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1. RESUMEN

En el presente estudio se evaludé el desarrollo microbiolégico y los cambios
fisicoquimico en cortes de bife angosto (Longissimus dorsi) envasados al vacio y
almacenados durante 142 dias a 0+1°C en camara frigorifica. Para su evaluacion
microbiolégica  se cuantificaron y  caracterizaron genotipicamente
microorganismos mesofilos aerobios, psicrétrofos, bacterias acido lacticas,
coliformes totales y Brochothrix thermosphacta, como también la presencia de
patdgenos como Salmonella sp. y E.coli O157:H7 en las distintas etapas de
muestreo, que fueron al dia 0, a los 14 dias, a los 91 dias y a los 142 dias de
almacenamiento. Para el caso de la evaluacion fisicoquimica, se realizaron
mediciones de pH, porcentaje de humedad y color (parametros L*, a* y b*) en las
mismas instancias de muestreo que para la evaluacion microbioldgica.

Los resultados microbioldgicos mostraron un desarrollo gradual de todos los
grupos bacterianos en el periodo de almacenamiento obteniéndose al final del
estudio resultados por encima de especificaciones microbiolégicas, ademas se
obtuvo la ausencia de Salmonella sp. y E.coli 0157:H7 en todo el periodo antes
mencionado. Para las bacterias acido lacticas, a los 142 dias de
almacenamiento, no solo se obtuvo el mayor recuento (7,27 = 0,23 Log,q UFC/Q),
sino que también las especies predominantes en ese momento, como
Carnobacterium divergens y Lactobacillus curvatus. Por otro lado, en todas las
etapas de almacenamiento se aisld e identific6 B. thermosphacta, no reportada
en Uruguay, lo que pudo estar asociado a un valor inicial de pH elevado. El pH
inicial de la carne fue de 6,25 = 0,17 y disminuy6 a 5,83 + 0,10 a los 142 dias de
almacenamiento, lo cual fue concordante con el crecimiento de bacterias acido
lacticas y la disminucion del porcentaje de humedad en las muestras. La
variacion de color fue evaluada con el parametro L* y el indice de tono H*
(relacion entre a* y b*), el parametro L* aumenté significativamente en todo el
periodo (P<0,01) mientras que el indice de tono H* disminuyd significativamente

(P<0,01) al dia 91 de almacenamiento. Considerando tanto el limite



microbioldgico de alteracion de la carne, como la aceptabilidad sensorial, se
pudo establecer para la carne bovina envasada al vacio y almacenada a 0+1°C,

un tiempo de vida util de hasta 90 dias.



2. INTRODUCCION

La carne, es uno de los alimentos que posee alta actividad de agua y alto
contenido de nutrientes disponibles en la superficie, los cuales pueden ser
utilizados por microorganismos que producen deterioro. El deterioro, puede ser
definido como cualquier cambio en el alimento que lo hace inaceptable al

consumidor desde un punto de viste sensorial (ERCOLINI et al., 2006).

El proceso de deterioro de la carne y por ende los cambios en el perfil
microbiolégico, depende de factores intrinsecos y extrinsecos de la misma, como
puede ser el pH, la morfologia de su superficie, la disponibilidad de O,, la
presencia y el desarrollo de bacterias, la temperatura (ERCOLINI et al., 2009),
como también el grado contaminacion de la carne durante diferentes etapas del
proceso de producciébn, como en el sacrificio, desosado, procesado,
almacenamiento y distribucion. Sin embargo, la contaminacion microbiana es la
mayor preocupacion y es el factor mas importante en el proceso de deterioro.
(HERNANDEZ-MACEDO et al., 2011).

Por lo anterior, se han implementado distintas alternativas para la extension de la
vida util de cortes céarnicos como es el envasado al vacio. La técnica de
envasado de carne al vacio, ha significado un avance importante en la
conservacion de éste producto por un periodo prolongado sin que sea necesaria
su congelacion (SCHOBITZ et al., 1990).

2.1 Caracteristicas generales de la carne

La carne esta compuesta por un 70,4% de agua, 20,8% de proteinas, 7,2 % de
grasay 1,2 % de sales minerales. La importancia de las proteinas se asocia a su
funcidon como materia constitutiva de los tejidos blandos del organismo, pero al
mismo tiempo pueden ser utilizadas como fuente de energia. Dentro de las
proteinas del musculo se encuentran las proteinas miofibtilares, siendo la actina

y la miosina las principales, su combinaciéon da lugar a la formacién de



actomiosina contractil del musculo activo o en pre-rigor y la actomiosina
inextensible del musculo en rigor mortis. Las grasas desempefian una funcién
importante en la nutricidbn ya que son utilizadas como fuente de energia, son
portadoras de vitaminas liposolubles y aportan &cidos grasos esenciales. Las
sustancias minerales participan de multiples maneras en los procesos
fisiologicos del organismo, actuando como catalizadores en varios procesos
biolégicos y ejerciendo una accion promotora de la actividad de muchas enzimas
(FRITZ y ANTILA, 1993); (LAWRIE, 1977) y (SENSER y SCHERZ, 1999).

El consumo de carne y productos carnicos contribuye fundamentalmente a la
provision de proteina, hierro, zinc, vitamina A y vitamina B. También contribuye a
la incorporacion frecuentemente demasiado elevada, de grasa, sodio, purinas y
colesterol. Sin embargo, las cantidades de sodio, purinas y colesterol en la carne
y productos cérnicos no presentan ningun riesgo adicional para la salud de las

personas con un metabolismo sano y peso normal (SEUB, 1991).

2.2 Ciencia de la carne: Transformacién del muisculo en carne

2.2.1 Desangrado

El desangrado (deguello o sangria) del animal, marca el comienzo de cambios
post-mortem del musculo. Tan pronto como desciende la presion sanguinea, el
sistema circulatorio ajusta su funcionamiento en un intento de mantener un
aporte sanguineo adecuado para los érganos vitales, por lo tanto el bombeo
cardiaco aumentara y los vasos periféricos se contraeran intentando mantener la

presion sanguinea de los érganos vitales (FORREST et al., 1975).

2.2.1.1 Consecuencias generales del fallo circulato  rio

En el proceso de muerte del animal se detiene la circulacién sanguinea, se inicia
una serie compleja de cambios en el tejido muscular. Los diversos tejidos
continlan su actividad metabdlica bajo control local. El musculo consume

energia para mantener la temperatura y la integridad estructural de sus células



frente a la tendencia espontanea a la degradacién. EI cambio mas inmediato
después del desangrado del animal es el fallo en el transporte de oxigeno por la
sangre al musculo, con la consiguiente caida del potencial de oxidacion. A
consecuencia de éste cambio el sistema enzimatico citocromo es incapaz de
actuar, siendo imposible la sintesis de ATP por éste mecanismo. El nivel de ATP
se mantiene constante durante cierto tiempo por resintesis a partir de ADP y del
fosfato de creatina. Una vez agotada la reserva de fosfato de creatina, el nivel
total disminuye progresivamente. Por otro lado, debido a la constante actividad
ATPasa sarcoplasmica desciende el nivel del ATP, produciéndose
simultdneamente fosfato inorganico que estimula la degradacion de glucégeno a
acido lactico. La resintesis de ATP por glucélisis anaerdbica es incapaz de
mantener el nivel de ATP debido a que es un proceso poco eficaz. La escasez
de ATP aumenta la dificultad de mantener la integridad estructural de las
proteinas. El descenso del pH causado por la produccién de acido lactico hace
gue las proteinas sean mas susceptibles a la desnaturalizacién, que se
manifiesta por una reduccién en la capacidad de retencién de agua, y que las
proteinas miofibrilares se aproximen a su punto isoeléctrico. Ambas
circunstancias determinan la exudacion del masculo. La desnaturalizacion de las
proteinas sarcoplasmicas también contribuye a aumentar su susceptibilidad al
atague por las proteasas de las catepsinas del masculo, que in vivo permanecen
inactivas dentro de los lisosomas. La degradacion de las proteinas a péptidos y
aminoacidos y la acumulacion de los diversos metabolitos del proceso glucaolitico,
convierten al musculo en un rico medio de cultivo para las bacterias (LAWRIE,
1977).

2.2.2 Rigor Mortis

Uno de los cambios post-mortem mas llamativos, que ocurren durante la
conversion del masculo en carne, es la rigidez de los musculos después de la

muerte, lo que se denomina rigor mortis. La rigidez observada en el rigor mortis



se debe a la formacion de enlaces cruzados permanentes entre los filamentos de
actina y miosina del musculo (FORREST et al., 1975).

Como consecuencia del fallo circulatorio, no sélo ocurre un rapido agotamiento
del ATP, sino que también falla el sistema regulador que controla la
concentracion de Ca®" La elevada concentracion de Ca®** que se genera en el
sarcoplasma induce la contraccion de las fibras musculares y el consumo de
ATP. Como no queda ATP para disociar el complejo actina-miosina, el musculo
pierde su extensibilidad natural (WONG, 1995).

La pérdida de extensibilidad debida a la formacion de actomiosina transcurre
lentamente al principio (periodo de demora); luego con mas rapidez (fase rapida)
y, finalmente, la extensibilidad permanece constante a un nivel bajo.
Logicamente, el descenso del nivel de ATP y por ende la aparicion de la fase
rapida de instauracion del rigor mortis, sera tanto mas rapido cuanto menor sea
la reserva de glucdgeno, pero incluso, con abundante glucégeno, la resintesis de
ATP por glucdlisis no es capaz de mantener un nivel suficientemente alto para

evitar la formacion de actomiosina (LAWRIE, 1977).

2.2.3 Cambios del aspecto fisico del musculo

Después del sacrificio, cuando se ha consumido el oxigeno, los musculos tienen
un color purpura oscuro. Cuando la carne fresca se corta por primera la
superficie del corte puede presentar este color rojo oscuro; tras su exposicion a
la atmdsfera durante algunos minutos se oxigena la mioglobina y la carne cambia
a un color rojo mas brillante. A medida que los musculos alcanzan el rigor mortis
se convierten en muy firmes y rigidos. El agua retenida en el musculo durante la
conversiéon del mismo en carne, contribuye a la jugosidad y palatabilidad de la
carne (FORREST et al., 1975).



