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1. INTRODUCCION

Durante los ultimos afios, se ha observado una preocupacion de los
consumidores por la calidad de los productos alimenticios que adquieren en
las tiendas y los supermercados (Minetti, 2002). Esta situacion ha llevado a
poner el punto de mira en la conservacion de tales alimentos, sobre todo en
los productos céarnicos de origen porcino (Gonzalez et al., 2014).

La carne de cerdo es un alimento muy perecedero y, desde su almacenaje
hasta ser consumido, la principal causa de su deterioro son los
microorganismos, dado que estos utilizan los nutrientes de la carne generando
olores desagradables y modificando el color del producto, entre otras
consecuencias (Kemenik, 2013). Bien puede afirmarse que estos productos
carnicos representan un excelente medio para el crecimiento microbiano
como bacterias gram-negativas aerobias, inclusive en condiciones de
refrigeracion (Marcelo et al., 2000).

Ahora bien, los principales microorganismos que deterioran de la carne son
las bacterias: (a) enterobacteriacea, (b) Brochothrix thermosphacta, (c)
bacterias acido-lacticas (BAL), (d) Pseudomonas spp. y (e) aerobios mesofilos
(Marcelo, 2007).

Estas bacterias se multiplican facilmente en la carne fresca gracias a su
composicién quimica, su valor de actividad de agua y pH y que, por ende,
producen niveles que causan desviaciones sensoriales y tienen como
consecuencia la putrefaccion de la carne (Doulgeraki et al., 2012). La carga
microbiana inicial en el producto carnico depende del estado fisioldgico del
animal en el momento del sacrificio y del nivel de contaminacién ambiental en
el matadero y en las areas en las que se realiza su manipulacion posterior,
incluido el nivel de higiene de los empleados, de las herramientas y de los
equipos utilizados (Elis et al., 2017). Uno de los posibles métodos para evitar
o retrasar la putrefaccion de la carne es el uso de la bioconservacion (Jessica
et al., 2012).

La bioconservacion es definida como la extensién de la vida y seguridad
de un alimento a través del uso de microbiota natural o controlada y/o sus
compuestos antimicrobianos (De la Fuente Salcido et al., 2010). En la
bioconservacion se incluyen desde técnicas utilizadas para obtener alimentos
mas seguros hasta la generacion de alimentos minimamente procesados y sin
aditivos. Por este motivo, dicho método esta teniendo un gran auge basado
en el efecto de los llamados bioconservadores que aumentan la vida util e
incrementan la seguridad de los alimentos (Barboza-Corona et al., 2010). Por
ejemplo, las bacteriocinas obtenidas a partir de las bacterias acido lacticas
(BAL) pueden ser utilizadas para mejorar la calidad y conservacién de los
alimentos puesto que son reconocidas como sustancias seguras, no son
activas ni toxicas frente a células eucariotas, son inactivadas por enzimas
proteoliticos y, generalmente, estables en amplios intervalos de pH y
temperatura (Galvez et al., 2014). En otras palabras, el éxito de BAL radica



en sus propiedades antibacterianas, atribuidas a los productos finales de su
metabolismo como acido lactico, acético, peroxido de hidrogeno, diacetilo,
reuterina y bacteriocinas (Hugas, 1998).

Otro argumento a favor del uso de BAL es su contribucion a la reduccién
y, posterior, inactivacion de bacterias Gram negativas, como Pseudomonas y
enterobacterias (Farifias et al., 2013). Esto ayuda a reducir la utilizacion de
procesamientos fisicos que podrian alterar las propiedades organolépticas de
los alimentos (Galvez et al., 2007). Por lo cual, el uso de estos acidos
organicos en la industria de alimentos cumple diversas funciones tecnolégicas
dependiendo de la aplicacion, que se basa en una o varias de las siguientes
propiedades, caracteristicas o atributos (Davidson et al., 2007):

1. poder acidulante

propiedad amortiguadora o reguladora del pH
agente quelante de iones metalicos
emulsificante
efectos sensoriales beneficiosos
agentes antimicrobianos

o0k wh

De esta forma, con la acidificacion y el control del pH en niveles bajos se
inhibe o retarda el crecimiento de microorganismos indeseables,
especialmente bacterias alterantes y algunas patdgenas (lrungaray et al.,
2013).

