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RESUMEN

Los cultivos iniciadores son utilizados mundialmente en la industria
carnica con la finalidad de disminuir el tiempo de fermentacion,
asegurar la calidad y aceptabilidad del producto final. El objetivo
del estudio fue elaborar un producto cérnico fermentado utilizando
plasma sanguineo bovino (BPM) para propagar un cultivo de Lac-
fobacillus plantarum y medir eficiencia en caida de pH, perdida de
peso (PP), asi como contenido de humedad (Hum), contaje de mi-
croorganismos (REP) y evaluacién sensorial. La cepa de L. planta-
rum se aislo de salchichén comercial y fue sembrada en BPM. El
cultivo iniciador se propagd en BPM a concentracion de 1,15x10®
ufe/ml. Se elaboraron 10 salamis con came de cerdo, 6 fueron uti-
lizados para determinacion de cada uno de los parametros duran-
te 28 dias del ensayo y el resto se reservo para evaluacion senso-
rial. El cultivo iniciador se adicion6 en cantidad de 2 ml por cada
kg de carne, la mezcla fue embutida y colocada en cava para su
fermentacion y maduracion. Los datos fueron analizados mediante
el paquete estadistico SAS utilizando andlisis de varianza corres-
pondiente a un disefio completamente aleatorizado y probando las
medias con pruebas de t, complementado con andlisis de correla-
cién de Pearson. El tiempo de procesamiento afecté (P<0,05) to-
das las variables. Se apreciaron correlaciones significativas entre
pH, Hum y PP. Se concluye que el producto camico fermentado
difirié en pH, Hum, PP, REP, de acuerdo al tiempo de procesa-
miento y que el medio BPM demostré ser un excelente medio de
cultivo para el crecimiento del Lactobacillus plantarum.
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ABSTRACT

Starter cultures are used in the meat industry to shorten fermen-
tation time and to assure quality and acceptability of the final
product. The objective of the study was elaborate a fermented
meat product using bovine sanguine plasm (BPM) to spread a
cultivation of Lactobacillus plantarum and to measure efficiency in
pH reduction, weight loss (PP), as well as moisture content
(Hum), Standard Plate Count of Lactobacillus (REP) and senso-
rial evaluation. L. plantarum isolation was done from an initial
sample obtained from a commercial salami sampled and plated
on agar BPM. Starter cultures spread in BPM to concentrations of
1.15x10% cfu/ml. Ten salamis were used to determine every pa-
rameter during a 28 day test and the remaining salamis were
used for sensorial evaluation tests. Two ml of the starter culture
for each kg of elaborated product was added. The data were ana-
lyzed by using the SAS GLM procedure in a completely random-
ized design. In addition, Pearson correlation coefficients were es-
timated. Process time affected (P<0.05) all the variables. Signifi-
cant correlations were found among pH, Hum and PP. It is con-
cluded that fermented meat product differs in pH, Hum, PP, REP,
according to process time and that BPM medium proved to be an
excellent media for the Lactobacillus plantarum.

Key words: Fermented meat product, L. plantarum, bovine
sanguine plasm, starters cultures.

INTRODUCCION

Los cultivos iniciadores son utilizados en la industria car-
nica, con el objeto de disminuir el tiempo de fermentacion y
asegurar la calidad y aceptabilidad del producto final. Las ce-
pas mas utilizadas son las de bacterias acido lacticas: Actino-
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bacterias, Staphylococci, Halomonas elongata, Aeromonas
spp. y algunos mohos y levaduras [10].

Las bacterias dcido lacticas (LAB) se usan internacional-
mente como cultivos iniciadores en la elaboracién de produc-
tos carnicos fermentados, ya que refuerzan el sabor, aroma,
desarrollan color y proporcionan la textura deseada. Ademas,
conservan la calidad higiénica, debido a que las LAB tienen
actividad antagénica contra los microorganismos patdgenos
que pueden contaminar la mezcla de carne del producto y cau-
sar productos de inferior calidad [17, 21].

La actividad antimicrobial de LAB se debe a su habilidad
de producir diferentes &cidos y metabolitos, como: acido |4cti-
co y aceético, peroxido de hidrogeno, diacetilo, acidolina y reu-
terina [3, 18]. En los dltimos anos, investigadores han sefiala-
do a las bacteriocinas y metabolitos parecidos a las bacterioci-
nas como posibles mecanismos de actividad antagonica por
parte del grupo de LAB [11].