2.3 Propiedades fisicoquimicas de la carne

2.3.1 pH de la carne

El pH final de la carne puede variar entre 5,5 a 7,0, el valor depende en gran
medida del contenido de glucogeno presente en el musculo en el momento de la
faena. Luego de que el animal muere, el glucégeno es convertido en acido
lactico via glucdlisis, y si las reservas son elevadas, una concentracion de
alrededor del 0,9% es alcanzada con una disminucion del pH. Si las reservas de
glucégeno son consumidas antes de la faena, la concentracion final de acido
lactico puede ser menos de la mitad del valor normal, con un valor de pH que
puede ser mayor a 6,0 (GILL y NEWTON, 1982).

2.3.1.1 Efecto del estrés del animal en el pH de la carne

El agotamiento del glucégeno muscular es atribuido a situaciones de estrés. Los
animales que son transportados al matadero sufren especialmente trauma y
miedos durante la carga, descarga y transporte, y son estresados ademas por
las luchas de jerarquia entre ellos. Bajo estas condiciones las reservas de
glucégeno que se han visto reducidas tardan un cierto tiempo hasta volver a
regenerarse (PALEARI et al., 1995).

El estrés fisico y la falta de alimento pueden tener importantes efectos sobre la
calidad de la carne. El estrés ante-mortem provoca consumo excesivo de
glucégeno muscular, minimizando la cantidad de acido lactico en el musculo
post-mortem e impidiendo con ello la caida natural del pH en este periodo
(GALLO, 1997).

Segun HOFMANN (1988), el pH tiene una influencia directa o indirecta sobre: el
color, la terneza, el sabor, la capacidad de fijacion de agua y la conservabilidad

de la carne.



2.3.1.2 Carnes palidas y oscuras

Existen dos alteraciones principales de la calidad de la carne producidas por
estrés: las carnes DFD (dark =oscura, firm =consistente, dry = seca) y las carnes
PSE (pale =palida, soft= blanda, exudative = acuosa), éstas Ultimas se han

descrito Unicamente en el ganado porcino (MANTECA, 2004).

El origen de la carne tanto PSE como DFD, es atribuido a la misma causa
genética que se asocia a su elevada susceptibilidad al estrés, debido a un

aumento en la secrecion de adrenalina (WIRTH, 1987).

En general los animales sensibles al estrés presentan temperaturas
anormalmente altas, glucdlisis rapida (caida del pH) y una veloz instauraciéon del
rigor mortis. En los animales susceptibles al estrés los muasculos son
generalmente PSE (FORREST et al., 1975).

Debido al brusco descenso de pH en un momento en que la carne aun presenta
elevada temperatura, se produce una desnhaturalizacion proteica que afecta la
fijacidbn de agua, por lo cual la carne PSE presenta sobre todo una mala fijacion
del agua. Ademas el color de la carne PSE es marcadamente claro (WIRTH,
1987).

Los animales resistentes al estrés mantienen normal su temperatura y sus
condiciones homeostaticas musculares a pesar de la accién estresante de
agentes relativamente graves. Sin embargo, esto lo realizan a expensas de sus
reservas musculares de glucogeno. En éstos animales la deficiencia de
glucdgeno muscular origina una lenta y limitada glucdlisis después de la muerte.
Los tejidos de este tipo son DPD (FORREST et al., 1975) y son caracterizados
por alcanzar un pH final elevado, superior a 6 (POTTHAST, 1976).

La carne DFD es deficiente en glucosa, por lo que los aminoacidos son atacados
rapidamente y el deterioro se hace evidente en densidades de células

bacterianas mas bajas de lo normal (NEWTON et al., 1978).



Esta carne almacenada y envasada al vacio, o en atmdsfera modificada se
deteriora rapidamente, resultando una coloracién verde la cual se debe a la
producciéon de sulfuro de hidrégeno a partir de cisteina o glutation por
Shewanella putrefaciens, reaccionando con la mioglobina en el tejido muscular

para formar sulfomioglobina, un pigmento de color verde (DOYLE et al., 1997).

2.3.2 Color de la carne

La primera y mas importante impresion que tienen los consumidores de
los productos carnicos es el color. El color de la carne fresca esta
determinado por la proporcion y distribucion de Ila mioglobina, pigmento
proteinico que proporciona el color rojo caracteristico (SEIDEMAN et al.,
1984).

La mioglobina es el pigmento principal del musculo esquelético, aunque
también se encuentran cantidades importantes de hemoglobina y  otros
pigmentos como la catalasa y enzimas citocromo, siendo menor su
contribucién al color (FORREST et al., 1975).

La mioglobina esta formada por una porciéon proteica denominada globinay
una porcion no proteica, el grupo hemo que contiene en su parte central
una molécula de hierro de suma importancia debido a que de su estado de
oxidaciéon dependerd la coloracion final adquirida por la carne. Cuando el
hierro esta oxidado (estado férrico) no puede combinarse con otras
moléculas, incluyendo el oxigeno. Si se encuentran en estado reducido
(estado ferroso) se combina facilmente con el agua o con el oxigeno. El
color deseable en carne se debe a que es mas conveniente tener la molécula
de hierro en su estado reducido para que interaccione con el oxigenoy
produzca la coloraciéon rojo intenso deseable en la carne (FORREST et al.,
1975).



Este pigmento oxigenado se denomina oximioglobina. En carne empacada
al vacio, donde existen cantidades pequefias de oxigeno, el hierro del
pigmento se oxida, cambiando a un color marron. Esta forma del pigmento
se denomina metamioglobina (Figura 1). El color puede representar un
problema debido a que los consumidores asocian un cambio de color con
un periodo largo de almacenamiento, a pesar de que el color puede

cambiar en un periodo de tiempo corto.

+Oxigeno
MIOGLOBINA = OXIMIOGLOBINA
{purpura) - Oxigeno (rojo brillante)

b
|
|

+ Osado Oxidacion

(rutrito)

[
nitrico ‘ |

| |

| Oxidacion ] |
' |y
NITROSOMIOGLOBINA ..._____..__._.__._._:": METAMIOGLOBINA

(rojo oscuro) Reduccion (cafe)
+ Oxido nitrico

Figura 1. Pigmentos en carne cruda

2.3.3 Capacidad de retencion de agua

La capacidad de retencion de agua (CRA) se define como la capacidad que

tiene la carne para retener agua cuando es sometida a fuerzas externas.

10



Esta caracteristica se desea conservar en carne que es sometida a
fermentacion lactica ya que esta relacionada con la jugosidad. Uno de los
problemas que se ha presentado con esta propiedad es su dependencia
del pH, enla medida que éste se reduce se genera un exudado excesivo
en la carne, que va en detrimento de su calidad (ADAMS y HALL, 1988)
Ademas de la jugosidad, otras propiedades de la carne como el colory la
textura, dependen en cierta medida de la CRA A nivel quimico, la perdida
de la CRA se debe a la reduccion de pH de la superficie de la carne por la
produccion de acido lactico lo que hace que este se aproxime a los valores
del punto isoeléctrico de las proteinas, donde la carga neta es cero y por
lo tanto no se puede retener agua mediante enlaces electrostaticos.
También influye en la pérdida de la CRA el efecto estérico debido a la
asociacion de las proteinas por la rigidez cadavérica que provoca la ausencia
de espacio dentro de la red de proteinas donde se pueda retener agua
(LAWRIE, 1977).

2.4 Microbiologia de la carne

Debido al alto contenido de agua y la abundancia de importantes nutrientes
disponibles en la superficie, la carne es reconocida como uno de los alimentos
mas perecederos. Aparte de dafos fisicos, oxidacion, y cambios de color, otro
sintoma de deterioro es el crecimiento indeseado de microorganismos a un nivel
inaceptable. En éste caso el deterioro bacteriano lleva al desarrollo de olores
desagradables y frecuentemente a la formacion de limo, que hacen al producto
indeseable para el consumo humano (ERCOLINI et al., 2006). El desarrollo del
deterioro organoléptico estd relacionado con el consumo microbiano de
nutrientes de la carne, como azucares y aminoacidos libres, y la liberacion de
metabolitos volatiles indeseables (ERCOLINI et al., 2009).

La microflora bacteriana habitual de la carne fresca es muy heterogénea; esta

formada principalmente por Pseudomonas, géneros de la familia
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Enterobacteriaceae, Acinetobacter, Brochotrix thermosphacta y Lactobacillus,
gque dependiendo de su numero y especie pueden causar numerosas
alteraciones y en algunos casos intoxicaciones. Dentro de las bacterias
patdbgenas se pueden encontrar Salmonella, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica, E. coli enteropatdgeno,
Clostridium perfringens y ocasionalmente Clostridium botulinium (CARDENAS y
GIANNUZZI, 2005).

Cada microorganismo tiene una temperatura de crecimiento Optima asi como
una minima y una maxima; en consecuencia, la temperatura a que se almacena
la carne influencia marcadamente el tipo, la velocidad y extension de la actividad
microbiana. Con so6lo modificar algunos grados la temperatura de
almacenamiento se puede favorecer el desarrollo de algunos microorganismos

distintos y dar lugar a un tipo de alteracion diferente (FORREST et al., 1975).

La alteracion de la carne puede variar de acuerdo a la contaminacion microbiana
de la misma y de acuerdo a las condiciones en que la carne es almacenada
(ERCOLINI et al., 2006); es un fendmeno que ocurre principalmente en la
superficie, siendo estéril el interior del musculo del animal sano, al momento de
su faena (SCHOBITZ et al., 1990)

La contaminacidon microbiana proviene de varias fuentes, por ejemplo la
contaminacion inicial de la carne ocurre durante el desangrado, dado al uso de
equipamiento no estéril lo que introduce microorganismos en el sistema vascular.
Subsecuente contaminacion ocurre en varias etapas que incluyen el faenado,
cortado, procesado, almacenamiento y distribucion de la carne. Fuentes de
contaminacion pueden incluir el agua, instalaciones, equipamiento y personal de
manipulacion. Materia fecal, que contiene microorganismos de deterioro y
patdgenos, también puede servir como fuente de microorganismos
(HERNANDEZ-MACEDO et al.,, 2011). Factores extrinsecos tales como

temperatura, humedad relativa, presencia o ausencia de oxigeno y estado fisico
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de la carne, pueden influir sobre la actividad microbiana. También deben citarse

sus propiedades intrinsecas, tales como contenido de humedad, pH, potencial de

oxido reduccion, valor nutritivo y presencia o0 ausencia de barreras o sustancias

inhibidoras. Sin embargo, los factores que ejercen la maxima influencia en el

crecimiento de microorganismos de la carne y productos carnicos son la

temperatura de almacenamiento, la humedad y la disponibilidad de oxigeno
(FORREST et al., 1975).