Por todo lo expuesto hasta el momento, el objetivo del presente trabajo
consistié en aumentar la vida util de la carne picada de cerdo mediante el
empleo de un bioconservante en polvo obtenido a partir del caldo de
fermentacién (subproducto) resultante tras el proceso de fermentacion de
Pediococcus acidilactici en un medio de cultivo de grado alimentario y la
posterior separacion de los microrganismos.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Plan de trabajo
El plan de trabajo seguido consistio en dos fases (tabla 1) las cuales se
detallan a continuacion.

TABLA 1. Plan de trabajo



METODOLOGIAS/

FASE DESCRIPCION DETERMINACIONES
1 Elaboracion del bioconservante * F_|Itr_a_C|on_,
e Liofilizaciéon
Evaluacion de  diferentes 1. Analisis microbiolégico
concentraciones de 2. pH
2 bioconservante en polvo en 3. Color
carne picada de cerdo 4. Pérdida de goteo
5. Analisis estadistico

FASE 1. Elaboracion del bioconservante en polvo

Inicialmente se procedi6 a la fermentacion de Pediococcus acidilactici en
un medio de cultivo de grado alimentario. Posteriormente, se separaron los
microoganismos mediante filtracién y el subproducto conformado por el caldo
de fermentacion. Este ultimo se liofilizé, logrdndose asi el objetivo de esta
fase: obtener el bioconservante en polvo libre de células para su aplicacion en
la carne picada de cerdo.

FASE 2. Evaluacion de diferentes concentraciones de bioconservante en
polvo (30, 40 vy 50 g/kq) en carne picada de cerdo.

En esta fase, se testaron diferentes concentraciones (30, 40 y 50 g/kg) de
bioconservante en polvo en carne picada de cerdo, junto con un control (0
g/Kg). Las muestras fueron mantenidas en refrigeracion durante 9 dias.
Durante el almacenamiento se analiz6 la evolucion de los siguientes
parametros: crecimiento microbiano, pH, pérdida de agua por goteo y color.

Con todo lo descrito, se alcanzé el objetivo de esta fase: evaluar el efecto
del bioconservante en polvo sobre las muestras de carne picada de cerdo.

2.2 Metodologia

2.2.1. Elaboracién del bioconservante mediante filtracion.

El bioconservante se obtuvo a partir de un cultivo iniciador para productos
carnicos crudo-curados, Pediococcus acidilactici (Josefa Estelles Mayor,
Lliria, Valencia). Para ello, se realizd una fermentacibn de este
microorganismo en un caldo de cultivo de calidad alimentaria (29 g/L dextrosa
y 31 g/L extracto de levadura) durante 16 horas a 37°C. Una vez obtenido el
caldo de fermentacién se procedid a su estabilizacidn microbiologica para la
obtencion del extracto libre de células (CFE).

El método utilizado para la estabilizacion microbiol6gica fue la filtracion.
Primero se llevé a cabo una centrifugacion del caldo de fermentacion en una
centrifuga modelo Centrifuge Modelo 5802R (Eppendorf AG, Alemania),
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durante 10 minutos, a 11000 rpm y 4°C. El sobrenadante obtenido se filtré a
vacio utilizando una membrana de polietersulfona de 0,22 um (Membrana
Millipore Express PLUS, Merck, Darmstadt, Alemania). A continuacién, se
adiciond dextrina (Josefa Estellés Mayor S.L., Lliria, Espafia) al 10% (p/v)
como soporte y, posteriormente, el producto resultante fue sometido a
liofilizacién, utilizando un equipo Telstar LyoAlfa-6 (Telstar, Barcelona,
Espafa) durante 48 horas a 0,051 £+ 0,013 mbar de presidén y una temperatura
de -55 + 3°C.

2.2.2. Evaluacién de las concentraciones 30, 40, 50 g/Kg, en carne
picada de cerdo.

2.2.2.1. PREPRACION DE LAS MUESTRAS

La carne de cerdo que habia sido comprada en un mercado local, se picé
en condiciones asépticas mediante una picadora Modelo DP700 (Moulinex,
Alencon, Francia). Se separ6 en porciones de 25 g a las que se afadio el
bioconservante a diferentes concentraciones 30 g, 40 g y 50 g por kg de carne.
Asimismo, se prepar6 una muestra control, compuesta por carne picada sin la
incorporacion de bioconservante (0 g/kg). A continuacién, las muestras se
almacenaron a 4 + 2 °C en bandejas de plastico durante 9 dias, y se realiz6 el
muestreo a los 0, 2, 4, 7 y 9 dias de almacenamiento.