También se ha determinado que el uso de LAB, produc-
toras de bacteriocina en embutidos y productos cérnicos fer-
mentados secos o semi-secos, lo haran méas seguro, higiéni-
cos y tendran una vida (til de almacenamiento de mayor dura-
bilidad [9, 29].

Para el aislamiento y propagacion de estos microorga-
nismos se han ensayado varios medios tales como el caldo y
agar APT (All Purpose Medium with tween) recomendado por
Evans y Niven [8], MRS (De Man, Rogosa y Sharpe) [6], SL
Lactobacillus selection) de Rogosa, Mitchell y Wiseman [14].
Barboza y col. [2], desarrollaron un medio de cultivo a base de
plasma sanguineo de bovino (BPM) y demostraron que es tan
eficiente como el MRS siendo su costo de produccion mucho
mas bajo. Sin embargo, este medio no ha sido empleado en la
propagacion de bacterias lacticas a ser utilizadas en la elabo-
racién de productos carnicos fermentados.

El propdsito del presente estudio fue elaborar un produc-
to cérnico fermentado utilizando BPM para propagar un cultivo
de Lactobacillus plantarum y medir la eficiencia en funcion de
la caida del pH, pérdida de peso, asi como el contenido de hu-
medad, contaje de microorganismos y evaluacién sensorial.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento y propagacion del Lactobacillus plantarum

Para el aislamiento del L. plantarum se tomé una mues-
tra inicial de un salchichén comercial obtenido de un su-
permercado de la localidad, el cual fue homogeneizado con
agua peptonada al 0,1%. A partir de éste se realizaron siem-
bras en agar BPM. El microorganismo fue caracterizado utili-
zando las propiedades diferenciales de los bacilos Gram posi-
tivos no formadores de esporas y mediante el patrén de fer-
mentacién de carbohidratos del genero Lactobacillus [4].
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El cultivo iniciador fue propagado en BPM a una con-
centracién de 1,15 x 108 determinada por recuento del cultivo
en placas del mismo medio que se utilizé para su propaga-
cién inicial.

Formulacion y preparacién del producto carnico
fermentado (salami)

Se elaboraron 10 Salami de los cuales 6 fueron utiliza-
dos para determinar cada una de las variables durante los 28
dias del ensayo y el resto se reservd para las pruebas de eva-
luacién sensorial.

La formulacién y preparacién de los Salamis se realizé
utilizandose carne de cerdo obtenida de un expendio comer-
cial de la ciudad. La carne empleada correspondié al corte de-
nominado pernil, representados por los musculos ubicados en
el miembro posterior de la canal.

Posteriormente se procedid a despostar la pieza, retiran-
dole el hueso y la mayor cantidad de tejido adiposo. Luego la
carne fue molida a través de un plato de 1,1 cm, mientras que
la grasa a través de un plato de 2,0 cm.

Los salamis fueron formulados para que tuvieran 15%
de grasa; 2,5% de sal; 3,0% de azlcar; 0,008% de nitrito; 0,04
de acido ascérbico; 0,2% de pimienta; 0,1% de ajo; 0,05% de
nuez moscada y 0,1% de saborizante artificial para salami.

El producto fue elaborado de la siguiente manera: la car-
ne a 2°C se mezcld con la grasa y demds ingredientes en una
mezcladora IVM® durante 5 min. Luego fue agregado el culti-
vo iniciador el cual correspondié a una cepa Lactobacillus
plantarum aislada del salchichén comercial y utilizando el me-
dio a base de plasma (BPM), el cultivo iniciador se agrego a
una dosis de 2ml de cultivo / kg de producto a elaborar.

Después la mezcla fue colocada en una embutidora
marca TRE-SPADE® y embutida en tripas fibrosas para mayor
elasticidad. Una vez embutidos fueron llevados a la cava de
maduracién.

-

Fermentacién y maduracién

La fermentacion de los salamis se efectué en una cava
marca IVM® a la que se le controld la temperatura y humedad
relativa a valores de 25°C y 85% HR, respectivamente. Los pro-
ductos permanecieron bajo estas condiciones durante 6 dias.

