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IKTRODUCCION

¡.1.- GENERALIDADES

La OrdenMinisterial de 7 de febrero de 1980 (B.O.E. de 21 de marzo

de 1980) establecela ‘Norma de calidadparalos productoscárnicosembutidos

crudos-curadosen el mercadointerior”. Dicha norma define al salchichón

como “la mezclade carnespicadasde cerdo,vacuno o de cerdo y vacunoy

tocino y/o grasade cerdo, adicionadade sal, especiasy aditivos, amasaday

embutidaen tripas naturaleso artificiales, en su caso, que ha sufrido un

procesode maduración-desecaciónque le asegurauna buenaestabilidad,así

como un olor y saborcaracterísticos”.Definicionessimilaresa éstase recogen

en la citadanormaparalos demásembutidoscrudoscurados:chorizo, salamiy

lomo embuchado.

Probablementeel curado de la carne surgió de forma casualcomo un

método para su conservaciónmediante la adición de sal. Pareceque la

elaboraciónde embutidosseinició unos 1.500 añosa. C., al observarseque la

vida útil de la carne se prolongabanotablementesi, despuésde picarla

finamentese mezclabacon sal y hierbasaromáticasy se desecabatras su

embutido(Palumboy Smith, 1977), lo que proporcionabaademásun producto

muy apreciadopor su agradablesabor.SegúnPederson(1980) los embutidos

crudoscuradostuvieron probablementesu origen en el áreamediterránea,

cuya climatologíaera y es muy favorable para su maduración.La primera

referenciadocumentalse encuentraen el libro XVIII de “La Odisea”, escrita

por Homero900 añosa. C., en la que sehablade ‘tripas de cabrarellenascon

sangrey grasa” (Liepe, 1982), si bien talesembutidosdifieren bastantede los

actuales.Los romanosheredaronde los griegos,y perfeccionaron,las técnicas

de preparaciónde este tipo de alimentos,a los que se fueron incorporando

otros ingredientes.Desdeentonces,estos productosse han diversificado y

extendidopor todo el mundo.

Hoy en día, la importanciadel curadocomo métodode conservaciónde
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INTRODUCCION

la carneha disminuidocomo consecuenciadel desarrollode otros sistemas(los

tratamientostérmicos, la refrigeracióny la congelación),pero en cambio,

segúnGuerrero(1993),han adquiridomayor importanciaotros aspectosdel

procesode curadocomo son el sabory el color. Así, en la industria cárnica

actual, el curado consisteen la producciónde un determinadopigmento

cárnico termoestabley la obtencióndel saborcaracterísticode la carnecurada.

Se podríadecir que existencasi tantostipos de embutidoscomo áreas

geográficase incluso como fabricantesy, aunquela basede su fabricaciónes

siempreuna combinaciónde procesosde fermentacióny desecación,existen

claras diferencias regionales.Así, en los paises mediterráneos,Portugal,

Hungría y los Balcanespredominanlos embutidoselaboradoscon especiasy

secadosal aire, mientrasque en el centroy norte de Europa,la fermentación

va acompañadade un procesode ahumado,siendola desecaciónmenosintensa

y en los EstadosUnidos son comuneslos embutidossemicurados,fermentados

rápidamentea altas temperaturasy con un corto periodo de secado(Líicke,

1984).

En la actualidad,la fabricaciónde embutidoscrudoscuradosrepresenta

una partemuy importantede la industria cárnicaen la EuropaContinental,

siendosu áreade mayor influencia los paísesmediterráneosy Alemania,uno

de los principalespaísesproductoresde embutidos,aunquesu desarrolloha

sido tardío (a partir de la segundamitad del siglo XIX). Hoy en día, estos

productoscárnicosestánadquiriendocadavez mayorinterésen paísesen los

quehastahacepocoapenasse conocían,como EstadosUnidos,Australia,Gran

Bretaña,Brasil y Japón.En España,de acuerdocon los datosdel Ministerio de

Agricultura, Pescay Alimentación,la producciónde embutidoscrudoscurados

superóen 1992 las 166.000Tm., lo que representaaproximadamenteuna

quinta parte de la produccióntotal de preparadoscárnicos,con un valor de

unos 100.000millones de pesetas.Estascifras,unidasal hechode que setrata

de un mercadotodavíaen expansióndanunaideaclaradel destacadolugar que

3



h’IFRODUCCION

ocupanestosproductosen la industria alimentadade nuestropaís.

1.2.- PROCESO DE ELABORACION DE LOS EMBUTIDOS

CRUDOS CURADOS

Existen diversos artículos de revisión bibliográfica del proceso de

elaboracióndeestosproductos,entrelos quedestacanlos de Palumboy Smith

(1977), Liepe (1982), Lúcke (1984) y Frey (1985). En líneas generalesla

fabricaciónde embutidoscomprendetres fasesbien definidas:mezclade los

ingredientes,fermentacióny maduracióno secado.

1.2.1.- MEZCLA DE LOS INGREDIENTES

Durante estafase, como su nombreindica, se preparany mezclanlos

distintos ingredientespreviamenteformulados:carne,tocino, sales,especiasy

aditivos. Una formulacióntípica de un embutidocrudo curado es la recogida

en la tabla 1.1., que es una aproximaciónadaptadade la composicióndescrita

por diversos autores (Lúcke, 1984; Nychas y Arkoudelos, 1990) en sus

artículos.

Tabla 1.1.- Formulación típica de un embutido crudo curado

Ingrediente

Carnemagra 55 - 70

Grasa (tocino) 25 - 40

Salesde curado y azúcares —5

Especias 0,5

Otros (incluyendocoadyuvantes

iniciadores,acidulantes,etc.) 0,5

4



INTROD UCCION

1.2.1.1.- Ingredientes

1.2.1.1.1.- Carne

Segúnlos hábitos de consumo,costumbresy gustosde cada zonase

puedeemplearcarne de cerdo,vacuno,caballo,etc. Su aptitud tecnológica

dependeráde su pH final, capacidadde retenciónde aguay de la intensidadde

color quesedeseeen el producto.Debidoa ésto,enla prácticaparecesermuy

recomendablela utilización de carnede animalesadultos(Lticke, 1984).

1.2.1.1.2.- Grasa

En general,debe ser grasafirme, con un punto de fusión alto y, en

definitiva, con un bajo contenidode ácidosgrasosinsaturados,ya que éstos

conllevanun másrápidoenranciamientoy exudaciónde la grasadel embutido

(Frey, 1985). Constituyenunaexcepciónlos embutidoselaboradosa partir de

cerdo ibérico, cuya grasase caracterizapor un alto nivel de insaturación,que

les dota de unaspropiedadescaracterísticaspara el desarrollode su sabory

aromatípicos.

Como los tejidos grasosprocedentesde rumiantessonmenosaceptables

organolépticamente,en la fabricación de embutidoscrudos curados suele

utilizarse,segúnLttcke (1984),grasade cerdo y en generalseempleael tocino

dorsal.