A continuacion, en el Figura 2, se detalla a forma de resumen, los factores que

afectan la calidad de la carne.

Factores Productivos

Factores Tecnolégicos

Tipo de musculo

Factores Factores Sacrificio Factores
Bioldgicos Productivos Postsacrificio
Enfriamiento

Especie Medio ambiente Transporte Condiciones
Raza Manejo Recepcion, reposo rigor-mortis
Sexo Alimentacion Desangrado T° y tiempo
Edad al sacrificio Patologia Condiciones higiénicas maduracion
Susceptibilidad al Sistema de Envasado
estrés explotacién Exposicion

Il

Composicion cuantitativa

\

J

Estructura

-

CALIDAD DE LA CARNE

Figura 2. Factores que influyen en la calidad de la carne.

Fuente: BUXADE (1998)
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2.4.1 Factores extrinsecos que influencian la activ  idad microbiana

2.4.1.1 Temperatura

La refrigeracion constituye el proceso tecnoldégico mas generalizado para
retardar la alteracion de la carne (JAY, 1996); por lo tanto, los microorganismos
capaces de desarrollarse a bajas temperaturas seran los responsables

principales de la alteracion de la misma.

La carne fresca puede mantenerse tanto congelada como enfriada. Se
considerada enfriada cuando la temperatura que le sigue al proceso post mortem
es mantenida entre -1,5 a +7°C. La temperatura Optima de mantenimiento y
transporte para la carne enfriada debe ser la menor posible a la cual no ocurra el
congelamiento (HERNANDEZ-MACEDO et al., 2011).

El desarrollo de bacterias a temperaturas de enfriamiento se considera como
psicrotrofa. Ellas pertenecen tanto al género de Gram-positivas, como son las
bacterias acido lacticas, como al de Gram-negativas, como Pseudomonas ssp. y
Enterobacteriaceae. Las especies de Pseudomonas estan particularmente
involucradas en el deterioro de la carne a temperaturas de refrigeracion
(ERCOLINI et al.,, 2009). En estas condiciones, el crecimiento de bacterias
aerObicas Gram-negativas es inhibido, y las bacterias acido lacticas se
transforman en el componente dominante de la flora microbiana durante el
almacenamiento de la carne a 0°C. Estas bacterias no necesitan oxigeno para
su crecimiento y toleran valores de pH mas bajos que las bacterias Gram-
negativas comunmente encontradas en carne, especialmente bajo condiciones
anaerobicas (EGAN, 1983).

Por lo tanto, las temperaturas de refrigeracion y enfriado tienen una importante
accion selectiva sobre la flora mixta formada por microorganismos mesofilos y
psicrotrofos y pueden afectar la composicion de la carga inicial de la carne,

conduciendo a modificaciones durante el almacenamiento. Existen dos razones
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importantes por las cuales las temperaturas de refrigeraciéon reducen el
crecimiento de las bacterias psicrotrofas sobre la superficie de la carne: la
extension de la fase de latencia y la reduccion de la velocidad de crecimiento
(CARDENAS y GIANNUZZI, 2005).

El buen resultado del almacenamiento bajo refrigeracion de la carne fresca
depende de tres puntos, que son conocidos como la Ley de Monvoisin
(ROSSET, 1982), la cual sefala:

1- La contaminacion inicial debe ser baja, ya que los microorganismos no son
eliminados por la refrigeracion, éstos soélo disminuyen o se inhibe su
crecimiento.

2- Es importante enfriar el producto tan rapido o tempranamente como sea
posible, para prevenir el crecimiento de bacterias mesofilas, organismos
degradadores o patdgenos.

3- La cadena de frio no debe ser interrumpida, sin embargo debe recordarse
gue una cadena efectiva de frio no inhibe totalmente el crecimiento de las
bacterias psicrotroficas y psicrofilicas. La sanidad microbiologica del
producto depende si ha sido constantemente mantenido a temperaturas
bajas ya que cualquier periodo mayor a 4°C puede permitir el crecimiento

de especies mesdfilas, especialmente patdégenas.

2.4.1.2 Humedad relativa

La humedad relativa necesaria para mantener las condiciones O6ptimas de
almacenamiento varia con la temperatura; en general, cuanto mas altas son las
corrientes de refrigeracion de la carne (-1°C a 3°C), la humedad relativa debe
oscilar aproximadamente entre 88-92%. Si la humedad relativa es demasiado
alta, en la superficie de la carne se condensa la humedad (suda); si es
demasiado baja se perderd en la atmdsfera (en primer lugar a partir de la
superficie). Si ocurre la sudoracion, las superficies se humedecen y se convierten

en muy aptas para el desarrollo microbiano y la alternacion céarnica. De otra
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parte, el desarrollo microbiano es inhibido por la deshidratacion y oscurecimiento
consiguiente de las superficies carnicas, lo que da por resultado pérdidas

economicas debido a mermas y falta de atraccion visual (FORREST et al., 1975).

2.4.1.3 Disponibilidad de oxigeno

La disponibilidad de oxigeno es importante porque determina el tipo de
microorganismo que se desarrollara; algunos son absolutamente dependientes
del oxigeno; otros crecen en ausencia total de este, y existen otros que crecen
en presencia o ausencia de oxigeno. En la carne almacenada en atmdsfera
normal (aire), predominan las condiciones aerbbicas, pero solamente en 0 muy
cerca de la superficie, debido a que es muy dificil la difusién del oxigeno en los
tejidos; por lo tanto, el crecimiento microbiano que tiene lugar en la superficie de
la carne es, en gran parte, el de los aerobios estrictos y facultativos; mientras
gue las porciones internas de la carne contienen fundamentalmente bacterias
anaerobias y facultativas. EI empleo de ciertos envases reduce o previene
completamente la actividad de los microorganismos aerobios (FORREST et al.,
1975).

En un ambiente aerobio, prevalecen bacterias del género Pseudomonas, seguido
de Acinetobacter, Moraxella y Flavobacterium. En carne almacenada en
condiciones anaerdbicas, prevalecera la flora Gram-positiva, especialmente

bacterias acido lacticas y Brochothrix thermosphacta (SCHOBITZ et al., 1990).

2.4.2 Alteracion de la carne en aerobiosis

Cuando las bacterias utilizan como fuente principal de carbono los carbohidratos,
no se producen, por lo general, productos metabdlicos especialmente
desagradables a nuestros sentidos del olfato y gusto (MOSSEL e INGRAM,
1955). Sin embargo, la utilizacibn de aminoacidos u otros compuestos que
contienen nitrégeno y/o azufre, producen a menudo metabolitos indicadores del

deterioro (McMEEKIN, 1982). Por lo tanto, la aparicion de signos de alteracion
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depende tanto del sustrato como de la actividad metabdlica bacteriana. Las
Pseudomonas y las bacterias del grupo Moraxella/Acinetobacter son,
habitualmente, los microorganismos aerobios presentes en la microbiota de la

carne.

En las primeras fases, las Pseudomonas tienen un metabolismo glucolitico y por
lo tanto no producen metabolitos especialmente desagradables, pero cuando la
densidad bacteriana supera los 10®° UFC/cm? (GILL, 1983), la glucosa
“superficial” se ha consumido completamente y la difusion de la misma desde el
interior del masculo resulta insuficiente, por lo que comienzan a utilizar el lactato
y los aminoacidos generando a partir de estos sustancias de putrefacciéon como
acidos, ésteres, sulfuros y aminas (GILL, 1986; GREER, 1989). Entonces, el pH
de la carne aumenta como consecuencia de la liberacion de amoniaco,
produciéndose por ello un incremento en la capacidad de retencién de agua de
las proteinas, lo que las hace mas susceptibles al ataque de las proteinasas
bacterianas (KRAFT, 1992).

En menor cantidad, también se producen otros metabolitos como aminas
biogénicas (cadaverina, putrescina, isobutilamina), sulfuro de hidrégeno y metil
sulfuro, que, adn en pequefias concentraciones, algunos de ellos (aminas
volatiles y sulfuros), confieren a la carne olores y sabores marcadamente
desagradables (ESKIN et al.,, 1971; MILLER et al., 1973). En esta fase, la
densidad bacteriana es elevada y ocurre la acumulaciéon de catabolitos
rapidamente (GILL, 1983).

En las carnes DFD, las Pseudomonas, ademas de Shewanella putrefaciens, son
igualmente los microorganismos que determinan su alteracién. El pH de estas
carnes es mayor que el de las carnes normales y no influye negativamente en el
desarrollo de las Pseudomonas (GILL y NEWTON, 1982). Sin embargo, la
glucosa puede estar ausente desde las primeras fases del desarrollo bacteriano

y los microorganismos tendran que recurrir a los aminodacidos directamente. En
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estas condiciones, la alteracibn resulta evidente con concentraciones
microbianas de 10° UFC/cm? (GILL, 1983).

2.4.3 Alteracion de la carne en anaerobiosis

Los lactobacilos y Brochothrix termosphacta son los microorganismos que juegan
un papel mas importante en la alteracion de la carne en anaerobiosis en fases
tardias de almacenamiento en frio. Si la microbiota dominante esta compuesta
por lactobacilos, la fermentacion de la glucosa produce gran cantidad de acido
lactico y el descenso de pH impide el crecimiento de B. thermosphacta. En estas
condiciones, la alteracion de la carne se detecta sobre todo como consecuencia
de la acumulacién de acidos grasos de cadena corta (SUTHERLAND et al.,
1976). Esta alteracion se produce de forma lenta y so6lo se detecta mucho
después de haberse alcanzado la fase estacionaria microbiana (NEWTON et al.,
1977; SUTHERLAND et al., 1975).

En carnes con valores de pH 6,0 o superiores, Shewanella putrefaciens, tiene un
papel importante en su alteracion, ya que en condiciones anaerdbicas con
concentraciones de 10° UFC/cm? se producen grandes cantidades de sulfuro de
hidrégeno y, por tanto, de sulfomioglobina, lo que provoca un evidente
enverdecimiento de la carne (NICOL et al., 1970; GILL y NEWTON, 1979).

