partir de la segunda
semana de maduracion (Coventry y Hickey, 1991). En nuestra experiencia, tras
el estufaje se experimentd un incremento de los recuentos que coincide con lo
observado por Montel et al. (1993), estos autores comprobaron que en embutidos
inoculados con un cultivo mixto de Lactobacillus sake y Staphylococcus
carnosus se producia un incremento de los recuentos iniciales de casi el 70 %;
mientras que en los embutidos sin inocular los valores iniciales permanecieron

practicamente constantes.

Por otro lado, Sanz et al. (1997a, b) en experiencias similares, con
embutidos que también habian sido inoculados con cultivos de Lactobacillus
sake y Staphylococcus carnosus, obtuvieron recuentos iniciales superiores en los
embutidos inoculados, con valores de 4,65 log ufc/g, frente a 3,30 log ufc/g que
determinaron en el control. Estos valores se incrementaron tras el estufaje hasta
548 y 4,95 log ufc/g, para los embutidos inoculados y sin inocular,
respectivamente, y descendieron ligeramente en el ultimo periodo de maduraciéon
hasta 4,32 log ufc/g, igualdndose al final del proceso. No obstante, y
coincidiendo con lo observado por Liicke y Hechelman (1987), no se observo el
incremento de los recuentos esperado en los embutidos inoculados con cepas de
Staphylococcus sp. Esto podria explicarse si se tiene en cuenta que el uso de un
cultivo mixto de bacterias lacticas origina una rapida y brusca caida del pH lo
que provoca una inhibicién temprana de los estafilococos. Sanz et al. (1997a),
coincidiendo con las conclusiones de Coventry y Hickey (1991), sugieren que la

adicion de un cultivo mixto es menos efectiva de lo esperado y que se requiere un
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estricto control de los parametros de procesado cuando se utilizan este tipo de

cultivos.

En cuanto a la combinacion de cepas lacticas con Staphylococcus xylosus,
Stahnke (1995a) sefalod que la adicion de Pediococcus pentosaceus a embutidos
crudos curados inhibe el crecimiento de Staphylococcus xylosus, especialmente
al comienzo de la maduracion y en la fermentacion, probablemente debido a la
menor concentracion de sal y a la disminucion de pH. Finalmente, Kenneally et
al., (1998a) en un estudio comparativo observaron que, partiendo de recuentos
iniciales proximos a 7 log ufc/g, se producia un descenso mas acusado de los
recuentos de Staphylococcus xylosus que de Sytaphylococcus carnosus,
permaneciendo estos ultimos practicamente constantes. Este hecho fue
previamente constatado por Garcia et al. (1992), que observaron que los
recuentos de Staphylococcus xylosus descendian progresivamente hasta valores

minimos de 3,7 log ufc/g al final de la maduracion.

III. 4. 5. Enterobacterias

En la Tabla 32 se muestran los valores medios y las desviaciones tipicas
de los recuentos de enterobacterias, expresados como log ufc/g, determinados en
los embutidos analizados. La evolucion de estos valores a lo largo de la
maduracion y las rectas de regresion lineal para cada lote se representan en la

Figura 26.

Como se puede apreciar en la Tabla 32, los recuentos iniciales oscilaron
entre 4,55 y 5,22 log ufc/g. Durante el estufaje todos los embutidos
experimentaron una reduccion del numero de enterobacterias que fue mas
acusada en los salchichones inoculados con los cultivos comerciales, con una
disminucién de los recuentos iniciales del 25 % y 30 % para los lotes D y E,
respectivamente. Esto les permitio reducir en mas de una unidad logaritmica los

recuentos hallados en el amasado. Los lotes de embutidos B y C experimentaron
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una reduccion de los recuentos iniciales proxima al 15 % para el lote B y en
torno al 9 % para el C, quedando con valores superiores a 4 log ufc/g. El lote
control experimentd un descenso, del numero de enterobacterias, de
aproximadamente el 9 %, reduciendo en menos de una unidad logaritmica los

recuentos iniciales.

Durante las dos primeras semanas de maduraciéon el numero de
enterobacterias presentes en los embutidos de los lotes D y E permanecio
practicamente invariable, con valores proximos a 3,30 log ufc/g, sin embargo, en
las dos tltimas semanas volvid a descender hasta valores minimos de 1,69 log
ufc/g, para los embutidos del lote D, y 2,18 log ufc/g, para los del lote E. Esta
disminucion, unida a la experimentada en la fase de estufaje, supuso una
reduccion de los recuentos iniciales del 63 % y 55 % para los lotes D y E,

respectivamente.

Los embutidos de los lotes B y C (inoculados con los bioconservadores 1
y 2) siguieron una dindmica muy similar entre si. Tras el descenso mas acusado
del estufaje, los recuentos continuaron descendiendo hasta el final de la
maduracidn, excepto en la segunda semana en las que los recuentos aumentaron
ligeramente en los salchichones del lote C. En el momento final presentaron
recuentos de 3,50 log ufc/g, para el lote B y 3,11 log ufc/g para el C, lo que
supuso una reduccion total del nimero de enterobacterias del 33 % y 39%,
respectivamente. El lote correspondiente a los embutidos sin inocular (lote A)
mostré una evolucion similar a las anteriores, que al final llevaron a contabilizar
recuentos de 2,93 log ufc/g que equivale a una reduccion del 43 % de los

recuentos iniciales.

Los coeficientes de velocidad de muerte celular calculados para los
embutidos inoculados con cultivos iniciadores fueron los mdas elevados con

valores de 0,368 y 0.317 para los lotes D y E, respectivamente. Los embutidos
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Tabla 32. Valores medios (log ufc/g muestra) y desviaciones tipicas de los

recuentos de enterobacterias en los diferentes lotes de salchichones analizados en

las distintas etapas del proceso de elaboracion.

Lotes Amasado Estufaje Secado Secado Secado Secado

1% semana 2% semana 3% semana 4* semana

A-Control 5,15+040 4,33+0,14 3,58+0,40 3,35+0,30 3,30+0,42 2,93+0,37
B-Bioconser. 1 5,22+0,49 4,41+0,14 4,29+0,24 3,86+0,44 3,66+0,16  3,50+0,08
C-Bioconser. 2 5,07+0,30 4,62+0,32 4,12+0,05 4,34+0,33 3,33+0,42 3,11+0,33
D-Cultivo 1 4,55+0,38 3,45+0,19 3,49+0,11 3,27+0,36 2,71+0,45 1,69+0,52
E-Cultivo 2 4,84+0,53 3,33+0,20 3,28+0,33 3,16+0,33 2,81+0,57 2,18+0,63
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Figura 26. Evolucion de los recuentos de enterobacterias en los distintos lotes de

salchichones analizados durante el proceso de maduracion.
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moculados con bioconservadores tuvieron una velocidad de muerte celular de
0,243 para el lote B y 0,300 para el lote C. Finalmente los embutidos control

(lote A) mostraron un coeficiente de 0,309.

Los menores recuentos determinados a lo largo del proceso fueron para los
lotes D y E, y este hecho se comprobd estadisticamente al obtener diferencias
significativas (p < 0,001) entre estos embutidos y el resto. En cuanto al proceso
de evolucidon, se ha comprobado que existen diferencias significativas entre las
distintas etapas (p < 0,001), siendo, en general, los recuentos en el amasado
mayores que los del estufaje y estos, a su vez, mayores que los de la primera
semana. No obstante, no se apreciaron diferencias significativas entre los
recuentos del dia 9 y los del 16 (p > 0,05), aunque estos ultimos si fueron
diferentes que los de la tercera semana (dia 23) y estos diferentes a los de la

cuarta (dia 30) (p < 0,001).

Los recuentos de enterobacterias en el amasado dependen basicamente de
la calidad higiénica de las materias primas, en especial de la carne, tocino y
especias, y de las condiciones de manipulacion durante la elaboracion. Los
recuentos iniciales determinados en este trabajo, que oscilaron entre 4,50 y 5,15
log ufc/g, indican que la contaminacion inicial es elevada. Sin embargo, estos
valores son similares a los determinados por Liicke (1987) que obtuvo en la masa
carnica de partida recuentos proximos a 4 log ufc/g, y a los determinados por
Bello y Sanchez-Fuertes (1995) que obtuvieron valores miciales medios de 4,70
log ufc/g. Aunque en otros trabajos los recuentos iniciales oscilaron en torno a
3 log ufc/g e incluso inferiores (Papa et al., 1995; Coppola et al, 1995; Sanz et
al., 1997a, 1997b). No obstante, la Norma Microbiologica aplicable a embutidos
crudos curados (BOE, 1977) no estipula un niimero de enterobacterias maximo
permitido en el producto, ya que su presencia no supone un riesgo sanitario para

el consumidor aunque puede originar problemas tecnologicos en la elaboracion.
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Se estima que recuentos inferiores a 10” ufc/g son aceptables desde un punto de

vista higi€énico y tecnoldgico (Montel ef al., 1993).

Sin duda, uno de los factores que provoca la reduccién del nimero de
enterobacterias en el embutido es la disminucion del pH y de la a,, sin embargo,
las primeras horas de la fase de fermentacion son especialmente criticas ya que el
producto todavia no se ha estabilizado por estos factores (Leistner, 1995). En esta
situacion la inhibicién de los microorganismos no deseables corre a cargo de los
nitritos afiadidos a la masa cérnica. En un estudio comparativo con salchichones
elaborados con nitrato 6 con nitrito, Sanz et al. (1997b) comprobaron que tras el
estufaje los embutidos con nitratos experimentaron un incremento de los
recuentos de enterobacterias que llegaron a duplicar los recuentos iniciales,
alcanzando valores de 10° ufc/g, los cuales se reducian a lo largo de la
maduracion hasta 10%-10° ufc/g. En cambio, los embutidos inoculados con nitrito
redujeron los recuentos iniciales y continuaron descendiendo hasta valores
finales insignificantes, inferiores a 10* ufc/g. Este efecto del nitrito ya habia sido
recogido previamente por Leistner (1978) y Liicke (1987) que advierte de las

ventajas higiénicas de la utilizacion del nitrito como sal curante.

En nuestro caso puede deducirse que el mayor efecto inhibidor durante la
fase de estufaje se debe a la reduccion del pH. Como puede observarse en la
Figura 26, los embutidos inoculados con los cultivos iniciadores experimentaron
la reduccion mas intensa de los recuentos de enterobacterias durante esta etapa,
que coincide también con una mayor disminucion de pH. En cambio no se
aprecia efecto inhibidor de los bioconservadores sobre el crecimiento de las
enterobacterias, cuyos recuentos durante el estufaje mantienen valores similares a
los embutidos del lote control. En este sentido, se ha establecido una correlacion
positiva altamente significativa entre el pH y los recuentos de enterobacterias
(p <0,001), que prueba que a medida que se reduce el pH también se reducen los

recuentos de enterobacterias. También se ha observado una correlacion negativa
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entre la cantidad de acido lactico en los salchichones y los recuentos de
enterobacterias (p < 0,01), que pone de manifiesto que a mayores

concentraciones de acido lactico se reducen los recuentos de enterobacterias.