1.2.1.1.3.- Agentes del curado

Entre ellos se encuentraen primer lugar el cloruro sódico (NaCí).

Esta sal es importante desdeel punto de vista del sabor pero también

tecnológicamente,ya que reduceel valor de la actividadde agua,con lo que

restringeel crecimientode ciertosmicroorganismosno deseables,influye en la
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INTRODL/CCION

texturaal permitir la solubilizaciónde las proteínasde la carney gobiernalas

reaccionesquímicasy enzimáticasque discurrendurantela maduraciónde los

embutidos.Se sueleañadirun 2,4-3%del pesototal de la masa.

Sontambiénagentesdel curadolos nitratosy nitritos (NO; y NO2),

imprescindiblespara el desarrollodel color por interaccióncon el pigmento

cárnico (mioglobina), la selecciónde la flora microbianadeseable(con la

consiguienterepercusiónen el aroma)y la inhibición de microorganismosno

deseables,ademásde inhibir la autooxidaciónlipídica. Los nitratosse formulan

en embutidosde maduraciónlarga, en cantidadesde 200-600p.p.m. (Lúcke,

1984), mientrasque los nitritos se incorporana embutidosde maduraciónmás

cortay su cantidadno sueleexcederde 150 p.p.m. Wirth (1973) señalaque50

p.p.m. de nitritos parecenser suficientespara el desarrollodel color y del

aromaderivadosde estassales.

1.2.1.1.4.- Especiasy condimentos

Son muy variados:pimienta,pimentón,ajo, enebro,etc.Se utilizan, bien

para reforzar el sabory aroma ácido suavetípico de los embutidos(como

sueleser en el casode la pimienta)o para dotarlos de un saborpeculiar. Se

empleanmásen los embutidossecadosal aire que en los ahumadosy algunas

especiascontienenpotentessustanciasantioxidantes(Hammer, 1977; Mendiolea

y col., 1990). Además,se ha descrito que ciertasespeciasejercenun efecto

estimulantedel crecimientode los cultivos iniciadores(Vandenriesschey col.,

1980), con lo que se acelerael descensodel pH (Nes y col., 1984). Dicho

efecto se ha atribuido al contenidode glucosay de trazasde manganesode

estosingredientes(Farkasy col. 1988),

6



INTRODUCCJON

1.2.1.1.5.- Aditivos

En la “Lista Positiva de Aditivos y otros productospara uso en la

elaboraciónde los productos cárnicos embutidos crudo-curadosy para

tratamientode superficie de los mismos” (Orden de 13 de enerode 1986 del

Ministerio de Sanidady Consumo,B.O.E. de 22 de enerode 1986) se recogen

8 grupos:

1.- Colorantes:cochinilla (ácido carmínico), carotenoides,xantofilas,

etc. En el casode los colorantesartificiales la dosis máxima de uso es 300

p.p.m. solos o en combinación,mientrasque en los naturalesla legislación

hacereferenciaa las buenasprácticasde fabricación.

2.- Conservadores:por ejemplo el ácido sórbico y sussalessódicasy

potásicas.Tienenun efectoconservanteque tiende a mantenerla superficiedel

embutidolibre de bacteriasy, sobretodo, de mohos.La dosismáxima de uso

es 1.000 p.p.m.,expresadoen términosde ácido sórbico.

La legislaciónrecogetambiénenesteapartadoa nitratos y nitritos y sus

dosismáximasson,respectivamente,300 p.p.m..y 150 p.p.m.

3.- Antioxidantes:naturalescomo los tocoferoleso artificiales como

por ejemplo ácido ascórbicoy ascorbatos.Ademásdel efecto antioxidante

proporcionanun medio reductorquefavorecela transformacióndel nitrato en

óxido nítrico, con lo quemejorany estabilizanel color. La dosismáximapara

los antioxidantesnaturalesla establecenlas buenasprácticasde fabricación

(B.P.F.) mientras que para los ascorbatoses 500 p.p.m., expresadosen

términosde ácido L-ascórbico.

4.- Estabilizantes, emulgentes, espesantes y gelificantes:

fosfatos(no másde 3.000 p.p.m.en el productoterminadocorrespondientesa
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LMTRODUCCION

fosfatosañadidos),caseinatos,proteínade soja,etc.

5.- Potenciadores del sabor: ácido glutámico y glutamatos (dosis

máxima de 2.000 p.p.m.), ácido guanilico y guanilatos(dosis máxima 50

p.p.m.), etc.

6.- Reguladores del pH: ácido láctico, ácido cítrico,

glucono-3-Iactona,etc. La dosis máxima permitidade estaúltima es 5.000

p.p.m.

7.- Reguladoresde la maduración:

Azúcares

Se utilizan glucosa,sacarosa,lactosa,etc.Sirvencomofuentede energía

para los microorganismospresentesen la masa,que los metabolizan,con

producciónde ácido láctico y el consiguientedescensode pH. Este ácido

gobiernael establecimientode una flora fundamentalpara la adquisiciónde

una textura apropiaday particípa en el sabor y aroma del producto. Los

azúcaresse incorporana la masaen mayoro menorcantidadsegúnel gradode

acidificacióndeseado,ya que si la mismadependierade la cantidadresidualde

glucosade la carne,seria mínima. Según Pyrcz y Pezacki (1981) en los

embutidos crudos curadosen generalno es necesarioañadir más que un

0,4-0,8%de carbohidratosfermentables,queproporcionanun descensode pH

hasta valores alrededor de 5,0, lo que asegurauna buena estabilidad

microbianay un rápido incrementode la firmeza (Klettner y Ródel,1978). No

obstante,si se utilizan nitratos en lugar de nitritos convieneañadirmenos

azúcares(0,2-0,3%)paraque el pH no inhiba la actividad reductorade las

micrococáceas.Estaes la cantidadquese sueleañadiren los embutidoscrudos

curadoseuropeos(Lticke, 1984).

8



INTRODUCCION

Cultivos iniciadores

Los microorganismosjueganun papeldecisivoen la maduraciónde un

embutido,ya querealizanla reducciónde nitratos a nitritos y de éstosa óxido

nítrico (que estabilizael color), provocanel descensodel pH de la masa,

intervienenen la formaciónde compuestosaromáticosy sápidose influyen en

la capacidadde conservacióndel producto.