Posteriormente la temperatura fue bajada a 15°C y la hu-
medad relativa de 60 a 65% aproximadamente, con la finalidad
de dar inicio a la etapa de maduracion consistente en pérdida
de humedad y adquisicién de sabor v aromas caracteristicos.
Los salamis permanecieron bajo esias condiciones por 14 dias.

Luego se aumentd |la temperaturz a 25°C durante la ter-
cera semana. Finalmente se continud incrementando paulati-
namente la temperatura n nzar 35°C durante la culmi-
nacion de la cuarta semana. permansaciendo la humedad rela-
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tiva entre 60—65%, dandose por terminado el proceso de ma-
duracion en estas condiciones.

Los salamis fueron retirados de la cava de maduracion y
colocados en una refrigeradora a 10°C.

Determinacion de pH: la determinacién se realizé con un
potenciémetro marca Orion modelo 420 A, el cual posee un
electrodo de la misma marca modelo 91-57B, calibrado para
las determinaciones con dos soluciones Buffer, una pH 7,0 =
0,1 y otra de pH 4,0 + 0,1 a 25°C, distribuidas para su calibra-
cién por la misma casa comercial. El electrodo se introdujo en
el producto posterior a su calibracién y se midio el pH en los
primeros 7 d y luego una vez por semana durante las tres se-
manas restantes del estudio.

Humedad: Esta prueba se realizo por el método de seca-
do en estufa a 110°C por 16 horas establecido por la AOAC [1].

Recuento Estandar en Placa de Lactobacilos (REP): Por
las caracteristicas propias del estudio, se prepararon frascos
de dilucién con el objeto de realizar placas del medio BPM por
duplicado desde 1x10™" a 1x10® gue posteriormente se incu-
baron a 37°C por 24 a 48 horas con tensién reducida de oxige-
no en campana de Gaspark, para luego realizar el contaje res-
pectivo.

Determinacion de Pérdida de Peso: Con el objeto de de-
terminar la pérdida de peso, los productos se pesaron una vez
por semana durante las cuatro semanas del experimento.

Evaluacion sensorial

Para evaluar la aceptabilidad del producto se procedio a
la evaluacién sensorial de los salamis, utilizando un panel no
antrenado constituido por el personal docente, administrativo,
obrero y estudiantes de la Facultad de Ciencias Veterinarias,
Universidad del Zulia. Las pruebas fueron realizadas en el la-
boratorio de carnes de la citada Facultad.

Los salamis a temperatura ambiente fueron rebanados
en tamafo uniforme con un peso aproximado de 25 g, a tra-
vés de una rebanadora marca Boia®. Las rebanadas fueron
colocadas en recipientes plasticos para luego ser servidas a
los panelistas. A cada individuo se le dié una rebanada para
que asignase puntuaciones segun la escala estructurada de
aceptacion, la cual constaba de 7 puntos donde 1= me gusta
extremadamente y 7 = me desagrada extremadamente.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron procesados y analizados
usando un andlisis de varianza, correspondiente a un disefio
completamente al azar, para detectar diferencias entre las va-
riables bajo estudio. Las medias fueron probadas por el meto-
do de los minimos cuadrados a través del procedimiento lineal
generalizado (GLM) del paquete estadistico S.A.S [20], com-
plementado con un andlisis de correlacion de Pearson. El mo-
delo considerd como variable independiente el tiempo de pro-

cesai’niento (TP) y como variables dependientes el pH, sdlidos
totales, humedad, recuento estandar en placa (REP) y pérdida
de peso.

El modelo estadistico para analizar las variables depen-
dientes fue el siguiente:

Yij= p+ Ti+ g
donde:
Y;j= Variable respuesta
u= Media general de las observaciones.