En otros trabajos también se ha comprobado una reduccion de los
recuentos de enterobacterias en el estufaje (Papa et al., 1995; Bello y Sanchez-
Fuertes, 1995; Coppola et al., 1995). Por otro lado, Sanz et al. (1997a)
constataron una mayor reduccion en los embutidos inoculados con cultivos
iniciadores (Lactobacillus sake + Staphylococcus carnosus) que en los no

inoculados, que vieron duplicados sus recuentos iniciales.

Como se ha mencionado anteriormente, en el proceso de desecacion es la
bajada inicial de la a, tras la adicion de los ingredientes (desde 0,99 hasta 0,97,
aproximadamente), el principal obstaculo que dificulta el crecimiento de las
enterobacterias, aunque también influye la competencia con otros
microorganismos mejor adaptados a las condiciones imperantes, como pueden
ser lactobacilos y micrococaceas (Zambonelli et al., 1992). Numerosos autores
han comprobado la total desaparicion de las enterobacterias en el plazo de un
mes de maduracion (Rozier, 1969; Pozo, 1985; Bello y Sanchez.-Fuertes, 1995;
Coppola et al., 1995) aunque en otros casos, esto solo se consigue con un mayor
tiempo de maduracion (Papa et al., 1995; Sanz et al., 1997b). No obstante, Liicke
(1987) en embutidos de maduracion lenta (temperatura de maduracion de 18°C) y

tras 21 dias de secado comprob6 que los recuentos superaban las 10° ufc/g.

En nuestro caso es probable que los altos valores de a,, observados al final
del proceso (Tabla 22) no hallan permitido la inhibicion total de las
enterobacterias, lo que indicaria la necesidad de incrementar el tiempo de
maduracién con el fin de obtener un producto final con mejores condiciones

higiénicas y sanitarias.
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III. 4. 6. Coliformes

En la Tabla 33 se muestran los valores medios y las desviaciones tipicas
de los recuentos de coliformes (expresado como log ufc/g) de los distintos lotes
de salchichones analizados. Y en la Figura 27 se representa la evolucion de estos
valores y las rectas de regresion lineal para cada lote de embutidos a lo largo del

proceso de maduracion.

Como puede observarse en la Tabla 33 los recuentos iniciales fueron muy
similares para todos los lotes de embutidos, oscilando entre 4,04 y 4,91 log ufc/g,

y es durante el estufaje cuando comienzan a establecerse las diferencias.

En la Figura 27 se aprecia que en general los recuentos experimentaron un
descenso, que fue mas acusado en los embutidos inoculados con cultivos
iniciadores comerciales (lotes D y E). Los valores iniciales se redujeron,
aproximadamente, el 40 % en el estufaje, obteniéndose valores de 2,37 y 2,59 log
ufc/g, para los lotes D y E respectivamente. Tras estos el mayor descenso lo
experimentaron los embutidos noculados con bioconservadores, lotes B y C, que
vieron reducidos sus recuentos iniciales en 25 % y 22 %, lo que les llevd a
obtener valores de 3,43 y 3,85 log ufc/g, respectivamente. Finalmente, la menor
reduccion la experimentaron los embutidos sin inocular (lote A), cuyos valores

iniciales decrecieron un 14 %.

Durante la maduracion se puede apreciar, Figura 27, un ligero descenso de
los recuentos para todos los lotes de embutidos, aunque en algunos casos se
produjeron suaves incrementos. Los embutidos inoculados con el cultivo
comercial 2 mostraron la mayor velocidad de muerte celular con un valor de
0,297, seguidos de los embutidos de los lotes A y B (control e inoculados con el
bioconservador 1), con valores de 0,270 y 0,232, respectivamente. El menor

coeficiente de muerte celular lo presentaron los embutidos de los lotes Cy D que
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Tabla 33. Valores medios (log ufc/g muestra) y desviaciones tipicas de los
recuentos de coliformes en los diferentes lotes de salchichones analizados en las

distintas etapas del proceso de elaboracion.

Lotes Amasado Estufaje Secado Secado Secado Secado

1? semana 2% semana 3% semana 4? semana

A-Control 4.91+0,58 4,22+0,18 4,35+0,64 3,79+0,30 3,50+0,46 3,02+0,64
B-Bioconser. 1 4,58+0,79 3,43+0,21 3,41+0,31 3,67+0,74 3,51+0,36  2,30+0,97
C-Bioconser. 2 4,29+0,34 3,36+0,29 3,03+0,60 2,69+0,40 2,70+0,60 2,84+0,49
D-Cultivo 1 4,04+0,64 2,37+0,37 3,04+0,82 3,00+0,72 2,48+0,40 2,08%0,79
E-Cultivo 2 4,58+0,61 2,59+0,26 2,59+0,52 2,04+0,47 1,71£0,54 2,27+0,37
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Figura 27. Evolucion de los recuentos de coliformes en los distintos lotes de

salchichones analizados durante el proceso de maduracion.
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tuvieron un valor de 0,197 y 0,194, respectivamente. No obstante y pese a que
los embutidos inoculados con el cultivo comercial 1 (lote D) mostraron el menor
coeficiente de muerte celular, puede observarse en la Figura 27, que durante la
fase de estufaje estos embutidos sufrieron la mayor reduccion de los recuentos de
coliformes junto a los embutidos del lote E. Ademas los salchichones de estos
dos lotes fueron los que presentaron los menores recuentos durante toda la

maduracion.

Al final del proceso se pueden diferenciar dos grupos de embutidos. De un
lado, los salchichones de los lotes B, D y E, que presentaron los recuentos mas
bajos, con valores de 2,30, 2,08 y 2,27 log ufc/g respectivamente; equivalente a
una reduccion de los recuentos iiciales de aproximadamente el 50 %. De otro
lado, los embutidos de los lotes A y C, que mostraron los recuentos mas
elevados, 3,02 y 2,84 log ufc/g respectivamente; que en su caso se corresponden

con una disminucion global del 34 % y el 38 %.

En el analisis estadistico se ha comprobado que los recuentos
determinados en el lote control (lote A) son significativamente mas elevados
(p < 0,001) que los determinados en los salchichones del resto de lotes.
Asimismo, los embutidos inoculados con los cultivos iniciadores comerciales
(lotes D y E) mostraron recuentos significativamente mas bajos que los hallados
en el lote B, mientras que en el caso del lote C (bioconservador 2), solo el cultivo

niciador 2 (lote E) mostr6 valores significativamente mas bajos (p < 0,001).

En cuanto a la evolucion de los recuentos a lo largo de la maduracion se
aprecia que los valores en el amasado son significativamente mas altos
(p < 0,001) que los del resto de etapas; y los del estufaje son también mas
elevados que los de la segunda, tercera y cuarta semana. Por otro lado, los
recuentos de la primera y segunda semana no mostraron diferencias significativas

entre si (p > 0,05) aunque si se apreciaron entre estos y los recuentos de la cuarta
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semana (p < 0,001). Finalmente, no se apreciaron diferencias significativas entre

los recuentos de la tercera y cuarta semana entre si (p > 0,05).

Los recuentos de coliformes obtenidos (Tabla 33) son muy similares a los
de enterobacterias (Tabla 32). De hecho los coliformes pertenecen a la familia
Enterobacteriaceae aunque tienen la particularidad de fermentar la lactosa en
presencia de sales biliares, a diferencia del resto de microorganismos de esta
familia. Su presencia en el alimento nos advierte de la posibles existencia de
patogenos entéricos (Salmonella, Shigella) aunque no indican que estén
necesariamente presentes. Los coliformes son, por tanto, microorganismos

indicadores de contaminacion fecal.

La Legislacion Alimentaria no establece un limite maximo del nimero de
estos microorganismos en los embutidos crudos curados, como puede
comprobarse en la Norma Microbiologica (BOE, 1977). Sin embargo, estos
microorganismos son considerados tecnoldgicamente indeseables, ya que pueden
originar graves defectos en los embutidos, por lo que es necesario controlar su

presencia (Jessen, 1995).

Teniendo en cuenta que son enterobacterias, su llegada al alimento se
realiza fundamentalmente a través de las materias primas 6 por una manipulacion
inadecuada y poco higiénica. La contaminacion de la pimienta, usada en la
elaboracion de embutidos fermentados, con bacterias coliformes puede originar
la alteracion de los productos debido a la formacion de gas que producen estos
microorganismos. Ordéfiez et al. (1990) obtuvieron recuentos de viables totales

en pimienta del orden de 10° ufc/g.

La mayoria de las referencias bibliograficas relacionadas con la calidad
microbiologica de los embutidos crudos curados estudian la evolucién de las

enterobacteriaceas totales, incluyendo a los coliformes. No obstante Palumbo et




186 Resultados y Discusion

al. (1976) determinaron coliformes fecales en embutidos crudos curados
comerciales y obtuvieron recuentos en el producto final de 3,25 log ufc/g, cuando
utilizaban cultivos iniciadores y nitrito como sal curante. Estos valores son
ligeramente superiores a los observados en nuestro estudio, donde se obtuvieron
recuentos que oscilaron entre 2,08-2,27 log ufc/g para los salchichones

moculados con cultivos niciadores comerciales.

Los recuentos de coliformes obtenidos en este trabajo son ligeramente
superiores a los obtenidos por otros autores que observaron una reduccion total
del nimero de coliformes después de un mes de maduracién (Rozier, 1969;
Pozo, 1985). No obstante, Huang y Lin (1995) comprobaron que en embutidos
madurados con bajas temperaturas (3° C) los recuentos de coliformes después de
6 semanas de maduracion eran superiores a 2,5 log ufc/g en cambio en embutidos
madurados a 25° C, en la tercera semana, los recuentos se habian reducido a
< 1 log ufc/g. Ademas comprobaron que los embutidos inoculados con cultivos
iniciadores conseguian reducir los recuentos de coliformes antes que los
embutidos de los lotes sin inocular. Es probable que la inhibicion de estos
microorganismos, al igual que sucede con las enterobacterias, se produzca en las
primeras fases de la maduracién debido a la reduccion inicial de la a,, por la
adicion de los ingredientes a la masa carnica, no obstante Hammes y Knauf
(1992) observaron una importante reducciéon de los coliformes en embutidos
crudos curados que atribuyeron a la accion conjunta de las bacterias lacticas y la
adicion de nitritos. Por otro lado, Schillinger y Liicke (1991) mediante pruebas
de inhibicion en placa, observaron que cultivos de Citrobacter freundii se
reducian en un 47 % cuando eran inoculados con un cultivo de Lactobacillus

sake.
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I11. 4. 7. Enterococos (Estreptococos del grupo D de Lancefield)

En la Tabla 34 se muestran los valores medios y las desviaciones tipicas
de los recuentos de enterococos, antes denominados estreptococos del grupo D
de Lancefield y que incluye a los especies Streptococcus faecalis y Streptococcus
faecium. La evolucion de estos recuentos a lo largo de la maduracion de los

embutidos se representa en la Figura 28.