Hasta épocasrecientesla elaboraciónde embutidos se basabaen una

“fermentación natural”, gobernada entre otros factores por los

microorganismosllegadosaccidentalmentea la carne y confiando en las

condicionesclimáticasde las zonasgeográficasdondese elaboraban.El empleo

de cultivos iniciadoresen los derivadoscárnicosse desarrollóa partir de su

utilización en la fabricación de quesos.Los primeros estudios fueron

realizados por Cesan (1919) y Cesan y Guilliermond (1920). que

recomendaronel empleode cultivos purosde levaduraspara mejorarel sabor

y aroma de los embutidos,pero fueron Jenseny Paddock(1940) quienes

introdujeronpor primeravez en la industria cárnicael empleo de un cultivo

compuestopor cepas del géneroLactobacillus . Hoy en día los géneros

bacterianosutilizadoscon éxito como iniciadorescárnicosson Microccoccus

(Niinivaara, 1955; Nurmi, 1966), Lactobacillus (Nurmi, 1966; Eversony

col., 1970) y Pediococcus (Deibel y Niven, 1957) y su empleoes práctica

habitual en la industriacomo unaforma de controlarel procesomadurativoy

conseguir,junto con otros parámetros(temperatura,humedadrelativa, etc.)un

productofinal de unacalidad,consistenciay vida útil uniformes.No obstante,

aún no se han abandonadocompletamentelos métodostradicionalesy, de

hecho todavía existen fábricas donde se producengrandescantidadesde

embutidosde forma “natural”. En Europase utilizan principalmentecultivos

de Micrococcus/Staphylococcuscon o sin Lactobacillus y/o Pediococcus,

mientrasqueen EstadosUnidospredominanlos de Pediococcus(Liepe, 1982).

Esto marcala diferenciaentrelos embutidosde distintoscontinentesy países.

9



IIVTRODUCCION

8.- Aditivos para tratamiento de superficie. Pimaricina (como

máximo 1 ,2 mg/dm2de superficiedel embutido.

1.2.1.2.- Formación de la masa ori2inal

La carney la grasase pican y se mezclancon el resto de los ingredientes

procediendoa su amasado.Esta operaciónse realizaen frío (2 0C) y el grado

de reducciónde tamañovaría segúnel tipo de embutido,pero, en todo caso,

debeconferir al productofinal una adecuadaconsistenciaal corte, sin que se

produzcala separaciónde la materiagrasa.(Frey.1985).A continuación,para

favorecerla interacciónentre los componentesde los ingredientesy la ligazón

de la pasta,se deja éstaen reposoen cámarade refrigeraciónduranteunas

24-48 horas.Transcurridoesteperiodo, se procedeal embutidode la masaen

tripas.Duranteestaoperaciónes muy importanteexcluir de la misma la mayor

cantidadposiblede oxígeno,ya que podría interferir en el desarrollodel color

y sabordeseablesen el productofinal. Esto seconsigue,a nivel industrial, con

el empleode máquinasembutidorasa vacío.

Las tripas que se utilizan puedenser tanto naturalescomo sintéticasy,

aunquemuchosfabricantessiguenprefiriendo las naturales,las sintéticasestán

ganandocada vez más importanciadebido a la falta de problemasen su

manipulacióny a la precisiónde su calibre. Las propiedadesfundamentalesde

las tripas utilizadasen la fabricación de embutidosson su elasticidady su

permeabilidadal vaporde agua.La elasticidades decisivaparala retracciónde

la envolturaque se produceal desecarseel embutido,lo queevita la aparición

de arrugasen la superficie. El coeficientede difusión del vaporde agua a

travésde la tripa tambiénes importantedado que,por ejemplo,las envolturas

que exhibenuna granpermeabilidadfavorecenunadesecaciónexcesivade las

partesmássuperficialesdel producto.Por eso,una vez embutidala masa,las

condicionesambientalesdebengraduarsede acuerdocon las propiedadesde las

tripas. En estesentidoes muy importanteel calibre escogido,ya que si no se
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disponede cámarasclimáticasno son aconsejableslas tripas de calibregrueso,

porquedificultan la desecacióny hacennecearioun control muy rigurosode la

humedadrelativaambiental.

1.2.2.- FERMENTACION

Esta fase se lleva a cabo manteniendolos embutidosa 18-26 0C y

aproximadamenteun 90% de humedadrelativa durante1-3 días.El objetivo es

quetenganlugar simultáneamentey de forma adecuadados procesosde origen

microbianoque son crucialesparael desarrollode las característicasde estos

productos:el descensodel pH de la masapor la acción fermentativade las

bacteriaslácticas sobre los azúcaresy la reducción de nitratos y nitritos a

cargode las micrococáceaspresentesen la mezcla.

La temperaturay la humedadrelativaambientalson dos parámetrosque

hay que regular con precisión para lograr una fermentaciónadecuada.A

temperaturasmayoresque las mencionadasanteriormentese aceleranlas

reaccionespreviamentedescritaspero también existe un mayor riesgo de

crecimientode microorganismosno deseables(Baumgartnery col., 1980).

Desdeel punto de vista microbiológicohay que teneren cuenta,además, que

la acidificación (esdecir,el crecimientode bacteriaslácticas)no seademasiado

rápida,puesde lo contrario inhibiría el desarrollode las micrococáceasy no

se reducirían eficazmentelos nitratos y nitritos. Por ello, el uso de la

glucono-8-lactona,que permiteunaacidificaciónrápidaal convertirseen ácido

glucónico,no es muy útil para la fabricaciónde embutidos,al menosal estilo

europeo.En cuanto a la humedadrelativa, si es demasiadobaja, puede

producirse una deshidrataciónexcesiva y la formación de una costra

superficial en el embutido,mientrasque si es muy elevadapuededar lugar a

un crecimientoexcesivode mohosen la superficie (Líicke, 1984). De ahí la

importanciade un sistemacorrectode control de la temperaturay la humedad,
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así como una ventilación adecuada.Por estas razones,la producción de

embutidosse restringíaen muchaszonasa los mesesde invierno, cuandoel

clima era favorableparaello. No hay que olvidar que la fabricacióndirigida

de embutidosno es másqueuna imitacióndel procesonaturalmedianteel uso

de cámarasclimatizadas.

En el casode los embutidosahumados,estaoperaciónse puederealizar

duranteel desarrollode la fermentación,de modo muy suavea fin de no

inhibir el crecimiento microbiano (hay que recordar que entre los

componentesdel humo se encuentranpotentessustanciasantimicrobianas

como,por ejemplo,el formaldehído) o despuésde concluida.lo cual además

de un efecto conservantey aromatizante,produce la inhibición del

crecimiento de mohos superficiales. Este también se puede controlar

efectuandoun drásticodescensode la humedadrelativa(hastaun 50%) durante

un corto periodode tiempo(doshoras)inmediatamentedespuésde terminar la

fermentacióny restableciendodespuéslas condicionesadecuadaspara que el

procesosigasu cursonormal.

1.2.3.- MADURACION O SECADO

Duranteestafase, el embutidopierdegranparte de su pesooriginal a

expensasde la reduccióndel contenido inicial de agua,con lo que se va

desarrollandosu textura característica.Además,es en estafase cuando se

generanlas sustanciasaromáticasy sápidasmediante la intervención de

enzimas,principalmentede origen microbianopero tambiénprocedentesde la

propia carne.Hastahaceno muchosañosel resultadofinal dependíaen gran

medidadel azar(graciasa los microorganismosque se instalabanen la masay

a la benignidaddel clima en el momentode la elaboracióndel producto),pero

en la actualidadtodosestosprocesosse controlancon másrigor merceda la

utilización de cultivos iniciadoresque se incorporana la mezclajunto con

otros ingredientesdurante la operaciónde amasadoy al empleode cámaras
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climatizadas.

