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RESUMEN

El proposito de este trabajé fue evaluar el tiempo de almace-
namiento y la calidad microbiologica de carne de res picada
empacada al vacio (CREV) y comparar los métodos recuentos
en placas tradicional y Petrifilm™ 3M, para la determinacion de
bacterias acido lacticas (BAL) presentes en este tipo de car-
nes. Para tal fin, se utilizaron diez muestras de carne de res
procedente del corte paleta obtenido a las 48 h posterior al sa-
crificio. Estas fueron molidas, empacadas al vacio y almacena-
das durante 0; 7; 14 y 21dias a 5°C. En cada tiempo de alma-
cenamientos se determind el nimero de BAL, pH, recuento to-
tal de aerobios (RTA), coliformes totales (CT) y Escherichia
coli. El tiempo de empacado afectd el crecimiento de BAL, pH,
RTA y CT (P<0,05). Se observd que el numero de BAL se in-
crement6 al aumentar el tiempo de empacado, disminuyendo
el pH. Las BAL fueron el grupo microbiano dominante en las
CREV a partir del dia 7. Se observé que la CREV requiere de
aproximadamente de 7 dias con 10 horas para lograr un nivel
de BAL adecuadas para iniciar un proceso de fermentacion sin
la necesidad de afiadir cultivo iniciador a la mezcla céarnica. Se
identificaron 125 cepas de BAL, el 76% de los aislados corres-
pondi6 al grupo BAL heterofermentativas facultativas, seguido
por homofermentativas obligadas 12% y heterofermentativas
obligadas 8,0%. Las especies dominantes fueron Lactobacillus
curvatus (28,8%) y L. sakei (25,6%). Otros de los aislamientos
correspondieron a L. plantarum (12%) y L. paracasei subsp.
paracasei (9,6%), Leuconostoc mesenteriodes subsp. mesen-
teroides/dextranicum (8%). No se encontr6 diferencias entre
los métodos recuentos en placas tradicional y Petrifilm™ 3M
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para la determinacion de BAL. La utilizacion de CREV por un
tiempo minimo de 7 dias con 10 h es una alternativa viable en
la elaboracion de productos carnicos fermentados sin la adi-
cién de cultivo iniciador.

Palabra clave: Bacterias acido lacticas, carnes picada de res,
empaque al vacio.

ABSTRACT

Storage time and microbiological quality for vacuum packed
ground beef (VPGB) were evaluated, the methods traditional
plate counts and Petrifilm™ 3M of determination of lactic acid
bacteria (LAB) were compared and subsequently LAB present
in meat were identified. Ten sample of beef from the top blade
cut, obtained to 48 h after slaughter were used. These samples
were grounded, vacuum packed and stored during 0, 7, 14 and
21 days to 5°C. From each storages time, of number of LAB,
pH, total aerobics plate count (APC), total coliforms (TC), and
Escherichia coli were determined. Storage time affected (P<
0.05) number BAL, APC and TC. It was observed that number
of LAB increase and pH decreased as storage time was
longer. The LAB were the dominant bacterial group in VPGB
from day 7. It was determined that VPGB required approxi-
mately of 7 days and 10 hours to achieve and adequate level
of BAL to initiate a process of meat fermentation without need
addition of a commercial starters cultures in meat mixes. It was
identify 125 LAB strains, from which 76% of isolated LAB cor-
responded to the group of facultatively heterofermentative, fol-
lowed by the obliged homofermentative (12%) and obliged het-
erofermentative (8%). Dominants species were Lactobacillus.
curvatus (28.8%) and L. sakei (25.6%). Other bacterial isola-
tions corresponded to L. plantarum (12%) and L. paracasei
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subsp paracasei (9.6%), Leuconostoc mesenteriodes subsp
mesenteroides/dextranicum (8%). No differences were found
between the methods traditional plate counts and Petrifilm™
3M used for the determination of BAL. Utilization of VPGB by a
minimum time of the 7 and 10 h is feasible alternative in the
elaboration of fermented meat product without addition of a
commercial starters culture.

Key words: Lactic acid milk bacteria, ground beef meat, va-
cuum packing.

INTRODUCCION

La carne es un medio excelente para mantener el desa-
rrollo bacteriano, gracias a sus propiedades biologicas y com-
posicion quimica, entre las que se distinguen un alto contenido
de proteinas, pH ligeramente &cido y una elevada actividad de
agua [27]. Es importante mencionar que la carga inicial de
bacterias psicréfilas y la dindmica de crecimiento de las mis-
mas son los factores mas influyentes en el deterioro de la car-
ne en refrigeracion [17, 30].