2.4.3.1 Brochothrix thermosphacta

Es un bacilo Gram-positivo, pleomoérfico, no pigmentado, catalasa positivo,
inmoévil, aerobio y anaerobio facultativo que no forma capsulas ni esporas
(PETER et al.,, 1986). En carnes con baja actividad de agua (A,) crece
(SKOVGAARD, 1985), y su temperatura 6ptima de crecimiento se encuentra
entre 20-25 °C, si bien puede multiplicarse entre 0 y 30 °C (PETER et al., 1986).
Posee enzimas para el catabolismo de la glucosa tanto en la via metabdlica de
las hexosas monofostato como en la glucdlisis. La fermentacion de la glucosa
siempre resulta en la produccién de L(+) acido lactico, aunque se producen otros

productos finales mayoritarios como son acetato, formato y etanol
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(STACKEBRANDT y JONES, 2006). El valor 6ptimo de pH para su crecimiento
es 7,0 pero en aerobiosis puede multiplicarse entre valores de pH de 5,0-9,0
(BROWNLIE, 1966).

Brochothrix thermosphacta es especialmente importante como microorganismo
de deterioro en carne y productos carnicos almacenado a temperaturas de
enfriamiento (GARDNER, 1981). Diferente a bacterias de deterioro proteoliticas
(ej.: Pseudomonas), B. thermosphacta es usualmente encontrada en la superficie
de la carne (GILL y PENNEY, 1977). Sin embargo, FOURNAUD et al. (1980)
demostro histolégicamente que las bacterias de deterioro de la carne, incluyendo
B. thermosphacta, pueden penetrar al interior del masculo. Ha sido aislada a
partir de pieles de ganado (NEWTON et al., 1978), contenido del rumen, pisos y
equipamiento de la sala de faena (PATTERSON y GIBBS, 1978; TALON et al.,
1988) como también a partir de lana y heces de ovejas (TALON et al., 1988).

2.4.3.2 Bacterias acido lacticas

Las bacterias lacticas (Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Carnobacterium
y Streptococcus) son ubicuas en la naturaleza y, dada su capacidad para crecer
en condiciones ambientales variadas, resultan muy competitivas en la
contaminacion de los alimentos. Crecen en presencia de altas concentraciones
de carbohidratos, productos de degradacion de las proteinas y con tensiones de
oxigeno y pH bajos, condiciones que habitualmente inhiben el crecimiento de
otras bacterias (STAMER, 1976).

El género Lactobacillus, el mas numeroso de las bacterias lacticas, esta
integrado por bacilos Gram-positivos, no esporulados, no pigmentados,
anaerobios facultativos o microaerodfilos, catalasa negativos, generalmente
inmoviles. El &cido lactico constituye al menos la mitad de los productos finales
de su metabolismo fermentativo, superando incluso el 80 % en los considerados
homofermentativos. Su intervalo de temperatura de crecimiento se cifra entre 2 y
53 °C, con una temperatura optima de 30-40 °C (KANDLER y NORBERT, 1986).
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Lactobacillus plantarum crece a 4 °C y algunas especies como Lactobacillus
sake y Lactobacillus curvatus pueden hacerlo a 2 °C (KANDLER y NORBERT,
1986). La limitacién en la disponibilidad de oxigeno en la carne envasada al
vacio y conservada en refrigeracion favorece el crecimiento de los lactobacilos
psicrétrofos frente a las Pseudomonas y otras bacterias (REUTER, 1981), ya que
la falta de oxigeno no inhibe el desarrollo de la microbiota lactica mientras si lo
hace con la mayor parte de los microorganismos alterantes de la carne en

aerobiosis.

Los lactococos, como L. lactis y L. cremoris, son cocos Gram-positivos, no
formadores de esporas, anaerobios facultativos con una temperatura optima de
crecimiento alrededor de 30 °C, si bien algunos pueden crecer por debajo de los
10 °C.

El género Leuconostoc esta integrado por bacterias Gram-positivas de forma
esférica y a veces lenticular, catalasa negativas que se multiplican entre 2 y 30
°C.

Algunas bacterias lacticas como Leuconostoc mesenteroides y Lactobacillus
curvatus producen bacteriocinas que pueden inhibir el crecimiento de otras
bacterias alterantes de la carne en anaerobiosis, como Brochothrix
thermosphacta 0  enterococos, pudiendo utilizarse como  cultivos
biopreservadores en algunos productos céarnicos (METAXOPOULOS et al.,
2002).

Carnobacterium spp. son bacterias acido lacticas ubicuas que se encuentran en
distintos entornos, incluyendo pescado, carne, y una gran variedad de
alimentos. El género Carnobacterium actualmente se divide en 10 especies:
Carnobacterium alterfunditum, C. divergens, C. funditum, C. gallinarum, C.
inhibens, C.maltaromaticum, C. mavil, C. viridans, C. pleistocenium, y C. jeotgali,
una nueva especie aislada de un tradicional alimento fermentado coreano. Sdlo

dos especies, C. divergens y C. maltaromaticum, han sido aislados de diversos
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alimentos, incluyendo el pescado, la carne y algunos productos lacteos. Las
anteriores pueden crecer en los productos carnicos a bajas temperaturas y son
con frecuencia miembros predominantes de la microflora en carne cruda (res,
carne de cerdo, cordero y aves de corral). Se encuentran en los productos
carnicos almacenados aerObicamente, envasados al vacio o en atmOsfera
modificada (MAP). Ademas, especies de Carnobacterium son actualmente
objeto de investigacidn, en particular por su efecto de inhibir microorganismos

patdgenos y de descomposicion de la carne (CASABURI et al., 2011).

2.5 Vida util de cortes envasados al vacio

La vida util de los alimentos, tal como los cortes vacunos frescos, puede definirse
como el tiempo maximo en el que los mismos mantienen sus cualidades
nutricionales, sensoriales, microbioldgicas y de seguridad alimentaria por encima
de un nivel considerado como aceptable por los consumidores. En la actualidad
existe una tendencia creciente por los consumidores de preferir aquellos
alimentos percibidos como frescos y de los productores hacia una centralizacion
de la distribucion. Ambas tendencias implican que las estrategias para extender
la vida uatil deben ser efectivas en el dmbito de la produccién mayorista

manteniendo un producto con un aspecto lo mas cercano al ideal de frescura.

El conocimiento de los mecanismos que producen la pérdida de la aceptabilidad
permite plantear estrategias para extender la vida util que no menoscaben las
caracteristicas nutricionales y sensoriales del alimento. En el caso de las carnes
vacunas frescas es sabido que las causas microbiolégicas son especialmente
preponderantes dadas sus condiciones Optimas en nutrientes y las pocas
barreras naturales que las mismas poseen para el desarrollo de una gran
variedad de microorganismos. En forma general los cortes vacunos son
rechazados por los consumidores cuando su carga microbiana total supera el
umbral de 10’ UFC/cm? y es debido a los productos que el metabolismo

bacteriano genera. De acuerdo a ésto, existe una relacion directa entre la vida
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atil, el recuento y tipo de microorganismos presentes en el momento inicial de la
produccién del corte vacuno. Distintos instrumentos de gestion de la calidad
sanitaria como las Buenas Practicas de Manufactura y la aplicacion del Analisis
de Peligros y Puntos Criticos de Control (HACCP), aplicados tanto en la playa de
faena como en el despostado y la preparacion de los cortes, pueden minimizar
dicha carga inicial, aunque no eliminarla. Otro parametro fundamental para
asegurar la vida util de los cortes frescos es la temperatura de refrigeracion ya
gue tiene un efecto directo en la velocidad de crecimiento microbiano el cual es
acumulativo en el tiempo. Sin embargo, el control estricto de ambos parametros
(carga microbiana y temperatura) no es suficiente para alcanzar sino un periodo

limitado de comercializacion.

Por lo tanto y desde hace un tiempo, han surgido distintas alternativas para la
extension de la vida atil de los cortes frescos vacunos, sin producir cambios
sensoriales notables en el producto a través de variantes de su envasado; por
ejemplo: a través del envasado al vacio. Los envases empleados son
especialmente diseflados para ofrecer una barrera efectiva al intercambio
gaseoso con la atmésfera ambiente, modificando un aspecto crucial de la
ecologia microbiana de la carne. Basicamente el envasado al vacio, busca
dificultar el desarrollo de aquellos grupos microbianos que mas rapidamente
deterioran los cortes vacunos como las bacterias aerobias Gram-negativas
pertenecientes a los géneros Pseudomonas, Acinetobacter, Moraxella, y
reemplazarlos por microorganismos que se desarrollan mas lentamente y con
menor potencial para generar sustancias rechazadas por los consumidores como
los Lactobacillus. Por otra parte, y con la finalidad de extender ain mas la vida
atil, el envasado al vacio puede a su vez ser aplicado sobre cortes vacunos
sometidos a algun proceso de disminucién de la carga microbiana inicial como
puede ser la aplicacion de sprays acidos, el vapor 6 adn la irradiacion en bajas
dosis (MASANA et al., 2007).
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2.5.1 Conservacion de la carne mediante envasado al vacio

El envasado al vacio consiste en la eliminacion total del aire del interior del
envase sin que sea reemplazado por otro gas, existiendo una diferencia de

presion entre el exterior y el interior del envase (FAO, 2011).

El envasado al vacio, tiene como fin la proteccidon de los productos carnicos del
contacto con el oxigeno del aire. ElI oxigeno promueve el crecimiento de
microorganismos aeroébicos, que pueden modificar el olor, color y el aspecto de
los productos carnicos, causar oxidacion de las grasas, cambiar los pigmentos
de la carne, destruir vitaminas y sabores (SARANTOPOULOS y SOLER, 1991).

Para tener éxito en la extension de la vida util de la carne al vacio y lograr un
almacenamiento de ocho a mas semanas, la temperatura de la carne debera
estar bajo los 10° C y lo mas cercana a los 0°C. Ademas los animales antes del
sacrificio no deben haber estado sometidos a ningun tipo de estrés y el enfriado
post mortem debe haber sido adecuado (SCHOBITZ, 1991).