Las condicionesambientalesque se establecenduranteesteperiodoson

una temperaturade 12-15 0C y una humedadrelativa decrecientede forma

progresivahastavalores de 70-75%, siendo imprescindible,por supuesto,una

buenaventilacióna efectosde conseguiruna desecaciónuniforme y homogénea

en los embutidos.La duraciónde esta fase es variable: alrededorde dos

semanasen los embutidosde maduraciónrápida, entre tres y cuatro los de

maduraciónmedianay más de ochosemanaslos de maduraciónlenta(Ródel y

Stiebing. 1989). pudiendollegar hastavarios mesesen algunosproductosde

gran calibre como,porejemplo, los embutidosen el ciego de cerdo.

1.3.- FACTORES OUE INFLUYEN EN LA CALIDAD DE LOS

EMBUTIDOS CRUDOS CURADOS

La largavida útil de estetipo de productosradicaen la inhibición de los

microorganismosputrefactivosdebida a la acción conjunta del pH ácido, la

actividad de aguareducida(resultadode la adición a la carne de sales,de la

generacióndurantela maduraciónde sustanciasde bajo pesomolecularcon

actividadosmóticay de la deshidratación)y, en los casosen que se sometena

ahumado,los agentesantimicrobianospresentesenel humo.

La calidaddel productofinal estádeterminadapor el color, la ligazón, la

consistenciay nitidez al corte, el sabory aromay el aspectogeneral.Estas

característicasevolucionana lo largo del procesode elaboraciónen función del

cursodel desarrollomicrobiano,de las transformacionesque llevan a cabo los

microorganismosen los componentesde la masa,a las quetampocoson ajenas

las enzimas muscularesy del ritmo de deshidratación;factores que en

definitiva dependeránde la composiciónde los ingredientesy de la tecnología

utilizada (Burgos, 1981).
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1.4.- CAMBIOS OUE OCURREN DURANTE LA MADURACION

DE LOS EMBUTIDOS CRUDOS CURADOS

Duranteel procesode maduraciónde los embutidoscrudoscuradostiene

lugar un conjunto de cambiosfísicos, microbiológicosy bioquímicos(en los

que intervienentanto enzimastisularescomo microbianas),responsablesde la

apariencia,sabory aromacaracterísticosde estosproductosasí como de su

conservabilidady seguridad.Estascambiospodríanresumirseen los siguientes

(Incze, 1992):

- cambios en la microflora inicial de la masa, en la que pasana

predominarlos génerosLactobacillus,Micrococcusy Staphvlococcus como

consecuenciaprincipalmentede las condicionesde actividadde aguay pH.

- reducciónde nitratos a nitritos y de éstosa óxido nítrico, quereacciona

con la mioglobinade la carnepara dar lugar al pigmentonitrosomioglobina,

responsabledel color.

- descensodel pH hastaniveles cercanosal punto isoeléctricode las

proteínasde la carnecomo resultadode la fermentaciónmicrobianade los

azúcares.

- solubilización y gelificación de las proteínas miofibrilares y

sarcoplásmicascomo consecuenciadel aumentode la concentraciónde sal, lo

quedeterminala consistencia(Klementy col., 1973; Demeyery col., 1987).

- deshidratacióny, como consecuencia,pérdida de peso que puede

alcanzardesdeun 20 a un 40-50%al final de la maduración.

- fenómenosproteoliticosque ocasionanla fragmentaciónparcial de las

proteínasy conducena la liberaciónde compuestosnitrogenadosno proteicos,
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que repercutenen el pH y en el sabory aroma(Mihályi y Kórmendy, 1967;

Demeyery col., 1979).

- fenómenoslipolíticos. con liberaciónde ácidosgrasosy compuestos

carbonilos,que contribuyentambién al pH. sabory aromadel productofinal

(Nielseny Kemner, 1989; Nieto y col. 1989).

1.4.1.- CAMBIOS MICROBIOLOGICOS

Los microorganismosque se encuentranen la masa inicial de un

embutidojueganun papel fundamentalen la calidaddel mismo, en tanto que

algunosde ellos intervienenen el desarrollode suscaracterísticassensorialesy

en su estabilidady seguridada travésde distintasreacciones:fermentaciónde

los azúcaresy acidificación de la masa(bacteriaslácticas), reducciónde

nitratos y nitritos y fenómenoslipolíticos y proteoliticos(micrococáceas).En

algunos embutidos, también son útiles los mohos y levaduras, que

proporcionanprotección frente a la luz, el oxígeno y la deshidratación

excesiva,ademásde participaren las reaccionesque van a determinarla

calidadorganolépticadel productofinal (Liepe, 1982).

La cargamicrobianade la masafrescadependefundamentalmentede la

que aportanlos ingredientesen los embutidosde maduración“natural” y de los

añadidosen el cultivo iniciador en el casoque se realice estaoperación.La

carnefrescaobtenidaen condicioneshigiénicascontienegeneralmenteunatasa

total en torno a ío4 ufc/cm2 en superficie (Lticke, 1986). Tras su

almacenamientoen refrigeracióny en condicionesde aerobiosisla flora se

compone en su mayoría de bacilos Gram-negativosoxidasa-positivos

psicrotrofos, fundamentalmentePseudomonassp., aunquetambién se ha

descrito la presenciade miembrosde otros géneroscomoAchromobactersp.,

Flavobacteriumsp., etc. (McMeekin, 1982; Gilí, 1982). Tambiénse pueden

encontrarenterobacteriáceaspsicrotrofas,levaduras,mohos,etc., mientrasque
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los microorganismosGram-positivos (bacterias lácticas, micrococáceas,

Bacillussp. etc.) sólo se hallanen númeroreducido(Lticke, 1984).

La contaminación inicial de bacterias totales de la masa en las

maduraciones“naturales”(sin adiciónde cultivos iniciadores)suelecifrarseen

tasasde l0~- 106 ufc/g de embutido,que proliferan hastaalcanzarvaloresdel

ordende 108 ufc/g al final de la fasede fermentación.Luego,estosvaloresse

mantienenen esosnivelesdurantelas dos primerassemanasde la maduración,

paradeclinarsuavementehastael final del proceso(Sanzy col., 1988; Selgasy

col., 1988; Nychasy Arkoudelos,1990). Por lo que serefiere a los cambiosen

la composicióncualitativade estaflora “natural”, las primerashorasy díasdel

procesode maduraciónde los embutidoscrudoscuradosson particularmente

críticos,puesen la mezclainicial no se hanestabilizadotodavíani el pH ni la

actividadde agua(a~). En estaprimerafase del proceso,quecorrespondea la

fermentación,tienen lugar cambiosmicrobiológicos complejoshasta que

prevalece una flora favorable, aunque también pueden desencadenar

fenómenosalterativoscuandolas condicionesambientalesse desvíande las

adecuadas.No obstante,los defectosy alteracionesmicrobiológicasson muy

poco frecuentes en los embutidos elaboradosde una forma correcta

(Hechelmany Kasprowiak,1991).