2.2.2.2. DETERMINACIONES MICROBIOLOGICAS

Para la realizacion de las determinaciones microbiolégicas primero se
homogeneizaron las muestras con un Stomacher LAB Blender 400 (Pbi
International, Milan, Italia) y a continuacion se realizaron diluciones decimales
seriadas con agua peptonada (Scharlau, Chemie, S.A., Barcelona, Espafia).
Las determinaciones microbioldgicas realizadas fueron: aerobios mesofilos
(UNE-EN ISO 4833/2003) en Plate Count Agar (PCA) (Scharlau, Chemie, S
AA., Barcelona, Espafa) incubando a 30°C durante 48-72 h; bacterias acido
lacticas (ISO 15214/1998) en agar De Man, Rogosa y Sharpe (MRS)
(Scharlau, Chemie, S .A., Barcelona, Espafia) incubando a 37°C durante 48-
72 h; Enterobacteriaceae (ISO 21528-2/2004) en agar Violeta Rojo Bilis
Dextrosa (VRBD) (Scharlau, Chemie, S.A., Barcelona, Espafia) incubando a
37°C durante 24 h; Brochothrix thermosphacta en agar de sulfato de
estreptomicina, acetato de sodio y actidiona (STAA) (Oxoid, Oxoid Ltd.
Basingstoke, Hampshire, Inglaterra), incubando a 25°C durante 48 h (Cayré
et al., 2005); y Pseudomonas spp., en agar Pseudomonas (Scharlau, Chemie,
S .A., Barcelona, Espafia) incubado a 25°C durante 48 h (Katikou et al., 2005).

Para determinar el efecto de las diferentes dosis de bioconservante sobre
los microorganismos estudiados, se realizaron modelizaciones empleando el
programa DMFit 2.0, en su versién online, escogiendo el modelo matematico
gue mas se ajustaba a cada caso y obteniéndose a partir de este los
parametros caracteristicos del crecimiento microbiano: pmax (velocidad
méaxima de crecimiento de crecimiento), A (tiempo de latencia), yO (numero

5



inicial de células y MDP (maxima densidad poblacional).

2.2.2.3. DETERMINACIONES FISICOQUIMICAS

2.2.2.3.1. Pérdida de agua por goteo

La pérdida de agua por goteo o Drip Loss (DL) se determiné mediante el
método gravimétrico descrito por Honikel (1997) que consiste en colocar la
muestra de carne (25 g) en una red que la envuelva. Posteriormente, la
muestra se suspende en el interior de un recipiente con tapa, separando asi
la masa carnica del agua que se pierde por goteo. Los recipientes con las
muestras se almacenaron en refrigeracion a 4°C durante 9 dias, realizandose
mediciones de peso en una balanza Sartorius 1800 (Sartorius GMBH,
Gottingen, Alemania) con una precision de +0,1 mg a los 0, 2, 4, 7 y 9 dias.
Todas las determinaciones se realizaron por duplicado. Se calculé la pérdida
de agua (expresada como % agua exudada por gramo de carne) segun la
ecuacion (1).

% agua perdida = (M‘;VI;Mt) x 100 (1)

0

Donde:
Mo= peso de la muestra a tiempo O
M= peso de la muestra a los distintos tiempos analizados

2.2.2.3.2. Evolucioén del pH

Para la determinacién del pH se utilizé un pH-metro de puncién BASIC 20+
(Crison Instruments, S. A., Barcelona, Espafia) utilizando un electrodo de
puncion. Las medidas para cada muestra se realizaron por duplicado.

2.2.2.3.3. Evolucion del color

El color se evalu6 en la superficie de las muestras. Las medidas de color,
coordenadas L*, a* y b* del espacio CIE L*a*b* se obtuvieron mediante un
colorimetro Konica Minolta CM-700d/600d (Minolta Camera Co., Osaka,
Japdn) provista con mascara de 8 mm. Los datos fueron registrados utilizando
el Software SpectraMagic (Minolta Camera Co., Osaka, Japén). Se realizaron
entre 6 y 8 medidas para cada muestra. La diferencia de color total (AE) fue
calculada mediante la siguiente ecuacion (2):

AE = [(L" = Ly)? + (a" — ap)? + (b — b))z )

Doénde:
L* = luminosidad de la muestra
a* = valores de rojo/verde



b* = valores de amarillo/azul
L*o, a*oy b*o = valores de luminosidad, rojo/verde y amarillo/azul,
respectivamente de la muestra patrén

Todas las determinaciones fisicoquimicas se realizaron alos 0, 2,4,7y 9
dias de almacenamiento.