En la Tabla 34 puede apreciarse que los recuentos iniciales de
enterococos, en todos los salchichones, apenas si superaron el valor de 2 log
ufc/g. Durante el estufaje se produce un incremento de los recuentos en el lote A
(control), los valores iniciales se vieron aumentados en mas del 50 %, alcanzando
valores de 3,18 log ufc/g. El resto de embutidos durante este periodo
mantuvieron sus recuentos practicamente constantes, excepto en el caso del lote
E, que descendieron ligeramente. El nimero de enterococos en estos lotes oscild

entre 1,48 y 1,85 log ufc/g.

En la Figura 28, puede apreciarse que tras el estufaje se acentiian las
diferencias de los embutidos del lote A con respecto al resto. En todo el proceso
de maduracion los recuentos de este lote fueron los mds altos con valores
maximos de 2,90 log ufc/g, que se alcanzaron en la primera semana de
maduracion. En un término medio se mantuvieron los embutidos inoculados con
los bioconservadores (lotes B y C), que durante la primera semana
experimentaron una ligera subida en sus recuentos, aunque los valores volvieron
a descender en la siguiente semana. Al final se determinaron unos valores de 1,80
y 2,07 log ufc/g para los lotes B y C, respectivamente. Por altimo, los embutidos
inoculados con los cultivos comerciales mostraron los recuentos mas bajos,
aunque se observaron ligeras oscilaciones durante todo el proceso, al final los
valores determinados fueron de 1,21 log ufc/g para el lote D y 1,39 log ufc/g para
el lote E.
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Tabla 34. Valores medios (log ufc/g muestra) y desviaciones tipicas de los
recuentos de enterococos en los diferentes lotes de salchichones analizados en las

distintas etapas del proceso de elaboracion.

Lotes Amasado Estufaje Secado Secado Secado Secado
1*semana 2% semana 3* semana 4* semana
A-Control 1,9810,42 3,18+0,70 2,90+0,64 2,77+0,71 2,58+0,87 2,60£0,76
B-Bioconser. 1 1,51£0,52 1,7240,70 2,36+1,01 1,87+1,38 1,86+1,32  1,80+1,31
C-Bioconser. 2 1,49+1,16 1,48+0,37 2,08+0,06 2,01+0,25 2,14+0,57 2,07+0,53
D-Cultivo 1 1,30+0,74 1,85+0,62 1,78+1,28 2,08+0,56 1,46+1,06 1,21+0,85
E-Cultivo 2 2,10+0,55 1,63+1,37 1,36+1,00 1,45+1,03 1,71+£0,51  1,39%£1,05
4,00
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Figura 28. Evolucion de los recuentos de enterococos en los distintos lotes de

salchichones analizados durante el proceso de maduracion.
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El analisis de varianza de los resultados obtenidos nos permitié establecer
diferencias significativas entre los distintos lotes de embutidos. Asi los
salchichones de los lotes A y C mostraron recuentos significativamente mas
elevados (p < 0,001) que los de los lotes B, D y E. De estos datos se puede
deducir que el empleo de los cultivos iniciadores comerciales o del
bioconservador 1 inhibe el desarrollo de los enterococos en el embutido, evitando
las posibles alteraciones que puede conllevar su crecimiento. En cuanto a la
evolucion de los recuentos a lo largo de la maduracion, no se han podido
establecer diferencias significativas entre las distintas etapas del proceso (p >

0,05).

Como se ha mencionado anteriormente, bajo la denominacion de
enterococos se agrupan dos especies microbianas, Streptococcus faecium y
Streptococcus faecalis, presentes en el tracto intestinal del hombre y de los
animales. Su elevada resistencia a la desecacion, a las temperaturas extremas y a
los agentes desinfectantes y detergentes, les convierten en un excelente indice
sanitario. Los enterococos no son microorganismos patégenos pero, al igual que
sucede con las enterobacterias y coliformes, una contaminacion elevada puede
originar defectos en el producto. No obstante la Norma Microbiolégica (BOE,

1977) no regula su presencia en los embutidos crudos curados.

Los recuentos iniciales obtenidos en este trabajo, préximos a 2 log ufc/g,
son sensiblemente inferiores a los encontrados por otros autores que superan el
valor de 3 log ufc/g (Coppola et al., 1995) e incluso 5 log ufc/g (Papa et al.,
1995;). En una experiencia con salami inoculado con Lactobacillus plantarum,
Papa et al. (1995) observaron que tras el estufaje se producia un incremento de
los recuentos iniciales hasta duplicar su valor, quedando con recuentos de 5,6-5,7
log ufc/g, posteriormente estos valores se mantendrian constantes durante todo el
proceso de maduracion. Por otro lado, Samelis (1994) en embutidos fermentados

naturalmente, es decir sin adicion de cultivos iniciadores, también observd un
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incremento de los recuentos iniciales que le llevo a obtener recuentos superiores
a 8 log ufc/g, no obstante tras 20 dias de maduracién los enterococos no pudieron
ser detectados en el embutido. También, Coppola et al. (1995) estudiaron la
evolucion de los distintos grupos de microorganismos en un tipo de salami
artesanal y comprobaron que, partiendo de recuentos de enterococos proéximos a

4 log ufc/g, a los quince dias de maduracion no superaban el valor de 1 log ufc/g.

La inhibicion de los enterococos en los embutidos crudos curados puede
atribuirse al descenso del pH que se produce durante la fermentacion. Schillinger
y Liicke (1991), aplicando la técnica de inhibicion en placa, observaron que el
sobrenadante de un cultivo de Lactobacillus sake ejercia cierto efecto inhibidor
sobre Streptococcus faecalis y Streptococcus faecium, lo cual indica la
sensibilidad de estos microorganismos a determinados metabolitos producidos
durante el crecimiento de la cepa lactica. No obstante, Rodriguez et al. (1988) en
un trabajo similar no observaron inhibicién alguna sobre el crecimiento de los
enterococos, al aplicar el sobrenadante de un cultivo de Lactobacillus plantarum.
En nuestro caso, no se pudo establecer una correlacion significativa entre el pH y

los recuentos de enterococos (r = - 0,1943; p > 0,05).

En ocasiones los enterococos han sido utilizados como microorganismos
iniciadores (Leistner, 1995). A Streptococcus faecalis se le atribuye cierta
actividad lipolitica (Krockel, 1995). Sin embargo, la cualidad mas apreciada de
estos microorganismos es su capacidad para producir bacteriocinas capaces de
inhibir el crecimiento de Listeria monocytogenes, Clostridium sp 'y
Staphylococcus aureus (Mckay, 1990; Arihara et al., 1993; Garriga et al., 1993;
Giraffa, 1995).
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I11. 4. 8. Staphylococcus aureus

En la Tabla 35 se muestran los valores medios y las desviaciones tipicas
de los recuentos de Staphylococcus aureus (Staph. aureus) en los salchichones

analizados a lo largo del proceso de maduracion.

Como se puede observar en la Tabla 35, los recuentos iniciales oscilaron
entre 2,36 y 3,27 log ufc/g. Los valores mas elevados, correspondientes a los
lotes B, C y D, superiores a 3 log ufc/g descendieron durante el estufaje en mas
de una unidad logaritmica. En cambio los embutidos de los lotes A y E
mantuvieron, durante el estufaje, sus recuentos constantes. Durante la primera
semana de maduracion, tres de los lotes de salchichones analizados mostraron
recuentos inferiores a 2 log ufc/g (lotes B, D y E), que es el criterio
microbiologico que establece la Legislacion Alimentaria (BOE, 1977). Por el
contrario los lotes A y C no consiguieron bajar de este limite hasta la segunda
semana de maduracion. Esto indica que tras 16 dias de maduracion todos los
embutidos analizados cumplian el requisito microbiolégico, en cuanto al

recuento de Staphylococcus aureus, establecido por la Legislacion.

El tratamiento estadistico de los resultados obtenidos ha revelado que los
recuentos en los embutidos del lote C fueron significativamente mas elevados
(p < 0,001) que en el resto de lotes, ademads, los valores determinados en el lote
E, fueron los més bajos de todos (p < 0,001). Con respecto a los recuentos de los

lotes A, B y D no se observaron diferencias significativas (p > 0,05) entre si.

Distintos autores han confirmado que la prevalencia de Staphylococcus
aureus en carne cruda es alta (Pullen y Genigeorgis, 1977; Genigeorgis, 1978).
Los niveles son generalmente inferiores a 5x10” ufc/g aunque ocasionalmente
pueden superar las 7x10° ufc/g (Genigeorgis, 1978). El grado de contaminacién

depende fundamentalmente de las materias primas empleadas y de la
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Tabla 35. Valores medios (expresado como log ufc/g muestra) y desviaciones
tipicas de los recuentos de Staphylococcus aureus en los diferentes lotes de

salchichones analizados.

Lotes Amasado  Estufaje Secado Secado Secado Secado
l*semana  2%semana  3%semana  4°semana
A-Control 2,36+0,13  2,3240,15 2,03+0,02 <2 <2 <2
B-Bioconser. 1 3 06+0,34 2,07+0,05 <2 <2 <2 <2
C-Bioconser.2 3 22+0,16 2,41+0,47 2,05+0,05 <2 <2 <2
D-Cultivo 1 3,27+0,21 2,10+0,08 <2 <2 <2 <2
E-Cultivo 2 2,3840,23  2,1740,10 <2 <2 <2 <2

manipulacion durante el procesado. En este caso, los recuentos iniciales de
Staphylococcus aureus obtenidos en los salchichones no superan el valor de 4 log
ufc/g, aunque son ligeramente superiores a los obtenidos por Papa ef al. (1995),
que partiendo de unos valores en el amasado de 2,3 log ufc/g consiguen una
reduccion de los niveles hasta valores insignificantes (< 2 log ufc/g) en un plazo

de 21 dias de maduracion.

La inhibicion del crecimiento de Staphylococcus aureus en embutidos
crudos curados, antes de que se cumpla el tiempo de maduracién normal, se
confirma en la mayoria de los casos (Martinez et al., 1982; Ibanez et al., 1997,
Gonzalez-Fandos et al., 1997), incluso sin la adicién de cultivos iniciadores, por
lo que no son frecuentes los casos de intoxicaciones alimentarias estafilococicas
por consumo de embutidos crudos curados. No obstante, la mayor parte de
intoxicaciones por consumo de estos alimentos se atribuyen a Staph. aureus
(Hechelmann et al., 1988). Esto es debido a la elevada resistencia de este

microorganismo, es tolerante a la sal y al nitrito y a pesar de desarrollarse mejor
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en aerobiosis, es capaz de crecer en ambientes anaerobios, de hecho, se ha
comprobado que existe mayor crecimiento de Staph. aureus en la linea externa
de los embutidos que en el centro, ya que hay mayor disponibilidad de oxigeno
en el exterior del embutido (Liicke, 1985). Sin embargo, es un pobre competidor

a bajas temperaturas, condiciones anaerobicas y valores bajos de pH.