La elaboraciónde embutidoscrudos curadossupone,desdeel momento

de la introdución de la masacon los distintos ingredientesen la tripa, un

cambio de las condicionesmicroambientalesen aquélla que favorecenel

crecimiento y desarrollo de una serie de microorganismosdistintos a los

predominantesen la carnefresca. La adición de agentesdel curado (cloruro

sódico, nitratos y nitritos) y especias,la reducidatensión de oxígeno en la

mezcla y la deshidratación,crean unas condicionesde a~, acidez y

anaerobiosis,que,junto con el ahumado(en su caso),favorecenesta“inversión

microbiana”. En tales condiciones, la flora que se desarrollará serán
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microorganismosGram-positivos,más resistentesal descensode la a~que la

flora Gram-negativay anaerobiosestrictoso facultativos (Domínguezy col.,

1989): en definitiva, Lactobacillussp.,MicroCoccussp.,StaphvLococcussp.,

Pediococcussp.,Leuconostocsp. y Bacillus sp. en el interior de la masay

mohos y levadurasen la superficie. Estosdos últimos grupos suelensermuy

tolerantesa bajos niveles de pH y actividad de agua,pero necesitanaltas

tensionesde oxígenoparadesarrollarse(Hechelmanny Kasprowiak,1991).

Por el contrario, las condicionesde pH, tensión de oxigeno, a~ y

concentraciónde sal contribuirán a inhibir a otros grupos microbianosno

deseables,comoPseudornonassp. (Hechelmany col., 1977), enterobacteriáceas

(Grau, 1981; Gilí, 1982), Staphvlococcusaureus (Metaxopoulosy col., 1981

a,b; Martínez y col., 1986), Listeria rnonocytogenes (Hechelmann y

Kasprowiak, 1991)y Clostridium botulinum (Christianseny col., 1975).

Entre los microorganismosfavorables, la tendenciageneral es un

crecimientoprecozde las micrococáceashastavaloressuperioresa 106 u.f.c./g

(Selgasy col, 1988) y un poco mástardío de los lactobacilos,que alcanzan

finalmentetasassuperiores,del ordende 108 u.fc./g y cuyo desarrolloes lá

causa principal del declive de aquéllas (Burgos, 1981), ya que son

ácido-lábiles. Aunque es difícil generalizar,pues existen diferencias

considerablesincluso entrecepasde la mismaespecie,se puededecir que a

niveles bajos de pH y baja tensión de oxigeno los microorganismos

predominantesson del géneroLactobacillus. Además,muchos lactobacilos

puedencreceren condicionesde refrigeración.No obstante,se ha descrito

(Ayroulet y Fournaud,1976; Sarray col., 1982) que en algunosembutidos

franceses,italianosy húngaroselaboradoscon nitratos, sin adición(o apenas)

de azúcaresy sin ahumar,el númerode micrococáceaspuedeexcederal de

lactobacilos.
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En los embutidossecadosal aire, con muy ligero o nulo ahumadoy

siempre que no se utilice una humedadrelativa demasiadobaja, se forma

duranteel procesode maduraciónuna capasuperficial de mohosy levaduras.

Este recubrimientosuperficial es deseableen ciertos productoscomo algunos

salchichonesy fuets españolesy salamis italianos y húngaros.Dadaslas

temperaturasrelativamentebajasque dominan durantela fase de secado,la

flora de mohos estárepresentadaprincipalmentepor el géneroPenici/lium

(Leistnery Eckardt, 1979). La presenciade especiesdel géneroAspergillus es

más frecuente en jamones y embutidos procesadosa temperaturasmás

elevadas.En cuantoa las levaduras,se tratafundamentalmentede especiesdel

géneroDebarvomvces(Leistnery Bem, 1970; Comi y Cantoni, 1980).

El ahumadotiene un efectoadversoen los mohossuperficiales,y, dentro

de las bacterias,actúamás sobrelas micrococáceasque sobrelos lactobacilos,

no sólo por su sensibilidada ciertos componentesdel humo, sino también

porqueal necesitaroxígenoparacrecer,sedesarrollanmejoren las zonasmás

externasdel embutido,dondesu exposiciónal humoes mayor (Liicke, 1986).

Una forma de gobernarla actividad microbianaen el embutido es la

adiciónde cultivos iniciadores,quesonampliamenteutilizadoshoy en día para

orientarlos procesosmadurativosen la direccióndeseada,ademásde inhibir el

crecimientode microorganismosno deseables(Landvogt y Fischer, 1991). Se

trata, como ya se ha citado en el apartado1.2.1.1.5., de microorganismos

acidificantes (géneros Lactobacillus y Pedicoccus) y nitrato y

nitrito-reductores (géneros MICrOCOCCUS y StaphylococCus)y, según el

producto, mohos y levaduras;todos ellos seleccionadospor su actividad y

capacidadde desarrollarseen las condicionesque se crean en los embutidos

durantesu maduración.Cuantomenorsea la cargamicrobianaespontáneade

la masadel embutidoy mayorla cantidady actividaddel cultivo iniciadorcabe

esperarmejores resultados.Dado que se establececompetenciapor los

nutrientes entre ambas floras, iniciadora y “contaminante” (Katsarasy
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Leistner, 1988), la diferencia la marcaráel número y actividad de ambas.

Como mínimo, la tasade iniciadores fisiológicamenteactivos debeser

ufc/g de masa,aunquela utilizada habitualmentees de ío6~í07 ufc/g (Incze,

1992).

1.4.2.- EVOLUCION DEL pH

La flora lácticapresenteen la carnemetabolizalos carbohidratos,dando

lugar a una serie de compuestosentre los que es mayoritarioel ácido láctico,

aunquetambiénse puedenoriginar a partir del piruvato pequeñascantidades

de sustanciasvolátiles (ácidosfórmico y acéticoy etanol), lo que pareceestar

gobernadopor tasasbajasde los activadoresde la lactato deshidrogenasay de

la piruvato-formato liasa, que desvíanel metabolismodel piruvato para la

generaciónde otros compuestosdistintos del ácido láctico (Thomasy col.,

1980). Como resultadode la acumulaciónde ácido láctico se produce un

descensodel pH de la masadesdeniveles inicialesde 5,8-6,2hastavaloresen

torno a 5.3 o inferiores(LUcke, 1984; Ineze,1992)en embutidosmuy ácidosy

5,5-6 en embutidospocoácidos(Radovanovicy col., 1990; López-Botey col.,

1990) talescomo salamishúngarose italianos y salchichonesespañoles.Se

calculaqueparaque se produzcaun descensode unaunidadde pH se requieren

2,67 g de ácido láctico por 100 g de proteínacruda(Demeyery col., 1979). Al

final de la maduración se produce un ligero incrementodel pH como

consecuenciadel acúmulo de compuestosnitrogenadosno proteicos resultado

de la actividad proteolítica de los microorganismosy enzimasde la carne

(Mihályi y Kórmendy, 1967; Demeyery col., 1979; Verplaetsey col., 1989).