Con la finalidad de prolongar la vida util de las carnes
frescas, en las ultimas décadas se han popularizado los méto-
dos de empacados al vacio y atmoésferas modificadas [15].
Bajo estas condiciones de empaque y de refrigeracion, la mi-
croflora de la carne es usualmente dominada por las bacterias
acido lacticas (BAL), debido a que ejercen un efecto modifica-
dor en la microflora de la carne, pasando del predominio de los
bacilos Gram negativos putrefactivos, tales como Pseudomo-
nas ssp. y microorganismos de la familia Enterobacteriaceae,
a los microorganismos Gram positivos como el caso de las
BAL [6, 29, 33].

Muchos son los usos de las BAL en la industria carnica,
sus productos metabdlicos juegan un papel importante en la
preservacion de las carnes y productos carnicos por su accion
como agentes bioprotectores [21]. Estas representan el grupo
mas importante de microorganismos encontrados en los culti-
vos iniciadores comerciales utilizados en las fermentaciones
carnicas, debido a su contribucién en cada uno de los objeti-
vos del proceso de fermentacion [23].

Es conocido que los productos fermentados fabricados
tradicionalmente, con procesos de maduracion natural, pre-
sentan caracteristicas sensoriales mas deseables que los ela-
borados a escala industrial con cultivos iniciadores comercia-
les. Esto es debido a la composicién y actividad metabdlica de
la flora nativa en la materia prima [18]. También se ha demos-
trado que los cultivos iniciadores ideales para ser utilizados en
la elaboracion de productos carnicos fermentados, son los que
provienen del mismo habitat ya que estan especialmente
adaptados a estas condiciones [24].

Investigaciones realizadas por Ruiz-Ramirez y col. [46],
encontraron que carnes empacadas al vacio y refrigeradas du-
rante catorce dias a 5°C, eran adecuadas para ser utilizadas
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en la elaboracion de un producto carnico fermentado sin la ne-
cesidad de agregar cultivo iniciador, lo que constituye una al-
ternativa interesante a desarrollar por la industria carnica a ni-
vel nacional, debido a que el empleo de cultivos iniciadores
acarrea altos costos de produccién en la elaboracion de estos
tipos de productos carnicos. Por otra parte, empacar las car-
nes al vacio y almacenarlas en refrigeracién es una practica
utilizada en la industria nacional, debido a la necesidad de
ablandar dichas carnes, ya que en su mayoria provienen de
animales de mas 30 meses de edad [26].

Se debe considerar, que para obtener un adecuado pro-
ceso de fermentacion de las carnes, las cepas microbianas de-
ben presentar algunas caracteristicas particulares para su utili-
zacion, entre las que se destacan una fermentacion lactica ho-
mofermentativa, por lo que se hace necesario el aislamiento,
identificacion y selecciéon de BAL nativas encontradas en la
carne. Aunado a esto, se necesita una carga inicial en el orden
de 10° - 107 bacterias por gramo de mezcla para lograr obte-
ner las caracteristicas organolépticas deseadas en este tipo de
productos [34].

La identificacion de BAL puede ser realizada por el mé-
todo tradicional mediante recuento en placas de agar MRS (De
Man, Rogosa y Sharpe) [7] y el uso de placas secas rehidrata-
bles (Petrifilm™ 3M) [43], teniendo este dltimo método la ven-
taja de permitir conocer de forma directa las homofermentati-
vas y heterofermentativas; sin embargo, actualmente no existe
informacién disponible que compare el empleo de ambos mé-
todos en muestras céarnicas.

Por lo tanto, se realizdé una investigacion con los siguien-
tes objetivos:

* Determinar el tiempo de almacenamiento de la carne de
res (Bos taurus-Bos indicus) empacadas al vacio (CREV),
en el cual se producen niveles suficientes de BAL para su
utilizacion en fermentaciones carnicas.

e Comparar el método de recuento de BAL tradicional con
el método de recuento en placas de pelicula secas rehi-
dratable (Petrifilm™ 3M), evaluando su utilidad en la de-
terminacion del tipo de fermentacion.

* Identificar las especies de BAL presentes en la CREV.

* Analizar la calidad microbiol6gica de la CREV durante el
periodo de almacenamiento bajo refrigeracion, mediante
la determinacion del pH, el recuento de aerobio mesofi-
los y bacterias coliformes.