T,= Efecto de i-ésimo Tiempo de procesamiento.
(=0,....28 dias)

g; = Error experimental

La separacién de las medias para las variables donde se
detectaron diferencias significativas, se realizé mediante prue-
bas de t con la opcion LSMEANS del procedimiento GLM del
S.A.S.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la TABLA |, se presentan los resultados del pH, Hu-
medad y REP obtenidos en el tiempo de procesamiento. Du-
rante la fermentacion que comprendié los primeros 6 dias del
estudio, el pH descendi¢ significativamente (P<0,05) desde 5,5
a 4,8 y finaimente el mismo bajé hasta 4,3 durante la fase de
maduracién (23 dias) del producto. La disminucién del pH fue
debida al crecimiento de los Lactobacillus con produccion de
&cido lactico como producto de su metabolismo sobre el azu-
car y por la pérdida de humedad que sufre el producto durante
el proceso. Estos resultados coinciden con lo reportado por
Bloukas y col. [5] y, Diaz y col. [7], quienes trabajaron con pro-
ductos cérnicos fermentados y reportaron que el pH del pro-
ducto carnico fermentado disminufa a medida que se alargaba
el tiempo de procesamiento. En la TABLA lll se muestran las
correlaciones del pH con las otras variables en estudio. Se ob-
servd una correlacion alta y positiva entre el pH y la humedad
(r= 0,81, P<0,01) mientras que la asociacion de la primera va-
riable con la pérdida de peso fue negativa (r=-0,78; P<0,01 ).

En la TABLA |l se aprecian los porcentajes de pérdidas
de peso de los productos carnicos fermentados durante el
tiempo de procesamiento. La pérdida de peso fue afectada
significativamente (P<0,01) por el tiempo de procesamiento,
incrementandose desde 17,23% al dia 7 hasta 53,45% a los
28 d, coincidiendo estos resultados con los reportados por
Bloukas y col. [7].

La pérdida de peso depende de varios factores entre
los cuales destacan: el pH, la temperatura, humedad relativa
y el movimiento de aire en el cuarto de secado, asi como el
tiempo del mismo y el tamano de la particula de la mezcla de
carne [12].
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TABLA |
DETERMINACIONES DE pH, HUMEDAD Y REP DEL PRODUCTO CARNICO FERMENTADO DURANTE
EL TIEMPO DE PROCESAMIENTO

Tiempo de Procesamiento (Dias) pH Humedad (%) REP (ufc/g)
0 5,55 61,02 1,98x106
1 5,36 - -
2 5,20 - -
3 5,01 2 :
5 4,84 - -
6 4,80 - -
7 4,78 57.84 3,9x107
Media Ajustada 5,082 59,434
14 4,640 52,260 7,05x109
21 4,640 45,08° 7,1x10°
28 4,300 30,274 39x107

Abed| atrag diferentes en una misma columna difieren estad isticamente (P<0,05).

TABLA Il
PORCENTAJE DE PERDIDA DE PESO DE LOS PRODUCTOS CARNICOS FERMENTADOS DURANTE
EL TIEMPO DE PROCESAMIENTO

Tiempo de Procesamiento (Dias) N Pérdida de peso (%) Pérdida de peso acumulado (%)
7 1 17,23 17,232
0
14 8 10,77 28,00 ab
21 6 15,99 43,99 ¢
28 5 9,46 53/45¢

ADE | etras diferentes en la columna de acumulado difieren estad isticamente (P<0,05).

EL contenido de humedad de los productos cérnicos fer-
mentados se redujo significativamente durante los 28 d del
proceso, desde 61,02% hasta 30,27%. Al bajar el pH este se
acerca al punto isoeléctrico de las proteinas carnicas (pH =
5,1) trayendo como consecuencia disminucién de la capacidad
de retencién de agua de las proteinas [15], provocando pérdi-
da de humedad.

El REP fue afectado por el tiempo de procesamiento
(P<0,01). En la TABLA | se observa, que el REP aumenté de
1,98x108 ufc/g al inicio del estudio a 7,1x10° ufc/g en la tercera
semana, correspondiendo este valor al crecimiento maximo de
los microorganismos. En la cuarta semana hubo una disminu-
cién en los valores del REP alcanzando valores de 3,9x107
ufc/g. Similares resultados fueron obtenidos por Bloukas y col.
[5] y Samelis y col. [16] en donde el contaje en agar MRS fue
afectado significativamente por el tiempo de procesamiento,
alcanzando los maximos valores el dia 26 al final del estudio.