Las bajas temperaturas prolongan el tiempo de almacenamiento de carne, sin
embargo, la temperatura mas baja que se puede utilizar sin que el producto se
congele (-1,5 ° C) debe ser mayor que la temperatura minima para el crecimiento
de algunas bacterias psicrotrofas. La prevencion del incremento en el recuento
de organismos psicrétrofos requiere congelacion (HOLLEY y GILL, 2005). A
pesar de la creciente vida util, la carne fresca envasada al vacio se deteriora

después de algun tiempo.

La permeabilidad de la pelicula utilizada en el envasado al vacio también afecta
a la vida util del producto. El sistema de envasado al vacio usa peliculas como
barreras seguras y flexibles que tienen una baja permeabilidad al vapor de agua,
los aromas y gases, especialmente oxigeno. La conservacion del envasado al
vacio se consigue mediante la completa extraccion de aire del interior del envase

y el sellado adecuado mediante el uso de maquinas de sellado al calor. Si el
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producto contiene oxigeno disuelto, los microorganismos aerobios y
microaerdfilos todavia pueden crecer a temperaturas de refrigeracion. Esto
ocurre si el material es relativamente permeable al oxigeno atmosférico. Asi, las
bajas concentraciones de oxigeno residual, especialmente en paquetes que
contienen carne con un pH alto, pueden contribuir al rapido deterioro (HOLLEY y
GILL, 2005).

En el envasado al vacio de la carne, la microbiota se determina por las
condiciones ambientales: la temperatura, la humedad relativa, el oxigeno y la
presion parcial de diéxido de carbono puede afectar el potencial de crecimiento
de microorganismos anaerobios estrictos y facultativos. En general, el nivel de
vacio que se utiliza por la industria de alimentos es bajo. Este nivel determina la
cantidad de oxigeno residual en el producto y con ello el desarrollo
microbiano. Durante el almacenamiento, sin embargo, la atmédsfera sufre
cambios. Después de la evacuacion, el oxigeno restante se consume tanto por
las actividades metabdlicas de la carne como por las bacterias presentes en la
superficie, lo que resulta en una reduccién de la concentracion de oxigeno al 1%
y un aumento en la concentracion del dioxido de a un 20-25% (EUSTACE, 1981).

El aumentar las concentraciones de CO, en el envase tiene sus ventajas, ya que
es inhibidor frente a muchos microorganismos, incluidos mohos y Pseudomonas,
las cuales constituyen la flora dominante de las carnes frescas alteradas. Las
bacterias lacticas y las levaduras son mucho mas resistentes a niveles altos de
CO, (HAYES, 1993).

Asi, el envasado al vacio es un microsistema anaerdbico / microaerofilico
que retarda el crecimiento de bacterias aerdbicas tales como Pseudomonas y
promueve el crecimiento de bacterias acido lacticas, que tienen un menor riesgo
de deterioro y su crecimiento es Ilimitado a bajas temperaturas
(SARANTOPOULOS et al., 2001).
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Aln bajo condiciones ideales (falta de oxigeno y temperaturas de refrigeracién),
en los alimentos que no se cocinan, durante su almacenamiento, se pueden
desarrollar patégenos, bacterias anaerobias y anaerobias facultativas. Si el
alimento se somete a abusos de temperatura, la situacién se agrava. El rapido
crecimiento de psicroétrofos asi como de algunas bacterias anaerdbicas mesdfilas
y anaerobicas facultativas que son incapaces de crecer a temperaturas inferiores
a 5 °C pueden desarrollarse durante el incremento de la temperatura, reduciendo

drasticamente la vida atil o la seguridad del producto (RAY, 2004).

2.5.2 Alteraciones de la carne mediante envasado al vacio

En el caso particular del envasado al vacio, si en éste no se consigue evacuar
practicamente todo el oxigeno o existen problemas de hermeticidad en el
envase, las Pseudomonas proliferaran y alteraran la carne de igual modo que en
condiciones aerobias. La alteracidbn aparece entonces con densidades
bacterianas de alrededor de 10° UFC/cm? (NEWTON et al., 1977) debido al
consumo de glucosa por los lactobacilos y a que las Pseudomonas, al crecer en
concentraciones limitantes de oxigeno, degradan los aminoacidos incluso en

presencia de glucosa (GILL, 1983).

La técnica del envasado de carne al vacio, ha significado un avance importante
en la conservacion de este producto por un tiempo prolongado, sin que sea
necesaria su congelacion. Para poder extender la duracion es necesario sin
embargo, almacenarla a una temperatura cercana a los 0°C. El desarrollo de
microorganismos que afectan la conservabilidad de la carne y productos
carnicos, depende del pH. Con un pH elevado el riesgo de deterioro
(degradacion proteica, putrefaccion) es mayor. La carne y productos carnicos
con pH superior a 6,0 son particularmente riesgosos (WIRTH, 1987). Las
bacterias sensibles al &cido, especialmente Enterobacteriaceae y Brochothrix,
pueden competir mejor bajo estas condiciones de pH mas elevado (SCHOBITZ

et al., 1990). Ademas debido a la falta de azucares fermentables, se produce una
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rapida degradacion microbiana de aminoéacidos, originando productos de olor
desagradable como sulfuro de hidrégeno o amoniaco (SCHILLINGER y LUCKE,
1991). JAY (2000), ademéas sefala, que cuando las carnes envasadas al vacio
experimentan alteraciones, con frecuencia los organismos predominantes son

lactobacilos, Brochotrix thermosphacta o ambos.

El deterioro de la carne envasada al vacio ocurre principalmente por B
thermosphacta, A. putrefaciens y E. liquefaciens. B. thermosphacta se desarrolla
en ausencia de oxigeno solo a elevadas temperaturas y sobre todo, cuando se
trata de carne DFD. El deterioro va acompafado de un olor acido ligeramente “a
encierro”. A. putrefaciens crece solamente en presencia de pH elevado (carne
DFD), con la formacion de color verdoso en la carne y un olor desagradable. E.
liquefaciencs también provoca el deterioro, sobre todo en carne DFD, con un olor
desagradable, ligeramente acidulado (BEM y HECHELMANN, 1996).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo general

El objetivo general del presente estudio fue evaluar la dindmica poblacional
bacteriana y los cambios fisicoquimicos en cortes de bife angosto (Longissimus
dorsi) bovinos, envasados al vacio y almacenados durante 142 dias a una

temperatura de 0 °C.

3.2 Objetivos especificos

e Estudiar el desarrollo de microorganismos en carne envasada al vacio y
almacenada a 0°C.

o Determinar el perfil microbiano de la carne al dia cero de su envasado al
vacio.

e Determinar la dinamica microbiolégica a los 14, 91 y 142 dias de
almacenamiento a 0°C.

» Caracterizar genotipicamente los microorganismos aislados basandose en la
secuenciacion del gen 16s rRNA.

» Evaluar los cambios de pH, porcentaje de humedad y color en las muestras de
bife angosto envasadas al vacio durante las diferentes etapas de

almacenamiento a 0°.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Preparacion y esquema de muestreos

Las muestras de carne vacuna fueron tomadas en la sala de desosado de la
planta procesadora de carne Frigorifico San Jacinto — NIREA S.A., luego de 36
horas de pre-frio a 4,5°C de las canales utilizadas. Durante el proceso de
desosado, se eligieron aleatoriamente 4 cortes de bife angosto (Longissimus
dorsi) de aproximadamente 5 kg cada uno. Cada bife angosto, a su vez, fue
fraccionado en ocho muestras de 500 gramos cada una, obteniendo un total de

32 fracciones de carne.

Las muestras anteriores fueron envasadas individualmente al vacio en maquina
envasadora Cryovac - Sealed air, modelo VS95TS, origen Suiza, empleando
bolsas retractiles Cryovac® del tipo BB4LA (permeabilidad al oxigeno 14
cm?/m?/24 hrs.) y pasando por un proceso de termocontraccién en agua a 84°C
por 1 a 2 segundos. Luego se identificaron y almacenaron en cajas de cartén a
0°C +1°C en camara frigorifica, en las mismas condiciones que las carnes

comercializadas.

Los diferentes andlisis de las muestras fueron obtenidos en el dia 0, y a los 14,
91 y 142 dias de almacenamiento en camara frigorifica en las condiciones
previamente descriptas. Se transportaron las muestras refrigeradas a 4° C al
Laboratorio de la Unidad de Tecnologia de los Alimentos, Facultad de Agronomia
para su analisis y los duplicados se procesaron de manera simultanea en el
Laboratorio de microbiologia de la empresa que colabor6é en el estudio, para

completar los analisis correspondientes a cada Laboratorio.

4.2 Recuento microbioldgico

Se procesaron 10 g de una porcion de cada muestra de bife (con remocion de la

parte externa con hoja de bisturi y pinzas estériles), se le agregé 90 mL de caldo
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peptonado al 0.1%, pH=7, y se homogenizd6 en un Stomacher Lab-Blender
(model 400; A. J. Seward Laboratory, London, England), por dos minutos y
medio a 260 rpm a temperatura ambiental en bolsas estériles microbioldgicas. Se
prepararon diluciones decimales con solucion salina fisiologica (SSF, 0.85%

NaCl), para los siguientes analisis microbioldgicos realizados por triplicado:

a) Recuento total de mesdfilos aerobios en agar Plate Count (PCA) (OXOID,
USA), a 30° C por 72h.

b) Recuento total de Bacterias Acido Léacticas (BAL) en agar Man Rogosa
Sharpe (MRS) (OXOID, USA), pH 6,5 a 30° C por 72h en condiciones
microaerofilicas.

c) Recuento de bacterias Psicrotrofas en PCA, incubadas a 7° C por 10 dias.

d) Recuento de Brochrotrix thermosphacta en agar selectivo base (sulfato de
estreptomicina/acetato de talio/actidiona) STAA + suplemento selectivo STAA
(OXOID, USA), incubado a 25° C por 48h + 4h.

Se sembraron 100 pL de las diluciones preparadas anteriormente en la
superficie de los medios a, b, cy d.

e) Recuento de Coliformes Totales en Petrifilm (3M, USA), a 30°C+1°C por 72h,
para ello se utilizé 1 ml de las diluciones previamente preparadas.

f) Presencia/Ausencia de Salmonella en pool correspondiente a 25 gramos de
cada muestra a analizar, utilizando kit comercial (Salmonella Rapid Test —
OXOID, USA) y siguiendo instrucciones del fabricante.

g) Presencia/Ausencia de E. coli O157:H7 por método de screening con tirillas
reactivas (Reveal E.coli O157:H7 Test System - Neogen, USA). (USDA/FSIS,
2010).