MATERIALES Y METODOS

Obtencioén y preparacion de la muestra

La carne de res fue obtenida de 10 canales de novillos
provenientes del Matadero el Totumo (MATOCA) y clasifica-
das con la categoria “A” de acuerdo con lo establecido en el
decreto 1896 [46]. Se selecciond el corte de res denominado
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paleta (COVENIN-792-82) [4], obtenido del desposte, 48 horas
posterior al sacrificio. Posteriormente la carne fue trasladada
en cavas de refrigeracion hasta el laboratorio de Ciencia y
Tecnologia de la Carne, de la Facultad de Ciencias Veterina-
rias de la Universidad del Zulia (FCV-LUZ), donde se procedi6
a la preparacioén de la muestra.

Las muestras fueron procesadas utilizando un molino mar-
ca La Minerva (Di Mario Chiadini & cns, Italia), con disco de 1,5
cm de diametro previamente esterilizado. La carne molida se em-
pacd al vacio, utilizando un equipo marca KOCH modelo Multi-
vac, tipo 040-132-250215 (KC, EUA) de una sola campana, y
fueron almacenadas a temperaturas entre 2 a 5°C. Los analisis
microbiol6gicos respectivos se realizaron los dias 0; 7; 14 y 21.

Determinacién del nimero de bacterias acido lacticas
y el tipo de fermentacion

Para estas determinaciones, 11 g de la muestra se ho-
mogenizaron con 99 mL de caldo MRS (De Man, Rogosa y
Sharpe, Himedia, India) [7], a partir del homogenizado se pre-
pararon diluciones de la muestra, utilizando para ello caldo
MRS hasta alcanzar la dilucion 1x107.

Para la enumeracion de BAL se utilizaron dos métodos; el
primero consistié en sembrar 1 mL de cada dilucién en profundi-
dad y por duplicado en placas de petri, utilizando como medio
de cultivo agar MRS. El segundo método consistié en inocular 1
mL de las diluciones antes mencionada, en placas de pelicula
seca rehidratables para recuento de aerobios mesofilos (Petri-
film™3M). Ambas se incubaron a 37°C por 48 horas en una céa-
mara de Gas-Pack con vela encendida, transcurrido este tiempo
se contaron como BAL, las placas que presentaban entre 25 y
250 colonias, hasta su confirmacion de que fueran Gram positi-
vas, catalasa negativa y oxidasa negativa [45].

Para la determinacion rapida del tipo de fermentacion de
BAL, se observaron las colonias en las placas de peliculas se-
cas rehidratables (Petriflm™3M) y se procedi6 al contaje de
colonias café rojizas como BAL homofermentativas y hetero-
fermentativas, diferenciandose estas ultimas por la presencia
de burbujas de gas asociadas a las colonias.

Determinacion del nimero de aerobios meséfilos,
coliformes y Escherichia coli

Para la determinacion del recuento total de aerobios me-
séfilos (RTA), coliformes totales (CT) y Escherichia coli (E.coli)
se homogenizaron por 2 minutos 11 g de la muestra con 99
mL de agua peptonada al 0,1% (Difco); a partir del homogeni-
zado se prepararon diluciones seriadas de la muestra, utilizan-
do como diluyente agua peptonada a igual concentracion.

La determinacion se realiz6 utilizando el método de pla-
cas de peliculas secas rehidratables Petrifilm™ 3M para aero-
bios mesofilos (COVENIN 3338) [2], coliformes totales y E coli.
(COVENIN 3276) [1].

Determinacion del pH

La medicion del pH fue realizada a los 0; 7; 14; 21 dias
de almacenamiento con un potenciéometro marca ORION mo-
delo 410A (Orion Research, Boston, EUA), el cual posee un
electrodo de la misma marca modelo HI 1131, calibrado con
soluciones buffer suministrada por la misma marca comercial,
de pH 7,0 y 4,0 a temperatura de 25°C.

Identificacion de las especies de bacterias acido lacticas

Se procedi6 al aislamiento de cepas en las 10 muestras
de carne picada empacada al vacio y almacenada a 5°C, du-
rante 14 dias. El tiempo de almacenamiento fue seleccionado
en base al estudio previo realizado por Ruiz-Ramirez y col. [46].
Se eligieron al azar el 10% de las colonias morfolégicamente di-
ferentes, las cuales fueron repicadas en tubos con caldo MRS
para la obtencion de cultivos puros, luego se procedié a evaluar
la morfologia celular, y su correspondencia al grupo de bacte-
rias Gram positivas, catalasa y oxidasa negativa [45].