En embutidos crudos, Staph. aureus puede desarrollarse durante la fase
logaritmica de crecimiento de los lactobacilos y alcanzar elevados recuentos,
ademas, se ha demostrado que puede producir al menos cinco enterotoxinas
diferentes, las cuales son resistentes a la papaina, tripsina y quimotripsina, y son
estables al calor, aunque desaparecen rapidamente en presencia de sustancias
reductoras como el ascorbato y el nitrito. Por todo esto, son numerosos los
organismos que sugieren medidas para la inhibicion de este patdgeno en
embutidos crudos curados. En 1982, el Codigo de Buenas Practicas de
Elaboracion para embutidos secos y semisecos recomendd que el pH debia
descender hasta 5,2 en las primeras 48 horas y que la temperatura de
fermentacion debia mantenerse por debajo de 25° C. En el mismo afio, el
Instituto Americano de la Carne recomend¢ la adicion de bacterias acido lacticas
para acelerar la reduccion del pH de los embutidos secos y semisecos a 5,3 en los
tiempos estimados (80 horas a 24° C y 18 horas a 43° C; Bacus, 1984). Estos
criterios son considerados basicos para prevenir el crecimiento de Staph. aureus,

a temperaturas que de otra manera lo favoreceria.

Al margen de estas medidas, el curado establece condiciones selectivas
para el crecimiento de Staph. aureus debido a la reduccion de la ay, y a la accion
inhibidora que ejerce el nitrito. Aunque algunas investigaciones sugieren que la
pequeiias cantidades de nitrito usadas en embutidos curados (120-150 ppm) no
inhiben el crecimiento de determinados patégenos como Salmonella sp.,
Clostridium botulinum y Staph. aureus (Liicke, 1985; Varnam y Evans, 1991),

hay que considerar que el nitrito s6lo puede ser efectivo cuando se combina con
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otros factores inhibidores como reducidos valores de a, y pH. Como se ha
mencionado anteriormente, en la elaboracion de embutidos carnicos curados, la
a,, de la carne de partida se reduce mediante la adiciébn de sal, grasa y otros
ingredientes hasta valores préximos a 0,96-0,97. El crecimiento de las bacterias
Gram negativas se ve mermado con valores de a,, inferiores a 0,97 y los limites
de crecimiento para las bacterias lacticas se establecen entre 0,91 y 0,94, sin
embargo Staph. aureus puede crecer incluso hasta valores de a,, de 0,860. Esta
ventaja de Staph. aureus frente a las bacterias lacticas supone un riesgo afiadido
durante la primera semana de maduracidon que puede dar lugar a importantes
defectos en el proceso si no se toman las medidas adecuadas(Stiebing y Rodel,

1988).

Por otro lado, el empleo de temperaturas de maduracion superiores a 25° C
favorece el desarrollo de Staph. aureus incrementando el riesgo de que aparezcan
fermentaciones defectuosas, esto se puede evitar con la utilizacién de cultivos
iniciadores de bacterias lacticas (Raccach, 1981). Numerosos autores han
investigado la inhibicion que produce el crecimiento de las bacterias lacticas
sobre el de Staphylococcus aureus (Daly et al., 1973; Abdel-Bar y Harris, 1984;
Daeschel, 1989; Schillinger y Liicke, 1991; Gonzalez-Fandos et al., 1997). Se ha
demostrado la sensibilidad que presenta Staph. aureus frente a determinados
metabolitos producidos por las bacterias lacticas como el CO, (Dixon y Kell,
1989) y el perdxido de hidrogeno (Dahiya y Speck, 1968), ademas al tratarse de
una bacteria Gram positiva se incluye en el espectro de accion inhibidora de

numerosas bacteriocinas, entre la que destaca la nisina (Daeschel, 1989).

II1. 4. 9. Escherichia coli

La Norma de Calidad Microbiologica establece como limite
microbiolégico para E. coli recuentos inferiores a 10 ufc/g (BOE, 1977). En los

embutidos analizados en este estudio no se obtuvieron resultados positivos en
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ninguna de las muestras estudiadas, por lo que cumplen el requisito higiénico

exigido.

Dentro de los coliformes la especie mas representativa es Escherichia coli
que se diferencia del resto de coliformes por no ser capaz de hidrolizar el citrato.
E. coli tiene como habitat natural el tracto digestivo del hombre y animales de
sangre caliente. Algunas cepas son capaces de producir sindromes de
toxiinfeccion alimentaria sobre todo en la poblacion infantil, por otro lado los
adultos se pueden hacer portadores del germen una vez que han sufrido la
enfermedad. Este microorganismo llega a los alimentos por contaminacion fecal,
bien sea a través de portadores humanos 6 por contacto con aguas residuales

insuficientemente tratadas (Doyle y Schoeni, 1984).

Hasta la década de los 80 los casos publicados de intoxicaciones
alimentarias por E. coli asociadas al consumo de embutidos céarnicos fueron
escasos (Bryan, 1980). A partir de 1982 se conocen tres cepas de E. coli capaces
de producir cuadros de gastroenteritis en el hombre: E. coli enterotoxigénico
(ETEC), E. coli enteropatogeno (EPEC) y E. coli enteroinvasivo (EIEC)
(Kornacki and Marth, 1982). Todos los casos de intoxicaciones alimentarias
atribuidos a estos microorganismos han sido directa o indirectamente ligados a
contaminacion fecal humana (alimentos contaminados por aguas de origen fecal

o manipuladores infectados) (Doyle, 1984).

Hasta la fecha las investigaciones realizadas han revelado que en los
embutidos crudos curados la fermentacion y el proceso de secado solo consiguen
efectuar una reduccion de aproximadamente 2 unidades logaritmicas de ufc/g de
estos patogenos (Glass et al., 1992; Hinkens et al., 1996; Clavero y Beuchat,
1996). Por lo que actualmente todos los esfuerzos se dirigen a la identificacion de
factores adicionales que permitan obtener una mayor reduccion del numero de

estos patdgenos en los productos crudos curados. Faith ez al. (1997) afirman que
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los factores que mas afectan al crecimiento de las cepas de E. coli patogenas son
una adecuada combinacién de los parametros tiempo, temperatura y pH, en
detrimento de otros factores como especias, sales curantes y cultivos lacticos. En
este sentido, Glass ef al. (1992) comprobaron que en embutidos inoculados con
una cepa de E. coli O157:H7 apenas se apreciaban escasas diferencias en la
inhibicion de estos microorganismos cuando se adicionaban con cultivos
iniciadores de bacterias lacticas con respecto a los embutidos sin inocular. Por
otro lado, Leyer et al. (1995) descubrieron la existencia de determinadas cepas
de E. coli resistentes al acido y capaces de tolerar mejor las condiciones de
acidez que se producen durante la fermentacion y maduracion de los embutidos

crudos curados.

I1I. 4. 10. Levauras y mohos

Los valores medios y las desviaciones tipicas de los recuentos de
levaduras y mohos determinados en los salchichones analizados se muestran en
la Tabla 36. La evolucion de estos valores, expresados como log ufc/g, a lo largo

de la maduracion se representa en la Figura 29.

Como puede observarse en la Tabla 36, los recuentos iniciales oscilaron
entre 4,23 y 5,34 log ufc/g. Estos valores experimentaron un descenso durante la
fase de estufaje que fue mas acusado en los embutidos de los lotes A, B y E;
donde los valores iniciales se redujeron en mas de 1,6 unidades logaritmicas, e
incluso llegaron a superar las dos unidades en el caso del lote E. En cambio, los
lotes C y D sufrieron una reduccion menor de los recuentos, proéxima a una

unidad logaritmica.

En la primera y segunda semanas de maduracion se produjo un aumento
generalizado de los recuentos respecto del estufaje, que alcanzaron las cotas

maximas con valores que oscilaron entre 3,81 y 4,94 log ufc/g, a partir de este
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momento volvieron a descender. Al final de la maduracion los valores mas altos,
4,39, 3,93 y 4,33 log ufc/g correspondieron a los embutidos de los lotes A, By C
(control e inoculados con bioconservadores); y los mas bajos 3,15 y 3,58 log

ufc/g a los embutidos inoculados con cultivos iniciadores (lotes D y E).

El analisis estadistico de los resultados refleja que existen diferencias
significativas en los recuentos entre los distintos lotes de embutidos, siendo los
valores hallados en los embutidos sin inocular (lote A) significativamente mas
altos (p < 0,001) que los del resto. También se ha comprobado que las diferencias
entre los recuentos de las distintas etapas de maduracion son significativas

(p < 0,001).

La evolucion de las levaduras y mohos durante la maduracion de los
embutidos crudos curados ha sido descrita por Andersen (1992). Segun este autor
durante los primeros dias los recuentos de levaduras son mayoritarios, un 95 %
frente a s6lo el 5 % de mohos, a medida que avanza la maduracion estas cifras se
invierten para al final observarse un 95 % de mohos frente al 5 % de levaduras.
Esto se debe a que los mohos son mas tolerantes a la reduccion de la a,, que las

levaduras.

Los recuentos iniciales de levaduras y mohos obtenidos en este estudio
fueron similares a los determinados por otros autores (Samelis et al. , 1993-1994;
Papa et al., 1995). El descenso de los valores que se determin6 durante el estufaje
habia sido descrito previamente por Palumbo et al. (1976) que observaron como
los recuentos iniciales se reducian a valores minimos en esta etapa, después,
durante la maduracion, los recuentos volvian a elevarse hasta alcanzar cotas de 5
log ufc/g. Coppola et al. (1995) también comprobaron una reduccién de los
recuentos de levaduras y mohos durante la fermentacion del salami y lo
atribuyeron al efecto negativo que el humo puede ejercer sobre las levaduras

(Zambonelli et al., 1992).
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Tabla 36. Valores medios (log ufc/g muestra) y desviaciones tipicas de los

recuentos de levaduras y mohos en los diferentes lotes de salchichones

analizados en las distintas etapas del proceso de elaboracion.

Lotes Amasado Estufaje Secado Secado Secado Secado
1* semana 2% semana 3% semana 4* semana
A-Control 5,34+0,55 3,70+0,30 4,28+0,81 4,62+0,18 4,27+0,16  4,39+0,25
B-Bioconser. 1 5,09+0,36 3,27+0,35 4,21+0,68 4,94+0,38 4,36+0,41 3,93+0,10
C-Bioconser. 2 4,23+0,73 3,50+0,16 3,81+0,61 4,51+0,03 3,65+0,04 4,33+0,12
D-Cultivo 1 4,39+0,42 3,45+0,29 4,07+0,60 4,29+0,91 4,64+0,19 3,15+0,37
E-Cultivo 2 4,95+0,23 2,89+0,34 4,21+0,69 4,25+0,96 4,38+0,34 3,58+0,48
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Figura 29. Evolucion de los recuentos de levaduras y mohos en los salchichones

analizados durante el proceso de maduracion.
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Sin embargo, Ordéfiez et al. (1995) afirman que el desarrollo de estos
microorganismos también puede verse afectado por las temperaturas iniciales de
maduracion, es probable que las temperaturas establecidas durante el estufaje

afectaran a su crecimiento.

Samelis et al. (1993, 1994), en sendos trabajos con embutidos fermentados
naturalmente, comprobaron que a medida que avanzaba la maduracion los
recuentos de levaduras y mohos permanecian practicamente constantes
obteniéndose al final valores proximos a 5 log ufc/g. Estos recuentos son
ligeramente superiores a los obtenidos por Papa ef al. (1995) que determinaron
valores finales inferiores a 4 log ufc/g, similares a los observados en nuestro

estudio.