Los recuentos microbianos fueron transformados y expresados en Log,q UFC/g

(paraincisos a, b, ¢, dy e).
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4.3 Mediciéon de pH

Las medidas de pH se realizaron utilizando un pH-metro (1.Q. Scientific, modelo
1Q159, U.S.A.) con electrodo de penetracion (Crison, modelo 52-32, Espafia). El
pH-metro fue calibrado, previo a su uso, utilizando buffer pH=7,00 y pH=4,00.
Para realizar la medida se realiz6 un corte en la superficie de la carne de

aproximadamente 2 centimetros. Cada medicion se realizd por duplicado.

4.4 Determinacién del porcentaje de humedad

La determinacion de humedad, se realiz6 mediante corte de la muestra en
pequefos trozos y pasandose por picadora de carne (Picadora CAF, modelo
101, Brasil) a través de disco de 5 mm. Luego se procesd en procesadora
doméstica (Procesadora Philips, modelo Cucina, Brasil) hasta la obtencién de

una mezcla homogénea, tipo pasta.

Se tom6 3 a 4 gramos de cada muestra procesada y la determinacion del
porcentaje de humedad se realiz6 por secado en horno microondas con balanza
analitica (Equipo CEM, modelo Smart System 5, USA). La pérdida de agua
determinada como diferencia de peso entre la muestra inicial y la muestra

secada es expresada como porcentaje de humedad (AOAC, 1995).

4.5 Mediciéon de color

La evaluacion de color fue realizada mediante un medidor croma CR-100 Minolta
(Minolta Corp., Ramsey, NJ). En cada periodo se abrieron 4 paquetes al vacio
correspondientes a cada una de los 4 bifes angostos analizados. Se registraron
la luminosidad (L*), tonalidades de rojo-verde (a*) y las tonalidades de amarillo-
azul (b*) para cada una de las muestras en cada periodo de muestreo. A partir
de los parametros a* y b* se calculo el indice de tono (H*) como H*= atan (b*/a*).
En cada una de las muestras se realizaron 6 mediciones aleatorias en la
superficie de corte del bife y los valores fueron promediados para conocer el

registro de cada una de las muestras.
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4.6 Identificacion de aislamientos y caracterizacid  n genotipica

A partir de los distintos medios de cultivos selectivos (incisos a, b, c y d del punto
3.2) se seleccionaron al azar 11 aislamientos para cada muestra en cada periodo
de muestreo. Los aislamientos seleccionados fueron sometidos a técnicas
bioquimicas de rutina para la identificacion de las cepas predominantes, también
se caracterizaron genéticamente luego de la extraccibn del ADN para la
secuenciacion del gen 16S rRNA. La informacion obtenida se utiliz6 para
establecer las proporciones de las cepas bacterianas predominantes en las

muestras procesadas en los diferentes periodos de almacenamiento.

4.6.1 Caracterizacion genotipica

La extraccion de ADN se realizd a partir de cultivos liquidos incubados por 24
horas, utilizando un Kit comercial ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep (ZYMO
RESEARCH, USA). La amplificacién del gen 16S rRNA se realizd con primers y
oligonucledtidos descriptos por WEISBURG et al. (1991), fD1 (5"-AGA GTT TGA
TCC TGG CTC AG- 3") y rD1 (5"-AAG GAG GTG ATC CAG CC- 3'). La mezcla
final fue de 50 pL, cada primer utilizado fue utilizado a 0.2 uM, cada
deoxynucledtido trifosfato a una concentraciéon de 0.2 uM, 25 uM MgCl,, 5 pyL de
Buffer PCR al 10X, y 2.5 U de polimerasa Taq (Invitrogen). Las condiciones de
PCR consistieron en 35 ciclos (1 min a 94° C, 1 min 56° C, y 1 min 72° C) mas
ciclo adicional a 72°C por 10 min para la elongacion de la cadena (BRIGHTWELL
G. et al.; 2009). A 10 pL del producto amplificado de cada cepa aislada fue
examinado en geles al 1% de agarosa por electroforesis y visualizado con Good
View (SBS Genetech Co.,Ltd. China) por UV verificando la presencia de los

productos de amplificacion.

31



4.6.2 Secuenciacion del gen 16S rRNA

Los productos de PCR desde el gen 16S rRNA (aproximadamente 1540), fueron
purificados y secuenciados por Macrogen Sequencing Service, Korea utilizando
un ABI PRISM 3730XL capillary sequencer (Applied Biosystems, CA, USA). Las
secuencias de ADN fueron comparadas con las reportadas en la base de datos

por NCBI Blast (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) buscando las cepas bacterianas

con mayor similitud (>97%).

4.7 Estadistica

Los datos obtenidos para los parametros de color fueron analizados de acuerdo
a un modelo de medidas repetidas en el tiempo utilizando el procedimiento GLM
del paquete estadistico SAS. El cambio en el parametro L* de acuerdo al tiempo
de almacenamiento fue ajustado a modelos lineales utilizando el procedimiento
GLM del paquete estadistico SAS.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Aislamientos y recuentos de diferentes grupos b acterianos.

La evolucién de la microbiota de la carne envasada al vacio, valorada a través de
recuentos de mesdfilos aerobios, bacterias aerobias psicrétrofas, bacterias acido

lacticas (BAL), coliformes totales y Brochothrix thermosphacta, se detallan en la

Tabla 1.

Recuento Recuento de Recuento Recuento R ¢
Mesdfilos BAL Coliformes Psicrotrofos B th;gﬁn r?acta
Dia aerobios totales aerobios ' P
0 2,54 £ 0,20* 2,04 £0,09 1,82 +0,99 1,39 £ 0,27 1,36 +0,15
14 3,68 £0,15 2,15+0,17 2,68 +£0,21 3,51+0,14 1,79+0,21
91 5,17 £0,15 5,00 £ 0,26 438+0,12 4,88 +0,34 3,53+0,11
142 7,08 £0,45 7,27 £0,23 5,87 £0,77 6,81 +£0,51 4,91 +0,06

*(+) Desviacién estandar

Tabla 1. Recuento de grupos bacterianos (media recuento Log,o UFC/g) en
diferentes dias de almacenamiento a 0°C + 1°C.

En la Tabla 1 se aprecia un incremento en los recuentos de mesofilos aerobios,
bacterias aerobias psicrotrofas, bacterias acido lacticas (BAL), coliformes totales
y Brochothrix thermosphacta segun avanza el tiempo de almacenamiento de la
carne en refrigeracién, con ausencia de patdégenos como Salmonella y E.coli
0157:H7.

La media de recuentos de mesofilos aerobios fue de 2.54, 3.68, 5.17 y 7.08 Log;o
UFC/g para 0, 14, 91 y 142 dias de almacenamiento, respectivamente. La media
de recuentos de BAL fue de 2.04, 2.15, 5.00y 7.27 Log,o UFC/g para 0, 14,91y
142 dias de almacenamiento, respectivamente. La media de recuentos de
Coliformes totales fue de 1.82, 2.68, 4.38 y 5.87 Log,o UFC/g para 0, 14, 91 y
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142 dias de almacenamiento, respectivamente. La media de recuentos de
bacterias aerobias psicroétrofas fue de 1.39, 3.51, 4.88 y 6.81 Log,o UFC/g para
0, 14, 91 y 142 dias de almacenamiento, respectivamente, mientras que para
Brochothrix thermosphacta la media de recuentos fue de 1.36, 1.79, 3.53 y 4.91

Logig UFC/g para 0, 14, 91 y 142 dias de almacenamiento, respectivamente.

Para el grupo de mesdfilos aerobios se obtuvo el mayor recuento inicial en
comparacion con el resto de los grupos bacterianos, pero a pesar de ello, los
recuentos de los diferentes grupos bacterianos fueron bajos previo al
almacenamiento de la carne a 02C (dia 0). Ademas, los recuentos iniciales de
mesofilos aerobios y coliformes totales se encontraron dentro de las
especificaciones que maneja la Empresa en la que se realizé el estudio (5 Log;g

UFC/g y 3 Log;o UFC/g respectivamente).

Por otro lado, los recuentos iniciales de mesdfilos aerobios, psicrotrofos aerobios
y coliformes totales, indicaron que las condiciones de manejo en la cadena de
proceso previo al empaque fueron adecuadas, es decir, que las buenas practicas

de manufactura fueron respetadas.

El recuento inicial obtenido para bacterias aerdbicas psicrotréfas concuerda con
el obtenido por SCHOBITZ et al. (1990), los cuales realizaron un estudio
similar, conservando la carne de pH normal envasada al vacio a -2°C, 4°C
y 8°C, estos autores obtuvieron recuentos de bacterias aerobias psicrotrofas,

al tiempo 0 de menos de 2,00 Log;qo UFC/cm?.

En la Tabla 1, se observa que a los 14 dias de almacenamiento el incremento en
el recuento de bacterias aerobias psicrotrofas fue aproximadamente de 2,12 +
0,18 Log;o UFC/g, mientras que para el resto de los grupos bacterianos no se
supera el valor antes mencionado. FANDINO et al. (1989), después de un breve
periodo de latencia ocasionado por el calentamiento del empaque de la carne

para retraer la pelicula plastica, obtuvieron en carne de cerdo un rapido
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incremento en el recuento de este grupo bacteriano que concuerda con lo

sucedido en nuestro estudio.

Es importante destacar, que las bacterias psicrotrofas incrementaron en 14 dias
debido a las condiciones ambientales, como la cantidad de oxigeno disponible y
la falta de competencia por otros grupos bacterianos mas exigentes. En este
punto es importante sefialar que la mayoria de las bacterias meséfilas aerobias
se pueden comportar como psicrotrofas en las condiciones adecuadas de

crecimiento.