2.3. Analisis estadistico

El tratamiento estadistico de los datos se realizé6 empleando el programa
Statgraphics Centurion XV versiéon 15.2.06 (Manugistics. Corp., Rockville,
EE.UU.) con un nivel de confianza de 95%. Para evaluar la significacién de
los factores y sus interacciones se realizaron ANOVAS, cuando estos
resultaron significativos se analizaron las diferencias entre los distintos niveles
mediante Pruebas de Mdultiple Rangos utilizando el procedimiento de
diferencia minima significativa (LSD) para discriminar entre las medias.

Para analizar las diferencias existentes entre los parametros
caracteristicos del crecimiento microbiano obtenido a partir de las
modelizaciones de los datos experimentales, se utilizd el criterio dos sigma.
Este define el intervalo de confianza en el que se encuentra el 95% de la
poblacién analizada (Carot, 2012; Baron y Téllez, 2004).

3.RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. DETERMINACIONES MICROBIOLOGICAS

La evolucion de la microbiota durante el almacenamiento de las muestras de
carne picada, con y sin bioconservante, se analiz6 modelizando el
comportamiento de los diferentes grupos microbianos (aerobios mesdfilos,
bacterias acido lacticas, Pseudomonas spp., Brochothrix thermosphacta y
enterobacterias). A partir de dichas curvas, se obtuvieron los parametros
caracteristicos del crecimiento microbiano.

En la figura 1 se muestra la evolucion de aerobios mesofilos y en la tabla 1 los
parametros obtenidos a partir de dichas modelizaciones.
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FIGURA 1. Curvas de crecimiento modelizadas para las diferentes
concentraciones de bioconservante a partir de los recuentos obtenidos de
aerobios mesdfilos.

TABLA 1. Pardmetros de crecimiento obtenidos a partir de las modelizaciones
para aerobios mesdofilos.

Concentracién Modelo pmax A Yo MDP R? SE
0 g/Kg Lineal  0,527+0,019 = 5,516+0,104 - 0,995 0,139
F 30 g/Kg Biphasic 0,798+0,411 - 5,318+1,062 - 0,690 1,164
(no lag)
F 40 g/Kg Biphasic 0,850+0,143 = 5,387+0,370 - 0,951 0,406
(no lag)
F 50 g/Kg Baranyi 1,149+0,110 1,509+0,226 5,040+0,127 8,540+0,090 0,994 0,127

umax: velocidad maxima de crecimiento de crecimiento [(log ufc /g)h-]
A: tiempo de latencia (dias)

yo: NUmero inicial de células (unidades logaritmicas)

MDP: Numero final de células (unidades logaritmicas)

La evolucion de los recuentos de aerobios mesdéfilos de la muestra control (sin
adicién de bioconservante) exhibieron una tendencia lineal comparandose con
las muestras con diferentes dosis de bioconservante. En el caso del control
se alcanzaron recuentos de 10,26 log ufc/g al noveno dia de almacenamiento
con una velocidad constante de crecimiento de 0,527 log ufc/g.hl. Las
concentraciones 30 y 40 g de bioconservante por kg de carne mostraron una
evolucion de los microorganismos aerobios mesofilos segin el modelo
bifasico sin fase de latencia.

Cuando la concentracion utilizada fue de 50 g/kg el comportamiento de los
microorganismos aerobios mesofilos siguié un comportamiento distinto. Se



detecté una fase de latencia de 1,5 dias lo que indica que durante dicho
periodo no hubo crecimiento de este grupo de microorganismos. Por lo tanto,
la adicibn de bioconservante a dicha concentracion permitiria inhibir el
desarrollo de aerobios mesofilos en el primer dia de almacenamiento en
refrigeracion. Entre los dias 2 y 4, es cuando se observo el mayor crecimiento
con una velocidad de 1,149 (log ufc/g).h. Este se estabilizé a partir del dia 5
con una maxima densidad poblacional de 8,5 log ufc/g.

Por lo tanto, la utilizacion de bioconservante a dosis 30 y 40 g/kg permitio
estabilizar el crecimiento de los aerobios mesofilos. La dosis de 50 g/kg no
solo estabiliz6 su crecimiento lograndose una reduccién de aproximadamente
1 log ufc/g al final del almacenamiento, respecto a las muestras sin
conservantes o con dosis inferiores, sino que ademas inhibié el desarrollo de
estos microorganismos durante el primer dia y medio.

Segun el REGLAMENTO (CE) N° 2073/2005 modificado por el reglamento CE
1441/2007, en el caso de la carne picada a base de carne de especies
distintas a las aves de corral y destinada a ser consumida cocinada, los
maximos de aerobios mesofilos deben ser del orden de 5.10° ufc/g.