La adicion de cultivos inciadores o bioconservadores a los embutidos
crudos curados no parece afectar al desarrollo de levaduras y mohos. Palumbo et
al. (1976) no observaron diferencias entre embutidos adicionados de un cultivo

iniciador de bacterias lacticas y embutidos sin inocular.

I11. 4. 11. Otros microorganimos patéogenos

La investigacion de microorganismos de los géneros Salmonella y
Shigella en los embutidos analizados proporcion6 resultados negativos. Los
analisis realizados en las distintas etapas de la maduracion confirmaron la
ausencia de estos microorganismos. Por tanto, todos los embutidos analizados
cumplen la Norma de Calidad Microbiolégica que establece como requisito la

ausencia de Salmonella/Shigella en 25 g de muestra (BOE, 1977).

Idénticos resultados se obtuvieron en la investigacidn para detectar la
presencia de Listeria monocytogenes en los embutidos. Ninguna de las muestras

analizadas resultd positiva al enriquecimiento realizado sobre medios de cultivos
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selectivos. Aunque la Legislacion Alimentaria actual no establece ningun
requisito sobre la presencia o ausencia de este microorganismo en los embutidos
crudos curados, los recientes casos de intoxicacion han creado cierta alarma
social que obliga a investigar su posible presencia en este tipo de alimento. Este
microorganismo es halotolerante y capaz de crecer en medios 4cidos por lo que
puede adaptarse bien a las condiciones que reinan en los embutidos crudos
curados. Sin embargo, los porcentajes de contaminacién de estos alimentos por

L. monocytogenes son minimos (Benezet et al. , 1993).

Debido a las condiciones de bajo pH y a,, en el embutido crudo curado, los
microorganismos de estos géneros ven muy dificultado su desarrollo, por lo que
no es frecuente la aparicion de casos de salmonelosis o listeriosis por consumo de
embutidos crudos curados. La sal y el nitrito juegan un importante papel en la
inhibicién de Salmonella/Shigella en los primeros estadios de la fermentacion
cuando el pH es aun superior a 5,3. Schillinger y Liicke (1989a) comprobaron
que elaborando embutidos con un bajo contenido de sal (sélo el 2 %) y
40-70 ppm de nitrito (la mitad de la cantidad usada normalmente), se podian
obtener productos microbiologicamente seguros si se conseguia reducir el pH
hasta valores inferiores a 5,3 en un plazo de 1-2 dias, a una temperatura de 20° C.
Para ello era necesario utilizar cepas lacticas con capacidad para producir 4cido
rdpidamente, como Lactobacillus sake, o bien, mediante la adicion de acidulantes
artificiales como la glucono-delta-lactona (Liicke, 1994). En cuanto a la listeria,
es sensible a diversas bacteriocinas formadas por bacterias acido lacticas,
incluidas algunas cepas involucradas en la fermentacion de embutidos.
Schillinger et al. (1991) probaron el efecto de una cepa de Lactobacillus sake
productora de bactericiocinas sobre L. monocytogenes en la masa cruda de un
embutido, y la compararon con el efecto de otra cepa de Lactobacillus sake no
formadora de bacteriocinas. Los resultados demostraron que la masa inoculada

con la cepa bacteriocinogénica presentaba recuentos de Listeria una unidad
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logaritmica menores. Resultados similares fueron obtenidos por Berry et al.
(1990) estudiando el efecto de pediococos productores de bacteriocinas en los

llamados embutidos de verano.

II1. S. ANALISIS MULTIDIMENSIONAL

III. 5. 1. Analisis de Componentes Principales. Parametros fisico-

quimicos.

En la Tabla 37 se muestran los parametros fisico-quimicos que provocaron
la mayor diferenciacion entre los distintos lotes de salchichones ensayados. De
igual forma, en la Figura 30 se representa el diagrama de componentes

principales donde se agrupan los distintos parametros.

Como se puede observar en la Tabla 37, al estudiar los factores de carga
de la componente 1 podemos comprobar que a,,, mermas, indice de TBA, NNP,
humedad y molalidad fueron los pardmetros que mas influyeron en la
variabilidad de los distintos lotes de embutidos, y se correspondieron con un
50 % de la varianza total. En cuanto a la componente 2, 4cido lactico, pH, NaCl,
proteina, grasa y cenizas fueron los parametros que originaron mayor
variabilidad, explicando un 21,16 % mas de la varianza total. Entre ambas

componentes suman un 71,16 % de la variabilidad total de las muestras.

En la Figura 30 se puede apreciar como se agrupan estos parametros en
funcion de las dos componentes estudiadas. En el lado positivo de la componente
1 observamos que se agrupan indice de TBA, mermas, NNP y molalidad; todas
estas variables muestran entre si una correlacion positiva altamente significativa
(p <0,001) y a su vez se relacionan de forma negativa con las variables humedad
y ay, que se localizan en el lado negativo de la componente 1, mostrando

asimismo una correlacion positiva entre si. Con respecto a la componente 2, se
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pueden observar también dos grupos muy definidos (Figura 30), en el lado
positivo se encuentran todos los parametros que se incluyen en la composicion
quimica bruta (proteina, grasa, cenizas y acido lacticos) junto con el NaCl y en el
lado negativo estan el pH y los nitritos que se relacionan de forma negativa con

las variables anteriores.

III. 5. 2. Analisis de Componentes Principales. Parametros

microbioldgicos.

Se realizo este tipo de andlisis con objeto de determinar, entre los
recuentos microbianos, las fuentes de variacibon mdas importantes que han

provocado la diferenciacion entre los distintos lotes de embutidos analizados.

En la Tabla 38 se pueden observar los factores o vectores de carga sobre
cada una de las dos componentes principales (en orden de importancia, segun su
influencia) correspondiéndose a las puntuaciones medias de los 9 parametros
microbiologicos estudiados en las diferentes modalidades ensayadas. Del mismo
modo se muestra la varianza explicada por ambas componentes, siendo para la
primera el 60,42% y para la segunda el 15,09%, lo que significa que explicarian

el 75,51% de la variabilidad total de las muestras.

Atendiendo a la componente 1, se puede establecer que recuento total,
estafilococos, enterobacterias y coliformes han sido la mayor fuente de variacion
entre embutidos con diferentes tratamientos. Ademas, como se observa en la
Figura 31, el primer factor produce una diferenciacion entre el grupo de
microorganismos considerados como beneficiosos para la maduracion (recuento
total, lactobacilos, micrococos y estafilococos), los cuales siguen una evolucién
ascendente durante la maduracion; y los microorganismos que constituyen la
flora contaminante o indeseable (enterobacterias, coliformes, enterococos y
Staphylococcus aureus), que siguen una evolucion descendente, disminuyendo

sus recuentos conforme avanza el Proceso.
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Tabla 37. Andlisis de componentes principales (valores medios)

de los parametros fisico-quimicos de las partidas de salchichones.

Atributos Factores de carga
1° componente 2° componente
principal principal
Humedad -0,9544 (5) 0,2581
Mermas 0,9697 (2) -0,0513
pH -0,5229 -0,7348 (2)
ay -0,9804 (1) 0,0920
NaCl 0,3287 0,7216 (3)
Molalidad 0,9276 (6) -0,2084
Nitritos -0,7641 -0,4927
Proteina -0,6184 0,5767 (4)
NNP 0,9667 (4) -0,1363
Grasa -0,0353 0,5628 (5)
|. Peroxido -0,0429 -0,0750
I. TBA 0,9695 (3) -0,0315
Ac. Lactico 0,2650 0,7838 (1)
Cenizas -0,1813 0,4991 (6)
Total 0,5000 0,2116

Los nimeros entre paréntesis hacen referencia al orden en importancia de las
variables en valor absoluto que mas influyen en la diferenciacion de los lotes
de salchichones.
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Figura 30. Diagrama de componentes principales entre parametros fisico-

quimicos (sin rotar).
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Al estudiar los factores de carga de la componente 2 podemos observar
que los recuentos de mohos y levaduras, microcociceas, enterococos y
lactobacilos fueron las mayores fuentes de variacion. Ademas esta componente
permitié diferenciar dos grupos, como se puede apreciar en la Figura 31,
quedaria en el lado positivo un grupo formado por lactobacilos y recuento total y

en el lado negativo, otro compuesto por micrococaceas y estafilococos.
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Componente 2

Tabla 38. Andlisis de componentes principales de los valores medios

de los parametros microbiologicos de las partidas de salchichones.

Atributos Factores de carga

1° componente 2° componente
principal principal
R. total 0,9209 (1) 0,1486
Lactobacilos 0,8840 0,3139 (4)
Micrococaceas 0,7677 -0,4402 (2)
Estafilococos 0,9046 (2) -0,2205
Enterobacterias -0,9034 (3) 0,0671
Coliformes -0,8917 (4) -0,1534
Enterococos -0,1997 0,4261 (3)
S. aureus -0,7877 0,2234
Mohos y Levaduras -0,3592 -0,8578 (1)
Total 0,6042 0,1509

Los niimeros entre paréntesis hacen referencia al orden en importancia de las
variables en valor absoluto que mas influyen en la diferenciacion de los lotes
de salchichones.

Figura 31. Diagrama de componentes principales entre parametros

microbioldgicos (sin rotar).
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III. 6. EVALUACION DE LAS CARACTERISTICAS SENSORIALES

En la Tabla 39 se muestran las puntuaciones medias y las desviaciones
tipicas obtenidas para cada atributo sensorial en los diferentes lotes de
salchichones analizados al final del proceso (dia 32). Estos valores son la media
de las tres partidas de embutidos realizadas (febrero de 1997, noviembre de 1997
y abril de 1998). A continuacién se exponen los distintos atributos sensoriales
agrupados teniendo en cuenta el 6rgano sensorial que preferentemente los detecta

(figuras 32 a 35).

IIL. 6. 1. Percepciones visuales

En la Figura 32 se muestran las puntuaciones medias de aquellos atributos
organolépticos relacionadas con la percepcion visual; esto es, color, aspecto del

corte, acortezamiento y facilidad de separacion de la tripa.

III. 6. 1. 1. Color

La intensidad de color, como se muestra en la Figura 32a, fue mayor en
los salchichones control (lote A) donde se alcanzaron las puntuaciones maximas
de 6,62, y menor en los embutidos inoculados con el cultivo iniciador 2 (lote E)
que mostraron una puntuacion de 5,96. No obstante, las diferencias observadas
entre los distintos lotes no fueron estadisticamente significativas (p > 0,05), lo
cual indica que el tipo de cultivo lactico adicionado no afectdé al color del
producto final. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Sanz et al.
(1997b) que no observaron diferencias en el color entre embutidos inoculados
con un cultivo mixto de Lactobacillus sake y Staphylococcus carnosus y los

embutidos no mnoculados.

No obstante, son numerosos los trabajos que demuestran la actividad

nitrato reductasa de diferentes especies de Staphylococcus (Hartmann et al.,
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1995; Flores y Toldra, 1993) y concretamente de Staphylococcus carnosus
(Poulanne et al., 1977). Por otro lado, Hammes et al. (1990) detectaron un fuerte
antagonismo entre ciertas cepas de Lactobacillus sake y Micrococcus varians
cuando se inoculaban juntas en embutidos, originandose la supresion de la

reduccion del nitrato y de la reaccion de enrojecimiento.