Verificada la pureza del cultivo, se repicaron en medio s6-
lido utilizando agar MRS y se incubaron a 37°C por 48 horas en
una camara de Gas-Pack con vela encendida, para la subsi-
guiente tipificacion de las BAL a través del sistema de identifica-
cion APl 50CHL (BioMérieux, LAB. Francia), el cual es un siste-
ma estandarizado de ensayos bioquimicos para el estudio del
metabolismo de 49 carbohidratos por este grupo microbiano.

Preparacion del inoculo e inoculacion de la Galeria AP1 50 CH

Con todas las colonias que crecieron en las placas de
agar MRS, se prepard una suspension concentrada del cultivo
puro, empleando una ampolla de 2 mL de cloruro de sodio al
0,85% (API suspension médium BioMéreux), a partir de la cual
se realizd una suspension de turbidez igual al patron 2 de
Mcfarland para la posterior inoculacion del API 50 CHL médium
(BioMéreux), repartiéndose 40 uL de ésta, sobre los tubos de la
galeria API 50 CH. Posteriormente, los tubos fueron cubiertos
con aceite de parafina e incubados a 35 + 2°C por 48 horas.

Analisis estadistico

Disefio del experimento: Se realizé un disefio experi-
mental totalmente aleatorizado, utilizando como factor fijo el
tiempo de almacenamiento (f) en cuatro niveles: f, = tiempo
inicial, ¢ = siete dias, t; = 14 dias y t3 = 21 dias. A cada uno de
estos tiempos se le asignaran al azar 10 paquetes similares de
carne de res picada envasada al vacio. Los resultados del ex-
perimento fueron analizados utilizando el analisis de la varian-
za y las comparaciones entre las medias de los tratamientos
se efectuaron mediante las pruebas de Tukey, haciendo uso
del paquete Statistical Analysis System (SAS) version 8,01
[50]. La comparaciéon de los métodos de recuento BAL, tradi-
cional y el método petrifil, fue realizado mediante la prueba t
de student [50].
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El modelo que describe el disefio del experimento es:

YiF p+ it ey (1

donde:

yij = variable dependiente: recuento de BAL, RTA, CT y Es-
cherichia coli

M = media general de las observaciones
7i = efecto del i-ésima tratamiento (tiempo de almacenamiento)
g;j = errorexperimental

Para predecir el tiempo promedio de almacenamiento de
CREV, necesario para que la concentracién de BAL sea consi-
derada un cultivo iniciador para la fermentacion, se utilizaron
varios modelos de regresion no lineal pertenecientes a la fami-
lia de modelos exponenciales, potenciales y de crecimiento in-
cluidos en el software Curve Expert version 1,37 [28]. El mejor
modelo predictivo fue seleccionado segun los criterios estadis-
ticos error estandar (c, ) y coeficiente de determinacion (r?). De
acuerdo con esto fue escogido el modelo de Harris:

_ 1
T a+bx°

y )
Con g, =0,476y r2= 0,941
Donde y: es el log ufc/g de BAL

x = es el tiempo

a=0, 30892131

b =-0,13469718

¢ =0,104527090

Despejando de la expresion (2) el tiempo x se tiene la si-
guiente expresion en términos de y, la cual permitird predecir
el tiempo dado los valores de y:

[i=y(@)
y(b)

X =

@)

RESULTADOS Y DISCUSION

Cuantificacién de bacterias acido lacticas,
tipo de fermentacion y niveles de pH

En la TABLA | se muestran los valores promedios de
BAL obtenidos por los dos métodos de cuantificacion utiliza-
dos, conteo directo en placas de agar MRS y conteo en placas
de peliculas secas rehidratable Petriflm™3M. Los resultados
indican que los diferentes métodos no se diferencian significa-
tivamente. Por lo tanto se puede inferir que ambos métodos
son bastante sensibles en la determinacion de BAL. No se en-
contraron investigaciones en las que utilizaran las placas de
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pelicula seca rehidratable Petrifilm™3M como técnica de cuan-
tificacion de BAL.