En este trabajo dicho valor se alcanzo al cabo de aproximadamente 1.5 dias
dias para todas las muestras excepto cuando la dosis de bioconservante
utilizada fue de 50 g/kg doblandose el tiempo de vida util de 1,5 dias a 3 dias.
Por lo tanto, se observa un claro efecto antimicrobiano para los aerobios
mesofilos con la concentracién de 50 g/Kg de bioconservante, ya que esta
disminuyo la velocidad maxima de crecimiento con respecto de la muestra
control, se retrasO el desarrollo de estos microorganismos 1.5 dias y los
recuentos a los 9 dias de almacenamiento fueron aproximadamente 2 log ufc
inferiores a los detectados para la muestra control.

La evolucion de las enterobacterias presentes en las muestras analizadas se
puede observar en la figura 2, y los parametros de crecimiento obtenidos a
partir de la modelizacion de los datos experimentales en la tabla 2.
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FIGURA 2. Curvas de crecimiento modelizadas para las diferentes
concentraciones de bioconservante obtenidas a partir de los recuentos de
enterobacterias.



TABLA 2. Parametros de los modelos de crecimiento para enterobacterias a
concentraciones de bioconservante de 0, 30, 40 ,50g/kg de carne de cerdo

Concentracién Modelo pumax A Yo MDP R? SE
0 g/Kg Baranyi (no  1,790+0,297 6,579+0,351 2,677+0,215 s 0,962 0,372
asymptote)

F 30 g/Kg No modelo - - - - -

F 40 g/Kg Lineal 0,244+0,063 - 2,705+0,348 - 0,775 0,463

F 50 g/Kg No modelo - - - - ;

umax: velocidad maxima de crecimiento de crecimiento [(log ufc /g)h-]
A: tiempo de latencia (dias)

yo: NUmero inicial de células (unidades logaritmicas)

MDP: Numero final de células (unidades logaritmicas)

Para este grupo de microorganismos no se pudo modelizar el comportamiento
en el caso de las dosis de 30 y 50 g/Kg de bioconservante. En el caso del
control el comportamiento de las enterobacterias siguié el modelo de Baranyi
y Roberts sin fase asintética, con una fase de latencia de 6,6 dias y una
velocidad maxima de crecimiento de 1,790 (log ufc /g)ht (tabla 2). En cuanto
a la concentracién 40 g/Kg de bioconservante, se observo un comportamiento
lineal durante los 9 dias de muestreo, con una menor velocidad maxima de
crecimiento de 0,244 (log ufc /g)ht. Las concentraciones 30 y 50 g/Kg de
bioconservante mostraron el dltimo dia de muestreo un recuento de
aproximadamente 4 log ufc/g por debajo de la muestra control, siendo este
dato destacable (figura 2).

Segun la figura 2, a pesar de que las muestras sin antimicrobiano presentaron
una fase de latencia larga, a partir del dia 6, los recuentos de enterobacterias
aumentaron de manera espectacular hasta valores de 7,01 log ufc/g a los 9
dias de almacenamiento. Por otra parte, las muestras con dosis de 40 g/kg de
antimicrobiano presentaron unos recuentos finales 4,9 log ufc/g, lo que indica
una reduccion de 1,4 log de ufc respecto al control. En el caso de las muestras
con 30 y 50 g/kg de bioconservante no se identificé una evolucién clara, pero
con la dosis de 50 g/kg se observaron recuentos iguales o inferiores a los
detectados para el resto de las muestras analizadas a partir de séptimo dia
de almacenamiento. El dia 9 estos fueron 2.99 log ufc/g lo que indica una
reduccion de 4 log ufc/g respecto al control.

En el REGLAMENTO (CE) N° 2073/2005 modificado por el reglamento CE
1441/2007, en el caso de la carne picada a base de carne de especies
distintas a las aves de corral y destinada a ser consumida cocinada, no se
indican niveles maximos permitidos de enterobacterias. Pero en otra norma
referente a carnes refrigeradas y congeladas se estable un limite de 102 ufc/g.
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Por lo tanto, la muestra con 50 g/kg de bioconservante seria la que mas
garantizaria este criterio.

La figura 3y la tabla 3 muestran la evolucion de la flora lactica y los parametros
de crecimiento asociados a su modelizacién, respectivamente.
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FIGURA 3. Curvas de crecimiento modelizadas a los diferentes tiempos y
concentraciones de bioconservante a partir de los recuentos obtenidos de
bacterias acido lacticas.