A diferencia de lo sucedido con las bacterias aerobias psicrotrofas, a los 14 dias
de almacenamiento el incremento en el recuento de bacterias acido lacticas fue
el menor (Tabla 1). Lo anterior puede explicarse por la baja temperatura de
almacenamiento de la carne envasada al vacio, como lo es el caso de esta
investigaciéon (0°C), en la que las bacterias acido lacticas (BAL) requieren de un
largo periodo de adaptacion, para posteriormente aumentar su capacidad
de multiplicarse (SCHILLINGER y LUCKE, 1987). Las bacterias acido lacticas
(BAL) necesitan de condiciones ambientales con bajas tensiones de oxigeno, por
lo que el incremento observado se debe a la disponibilidad del mismo. El
crecimiento de los diferentes grupos bacterianos durante el almacenamiento se
propicid por los cambios de consumo de oxigeno y productos metabdlicos que
disminuyen el pH, lo que favorece el crecimiento de las BAL en instancias

posteriores de almacenamiento.

Este mismo comportamiento fue obtenido por SCHOBITZ et al. (1990) quienes
obtuvieron una larga fase de latencia a -2°C y recién a los 35 dias de
almacenamiento observaron un notorio aumento de dichas bacterias. En nuestro
estudio se obtuvo un aumento notorio en el recuento de las BAL a los 91 dias de

almacenamiento (Tabla 1).

Por otro lado, en la Tabla 1, se observa que éste grupo bacteriano alcanzoé el

mayor recuento al final del periodo de almacenamiento. El recuento de BAL a los
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142 dias (7,27 + 0,23 Logi;o UFC/g) es similar al obtenido en el trabajo
experimental realizado por DE PABLO et al. (1989), en el que se alcanzé un
valor de 8,0 Log;qo UFC/g. Por otro lado, VENUGOPAL et al. (1993), estudi6 el
efecto del crecimiento microbiano en carne fresca envasada al vacio a las
temperaturas de 0, 2 y 4 °C, por 60 dias de almacenamiento, y el recuento de
BAL fue de 7,8 Log;o UFC/cm? a los 60 dias.

El mayor recuento alcanzado para las bacterias acido lacticas es comun en el
envasado al vacio ya que, como se comentd anteriormente, el ambiente
generado y las condiciones de almacenamiento, favorecen su crecimiento. Las
bacterias acido lacticas, no requieren oxigeno para Ssu crecimiento, son
resistentes a la inhibicién por diéxido de carbono y toleran valores mas bajos de

pH que otros grupos bacterianos (EGAN, 1983).

El recuento de B. thermosphacta en la primera etapa de almacenamiento (0 y 14
dias de almacenamiento) fue bajo, observandose un incremento considerable
recién a los 91 dias (Tabla 1). Un comportamiento similar en el crecimiento de B.
thermosphacta se observo en el estudio realizado por SCHOBITZ et al. (1990),
éstos autores obtuvieron para cortes semitendinosus envasados al vacio y
almacenados a -2°C, recuentos muy bajos al inicio del estudio, observandose

recién a los 50 dias un aumento numeérico superior a un logaritmo.

El crecimiento observado para B. thermosphacta pudo deberse a un pH inicial
elevado (6,25 unidades de pH) o a la acumulacion de pequefias concentraciones
de oxigeno en el interior de las bolsas, que permitieron el desarrollo posterior de
la misma. Esto puede traer como consecuencia el acortamiento de la vida util de
la carne, ya que este microorganismo puede producir una rapida degradacion de

aminoacidos originando olores desagradables y un olor "dulzén " en la carne.
Segun CAMPBELL et al. (1979), ésta bacteria puede contribuir de manera
importante al deterioro de la carne envasada al vacio, si ésta no cumple con las

condiciones de baja concentracion de oxigeno y pH.
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5.2 Caracterizacion genotipica de diferentes grupos bacterianos

En la Tabla 2 se muestra el porcentaje de los grupos bacterianos identificados
por secuenciacion del gen 16S rRNA en las distintas etapas de almacenamiento
a 0°C. En la misma se observa una considerable diversidad microbiana,
incluyendo enterobacterias, Pseudomonas y Carnobacterium, las cuales fueron
encontradas tanto en el grupo bacteriano de mesofilos, psicrotrofos y BAL.
Ademas, la especie B. thermosphacta, identificada en este trabajo y no
existiendo a la fecha informacién en Uruguay por no considerarse como bacteria
patdgena, es considerada muy importante en el deterioro en la carne ya que
contribuye a la alteracion de las caracteristicas organolépticas y al acortamiento

de la vida util en carnes envasadas al vacio.

En relacién al grupo de bacterias mesdfilas aerobias, en todo el periodo de
almacenamiento, se identificaron siete géneros predominantes bacterianos. Al
dia 0, especies del género Rahnella (31.0%), fueron las predominantes, mientras
gue Acinetobacter sp (12.5%), Flavobacterium sp (1.5%), Lactobacillus (1.5%),
Serratia (12.5%) y Pseudomonas (12.5%) fueron los menos frecuentes. A los 14
dias predominaron las Pseudomonas (37.5%), mientras que el género
Carnobacterium fue identificado a los 91 dias de almacenamiento (57.0%) y

predomind al final del periodo (57.5%).
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% Mesdfilos aerobios 0 dias 14 dias 91 dias 142 dias
Rahnella 31.0 14.2 4.0
Cocos 23.8
Acinetobacter sp 12.5 12.5
Flavobacterium sp 1.5
Pseudomonas sp 12.5 37.5
Serratia 12.5 14.5 26.1 21.4
Carnobacterium divergens 57.0 57.5
Lactobacillus 1.5 5.0 8.0 12
Otras 4.7 16.3 4.9 9.1
% Psicrotrofos 0 dias 14 dias 91 dias 142 dias
Rahnella aquatilis 46.5 6.1 2.9
Pseudomonas fragi 37.5 36.9
Pseudomonas fluorescens 4.6 24.0
Otras Pseudomonas 4.6 20.7
Flavobacterium sp 1.0 1.0
Carnobacterium divergens 55.2 69.4
Serratia sp 4.1 25.3 3.9
Erwinia amylovora 7.0
Brochothrix 8.0 11.0
Otras 5.8 7.2 8.6 8.7
% Balc’ter.ias acido 0 dias 14 dias 91 dias 142 dias
acticas
Lactobacillus curvatus 25.0 22.2 22.6 29.5
Carnobacterium divergens 68.2 72.0 71.0 61.3
Leuconostoc carnosum 2.5 6.5
Otras 6.8 5.8 3.9 2.7
% Brochothrix 0 dias 14 dias 91 dias 142 dias
Brochothrix thermosphacta 100 93.5 100 100

Tabla 2. Especies identificadas por secuenciacion del gen 16S rRNA para los
diferentes grupos bacterianos y porcentaje de géneros predominantes en las

diferentes etapas de almacenamiento a 0°C.
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De los géneros identificados en el grupo de bacterias mesdfilas, cinco fueron
identificados dentro del grupo bacteriano de psicrétrofos y dos en el de bacterias
acido lacticas. Al dia 0 de almacenamiento, el género Rahnella fue identificado
con mayor frecuencia tanto en el grupo de los mesdfilos (31.0%) como en el de
los psicrotrofos, en éste Ultimo a través de la especie Rahnella aquatilis (46.5%).
Por otro lado, al final del periodo de almacenamiento, la especie de
Carnobacterium divergens fue la predominante tanto en el grupo bacteriano de
mesofilos aerobios (57.5%), como en el de psicrétrofos (69.4%), mientras que en
el grupo de bacterias acido lacticas, predominé al dia 91 de almacenamiento
(71.0%) (Tabla 2).

Por otro lado, la presencia de Rahnella sp y R. aquatilis al inicio del
almacenamiento puede ser explicada por el hecho de que esta bacteria es
inhibida por altas concentraciones de oxigeno, o por competencia de otras
bacterias de deterioro en condiciones altamente aerdbicas (ERCOLINI et al.,
2006). Las condiciones de envasado, en la que existe baja disponibilidad de
oxigeno, permiten su predominio al dia O y su identificacion en etapas
posteriores en menor porcentaje. Rahnella sp. y R. aquatilis (ERCOLINI et al.,
2006).

Segun se muestra en la Tabla 2, la especie Erwinia amilovora perteneciente a la
familia Enterobacteriaceae, fue identificada dentro del grupo de psicrétrofos
hacia el final del periodo pero con un bajo porcentaje (7.0% a los 142 dias), sin
embargo especies del género Serratia, también perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, fueron encontradas dentro del grupo de psicrotrofos y

mesofilos aerdbicos en etapas anteriores de almacenamiento.

Por otro lado, en la Tabla 2, se puede notar que para el grupo de bacterias
psicrotrofas, a medida que se prolongé el tiempo de almacenamiento en

refrigeracion, el recuento de la microflora se incrementé en variacion de los
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géneros bacterianos predominantes al final del estudio, lo contrario sucede para

el grupo de bacterias mesdfilas aerobicas.

Las especies de bacterias acido lacticas aisladas fueron la mayoria C. divergens,
y en menor porcentaje Lactobacillus curvatus y Leuconostoc carnosum, mientras
gue dentro del género Brochothrix, la especie B. thermosphacta fue identificada
durante todo el periodo de almacenamiento, al igual que C. divergens dentro del

grupo de bacterias acido lacticas (Tabla 2).

La eficacia del envasado al vacio en el almacenamiento de la carne esta
basicamente relacionada con la inhibicibn de bacterias aerdbicas Gram-
negativas, como son especies del género Flavobacterium, Pseudomonas,
Acinetobacter, y de la familia de Enterobacteriaceae, mientras que las bacterias
Gram-positivas, tales como bacterias acido lacticas, pueden crecer en éstas
condiciones (ERCOLINI et al., 2011). Por lo tanto, el crecimiento de las bacterias
acido lacticas son importantes para prevenir el crecimiento de bacterias
relacionadas con el deterioro debido a la produccion de acidos organicos y
bacteriocinas (ERCOLINI et al., 2006). Lo anterior coincide con lo reportado en
nuestro estudio, en que las especies de los géneros y familia mencionados
anteriormente predominaron al inicio del almacenamiento pero disminuyeron su
recuento hacia el final, mientras que especies de bacterias &cido lacticas (C.
divergens y L. curvatus) predominaron hacia el final del periodo de

almacenamiento (142 dias).