III. 6. 1. 2. Aspecto al corte

En la Figura 32b se muestran las puntuaciones medias otorgadas por los
catadores al aspecto al corte de los distintos lotes de salchichones. Como se
puede observar, los embutidos del lote A (control) mostraron el valor mas
elevado, 6,51, frente al resto de embutidos que no superaron el valor de 6,00.
Esta valoracion refleja que los salchichones sin inocular presentaron una mayor
homogeneidad entre la mezcla de magro y grasa. No obstante, en el andlisis
estadistico no se apreciaron diferencias significativas entre los distintos lotes de

embutidos (p > 0,05).

Los resultados obtenidos coinciden con los observados por Gonzalez-
Fernandez et al. (1997) que tampoco obtuvieron diferencias en este atributo
sensorial entre chorizos inoculados con cultivos iniciadores y sin inocular No
obstante, Flores et al. (1997) comprobaron que los embutidos inoculados con un
cultivo mixto de Lactobacillus sake y Staphylococcus carnosus presentaban
mejor aspecto al corte que los no inoculados, ya que el proceso de desecacion se

producia de forma mas homogénea en los embutidos con cultivo iniciador.

El aspecto al corte se relaciond significativamente con el color
(r = 0,8323, p < 0,001). Ambos parametros pertenecen al grupo de atributos
percibidos visualmente y estd relacion es logica ya que los embutidos que
presenten mejor color van a mostrar también un mejor aspecto del corte y

viceversa. También se relaciond con la aceptabilidad general (r = 0,5602;
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p < 0,01) que es un parametro que puede estar relacionado con todos los demas,
ya que cualquier atributo puede aumentar o disminuir la apreciacién global del

embutido.

III. 6. 1. 3. Acortezamiento

La aparicion de una corteza exterior en el embutido es un defecto que se
produce como consecuencia de una cinética del proceso de desecacion incorrecta,
bien debido a la aplicacion de temperaturas excesivamente elevadas, por
condiciones de humedad relativa muy bajas o por una excesiva velocidad del

aire.

Como se puede observar en la Figura 32c, los catadores detectaron un
ligero acortezamiento en los embutidos evaluados, que fue menos acusado en los
salchichones inoculados con el cultivo iniciador 2 (lote E), donde no llego a
superar el valor de 5,80. Las diferencias observadas entre los distintos lotes de
embutidos no fueron estadisticamente significativas (p > 0,05), por lo que
tampoco se puede asumir que la adicion de un aditivo lactico u otro afecte a la

formacion de corteza exterior.

No obstante, Flores et al. (1997) observaron que en embutidos inoculados
con cultivos iniciadores mixtos, donde el proceso de desecacion se producia de
forma homogénea, la aparicion de corteza exterior era menor que en embutidos

que no habian sido inoculados.

III. 6. 1. 4. Facilidad de separacion de la tripa

La aparicién de tripas totalmente desprendidas de la masa carnica asi
como una excesiva adhesividad, son dos defectos que pueden aparecer en el

embutido fruto de un proceso de desecacion inadecuado.
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La evaluacion de este atributo se realizdo con la misma escala que
los demds, e interpretamos que puntuaciones inferiores a 5 implican cierta
dificultad en la retirada de la tripa, mientras que puntuaciones superiores a cinco

nos indicarian lo contrario.

En la Figura 32d podemos observar que los catadores otorgaron a todos
los embutidos una puntuacién superior a 6. Los embutidos que presentaron
mayor facilidad para separar la tripa fueron los de los lotes A, B, C y D, con
valores superiores a 7; mientras que el lote E mostré los valores menores. El
analisis estadistico de los resultados nos permiti6 comprobar que las diferencias
entre lotes eran significativas (p < 0,05), siendo los valores hallados para el lote

E, significativamente menores que los hallados para el resto de lotes.

La mayor o menor facilidad de separacion de la tripa depende
fundamentalmente del grado de secado y de codmo se haya realizado el proceso de
desecacion, es decir de la cinética del proceso. Si la desecacion no es suficiente y
el producto queda poco curado, la dificultad al retirar la tripa sera mayor que en
productos mas desecados, donde incluso puede quedar ligeramente despegada de
la masa carnica. Otro factor que influye en este atributo es el tipo de tripa
utilizada; Roncalés (1994) comprobd que los embutidos elaborados con tripa
artificial presentaban mayor facilidad para separarla que otros en los que se habia

utilizado tripa natural.

Teniendo en cuenta que los salchichones analizados en este estudio fueron
embutidos con tripa de colageno y que no se observaron diferencias en cuanto al
contenido de humedad del producto, las diferencias existentes entre los lotes
podrian deberse a otros factores como la ubicacion de los embutidos en la camara
de maduracion controlada. Es posible, que las localizaciones mas externas
pudieran favorecer una mayor desecacion exterior de estas piezas, con lo cual se

favoreceria la facilidad de retirada de la tripa de las mismas.
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I1I. 6. 2. Percepciones olfativas

La intensidad de olor y la presencia de olores extranos son los dos
atributos incluidos dentro de las percepciones olfativas que se evaluaron en este
trabajo. En la Figura 33 se representan graficamente los valores medios

obtenidos para estos atributos.

III. 6. 2. 1. Intensidad de olor

En la Figura 33a se observa que las menores puntuaciones las obtuvieron
los embutidos inoculados con los cultivos iniciadores, lotes D y E; que mostraron
valores de 5,70 y 5,68, respectivamente. Por otro lado, los embutidos control y
adicionados de bioconservadores, lotes A, B y C, fueron los que mostraron los
valores mas altos, superiores a 6,00. Sin embargo en el analisis estadistico
realizado, no se observaron diferencias entre lotes (p > 0,05). Lo cual, coincide
con los resultados observados por Sanz et al. (1997b) que no obtuvieron
diferencias en la evaluacion del aroma (p > 0,05) entre embutidos inoculados con
un cultivo mixto de Lactobacillus sake y Staphylococcus carnosus y embutidos
sin inocular. No obstante, otros autores como Liicke (1985) defienden la
contribucién de las micrococaceas a la formacion del aroma de los embutidos
crudos curados, y por tanto, que los productos que hayan sido inoculados con
estos microorganismos desarrollaran un aroma mas intenso que los no

moculados.

Edwards et al. (1991) estudiaron la presencia de sustancias volatiles,
responsables del aroma de los embutidos, en el salchichén madurado, asi como el
efecto de la adicibon de microorganismos (una mezcla de Lactobacillus
homofermentativos y Micrococcus lipoliticos y no lipoliticos) en la formacion de

volatiles en dicho embutido. En el producto madurado detectaron una mezcla
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Figura 33. Puntuaciones medias de los atributos relacionados

con las percepciones olfativas al final de la maduracion.
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compuesta fundamentalmente por ésteres etilicos y restos de aldehidos, cetonas y
alcoholes. Por otra parte, la adicion de los microorganismos citados
anteriormente, ocasiona la aparicion de ésteres a los 20 dias de maduracion,
hecho que no ocurre en las muestras estériles sin inocular, ni en las desarrolladas
con flora natural. Los citados autores llegan a la conclusion de que los ésteres son
componentes mayoritarios del salchichon y que probablemente los

microorganismos estén implicados en su formacion.

Garriga et al. (1996), en un estudio comparativo con diferentes cepas de
bacterias lacticas, comprobaron que los embutidos inoculados con Lactobacillus
sake CTC 284, Lactobacillus curvatus CTC 371y Lactobacillus plantarum CTC
305 mostraron un olor mas intenso que los embutidos sin inocular o inoculados
con otras cepas de las mismas especies. También, Gonzdlez-Ferndndez et al.
(1998), en chorizos inoculados con Lactobacillus sake, obtuvieron puntuaciones

en el aroma mayores que en los embutidos control.

Aunque muchos trabajos subrayen la contribucion de la actividad
enzimatica microbiana en el desarrollo del aroma del embutido (Simonetti et al.,
1983; Liicke, 1987; Nyckas y Arkoudelos, 1990) en otros muchos se afirma que
esta actividad no es esencial (Comi et al., 1992; Stahnke, 1995b; Montel et al.,
1996) y que los aminoacidos precursores de los compuestos aromaticos, asi como
los 4cidos grasos necesarios para la formacidon del aroma proceden
principalmente de la actividad proteolitica y lipolitica de las enzimas tisulares
endogenas (Verplaetse, 1994). Una muestra de estas investigaciones fueron las
llevadas a cabo por Montel et al. (1996) que inocularon cepas de Staphylococcus
sp. con distinta capacidad lipolitica y comprobaron que los embutidos que
presentaron mayor intensidad en el aroma fueron aquellos que habian sido

inoculados con las cepas menos lipoliticas.
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La intensidad de olor present6 una correlacion positiva con la facilidad de
separacion de la tripa (r = 0,7567; p < 0,001), con la jugosidad (r = 0,7179;
p < 0,001) y con la aceptabilidad general (r = 0,6803; p < 0,002). La rapidez e
intensidad del descenso de pH durante la fermentacion de los embutidos va a
estar muy relacionada con el 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, el aroma de los embutidos depende en gran parte de
como se produzca el descenso del pH; si tenemos en cuenta ambos aspectos, se
podria explicar la relacion entre la intensidad de olor y los atributos dependientes
de la cantidad de agua del producto, como son la facilidad de separacion de la

tripa y la jugosidad.

III. 6. 2. 2. Presencia de olores extranos

Las puntuaciones obtenidas de la valoracion sensorial de este atributo se
muestran en la Figura 33b. En este caso la interpretacion de los datos es inversa,
es decir, los jueces valoraron con puntuacion inferior los embutidos en los que no
se apreciaban olores extrafios. Como se puede observar todos los lotes de
salchichones muestran una puntuacién que apenas supera el valor de 2, esta
puntuacion es minima y no es representativa de la presencia de olores anormales
en los embutidos. En el andlisis estadistico de los resultados no se estimaron

diferencias significativas (p > 0,05) entre los distintos lotes de embutidos.

Los olores desagradables a rancio o putrido, generalmente estan asociados
a la presencia de hexanal en el embutido, un metabolito procedente de la
oxidacion de las grasas (Shahidi et al., 1987). Garriga et al. (1996) observaron
que embutidos moculados con cepas de Lactobacillus sake, Lactobacillus
curvatus 'y Lactobacillus plantarum mostraban menores puntuaciones en la
presencia de olores extrafios frente a los embutidos control, estos autores

asociaron la presencia de olores anormales a una elevada produccion de sulfuro
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de hidrogeno que puede estar relacionado con un mayor recuento de
enterobacterias, lo cual origina una depreciacion de la aceptabilidad general del
producto. Asimismo, Garcia-Regueriro et al. (1998) detectaron menores
concentraciones de hexanal en fuets inoculados con Staphylococcus xylosus
frente a los embutidos control, que se mostraron mas susceptibles a la oxidacion
lipidica, y afirman que la estabilidad de la oxidacion lipidica en este tipo de
productos curados podria conseguirse mediante la utilizacion de cultivos

iniciadores.