TABLA 3. Parametros de los modelos de crecimiento para bacterias acido-
lacticas a concentraciones de bioconservante de 0, 30, 40 ,50g/kg de carne
de cerdo.

Concentracién  Modelo pmax A Yo MDP R? SE
0 g/Kg No - - - - - -
modelo
F 30 g/Kg No - - - - - -
modelo
F 40 g/Kg No - - - - - -
modelo
F 50 g/Kg Baranyi 1,150+0,414 1,427+0,588 2,970+0,339 5,920+0,240 0,943 0,339

umax: velocidad maxima de crecimiento de crecimiento [(log ufc /g)h]
A: tiempo de latencia (dias)

yo: NUmero inicial de células (unidades logaritmicas)

MDP: Numero final de células (unidades logaritmicas)

Las bacterias acido lacticas por su parte, se comportaron de manera similar a
la muestra control. Aunque cabe destacar, que con la concentracion 50 g/Kg
de aditivo se observé un descenso poblacional nada mas incorporarlos (ver
figura 3). Ademas, en esta concentracion, como se muestra en la tabla 3, se
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observé una fase de latencia, de 1,4 dias. La muestra control, y las
concentraciones 30, y 40 g/Kg de bioconservante estabilizado mediante
filtracion no se ajustaron a ningin modelo de los utilizados.

Las bacterias del acido lactico, a pesar de que no producen toxinas, producen
acido lactico, lo que reduce el valor del pH y reduciendo el crecimiento de
otros tipos de bacterias. Al mismo tiempo, debido a que el CO:2 se disuelve en
la carne, se inhibe el crecimiento de bacterias distintas de las bacterias
distintas a las lacticas. Ademas, al descomponer la proteina lentamente, hace
que la carne produzca un aroma acido, que es similar al queso durante el
proceso de deterioro de carne (Norma Heredia et al., 2014).

La figura 4 y la tabla 4 muestran la evolucion de la Brochothrix themosphacta
y los parametros de crecimiento asociados a su modelizacion,
respectivamente.
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FIGURA 4. Curvas de crecimiento modelizadas a los diferentes tiempos y
concentraciones de bioconservante a partir de los recuentos obtenidos de
Brochothrix thermosphacta.
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TABLA 4. Parametros de los modelos de crecimiento para Brochothrix
thermosphacta a concentraciones de bioconservante de 0, 30, 40 ,50g/kg de

carne de cerdo.

Concentracion Modelo Mmax A Yo MDP R? SE
0 g/Kg Lineal  0,424+0,049 - 5,223+0,272 - 0,947 0,362
F 30 g/Kg Baranyi  0,887+0,053 0,105+0,148 4,950+0,042 8,370+0,030 0,999 0,042
F 40 g/Kg (Bneg"’l‘;‘é’)' 0,864+0,089 - 5,092+0,197 8,959+0,149 0,984 0,210
F50g/Kg | BPNaSIC g 5a74 0001 - 4.0717 +0.57 - 0.83 0.625
(no lag)

umax: velocidad maxima de crecimiento de crecimiento [(log ufc /g)h]
A: tiempo de latencia (dias)

yo: NUmero inicial de células (unidades logaritmicas)

MDP: Numero final de células (unidades logaritmicas)

Durante el almacenamiento se altera la composicion de la microbiota
dominante. Brochothrix thermosphacta es una de ellas, es un tipo de bacteria
psicrotrofico de la superficie de carnes y no provienen del intestino (Mossel et
al. 2003).

B. thermosphacta es uno de los principales microorganismos que determinan
la calidad de las carnes, siendo uno de los microorganismos responsable del
deterioro de los productos carnicos. Se ha encontrado como microorganismo
dominante en carne almacenada en atmdésfera modificada (80% Oz, 20% CO3)
y constituye, junto con las bacterias acido lacticas (BAL), la microbiota
predominante en productos carnicos envasados al vacio (Leonardo, 2013). En
lo que respecta a este microorganismo los menores recuentos se dieron con
dosis de 50 g/kg de bioconservante.

La figura 5 y la tabla 5 muestran la evolucién de Pseudomonas spp. y los
parametros de crecimiento asociados a su modelizacion, respectivamente.
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FIGURA 5. Curvas de crecimiento modelizadas a los diferentes tiempos y
concentraciones de bioconservante a partir de los recuentos obtenidos de
Pseudomonas spp.
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TABLA 5. Parametros de los modelos de crecimiento para Pseudomonas spp.
a concentraciones de bioconservante de 0, 30, 40 ,50g/kg de carne de cerdo.