Las medias correspondientes al numero de BAL (obtenidas
por el método tradicional) y valores de pH en la carne de res du-
rante su almacenamiento en refrigeracion se presentan en la TA-
BLA Il. Se observd que las BAL crecen significativamente
(P<0,05) a medida que se prolonga el tiempo de empacado al
vacio. Ordofiez y col. [41] reportaron que, el recuento total de mi-
croorganismos viables en carne empacada al vacio aumenta
continuamente desde el inicio del periodo de conservacion, esta-
bilizandose la tasa de crecimiento después de 20 dias. No obs-
tante, en los valores obtenidos en el presente estudio el nUmero
de BAL a los 14 dias, no se diferencié estadisticamente de los
obtenidos a los 21 dias. Resultados similares han sido publica-
dos por Ferrer [13] y Ruiz-Ramirez y col. [46] trabajando con car-
ne de res empacada al vacio y almacenada a 5°C.

En la primera semana de almacenamiento de la CREV,
las BAL aumentaron de 3,24 en su condicion inicial a 6,95 Log

TABLA |
MEDIAS CORRESPONDIENTES AL NUMERO DE
BACTERIAS ACIDO LACTICAS OBTENIDAS POR
DIFERENTES METODOS DE DETERMINACION

Tiempo n Método X s Valor P
(dias)
0 10 MRS 3,24 0,62 0,85
10 PSR 3,29 0,40
7 10 MRS 6,95 0,13 0,58
10 PSR 6,81 0,16
14 10 MRS 7,60 0,16 0,21
10 PSR 7,23 0,12
21 10 MRS 8,09 0,11 0,17

10 PSR 7,86 0,08

x Expresada en Log ufc/g.

MRS = Conteo en placas de agar medio De Man, Ragosa y Sharpe.
PSR = Conteo en pelicula seca rehidratable.

TABLA Il
MEDIAS CORRESPONDIENTES AL NUMERO DE
BACTERIAS ACIDO LACTICAS Y pH EN CARNES
EMPACADAS AL VACiO SEGUN EL TIEMPO
DE ALMACENAMIENTO

Dias BAL* pH
0 3,242 5,66 2
7 6,95° 537°
14 7,60 © 5,26 °
21 8,09 ° 5,24 °

*Valores expresado en Log ufc/g
BAL: Bacterias acido lacticas.

ab.¢ Medias marcadas con letras diferentes en una misma columna
difieren estadisticamente (P<0,05).
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ufc/g, medias diferentes estadisticamente (P<0,05); para la se-
gunda semana se continu6 incrementando pero en menor gra-
do, ubicandose en 7,60 Log ufc/g; valor diferente significativa-
mente (P<0,05) del obtenido durante la primera semana, pero
no de la media correspondiente a la tercera semana de alma-
cenamiento, la cual fue de 8,09 Log ufc/g.

Por otra parte, se observé que el pH disminuyé gradual-
mente (P<0,05), desde el inicio del empacado al vacio (pHini-
¢a=5,66) hasta los 14 dias, ubicandose en 5,26 para luego
mantenerse estable hasta el final de la prueba. Esto debido
probablemente al mayor crecimiento de las BAL en la carne
empacada al vacio, lo cual se acompafia de la formacion de
acidos organicos, principalmente acido lactico, lo cual causa la
consecuente caida del pH [39, 47].

Resultados similares fueron reportados en investigacio-
nes realizadas anteriormente, observandose una disminucion
gradual del pH, acompafiada de un incremento en el niumero
de BAL durante el almacenamiento a 5°C de carne empacada
al vacio [12, 30, 37, 40]. La estabilidad del pH posterior a los
14 dias de empacado al vacio y almacenamiento a 5°C, puede
deberse probablemente a que valores de pH 5,26 pueden inhi-
bir las enzimas glucoliticas, especialmente la fosfofructoquina-
sa cesando de esta forma la glucdlisis [22].

El método de recuento en peliculas seca rehidratable Pe-
trifilm™3M permitid la identificacion y conteo de colonias de
BAL homofermentativas y heterofermentativas, de acuerdo a la
metodologia establecida por el fabricante [43]. Los valores co-
rrespondientes se aprecian en la TABLA lll. Los resultados se-
fialan que alrededor de un 70% de las BAL correspondieron al
grupo homofermentativo y un 30% a las heterofermentativas.