Esto ya habia sido observado por Berdagué et al. (1992) que comprobaron
que los embutidos mmoculados con una mezcla de Staphylococcus carnosus y
Lactobacillus sake presentaban menor olor a rancio que los no inoculados,
ademas afirmaron que el tipo de cultivo iniciador afiadido a un embutido tenia
gran influencia en la composicion y caracteristicas sensoriales que contribuyen al
aroma de los embutidos, y que el aroma de estos puede ser modulado mediante la
combinacion de distintos microorganismos. Posteriormente, Talon et al. (1998)
han comprobado que la presencia de las enzimas catalasa y superoxido dismutasa
en embutidos crudos curados contribuye a la inhibiciéon de la oxidacion de los
acidos grasos insaturados. Basdndose en esta afirmacion, Barriére et al. (1998)
han demostrado que la inoculacién de Staphylococcus xylosus 'y Staphylococcus
carnosus, portadores de estas enzimas, como cultivos iniciadores en embutidos

crudos curados favorece la formacion del aroma inhibiendo la oxidacion.

No obstante, Mateo y Zumalacarregui (1996a) afirman que la
autooxidacion de los lipidos en los embutidos se produce de forma dispar
dependiendo de la intervencion de distintos factores antioxidantes y prooxidantes
como el ahumado, las especias, los nitritos, el grado de anaerobiosis, etc.
Mientras que Berdagué et al. (1993) atribuye el 60 % del aroma a la presencia de
compuestos volatiles, Berger et al. (1990) y Mateo y Zumalacarregui (1996a), en
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sendos estudios, no han detectado estos compuestos ni en salami ni en chorizo,

respectivamente.

II1. 6. 3. Percepciones gustativas

En la Figura 34 se representan las puntuaciones otorgadas por los
catadores a los distintos atributos relacionados con el gusto, donde se incluyen:

intensidad de sabor, sabor acido, sabor picante y presencia de sabores extrafos.

I1I. 6. 3. 1. Intensidad de sabor.

La Figura 34a muestra las puntuaciones medias para la intensidad de sabor
otorgadas por los catadores para los distintos lotes de embutidos analizados. Pese
a que los embutidos control presentaron mayores puntuaciones, estas diferencias
no fueron estadisticamente significativas (p > 0,05), por lo que se puede afirmar
que la adicion de un tipo u otro de aditivo lactico a los embutidos no afecto

significativamente a la percepcion final del sabor.

Estos resultados coinciden con los observados por Flores ef al. (1997) y
Sanz et al. (1997b) que tampoco encontraron diferencias entre el sabor de
embutidos inoculados con un cultivo mixto de Lactobacillus sake 'y
Staphylococcus carnosus 'y los embutidos control. Idénticos resultados
obtuvieron Kenneally ef al. (1998b) al inocular embutidos con cultivos mixtos de
Lactobacillus sake y Staphylococcus xylosus. 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

(Pérez et al., 1992; Gonzalez-Fernandez et al., 1997).

Los aminodcidos son los compuestos que generalmente estan asociados
con la estimulacion de las sensaciones gustativas. La presencia de estas

sustancias, fruto de la hidrélisis de las proteinas, aportara mas o menos sabor a
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estos embutidos (Mateo y Zumalacarregui, 1996b). Segin Verplaetse (1994) en
los embutidos con un pH mas é4cido (con cultivos iniciadores) tienen un mayor
contenido de péptidos y aminoacidos, lo cual repercute en la intensidad de sabor.
Sin embargo, Flores et al. (1997) comprobaron que un mayor contenido en
péptidos y aminodcidos no afecta a la evaluacion sensorial del sabor. Verplaetse
et al. (1992) han relacionado las reacciones proteoliticas con el desarrollo del
sabor pero, tal como apuntaron Dainty y Bloom (1995), no existe ninguna
evidencia que confirme esta opinion, ya que estd basada en las propiedades
sensoriales de péptidos y aminoacidos, los cuales incrementan durante el proceso

de curacion.

III. 6. 3. 2. Sabor acido

El sabor 4cido es el segundo atributo relacionado con el flavor que se
evalud, las puntuaciones medias obtenidas para cada uno de los lotes de

salchichones analizados se muestran en la Figura 34b.

Como puede observarse, los salchichones que los catadores consideraron
menos acidos fueron los inoculados con el bioconservador 1 (lote B), que obtuvo
un valor maximo de 3,75, seguido de los embutidos inoculados con el cultivo
iniciador 2 (lote E) que presentaron un valor de 3,97. En un término medio
fueron evaluados los salchichones control (lote A) con un valor proximo a 4,20 vy,
finalmente, las puntuaciones mas altas fueron para los lotes C y D que alcanzaron
valores de 4,41 y 4,38, respectivamente. Pese a estas diferencias, el andlisis
estadistico demostré que no eran significativas (p > 0,05) y, en contra de lo que
cabria esperar, se puede establecer que la adicion de cultivos iniciadores a los
embutidos analizados no ha afectado de forma sensible al sabor acido de los

mismos, ya que las puntuaciones en todos los casos fueron inferiores a 5.
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En los embutidos crudos curados el sabor 4cido estd producido en gran
medida por la presencia de los productos de la fermentacion (acido lactico y
acido acético), aunque también pueden participan aminoacidos, como: el acido
aspartico, el acido glutamico, la L-histidina y la L-asparragina (Macleod, 1986;
Haefeli y Glaser, 1990), y acidos grasos libres. Otros autores también han
apuntado la contribucion de determinados aldehidos y cetonas en la formacion
del aroma acido (Bucharles y Girard, 1983). Todo esto nos indica que la
deteccion de este sabor en los embutidos se debe a la participacion de distintos

compuestos sapidos y aromaticos.

La utilizaciéon de cultivos iniciadores de bacterias lacticas en la
elaboracion de este tipo de productos suele originar un incremento del sabor
acido, tal y como ha sido descrito por distintos autores (Bucharles et al., 1984;
Ramihone et al., 1988; Pérez et al., 1992; Gonzalez-Fernandez et al., 1997). Esta
acentuacion del sabor acido estd asociado generalmente a un incremento del
contenido de acido lactico en el producto, aunque en ocasiones la concentracion
de estos acidos puede ser muy elevada y originar embutidos con un sabor
inaceptable (Verplaetse et al., 1994). Para evitar estos casos es necesario
encontrar un punto de equilibrio entre la produccion de acido y el sabor, para ello
se debe intensificar la produccion de amoniaco que neutralice la acidez final, de
esta forma se incrementa el sabor del embutido. 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 mas acido, que no predomina en
los embutidos de maduracion lenta mas propios de la cuenca mediterranea

(Mateo y Zumalacarregui, 1996b).

No obstante, los resultados obtenidos en este trabajo coinciden con los
realizados por otros autores, que tampoco encontraron diferencias significativas
entre embutidos que habian sido inoculados con cultivos lacticos de otros sin

mnocular (Garriga et al., 1996; Keneally et al., 1998).
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III. 6. 3. 3. Sabor picante

En la Figura 34c se muestran las puntuaciones medias obtenidas por los
distintos lotes de embutidos en la evaluacion del sabor picante. Como se puede
observar los embutidos inoculados con el cultivo iniciador 2 (lote E) mostraron
las puntuaciones mas altas con un valor de 5,60. En cambio, los embutidos
adicionados de bioconservadores (lotes B y C) mostraron el valor mas bajo (5,25)
y en un término medio quedaron el lote control (lote A) y el inoculado con el
cultivo iniciador 1 (lote D), con puntuaciones proximas a 5,40. Tras el analisis
estadistico de los resultados se comprobd que estas diferencias no eran
significativas (p > 0,05), sin embargo, teniendo en cuenta que todos los
embutidos fueron elaborados con la misma formulacion, las ligeras variaciones
podrian deberse a la utilizacion de los distintos tipos de aditivos lacticos.
Atendiendo a esta premisa se podria establecer que la adicion de

bioconservadores reduce ligeramente la aparicion del sabor picante.

El sabor picante en los embutidos crudos curados ha estado asociado con
la presencia de determinados aldehidos, acidos, alcoholes y esteres procedentes
de aminoacidos (Brenand et al., 1989; Pelosi, 1989; Berdague et al., 1991). No
obstante, la pimienta, especia tradicionalmente utilizada en la elaboracion de
salchichones, constituye también una fuente importante de compuestos volatiles
(Berger, 1990; Croizet et al., 1992; Johansson et al., 1994). El flavor de las
especias es originado por los aceites esenciales y, en algunos casos, por
compuestos pungentes como la piperina o capsaicina. Entre los componentes de
los aceites esenciales destaca la presencia de los terpenos, fenilpropanos y un
amplio grupo de sustancias aromaticas como aldehidos, cetonas, alcoholes,
fenoles, etc. (Mateo y Zumalacarregui, 1996a). Croizet et al. (1992)
determinaron los volatiles de un embutido francés y su evolucion a lo largo de la
maduracién, encontrando numerosos compuestos con origen en la propia carne,

en la pimienta y en el ajo. De entre los procedentes de la carne destacan los
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aldehidos, alcoholes, ésteres e hidrocarburos, de la pimienta los terpenos y del

ajo los compuestos sulfurados.

II1. 6. 3. 4. Presencia de sabores extrafios

La presencia de sabores extrafios es el Gltimo atributo relacionado con las
percepciones gustativas evaluado en este estudio. Las puntuaciones medias
otorgadas por los catadores para los distintos lotes de embutidos analizados se

muestran en la Figura 34d.

Al igual que sucedi6 con el olor, la presencia de sabores extrafios apenas
si superd el valor de 2, lo cual es minimo teniendo en cuenta que la escala esta
puntuada hasta 10. De los embutidos analizados, sélo los del lote C, rebasaron el
valor de 2, quedando el resto por encima de 1,5. Las diferencias entre lotes, como
se puede apreciar, son minimas y en el andlisis estadistico se confirmd que éstas

no son significativas (p > 0,05).

La presencia de aminoécidos sulfurados en el embutido es la principal
responsable de la aparicion de sabores extranos (Mateo y Zumalacarregui,
1996b), aunque también pueden intervenir aldehidos, acidos, alcoholes y ésteres
procedentes de otros aminoacidos que proporcionan un indeseable sabor a rancio
(Brenand et al., 1989; Pelosi, 1989; Berdagué¢ et al., 1991). Asimismo, la
produccion de sulfuro de hidrégeno puede afectar al sabor de los embutidos,
Garriga et al. (1996) encontraron que embutidos no inoculados con cultivos
iniciadores mostraron mayor presencia de sabores extrafios que los inoculados.
Estos autores sospechan que la anormal produccion de sulfuro de hidrogeno

puede estar relacionada con una elevada concentracion de enterobacterias.
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I11. 6. 4. Percepciones hapticas y aceptabilidad general

La dureza y la jugosidad son los dos atributos incluidos dentro de las
percepciones hépticas que se evaluaron en este trabajo. En la figura 35 se
representan graficamente los valores medios obtenidos para estos atributos y para

la aceptabilidad general.