Concentracion Modelo pmax A Yo MDP R? SE
0 g/Kg Lineal 0,574+0,038 = 5,163+0,209 - 0,983 0,278
Biphasic
F 30 g/Kg (no lag) 0,81740,094 - 5,128+0,242 - 0,977 0,266
Biphasic
F 40 g/Kg (no lag) 0,855+0,084 = 5,170+0,217 = 0,979 0,238
Biphasic 3.809 +
F 50 g/Kg (no lag) 0.768 £0.0834 0.544 4 +0.297 - 0.976  0.297

umax: velocidad maxima de crecimiento de crecimiento [(log ufc /g)h-]
A: tiempo de latencia (dias)

yo: NUmero inicial de células (unidades logaritmicas)

MDP: Numero final de células (unidades logaritmicas)

La evolucion de la carga microbiana de Pseudomonas se testo también en la
muestra control, y en las concentraciones 30, 40 y 50 g/Kg de bioconservante
estabilizado por filtracion, esta evolucidbn se muestra en la figura 5, y los
pardmetros de crecimiento en la tabla 5. Al igual que para aerobios mesofilos
y Brochothrix thermosphacta la muestra control mostré un comportamiento
lineal durante los 9 dias de muestreo. En las muestras con 30 y 40 g/kg de
bioconservante se observé una velocidad de crecimiento superior a la
observada para el control. Posteriormente los recuentos se estabilizaron
entorno al quinto dia de almacenamiento. Al final del almacenamiento los
recuentos observados fueron 1,4 log ufc inferiores a los de la muestra control.
Cuando se utilizé el bioconservante a dosis de 50 g/kg se observo un claro
efecto antimicrobiano con una fase de latencia de aproximadamente 4 dias, y
unos recuentos finales por debajo de los observados para el resto de las
muestras.

Cabe mencionar que el desarrollo de pseudomonas es particularmente
evidente en el caso de la carne almacenada bajo condiciones aerdbicas donde
son los principales microorganismos causantes de deterioro, producen
sulfuros, ésteres y aminas (Casaburi et al., 2014).

Los resultados obtenidos indican actividad antimicrobiana fundamentalmente
cuando las dosis utilizadas son de 50 g/kg y frente a Pseudomonas spp.,
Brochothrix thermosphacta, enterobacterias y aerobios mesofilos.

3.2 DETERMINACION FISICOQUIMICAS
3.2.1. pH de las muestras
En la figura 6 se muestra la evolucion del pH en la carne picada de cerdo

durante los 9 dias de almacenamiento. En este periodo de estudio, se observo
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que la concentracion 50 g/Kg de aditivo estabilizado mediante filtracion
mantuvo el pH estable hasta el dia 4, y a partir de este dia se produjo una
disminucién. Para las muestras 30 y 40 g/Kg el pH se mantuvo estable hasta
el dia 2, a partir del cual los valores de pH sufrieron un leve descenso. En el
caso de la muestra control, se observo un incremento de pH a partir del dia 4,
probablemente debido al desarrollo de flora proteolitica alterante.

En el analisis estadistico realizado no se observaron diferencias significativas
en el primer dia de estudio entre las muestras control, 30 y 40 g/Kg de
bioconservante. Si se encontraron diferencias entre la muestra control y la
concentracion 50 g/Kg, siendo el pH de este més bajo desde la incorporacion
del producto liofilizado. En el dia 9 del estudio, se detectaron diferencias
significativas entre la muestra control y todas las concentraciones de aditivos
testadas, no encontrandose diferencias entre estas.

A la vista de estos resultados podria existir una relacion entre la evolucion del
pHy la actividad antimicrobiana detectada para las diferentes concentraciones
de bioconservante. Pero, aunque no se observan grandes diferencias en los
valores de pH entre las distintas concentraciones estudiadas si que estas son
evidentes en su actividad antimicrobiana.

5 = .
5,50 == = -
= I I == . I == =
5,00
4,50
0 2 4 7 9
Tiempo (dias)

10 g/Kg F 30 g/Kg F 40 g/Kg F 50 g/Kg

FIGURA 6. Evolucion del pH durante en las muestras de carne picada de
cerdo tratadas con diferentes dosis de aditivos.