Los resultados encontrados pudieran representar un
riesgo de defectos en un producto carnico fermentado elabora-
do a partir de CREV sin la adicién de un cultivo iniciador. Tal
riesgo estaria dado por la proporcion de BAL heterofermentati-
vas obligadas en la CREV [31]. Tal como se ha reportado, el
crecimiento de BAL heteroferementativa obligadas causan olo-
res desagradables y agujeros a causa de la produccion de

TABLA Il
NUMERO BACTERIAS ACIDO LACTICAS
HETEROFERMENTATIVAS Y HOMOFERMENTATIVAS EN
CARNES EMPACADAS AL VACiO OBTENIDAS POR EL
METODO DE PELICULAS SECAS REHIDRATABLES

Tiempo n BAL % BAL %
dias Heterofermen- Homofermen-
tativas tativas
(Log ufc/g) (Log ufc/g)
10 2,70 22,7 3,23 77,3
10 6,49 29,2 6,88 70,8
14 10 7,01 29,4 7,38 70,6
21 10 7,40 23,8 7,90 76,2

BAL= Bacterias acido lacticas.

CO, [23]. Sin embargo, el uso de bacterias heterofermentati-
vas facultativas en los cultivos iniciadores comerciales es am-
plio y han sido aisladas de productos carnicos fermentados
elaborados a través de maduracién natural, sin observarse la
presencia de defectos en éstos [20, 21, 23].

Determinacion del tiempo de almacenamiento al vacio
de la carne de res

En la FIG. 1 se ilustra graficamente el desarrollo en el
tiempo de las bacterias acido lacticas en carne de res picada
empacada al vacio. Las observaciones, diez en total para cada
tiempo de almacenamiento a 5°C, se ajustaron mejor al mode-
lo de Harris como fue mencionado con anterioridad en la meto-
dologia. El uso de este modelo, permitié predecir el tiempo ne-
cesario para alcanzar el nimero minimo de bacterias acido
lacticas necesarias para la fermentacion de carnes, el cual se
sefiala en la Figura como punto (P).

Si se toma como carga adecuada para iniciar un proceso
de fermentacion un valor de BAL 107 por gramo en la materia
prima, el modelo establece como tiempo 6ptimo en base al nu-
mero de BAL 7,4097 dias, indicando que el tiempo minimo de
empacado al vacio de carnes de res picada y almacenada a
5°C, que permitiria lograr el crecimiento de BAL suficientes
para iniciar un proceso adecuado de fermentacién es aproxi-
madamente de 7 dias y 10 horas con 19 minutos.

En las investigaciones realizadas por Ruiz-Ramirez y
col. [46] se establecié como tiempo 6ptimo de empacado al va-
cio de carne de res para tal fin, 14 dias basandose exclusiva-
mente en los conteos obtenidos. Los resultados alcanzados a
este respecto son alentadores desde el punto de vista econo6-
mico, debido a que se necesitaria menor tiempo de almacena-
miento en refrigeracion de las carnes de res para su posterior

P =(7,4097 )

Dias

FIGURA 1. CRECIMIENTO DE BACTERIAS ACIDO LACTI-
CAS EN CARNES EMPACADAS AL VACIO DURANTE 21
DIAS DE ALMACENAMIENTO A 5°C. EL PUNTO (P) INDICA
TIEMPO REQUERIDO PARA OBTENER EL NUMERO DE
BAL PARA INICIAR UNA FERMENTACION CARNICA.
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utilizacién en la elaboracion de un producto carnico fermenta-
do a partir de cepas tipicas de la region.

Calidad microbiolégica

En la TABLA IV se muestran los valores obtenidos en el
analisis microbioldgico de las carnes de res empacadas al va-
cio durante su almacenamiento en refrigeracion. El recuento
total de aerobios mesdfilos obtenido para el inicio del ensayo
fue de 3,93 Log ufc/g, encontrandose por debajo de las reco-
mendaciones establecidas por COVENIN 2301-85 [3] para las
carnes de res molida.

Los resultados indican que el recuento RTA en las
CREV (3,93; 4,25; 5,60 y 6,20 Log ufc/g), aumentd con el tiem-
po de almacenamiento 0; 7; 14 y 21 dias respectivamente
(P<0,05). Estos hallazgos concuerdan con los obtenidos en las
investigaciones realizadas por Gill y Badoni [16], Jones [30] y
Fadda y col. [12]. Esto podria deberse entre otras causas, a la
permeabilidad del material de empaque al oxigeno 6 a una
carga inicial alta de este grupo microbiano [44].