Ademásde su papel sobreel control microbiano,el descensodel pH ya

comentadoejerceuna función tecnológicaimportante.El pH 5.3, cercanoal

punto isoeléctricode las proteínasde la carne,determinasu gelificación

(Klementy col., 1973; Demeyery col, 1987) con la colaboracióndel cloruro

sódico, que posibilita la solubilización de las proteínasmiofibrilares y
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sarcoplásmicas,que gelifican formandouna trama alrededorde las partículas

de grasa y carne. Esta circunstanciacontribuye a incrementarla firmeza

(Klettner y Ródel, 1978) y a facilitar la eliminación de agua.

Sobreel descensodel pH influyen los siguientesfactores:

- cargamicrobianainicial de la carney su composición,queva a incidir

en su actividad fermentativa. Los lactobacilosson los microrganismosmás

universalmenteimplicadosen la fermentaciónde los azúcares(Burgos. 1981),

aunque en algunos tipos de embutidos, como los americanos,son los

pediococos(Liepe, 1982). Tambiénse cita de forma ocasional(Burgos, 1981)

a los estreptococoslácticos(actualmentedenominadoslactococos).

- temperaturay actividad de agua(a~). Ambos parámetrostienen un

efecto directo sobre el crecimientomicrobiano,de forma que éstees mayor

cuandola temperaturay la actividadde aguasonelevadas(Landvogty Fischer,

1991; Stiebingy Ródel, 1990).

- calibre del embutidoy cantidadde oxígenoatrapadaen su interior. En

los embutidosde calibre pequeñose ve favorecidala difusión del oxígeno

atmosféricoal interior de la masa,lo que,dado el caráctermicroaerófilo de

las bacteriaslácticas, determinauna reducciónde la actividad fermentadora

(Demeyery Verplaetse,1985; Demeyery col., 1987). Este efecto se acentúa

cuandola operaciónde embutidono se ha realizadoa vacío.

- pH inicial de la carne. Si éstees inferior a 5,4, la acidificación es

excesiva,mientrasquesi, por el contrario, el pH eselevado(igual o superiora

6,0), la acidificación será deficiente, con los inconvenientesque ambas

situacionesconllevanrespectoa la deshidratacióny la calidad higiénica.En

este sentido también es importanteconsiderarque el tocino exhibe un pH
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superioral de la carnemagra,por lo que las fórmulasde alto contenidograso

presentanun pH inicial másalto y unaacidificaciónfinal menosintensa(Frey,

1985).

- tipo y cantidad de carbohidratos.En general se puede decir que

azúcarescomoglucosa,sacarosao maltosadan lugar a unamayorcantidadde

ácidoláctico y másrápidamentequesi seutilizan lactosa,jarabesde almidón o

dextrinas(Klettner y List, 1980).En cuantoa su cantidad,si en la masainicial

hay suficiente concentraciónde carbohidratosfermentables,las bacterias

lácticasdisminuyenel pH lo bastantecomo para inhibir a otras bacterias.Sin

embargo,el contenido residual de glucosade la carne fresca tras el “rigor

mortis” no da lugar a una reducciónsignificativadel pH (Dalrymple y Hamm,

1975; Fischer y Augustini, 1977), por lo que si se quiere conseguiruna

acidificaciónmayorde 5,5 se debenañadir carbohidratosfermentables“extra”

(Nychasy Arkoudelos,1990), cuya cantidady tipo son importantesen tanto

quedeterminanel ritmo y nivel de descensodel pH asícomo la composiciónde

la microflora del embutido.

- utilización de acidulantes químicos como ácidos orgánicos o

glucono-b-lactona.Ambos tipos de compuestosposibilitan un descensorápido

del pH en un corto periodode tiempo aunque,si bien la conservabilidady

propiedadessensorialesde un embutido acidificado de esta manera son

aceptables,no son las mismasque las de un embutidoal que se han añadido

microorganismosiniciadores(Incze, 1992). Ya se ha comentadoen páginas

anterioresel deficientecrecimientode las micrococáceassi la acidificaciónes

muy rápida.

- otros ingredientesque entrana formar partede la fórmula. Algunas

especiastienen efecto estimulantedel crecimiento de los microorganismos

lácticos (Vandenriesschey col., 1980; Farkas y col., 1988), al igual que la
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proteínade soja (Demeyery col., 1987). Por el contrario, el nitrito sódico

puede inhibir los procesosfermentativos(Zaika y col., 1976; Alley y col.,

1992).

¡.4.3.- DESARROLLO DEL COLOR

El color rosado-violáceoestable propio de los productos cárnicos

curadoses el resultadode la interacciónde los pigmentosde la carnecon las

salesdel curado(nitratosy nitritos). La sal del curadoque tradicionalmenteha

sido incluidaen las fórmulas(y actualmentesiguesiéndoloen los embutidosde

maduración larga) es el nitrato potásico,pero para que este tenga efecto

pigmentantedebeseren primer lugar reducidoa nitrito. Esta transformación

la llevan a caboen los embutidosciertosmicroorganismos,principalmentelos

de la familia Micrococcaceae, que se caracterizanporqueproducennitrato

(EC 1.6.6.l.-3) y nitrito (EC 1.6.6.4.) reductasas(Liepe, 1982). La actividad

nitrato-reductorade las micrococáceaspuede llevarse a cabo sin que el

microorganismo se multiplique masivamente.De hecho, las tasas de

micrococáceasque diversosautores(Palumboy col., 1976; Sanz y col., 1988;

Selgasy col., 1988) han observadoen la fasede fermentaciónse sitúanen

tomo a 106 u.f.c./g. La proliferación de estosmicroorganismos,y por lo tanto

su actividad,se ve favorecidapor las relativamentebajastemperaturasy las

altas concentracionesiniciales de cloruro sódico y resulta inhibida por pH

inferiores a 5,0 (Niinivaara y Pohja, 1956; Palumbo y col., 1976) o

concentracionesde ácido láctico del orden del 1% (Burgos, 1981). Estas

condicionesfavorablescorrespondena los primerosestadiosde la fase de

fermentación,crucialespara el desarrollodel color. Una vez formados,los

nitritos debenseguirreduciéndosey en estatransformaciónintervienenagentes

reductoresquímicos,así como también los microorganismos,y entreellos,

ademásde las micrococáceasse ha indicadoquetambiénpuedenparticiparen

estefenómenoalgunos lactobacilos(Collins-Thompsony Rodríguez López,

1981). No obstante,las experienciasrealizadascon un método asépticode
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fabricación de embutidos (Ordóñez y col., 1989) ponen de manifiesto

claramenteque cuandoel cultivo iniciadorestáexentode micrococáceas,pero

si existenlactobacilos,no se desarrollael color (Garcíay col., 1992).