A pesar de lo anterior, para el caso de B. thermosphacta , su porcentaje de
prevalencia no fue afectado por el predominio de bacterias acido lacticas. Segun
GRAU (1980) en ausencia de oxigeno la presencia de acido lactico, favorecido
por el crecimiento de las bacterias lacticas, inhibe el crecimiento de B.
thermosphacta a bajos valores de pH. Esto concuerda con lo mencionado en la
seccion anterior (Seccién 5.1) en que el crecimiento de esta especie se favorece

por pH inicial de la carne elevado para su envasado. Por otro lado, GILL Y
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HARRISON (1989), observaron que cuando los niveles iniciales de esta bacteria
son altos, las condiciones del vacio les permiten desarrollarse a pesar del
predominio de las bacterias lacticas. En nuestro caso, el recuento inicial de B.
thermosphacta obtenido fue 1,36 + 0,15 Log,q UFC/g incrementando 3.55 + 0,13
Log.o UFC/g hasta el final del periodo, por lo que las bacterias acido lacticas no
ejercieron un efecto inhibitorio sobre B. thermosphacta en etapas tardias de

almacenamiento.

5.3 Evaluaciodn fisicoquimica de las muestras de car  ne durante las
diferentes etapas de almacenamiento a 02C.

5.3.1 Evaluacién del pH y Humedad

La variacion del pH de las muestras de carne envasadas al vacio durante el
periodo de almacenamiento se muestra en la Tabla 3. En la misma se observa
gue al dia O se parti6 de un valor de pH de 6,25 + 0,17 unidades de pH, vy
disminuyd hasta alcanzar a los 142 dias un valor de 5,83 + 0,10 unidades de pH,;
éste udltimo indica que la carne no alcanz6é un pH adecuado de maduracion
(menor a 5,8 unidades de pH) quizas por el valor elevado de pH que presentaba

al comienzo del estudio.

Dia 0 14 91 142

PH 6,25+0,17* 5,92+0,12 5,93 £0,09 5,83+0,10

*(+) Desviacion estandar

Tabla 3. Promedio y desviacion estandar de medidas de pH en muestras de bife

angosto analizadas en los diferentes dias de almacenamiento a 0°C.
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El descenso paulatino de pH observado en la Tabla 3, puede estar relacionado
con el crecimiento y la competencia generada por distintos géneros de bacterias
acido lacticas que llegan a ser al final del almacenamiento las cepas
predominantes. Dado que el acido lactico constituye al menos la mitad de los
productos finales de su metabolismo fermentativo, superando incluso el 80 % en
los considerados homofermentativos (KANDLER, 1986), éstas bacterias

contribuyen a la acidificacién de la carne llevando a una disminuciéon en su pH.

Por otro lado, en la Tabla 4 se muestran los resultados del porcentaje de
humedad en las muestras analizadas a medida que aumenté el tiempo de
almacenamiento. En la misma se muestran los resultados a partir de que las

muestras fueron envasadas al vacio y almacenadas a 02C por 142 dias.

Dia 14 91 142

% de Humedad | 65,54 +1,92* 64,30 + 2,90 61,62 +1,93

*(+) Desviacion estandar

Tabla 4. Promedio y desviacion estandar del porcentaje de humedad de

muestras de carne analizadas en diferentes etapas de almacenamiento a 0°C.

En la Tabla 4 se observa que durante el almacenamiento de la carne envasada
al vacio hubo variaciones en el porcentaje de humedad pero debido a los altos
valores de desviacion estandar obtenidos, dichas diferencias no se podrian

considerar como significativas.

Es importante resaltar que las carnes con un pH mayor a 5,8, como es nuestro
caso, presentan mayor jugosidad que las carnes con pH normal, por lo que
presentan mayor retencion de agua. GALLO (1991), KATSARAS vy PEETZ

(1990), sefialan que la carne con pH alto, posee escasa pérdida de agua
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durante el calentamiento o coccidn, puesto que aumenta considerablemente la
fijacibn del agua, siendo una carne mas jugosa y tierna al momento de

Su consumao.

5.3.2 Evaluacion del color

En la Figura 3 se presenta el ajuste de la ecuacion de prediccion para el

comportamiento de la variable de color L*.

35 4
34 - L
. L =3.36 + 0.02"x o e
) * sese®®’
) -4 ’ 'S
g3 T e b
D314 et .
N Laeeect
g 30 M * *
= 'S d
> 29 T T T T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110120 130140 150
Dias de almacenamiento

Figura 3. Ajuste de ecuacion lineal para los valores de L* de las muestras

evaluadas en diferentes periodos de almacenamiento

La ecuacion de mejor ajuste para L* fue lineal y altamente significativa (P<0.001),
con coeficiente de determinacion de 0.56 y estimadores del coeficiente lineal

altamente significativos (P<0.01).

En la Figura 4, se observa la representacion grafica de los datos obtenidos para
el pardmetro L* y el indice de tono H*. El parametro L* incrementa
significativamente de una etapa a otra de almacenamiento (P<0.01). El indice de

tono disminuye lentamente desde el inicio del periodo de almacenamiento, luego
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de los 14 dias de almacenamiento disminuye significativamente y continda

disminuyendo hacia el final del mismo.
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Figura 4. Valores de L* y H* de muestras de bife angosto (n=4) almacenados al
vacio bajo refrigeracion en cuatro periodos de muestreo. Letras diferentes entre

las medias de barras del mismo gréfico difieren significativamente (P<0.01).

El incremento significativo y lineal obtenido para el parametro L* durante el
periodo de almacenamiento (Figura 3 y 4) puede ser consecuencia de la
desintegracion del disco Z del musculo lo que permite que la luz difunda en
mayor cantidad (OLIETE et al., 2006).

En cuanto al indice de tono H*, el mismo se encuentra relacionado al estado de

oxidaciéon del grupo hemo. La disminucion observada en la Figura 4 para el
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indice de tono durante la etapa de almacenamiento puede estar relacionada a la
formacion de distintos porcentajes entre oximioglobina y metamioglobina a
medida que avanza el tiempo (FRANCO et al.,, 2008) y (O'KEEFFE Y HOOD,
1982).

Si bien al inicio no se encontraron diferencias significativas (P<0.01), otros
autores consideran que ésta disminucion puede estar dada por pequefias
concentraciones de oxigeno que quedan en el interior del envase en el momento
del envasado y la pérdida de la actividad respiratoria de las mitocondrias, que
hacen que el oxigeno esté mas disponible en la superficie del midsculo y se
pueda utilizar para formar un mayor porcentaje de oximioglobina que le da el

color rojo fuerte a la carne (OLIETE et al. 2006).

Por otro lado, el descenso significativo del indice de tono luego de los 14 dias de
almacenamiento (Figura 4) podria deberse a la baja disponibilidad de oxigeno en
dicha instancia de almacenamiento, esto hace que el hierro del pigmento hemo
se oxide contribuyendo a un aumento en el porcentaje de metamioglobina, la
cual es responsable de otorgarle un color pardo a la carne. En este punto cabe
resaltar que la empresa en donde se realiz6 el estudio no ha tenido experiencias
en coloracion de cortes envasados al vacio y almacenados en frio en las que la

aceptacion por parte del consumidor se viera comprometida.

También se debe sefialar que el color es un importante indicador de calidad de la
carne; dado que durante el almacenamiento ocurren cambios visibles en la
superficie del musculo. El color tiene influencia en la aceptacién por parte del
consumidor, determinando el rechazo de aquellos cortes que no tengan una
apariencia de carne fresca. Tal situacion determina que la industria continte
esforzandose para incrementar la estabilidad del color post-mortem de los
distintos cortes de carne, manteniendo el color rojo brillante (FRANCO et al.,
2008).
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6. CONCLUSIONES

El objetivo general del estudio fue evaluar la dinAmica poblacional bacteriana y
los cambios fisicoquimicos en cortes de carne bovina, envasados al vacio y
almacenados durante 142 dias a una temperatura de 0 °C, con el fin de
establecer las bases para determinar un tiempo estimativo en el que las

condiciones de la carne sean aptas para el consumidor.

* Es el primer trabajo en Uruguay que reporta la presencia de Brochothrix
thermosphacta en carnes envasadas al vacio durante su almacenamiento
en frio, y su importancia actual radica en determinar la vida uatil del
producto.

e Los recuentos iniciales para los grupos bacterianos de bacterias acido
lacticas, bacterias psicrotrofas, mesofilos aerobios y coliformes totales
fueron bajos. Ademas, los mesofilos aerobios y coliformes totales se
encontraron dentro de las especificaciones que maneja la Empresa en la
que se realiz6 el estudio.

* Los recuentos iniciales de bacterias psicrotrofas, meséfilos aerobios y
coliformes totales aportaron informacién de las condiciones de la carne
previo al envasado, pudiéndose decir que la operativa industrial fue la
adecuada.

* EI creciemiento de Brochothrix thermosphacta fue favorecido por el pH
inicial elevado de la carne. Ademas, su presencia durante todo el periodo
de almacenamiento indic6 que no fue afectada por bacteriocinas o
disminucién de pH por las bacterias acido lacticas.

« El recuento y predominio de las bacterias acido lacticas fue el mayor a los
142 dias de almacenamiento, demostrando que las condiciones de
envasado favorecen su crecimiento, como también la inhibicion de
bacterias aerdébicas Gram-negativas causantes de deterioro. La especie
predominante en dicha instancia fue Carnobacterium divergens y en menor

medida Lactobacillus curvatus.
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La carne almacenada al vacio no alcanzé el pH de maduracion adecuado
(menos de 5,8) debido a su valor inicial elevado. A pesar de ello desde el
punto de vista microbioldgico y fisicoquimico la carne se comportd de
forma similar a una carne envasada al vacio con pH normal.

Desde el punto de vista microbiolégico la carne envasada al vacio y
almacenada por 142 dias a 0°C, no estaria apta para el consumo ya que
se estima que una carne estd microbiolégicamente alterada cuando el
namero de aerobios totales y/o enterobacterias es superior a 7,00 Logiq
UFC/g (ICMSF, 1984), y en nuestro estudio a los 142 dias de
almacenamiento la carne no cumple con dicho requisito.

Considerando tanto el limite microbioldgico suficiente para alterar la carne,
como la aceptabilidad sensorial, que es en definitiva el principal criterio de
compra por parte del consumidor, la carne envasada al vacio con un pH
inicial mayor a 5,8 podria ser almacenada a 0°C por un periodo no mayor a
90 dias.
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