Se ha sefialado que, conforme aumenta la permeabili-
dad del oxigeno aumenta proporcionalmente el crecimiento
de especies Gram negativas [36]. Sin embargo, los valores
RTA obtenidos en el presente ensayo para CREV en el dia
21, son similares a los obtenidos por Ferrer [13], en carnes
de res sin empacar al vacio en 6 dias a 5°C, lo cual demues-
tra el efecto preservador del empacado al vacio sobre la vida
util de la carne [15, 29, 33].

Por otra parte, se observd que los recuentos de CT au-
mentaron gradualmente con el tiempo de almacenamiento
hasta los 14 dias (P<0,05), posterior al cual se mantuvieron
estables, esto puede deberse a valores de pH mas bajos ob-
servados a los 14 dias de almacenamiento a 5°C en las
CREV. Varios son los mecanismos de inhibicion microbiana
que pueden estar presente; sin embargo, uno de los principa-
les descritos es la reduccion del pH por la produccion de aci-
dos principalmente acido lactico [14]. Las CREV no presenta-
ron colonias de E. coli a ningun tiempo de almacenamiento.
Estos resultados son similares a los mostrados por Gill y Ba-
doni [16] y Minor-Pérez y col. [37].

Caracterizacion e identificacion de bacterias acido lacticas

Caracterizacion morfolégica: del total de diez empa-
ques al vacio de carne de res se obtuvieron 125 cepas de BAL
confirmadas, éstas presentaron una morfologia celular varia-
da, la cual fue desde cocos, bacilos rectos alargados, curvos y
cortos hasta bacilos cortos y gruesos. La formacién en cade-
nas y en pares fue la mas comun.

Identificacion de bacterias acido lacticas: en la TA-
BLA V se presenta la distribucion porcentual de las BAL identifi-
cadas en CREV. Se observoé que, después de 2 semanas de al-
macenamiento a 5°C, la poblacion estuvo compuesta predomi-
nantemente por especies heterofermentativas facultativas del
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genero Lactobacillus 76,0% seguidas por BAL homofermentati-
vas obligadas en 12% y heterofermentativas obligadas 8,0%.

Las especies dominantes fueron L. curvatus (28,8%) vy L.
fermentum (25,6%), siendo el primero de los mencionados fre-
cuentemente reportado como flora microbiana psicotrofila en
carnes empacadas al vacio [23] y en productos carnicos fer-
mentados naturalmente [20, 21].

Es importante destacar que, el L. sakei, no esta incluido
en la base de datos del sistema de identificacion API50CH y se
ha reportado que cepas puras de L. sakei, el cual es un micro-
organismo heterofermentativo facultativo, fue identificado por di-
cho sistema como L. fermentum [52]. Asimismo, investigaciones
anteriores sefialan que cepas identificadas por el sistema
API50CH como L. fermentum, fueron identificadas a través de
electroforesis en gel, como miembros del grupos L. sakei/curva-

TABLA IV i
MEDIAS CORRESPONDIENTES AL NUMERO, AEROBIOS
MESOFILOS, COLIFORMES TOTALES, Escherichia coli

Pruebas Tiempo de almacenamiento (dias)
0 7 14 21 P<
Replicas 10 10 10 10 0,001
*RTA 393 425"  560° 6,20° 0,001
*CT 2,54% 4,18° 4,56° 4,60° 0,001
*EC <1 <1 <1 <1

* Valores expresado en Log ufc/lg. & b Medias con letras distintas
en la misma fila difieren significativamente (P<0,05). RTA: recuento
total de aerobios.  CT: coliformes totales.  EC: Escherichia coli.

TABLA V
DISTRIBUCION PORCENTUAL DE LAS ESPECIES
BACTERIAS ACIDO LACTICAS AISLADAS DE CARNES
DE RES EMPACADA AL VACIO

Especies* Numero de Porcentaje
aislados
Lactobacillus curvatus ® 36 28,8
"Lactobacillus fermentum?® 32 25,6
Lactobacillus plantarum ? 15 12,0
Lactobacillus paracasei subsp 12 9,6
paracasei ®
Leuconostoc mesenteriodes subsp 10 8,0
mesenteroides/dextranicum "
Lactobacillus acidophillus 1 ° 8 6,4
Lactobacillus salivarius ° 7 5,6
Cepas con identificacion incierta 5 4,0

*|dentificacion utilizando el sistema de identificacion AP 50CHL

" La base de datos del sistema APl 50CHL no incluyen al Lacto-
bacillus sakei. cepas puras de Lactobacillus sakei, fueron identificadas

por dicho sistema como Lactobacillus fermentum.
2 Heterofermentativos facultativos.  ° Heterofermentativos obligados.