Habitualmente,la flora natural de los embutidos contiene suficiente

actividad nitrato-reductoracomo para no precisarla adición de iniciadores,

siemprey cuandose controleel ritmo de producciónde ácido láctico, ya que

las micrococáceasson acido-sensibles.Por estemotivo, en la fabricación

tradicionalde muchosembutidosartesanalesespañolesy salamisgenuinosno se

incorporabanazúcares,con lo que el descensodel pH era menosacentuado,lo

que facilitaba la actividadde los microorganismosreductores,a pesarde los

problemassanitariosque puedeacarrearun pH relativamentealto. Cuandose

utilizan cultivos iniciadoreses necesariollegara un compromisopara que las

condicionesambientales,sobretodo la temperatura,seanadecuadasparaque se

multipliquenprecozmentelas micrococáceassin que se desarrollerápidamente

la flora láctica. Es así como se logra un desarrollorápido del color y una

acidificación lentay gradual.

El desarrollodel color típico curado tiene lugar en varias etapas.El

color del músculo vivo estáen función del estadoen que se encuentrela

mioglobina, normalmenteen su forma oxigenada(oximioglobina). de color

rojo brillante (Liepe, 1982). Tras el sacrificio del animal, el rápidoconsumo

del oxígeno tisular determina la transformaciónde la oximioglobina en

mioglobina. Durante la operaciónde corte de la carne, el aumentode la

superficieexpuestaal oxígeno da lugar a la formación de oximioglobinade

nuevo,que es el pigmentodominanteen la masareciénembutida.Durante la

fase de fermentaciónla oximioglobina se oxida al reaccionarcon el óxido

nítrico resultantede la reducciónde los nitritos previamenteformadosa partir

de los nitratos, dando lugar a metamioglobina,de color marrón grisáceo

(Demeyery col., 1987; Nychasy Arkoudelos, 1990). Esta reacciónocurre

espontáneamentea temperaturaambientey seaceleraen presenciade agentes
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oxidantes.Una vez formada la metamioglobina,éstasufreuna nueva reacción

de reducciónbien a cargo de agentesreductoresendógenos(como los grupos

reductoresde algunosaminoácidos),bien incorporandoa la masasustancias

reductorascomo el ácido ascórbico(Liepe, 1982). De esteprocesoglobal

resultanmioglobina y óxido nítrico. Ambos compuestosse combinanpara

formar nitrosomioglobina,de color rosado-violáceo(Demeyery col., 1987).

Parte de la nitrosomioglobinaformada puede desnaturalizarsedurante la

maduración,dandolugar entoncesa otro pigmento,el nitrosohemocromo,que

mejorala estabilidaddel color, puestoque el óxido nítrico esmenosdisociable

del grupo hemoen estecompuestoqueen la nitrosomioglobina(Lticke, 1984).

Según algunos autores (Demeyery col., 1987), el principal compuesto

responsabledel color de los embutidos es el nitrosohemocromoy no la

nitrosomioglobina,aunqueestasituaciónocurre realmenteen los productos

cocidos, dado que la aplicaciónde calor conducea la transformacióndel

primer pigmentoen el segundo(Nychasy Arkoudelos, 1990).

En cualquiercaso,la estabilidadde los pigmentosde los embutidoses

tanto menorcuantoes el pH inferior a 6,0 (Burgos, 1981). Kuchling (1965)

senalapor ejemploque a pH y potencialesredox bajos el nitrosohemocromo

puede ser oxidado y transformado en colemioglobina por peróxidos

procedentestanto de la autoooxidacióndel tejido grasocomo de la actividadde

las bacteriaslácticasmediantela oxidacióndel lactato (Nychasy Arkoudelos,

1990), tomándoseentoncesel color del producto en grisáceo o marrón

verdosoen presenciade oxígeno(Burgos, 1981; Lticke, 1984; Bacus, 1986).

De ahí la importanciade utilizar tejido grasofresco y firme para formar la

masaoriginal y de excluir de la misma la mayor cantidadposiblede oxígeno

durantela operaciónde embutido(Líicke, 1984).

Es fácil deducirque si se utilizan nitratos, al precisarsu reduccióna

nitritos a cargode las bacterias,el procesode desarrollodel color es más lento

que si se utilizan nitritos, ya que es un paso previo para que éstos se
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transformen en óxido nítrico (NO). No obstante, debido a que en los

embutidoscrudos curadosexiste la posibilidadde formación de nitrosaminas

(compuestosde probadopoder carcinogénico)a partir de la reacciónde los

nitritos con aminassecundariasy terciariaspresentesen la carne,se ha tratado

de reducir lo másposible la cantidadde estassalesen la masa.La ventajade

utilizar microorganismosreductoresde nitratos es que sus vías metabólicas

determinanconcentracionesresidualesde nitratos y nitritos muy escasas(Pfeil

y Liepe, 1974) y por consiguienteunamenorformación de nitrosaminas.En

relación con ésto, segúnSkjelkvaley col. (1974) sepodríaomitir el empleode

nitritos en los embutidosa cambio de utilizar pequeñasconcentracionesde

nitrato sódico(=50p.p.m.),que seriansuficientesparael desarrollodel color

y la inhibición de clostridios.De todas formas, Wirth (1973) y Líicke (1984),

señalanque los embutidoselaboradossin nitratos y/o nitritos tienen un color

grisáceoy un pobre sabor y aroma, ademásde alterarserápidamentecomo

consecuenciadel enranciamientooxidativo.

1.4.4.- DESHIDRATACION

El peso de un embutido al final de su maduración es siempre

considerablementeinferior al de la masafresca,ya que, segúnel producto,

puede reducirsepor deshidratacióndesdeun 15-20% hastaun 50% (lncze,

1992). El agua del embutido migra desdeel núcleo del mismo hacia la

periferia y se evaporaen la superficie,lo que determinauna mermade peso

prácticamenteidéntica a la pérdida de agua, ya que las pérdidaspor otros

conceptos(por ejemplo,porgoteo de grasa)son insignificantesen unacorrecta

elaboracióny maduración(Nagy y col, 1989). Aproximadamente2/3 de la

mermatotal de peso correspondea pérdidasde aguaperiférica,proporción

quese mantieneprácticamenteconstantedurantetodoel proceso,aunqueya en

los primerosdíasde la maduraciónse produceuna disminucióndel contenido

de aguaen la zona central, que va acentuándosea medida que aumentala

pérdidatotal de peso.Cuantomayores la velocidadde secadola cantidadde
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aguaque se elimina en la zonacentral es mayor, al contrario de lo que sucede

con el aguaperiférica(Stiebingy Ródel, 1988).