II1. 6. 4. 1. Dureza

Las puntuaciones medias otorgadas por los catadores en la valoracion de
la dureza se muestran en la Figura 35a. Puede observarse que los embutidos
inoculados con los cultivos iniciadores comerciales (lotes D y E) presentaron el
valor mas alto de dureza, 5,20; seguido por el lote control (lote A) con una
puntuacion de 5,03. El resto de embutidos mostraron valores entre 4,40 y 4,80,
correspondiendo la puntuacién mas baja al lote adicionado del bioconservador 1
(lote C). Pese a las diferencias observadas, estas no fueron estadisticamente
significativas (p > 0,05), por lo que no se puede establecer que la adicion de uno

u otro aditivo lactico modifique sensiblemente la dureza del producto final.

Las ligeras diferencias en la dureza obtenidas en este trabajo se muestran
coincidentes con los resultados observados por Gonzalez-Fernandez et al. (1997)
que comprobaron que los embutidos inoculados con lactobacilos presentaban
mayor dureza que los embutidos no inoculados. Estos mismos autores en un
trabajo posterior con chorizos, confirmaron que los embutidos mas duros eran
aquellos que habian sido adicionados de cultivos iniciadores con respecto a los
embutidos sin inocular. 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. Segin estos mismos autores, el rapido descenso del pH que se

produce cuando se utilizan cultivos lacticos afecta positivamente a la textura del
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Figura 35. Puntuaciones medias de los atributos relacionados con las

percepciones hapticas y aceptabilidad general al final de la maduracion.
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producto, ya que el bajo pH afecta a la solubilidad de las proteinas. Esto ya habia
sido observado por Dainty y Blom (1995) que aseguran que es el acido lactico el

que actia sobre la “sensacion tactil” de los embutidos.

I1I. 6. 4. 2. Jugosidad

Las puntuaciones medias otorgadas por los catadores a la jugosidad de los
salchichones analizados se muestran en la Figura 35b. Como se puede apreciar,
los embutidos sin inocular (lote A) mostraron los valores mas altos de jugosidad,
proximos a 6,60; mientras que los embutidos inoculados con los cultivos
iniciadores comerciales (lotes D y E) presentaron los valores mas bajos, cercanos
a 5,80. Los salchichones adicionados de bioconservadores se mantuvieron en un
término medio, con valores de jugosidad que rondaron 6,20. En este caso si se
pudieron establecer diferencias significativas entre los lotes de embutidos A y D,
determindndose que los valores de jugosidad para embutidos control fueron
significativamente madas altos (p < 0,05) que los inoculados con el cultivo
comercial 1. Estos resultados coinciden con los observados por otros autores que
también observaron que los embutidos inoculados con cultivos de bacterias
lacticas se mostraban en la evaluacion sensorial menos jugosos que los
embutidos sin inocular (Sharma y Mukhopadhyay, 1995; Gonzalez-Fernandez et
al., 1997).

La jugosidad es un atributo estrechamente relacionado con el contenido en
agua del producto, as6 como conel contenido en grasa, ya que ésta induce a la
salivacion. Pérez et al. (1992), en un estudio con embutidos inoculados con
lactobacilos, comprobaron que los embutidos control eran mas jugosos que los
inoculados y afirmaron que ¢€sto era debido al mayor contenido en agua que
presentaban los embutidos control en el momento del andlisis sensorial. En
nuestro caso podemos observar, figuras 35a y 35b, que los embutidos inoculados

con los cultivos iniciadores comerciales (lotes D y E) que presentaron las
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mayores puntuaciones en la dureza son también los menos jugosos. Asimismo,
los embutidos de los lotes D y E, mostraron los menores contenidos de agua al
final de la maduracion (tabla 13), lo cual justificaria la menor jugosidad en estos

salchichones.

III. 6. 4. 3. Aceptabilidad general

Como se puede apreciar en la Figura 35c, se percibe de forma evidente
que los catadores mostraron preferencia por los embutidos control, lote A, que
obtuvieron una puntuacién de 6,59. El resto de lotes presentaron puntuaciones
que oscilaron entre 5,86 y 6,00. Estas diferencias, no obstante, no fueron
estadisticamente significativas (p > 0,05), tal y como cabria esperar, por lo que
no se puede establecer que la adicion de aditivos lacticos a embutidos crudos

curados influya negativamente en la aceptabilidad de estos por los consumidores.

Estos resultados son coincidentes con los observados por Kenneally ef al.
(1998a) que en un estudio con embutidos inoculados con microorganismos de
distinta actividad lipolitica, observaron que no existian diferencias entre los
embutidos inoculados y sin inocular. Asimismo, Hammes y Hertel (1996)
inocularon embutidos con cepas de Lactobacillus plantarum y comprobaron que
la elevada produccion de acido lactico por parte de los microorganismos origind
productos muy acidos que no fueron bien aceptados, en cambio los embutidos sin
inocular consiguieron las mejores puntuaciones. Por otro lado, Gonzalez-
Fernandez et al. (1997) han comprobado que la adicion de lactobacilos a
embutidos mejora las 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 como embutidos no
adicionados de cultivos lacticos sufrian un detrimento importante de su
aceptabilidad general debido a la aparicion de olores putridos como consecuencia

del metabolismo de las enterobacterias. En cambio en los embutidos inoculados
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se instaurd la flora lactica que predomind con respecto a las bacterias Gram

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

En este trabajo se ha realizado un estudio comparativo sobre un tipico
embutido crudo curado, el salchichén “tipo casero”, que se elabor6 con diferentes

cultivos iniciadores y bioconservadores.

Para ello se fabricaron cinco lotes de embutidos de 42 piezas cada uno,
dos de esto lotes se inocularon con cultivos iniciadores comerciales, otros dos
con bioconservadores y otro, al que no se le adicion6 nada, se considero el lote
control. Estos salchichones se maduraron en una camara de maduracion
controlada durante 30 dias. A lo largo de todo el proceso, se realizaron distintos
analisis quimicos y fisico-quimicos (composicidn quimica bruta, evolucion de
pH vy a,, cantidad de cloruro sédico, nitritos, NNP y evolucion de los indices de
oxidaciéon de la grasa). También se estudiaron los distintos grupos de
microorganismos, tanto los involucrados en la maduracion como los alterantes y
patogenos, con el fin de valorar la posible accion bioconservadora de los
productos afiadidos. Y finalmente se realizd una evaluacion sensorial para definir
las caracteristicas organolépticas de los distintos lotes de salchichones y poder
identificar las posibles diferencias que originaban la adicién de uno u otro tipo de

cultivo lactico.

En los resultados obtenidos no se aprecian diferencias significativas
(p > 0,05) en la mayoria de los pardmetros quimicos y fisico-quimicos, a
excepcion del pH y el contenido de &cido lactico. Todos los embutidos
analizados cumplieron la Norma de Calidad para salchichon de categoria extra.
En cuanto a los pardmetros microbiologicos, los salchichones inoculados con
cultivos iniciadores comerciales mostraron recuentos de lactobacilos y
micrococaceas significativamente mas elevados (p < 0,001) que el resto de lotes.
Asimismo, estos lotes de embutidos mostraron los menores recuentos de

enterobacterias, coliformes y enterococos. Estos grupos microbianos también
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fueron significativamente mas bajos (p < 0,001) en los embutidos inoculados con
uno de los bioconservadores (lote B). Con respecto a los atributos sensoriales no
se observaron diferencias significativas (p > 0,05) entre los distintos lotes de
salchichones. De estos resultados se puede deducir que, aunque los
bioconservadores podrian utilizarse como un obstdculo mas en la conservacion
de los embutidos crudos curados, no llegarian a reemplazar a los cultivos

iniciadores en la direccion y orientacion de la fermentacion lactica.
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V. CONCLUSIONES

Primera. No se observaron diferencias significativas (p < 0,05) en los
parametros (proteina, grasa, cenizas y NaCl) cuando se afiadia uno u otro tipo de
cultivo lactico o bioconservador. La cantidad de proteina y grasa obtenida en los
embutidos al final de la maduracion se ajusta a la Norma de Calidad para

salchichon de categoria extra.

Segunda. Segun el contenido final de agua y las mermas determinadas,
los productos analizados pertenecen al tipo “embutidos secos”. Asimismo, la
humedad y las mermas no sufrieron variaciones, sin que llegiramos a apreciar
diferencias entre los distintos lotes (p > 0,05). En cuanto a la a, éstaexperimento
una evolucion similar en todos los lotes de embutidos, decreciendo hasta valores
proximos a 0,930. La ecuacion utilizada para el célculo de la a,, sélo se ajustd a
los datos experimentales en los primeros estadios de la maduracién, causa por la

cual no es recomendable su uso en las siguientes etapas.

Tercera. En los salchichones moculados con los cultivos iniciadores,
(lotes D y E), el pH alcanz¢ el valor de 5,2 tras el estufaje (dia 3), mientras que
en los lotes restantes no se alcanzo hasta los 9 6 16 dias. Por otro lado, las
concentraciones de 4cido lactico fueron significativamente superiores (p < 0,001)
para los salchichones de los lotes D y E con respecto al resto. De ello, resulta
evidente que los parametros pH y cantidad de acido lactico estan relacionados

(p < 0,001).

Cuarta. La concentracion inicial de nitrito descendidé durante la primera
semana a niveles inferiores a 5 ppm. En el producto final las concentraciones de
nitrito residual no superaron en ningun caso el limite maximo permitido por la

Legislacion Alimentaria Espafiola.
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Quinta. La utilizacion de distintos cultivos iniciadores y bioconservadores
no modificaron el grado de oxidacion de los lipidos de los salchichones, que fue

determinado por el indice de perdxidos y el valor de TBA.

Sexta. Los recuentos de enterobacterias, coliformes y enterococos fueron
significativamente menores (p < 0,001) en los embutidos inoculados con los
cultivos comerciales (lotes D y E) que en el resto de embutidos. El lote B,
mmoculado con el bioconservador 1, mostré menores recuentos de coliformes y

enterococos que los lotes Ay C (p <0,001).

Séptima. Los lactobacilos fueron el género mayoritario de bacterias
lacticas identificado. Los salchichones inoculados con los cultivos iniciadores
comerciales (lotes D y E) mostraron recuentos significativamente mas elevados
que el resto de los lotes (p < 0,001) durante toda la maduracién. De igual forma,
los recuentos de micrococaceas (micrococos y estafilococos) también fueron

significativamente superiores (p < 0,001) en los salchichones de los lotes D y E.

Octava. Al final de la maduracion, todos los salchichones analizados
cumplian los criterios que exige la Norma Microbiologica en cuanto a la
limitacion de los microorganismos patogenos Salmonella, Staphylococcus aureus

y E. coli (BOE, 1977).

Novena. Los cultivos iniciadores y el bioconservador 1 presentaron cierta
accion protectora contra microorganismos alterantes (enterobacterias, coliformes
y enterococos) durante la maduracion, lo cual podria indicar su utilizacidon como
un obstadculo mas en la conservacion de estos productos. No obstante, no parece
conveniente reemplazar la utilizacion de los cultivos iniciadores por los
bioconservadores, ya que la participacion en la orientacién de la fermentacion es

mas segura y efectiva cuando se afiaden los primeros.
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Décima. Los atributos sensoriales de los salchichones no sufrieron
diferencias significativas (p > 0,05) con la adicién de uno u otro tipo de aditivo

lactico.
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