3.2.2. Pérdida de agua por goteo de las muestras

El resultado del andlisis de la pérdida de agua por goteo se muestra en la
figura 7. Se observo que la que mas agua perdio fue la muestra control, y
seguidamente la concentracion 30 g/Kg de bioconservante. En cuanto a la
concentracion 40 g/Kg se observo que fue perdiendo agua durante los 9 dias
de almacenamiento, pero esta fue la que menos porcentaje de agua perdio.
Por dltimo, la muestra 50 g/Kg se mantuvo hasta el dia 7 con el mismo
porcentaje de agua perdida, pero entre el dia 7 y el 9 perdio un 7,7% de agua
exudada por gramo de carne.
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FIGURA 7. Pérdida de agua por goteo en las muestras de carne picada de
cerdo tratadas con diferentes concentraciones.

3.2.3 Color de las muestras

En la figura 8 se muestran los cambios producidos en las coordenadas L*, a*
y b* de la carne al incorporar el bioconservante testado en diferentes
concentraciones, y en la Figura 10 se observan las diferencias de color con
respecto a la muestra 0 g/Kg en cada uno de los dias de estudio.

En las muestras con una concentracion de 50 g/Kg, se aprecié como el
parametro L* se mantuvo estable hasta el dia 4, en este momento se observo
un ligero aumento en sus valores. Los valores de L* en muestra control y la
concentracion 40 g/Kg se mantuvieron estables durante todo el estudio. Y, en
el caso de la concentracion 30 g/Kg, se produjo un descenso del valor de L* a
partir del dia 7. Segun el analisis estadistico se encontraron diferencias
significativas entre la muestra 50 g/Kg y la muestra control, durante todo el
periodo de estudio. No se encontraron diferencias el primer dia de estudio
entre la muestra control y las muestra 30 y 40 g/Kg de bioconservante, pero
si se encontraron diferencias el tltimo dia de estudio entre la muestra control
y la concentracion 30 g/Kg.

En cuanto a la coordenada a*, referida al color rojo, se aprecié que todas las
concentraciones probadas mantuvieron este valor estable durante el periodo
de estudio, excepto en la muestra control en la que disminuyo a partir del dia
7. No se observaron diferencias significativas el primer dia de estudio entre la
muestra control y las concentraciones 30 y 40 g/Kg de aditivo, pero si se
encontraron diferencias con la muestra 50 g/Kg con respecto al control. Se
observo como en el dltimo dia de estudio habia diferencias significativas entre
todas las concentraciones testadas con respecto a la muestra control,
guedando esta con valores mas bajos.
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FIGURA 9. Coordenadas L*, a* y b* de las muestras de carne picada de cerdo
tratadas con diferentes concentraciones de los aditivos probados.

Por otro lado, la coordenada b*, referida al color amatrillo, se mantuvo estable
en la concentracion 50 g/Kg con un ligero aumento el dltimo dia. Para la
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muestra control y la muestra 40 g/Kg se observo un descenso a partir del
primer dia de estudio. La concentracion 30 g/Kg se mantuvo estable durante
todos los dias de estudio. El primer dia de estudio se encontraron diferencias
significativas entre la muestra 50 g/Kg y la muestra control, no encontrandose
diferencias entre la muestra control y las concentraciones 30 y 40 g/Kg
testadas. Al final del estudio se apreciaron diferencias significativas entre
todas las concentraciones testadas y la muestra control, siendo los valores de
esta son menores.

En lo que respecta a la diferencia de color entre las muestras con
bioconservante y el control si se observdé un efecto relevante de la
incorporacion de los antimicrobianos, en el caso de la concentracion mas alta
(50 g/Kg), ya que estas muestran una diferencia de color muy evidente como
se muestra en la Figura 10.
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FIGURA 10. Cambios de color con respecto a la muestra 0 g/Kg en cada uno
de los dias de estudio.

4. CONCLUSIONES

- Los resultados obtenidos indican actividad antimicrobiana cuando las dosis
utilizadas son de 50g/kg y frente a Pseudomonas spp., Brochothrix
thermosphacta, enterobacterias y aerobios mesofilos.

- Dosis de 30 y 40 g/kg de bioconservante no presentan efecto
antimicrobiano claro.

- Laincorporacion de bioconservante apenas modifica el valor del pH de la
carne, solo se observa un ligero descenso lo que contrasta con el elevado
incremento de este en las muestras control.

- La capacidad de retenciéon de agua no se modific6 como consecuencia de
adicionar los aditivos.
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- La adicion de estas concentraciones de aditivo no produjo un efecto
significativo sobre el color de la carne, puesto que no se observaron
diferencias relevantes en las coordenadas L* a* y b*. En el caso de la
concentracion mas alta (50 g/Kg), si se observaron diferencias evidentes con
respecto a la muestra control.
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