La TABLA Il muestra las correlaciones entre las varia-
bles incluidas en la investigacion. Se observa que no hubo co-
rrelacion entre el REP y el resto de variables.
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En la FIG. 1, presenta la curva de crecimiento microbia-
no del Lactobacillus plantarum en el producto céarnico fermen-
tado y también el efecto del tiempo de procesamiento sobre el
REP. La curva de crecimiento no presenta fase de adaptacién,
debido probablemente a que las determindciones de ufc/g se
realizaron semanalmente o bien a que este periodo puede ser
eliminado, si las células son tomadas de un sistema que ya ha
alcanzado la fase exponencial de crecimiento o cuando las cé-
lulas son transferidas de un medio rico en nutrientes a otro con
las mismas caracteristicas, ambos casos son valederos en
nuestro estudio. No obstante, se observan las etapas corres-
pondientes a las fases de crecimiento acelerado, exponencial
y muerte.

La fase de crecimiento acelerado se presenté entre el
dia del inicio del estudio y el dia 7, mientras que la fase de cre-
cimiento exponencial se presento entre los 7 y 14 dias, luego
el microorganismo alcanzé la fase de crecimiento estacionaria
donde hubo una desaceleracién del crecimiento del mismo,
entre los 14 y 21 dias, por Ultimo se evidencia la fase de muer-
te microbiana con una caida de la curva a partir del dia 21,
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TABLA Il
CORRELACIONES DE PEARSON ENTRE LAS VARIABLES DEL ESTUDIO
Variables pH Hum REP PP
- Corr/Sig -
TP -0,85** -0,97** 0,05 0,89**
PH | L 0,81* -0,20 -0,78**
Hum | .. 0,08 -0,83**
REP | e s e -0,444
o

TP = Tiempo de Procesamiento; Hum = Humedad; REP = Recuento Estandar en Placas y PP= Pérdida de Peso.

800
700
600
500
400
300
200
100

Log REP (ufc/g)

0 7 14 21 28

Tiempo de Procesamiento (Dias)

FIGURA 1. CURVA DE CRECIMIENTO OBTENIDA POR
LACTOBACILLUS PLANTARUN DURANTE EL TIEMPO DE
PROCESAMIENTO.

probablemente debido al agotamiento del sustrato o a la acu-
mulacién de productos inhibidores, como acidos.[13].

En la TABLA IV pueden observarse los resultados obte-
nidos de la evaluaciéon sensorial de los productos carnicos fer-
mentados elaborados bajo esta metodologia. De las pruebas
realizadas, el mayor porcentaje de los panelistas fue agrupado
en las clases 2 y 3 correspondientes a la aceptacion del pro-
ducto y en total las clases 1, 2 y 3 representaron el 80,47%.
Solamente, 6 panelistas manifestaron indiferencia o no acepta-
cién del producto.

= (P<0,01).
CONCLUSIONES

El medio a base de plasma MBP demostré ser un exce-
lente medio de cultivo para el Lactobacillus plantarum. El tiem-
po de procesamiento afecté al pH, humedad, pérdida de peso
y el recuento estandar en placa del L. plantarum en el produc-
to carnico fermentado.

El producto céarnico elaborado utilizando L. plantarum,
aislado y propagado utilizando el medio MBP obtuvo un valor
de aceptacion en la evaluacion sensorial entre me gusta mu-
cho y me gusta moderadamente.

RECOMENDACIONES

Se recomienda la utilizacién del medio a base de plasma
sanguineo de bovino BPM, como medio de cultivo para la pro-
pagacién del L. planfarum usado como fermento en productos
céarnicos fermentados.

Continuar las investigaciones para determinar si otras
bacteria &cido lacticas utilizadas como cultivos iniciadores se
comporta de igual manera a la observada con L. plantarum uti-
lizando agar BPM, y también para realizar comparaciones con
productos carnicos fermentados con L. plantarum utilizando
MRS como medio de cultivo, en cuanto a descenso de pH,
pérdida de peso, REP y evaluacion sensorial.

TABLA IV
VALOR PROMEDIO, FRECUENCIA Y PORCENTAJE OBTENIDOS DURANTE LA PRUEBA
DE ACEPTABILIDAD DE LOS PRODUCTOS CARNICOS FERMENTADOS (N =63)

Escala Frecuencia Porcentaje
1. Me gusta extremadamente 4 6,35

2. Me gusta mucho 28 44,44

3. Me gusta moderadamente 25 39,68

4. Ni me gusta ni me desagrada 3 4,76

5. Me desagrada moderadamente 3 4,76

6. Me desagrada mucho 0 0

7. Me desagrada extremadamente 0 0
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