¢ Homofermentativos obligados.
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tus [8]. Esto explica como un alto porcentaje de las cepas aisla-
das (25,6%), fueron identificadas como L. fermentum, el cual no
se ha descrito como microorganismo caracteristico en las car-
nes empacadas al vacio y/o productos carnicos.

Otras de las cepas de BAL aisladas, fueron identificadas
como L. plantarum (12%) y L. paracasei subsp. paracasei (9,6%),
éstas son usualmente aisladas en carnes y productos carnicos,
aunque generalmente representan una pequefia proporcion del
total de la flora lactica aislada en los productos carnicos [52].

Se ha observado la aplicacién de cepas de L. paracasei
subsp. paracasei en la elaboraciéon de productos fermentados
para lograr reducir el tiempo de secado en estos embutidos.
Esto es debido, a la produccién de proteinasas por dicho mi-
croorganismo, observando que la actividad proteolitica no
afectd la flora microbial de los cultivos iniciadores 6 de la flora
nativa de las carnes [19].

Especies como L. acidophillus (6,4%) y L. salivarius
(5,6%) fueron las cepas aisladas en menor cantidad en las
carnes de res empacadas al vacio. Por otra parte, del total de
los aislados, el 8% fue identificado como Leuconostoc mesen-
teriodes subsp. mesenteroides/dextranicum. Similares resulta-
dos se han conseguido en otras investigaciones donde, de un
total de 70 aislamientos provenientes de carnes de cerdo (Sus
scrofa) empacada al vacio, 18 fueron identificadas como de
Leuconostoc sp. y 52 como L. sakei [53].

Leuconostoc mesenteriodes es descrito como un coco,
Gram positivo, microaerofilico, catalasa y oxidasa negativa y
heterofermentativo obligado [11], el cual segun Egan y col. [9]
estd asociado a la descomposicidon de productos carnicos,
principalmente por la formacion de limosidad superficial. De
igual forma se ha reportado a cepas de L. sakei productoras
de sulfuros como la principal causa de descomposicion de las
CREV en refrigeracion [10]. Esto posiblemente se deba a ca-
racteristicas metabdlicas de este microorganismo, que le per-
mite la utilizacién de la arginina como sustrato principal para la
produccién de ATP cuando las concentraciones de glucosa
esta en el orden 0,05% (P/P), concentracion de glucosa en-
contrada en la carne fresca [33]. La degradacion de éste u
otros aminoacidos da origen a la produccion de compuestos
indeseables como sulfuro y aminas biogénas [35].

No obstante Montel, reporta a L. sakei como especie co-
munmente utilizada en los cultivos iniciadores comerciales
[38], mientras que otros investigadores los reportan como flora
natural en los procesos de fermentacion natural de varios em-
butidos fermentados producidos sin defecto [5, 25, 32, 48, 49].

En el presente estudio, L. sakei, L. curvatus, L. plantarum
y L. paracasei (subsp. paracasei) representaron el 76% de la
poblacién total de BAL aisladas en las CREV almacenadas por
14 dias. Resultados similares se han evidenciado en investiga-
ciones sobre la diversidad de BAL en los embutidos fermenta-
dos a través de maduracién natural, donde se ha demostrado

que a través de maduracion, la flora estuvo dominada principal-
mente por cepas de BAL heterofermentivas facultativas como
es el caso de L. sakei y L. plantarum [25, 32, 42, 51].

CONCLUSIONES

El tiempo de empacado al vacio de la carne de res, en el
cual se logra tener carga de BAL adecuadas para iniciar un
proceso de fermentacion, es aproximadamente de 7 dias con
10 horas.

El método Petrifilm™ 3M para determinar BAL, no se di-
ferencié del método tradicional utilizado para cuantificar este
tipo de poblaciones microbianas; sin embargo, este método re-
sulta confiable para diferenciar entre poblaciones de bacterias
acido lacticas homofermentativas de las heterofermentativas.

Las poblaciones de BAL en las CREV durante 14 dias, es-
tuvo dominada por bacterias heterofermentativas facultativas,
principalmente L. curvatus, L. sakei y L. plantarum. Por lo cual re-
sulta viable, seguro y asequible el uso de CREV en la elabora-
cién de un producto carnico fermentado por maduracién natural.

La calidad microbiologica de CREV cumplié con los limi-
tes normales aceptados hasta el dia 14 de almacenamiento.
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