La reduccióndel contenidode aguaobviamenteinfluye en el descensode

la actividadde agua(a~). Al inicio de la fabricacióny como consecuenciade la

adición de las salesdel curadoa la masaoriginal, la a~ se sitúa alrededorde

0.95-0,96(Ltitzsch y Ródel, 1974; SerranoMoreno, 1979; Stiebing y Ródel,

1988), para alcanzar niveles finales próximos a 0,90, que podría ser

consideradocomo un valor común a la mayoríade los embutidos(Burgos,

1981). No obstante,en salchichonesespañolesy muchossalamishúngarose

italianos se han determinadovalores de 0,78-0,82(León-Crespoy col, 1978;

LÉicke, 1984). El descensoinicial de la a~ hastavaloresde 0,95-0,96por la

adición de las salesdel curadotiene,en opinión de algunosautores(Ordóñez,

comunicaciónpersonal),una importanciacrucial. Es un hechobien conocido

que la alteraciónde la carne fresca refrigeradacorre a cargo de bacterias

aerobiasGram-negativas,fundamentalmentePseudomonassp. Estasbacterias

son muy sensiblesal descensode la a~ de tal forma queen presenciade los

valoresde a~ anteriormentecitadosson fuertementeinhibidas (Troller, 1987).

Es aquídonde radica que dichasbacteriasno puedancrecery se favorezcael

desarrollode las bacteriaslácticas y las micrococáceas,más resistentesal

descensode la a~.

La pérdidade aguadel embutidoy la velocidadcon la quese lleva a cabo

inciden de forma muy importanteen la retracciónde volumen y la ligazónde

la pasta (Burgos, 1981) y dependende una serie de factores de regulación

externose internos:

Entre los factores externosse encuentranla temperaturay humedad

relativaambientalesy el tiempode maduración.Los dos primerosestánmuy
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relacionadosentresí, ya que segúnsu temperatura,el aire puedereteneruna

determinadacantidadde vaporde aguahastaalcanzarsu gradode saturación,

de maneraque al aumentarla temperaturaaumentala capacidaddel aire para

captarvapor de agua (Frey, 1985). Así pues, es importanteque exista un

gradientede humedadentreel interior del embutidoy el aire circundantepara

que se produzcala deshidratación.Si dicho gradientees muy acusado,la

desecaciónserámuy intensaen la periferiay se formaráunacostrasuperficial

resecae impermeableque impedirá la eliminación de agua de las capas

inferiores y favorecerápor lo tanto la multiplicación de los microorganismos

no deseables.En las cámarasclimáticas,un factor muy importantea regulares

la velocidadde circulación del aire, que permitirá una mayor velocidadde

deshidratacióncuanto mayor sea, pero sin sobrepasarciertos limites que

provocaríantambiénla formaciónde costrassuperficiales.

Como factoresde regulacióninternoscabecitar:

- composiciónde la masaoriginal. SegúnKlettner y Ródel (1980) una

mayor cantidadde tocino en la masaproporcionaun menorcontenidode

humedady una másbajaactividadde aguainicialesen la misma,de forma que

la deshidrataciónes menor.Además,estosautoreshanencontradoinfluencias

del contenidode grasaen el descensodel pH, con un efecto indirecto en la

velocidadde deshidratación.La carne de bóvido pierdemásaguaque la de

cerdo(Rozier, 1969)y la de animalesviejos sedeshidratamáslentamenteque

la de animalesjóvenes.

- grado de picado y calibre del embutido. Un picado fino permite una

mayor capacidadde retenciónde agua y la desecaciónes, por lo tanto, mas

lenta (Stiebingy Ródel, 1988). Los embutidosde tripa estrechase deshidratan

con mayor rapidez, dado que la relación superficie/volumenes mayor

(Burgos, 1981).
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- el pH, a travésde su efectoen la capacidadde retenciónde agua de las

proteínas de la carne, influye también de forma importante en la

deshidrataciónde los embutidos,de forma que la velocidades mayorcuanto

másbajo es el PH hastavaloresde 4,5-5 en ausenciade sal y de 4 en presencia

de las concentracioneshabitualmenteutilizadas. En cambio, la acción del

cloruro sódico es controvertida,ya que segúnalgunosautoresincrementala

pérdidade agua(Rozier, 1969) mientras que para otros no ejerceninguna

influencia(Palumboy col., 1976). De todosmodos,su efectoen la capacidad

de retenciónde aguaen combinacióncon el pH hacepensarque la velocidadde

deshidrataciónserá mayor a pH inferiores a 5,0 y menor a pH más altos

(Burgos, 1981).

[.4.5.- DESARROLLO DEL SABOR Y AROMA DE LOS

EMBUTIDOS

Las sustanciasresponsablesdel sabor y aroma de los alimentos se

encuentranpresentesen cantidadesmuy pequeñas,a vecesen nivelesde p.p.m.

ó p.p.b. (Maarsey BeIz, 1981). Muchasde ellos sonvolátiles con propiedades

aromáticasy otrasno volátiles con propiedadessápidasy tactiles. También

intervienenen el desarrollode estaspropiedadessensorialeslos potenciadores

y sinergistas(Dviwedi, 1975). Estos son compuestosque por sí mismosno

tienenpropiedadesaromáticasy sápidas,perorefuerzanel efectode otros que

si las poseen.Entre ellos se encuentranciertosaminoácidosde 5 átomosde

carbonoy algunos5’-nucleótidos.Los más importantesson ácido glutámico,

glutamatomonosódicoy ácido inosínico (Moody, 1983).

La carne cruda presenta un sabor característico y un aroma poco

marcado. En los productos cárnicos estas característicasse modifican

dependiendofundamentalmentede su composición(Sink, 1979). Las proteínas,

lípidos y carbohidratosde la carne son las principalesfuentesde sustancias

aromáticasy sápidas.Del tipo y la proporciónde estosprecursores,así como
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de otros ingredientesque se añadany de la forma en que el procesadoafectea

su composicióndependeráel gustocaracterísticode cadaproducto.

El origen de las sustanciasresponsablesdel sabor y aroma de los

embutidoscrudos curadoses variado. Unas se incorporanduranteel proceso

de elaboración(cloruro sódico, especias,componentesdel humo), algunasse

forman a partir de sus precursoressin intervenciónmicrobiana(por ejemplo

las sustanciasderivadasde las reaccionesde autooxidación),otras provienende

la actividadde enzimaspropias del músculo (lipasasy proteasas)y un gran

parteprocedende la actividad metabólicade los microorganismos(Ldcke,

1984). La flora microbiana produce durante la maduración profundas

transformacionesde tas proteínasy lípidos de los embutidos,que,al igual que

algunasde las inducidasen los carbohidratos,afectansustancialmentea su

sabory aroma(Burgos, 1981).

En los embutidosde maduracióncorta, los compuestosque predominan

son los productos de la fermentaciónmicrobiana de los carbohidratos,

principalmenteácido láctico (LÉicke, 1984). Cuanto más se prolonga la

maduracióny mayor es la actividad de los microorganismos,se libera una

mayor variedady cantidadde componentesaromáticosy sápidos(Langner,

1972), que proporcionanal embutido un sabor y aromamás complejo y

característico.Probablementelos productosde la degradaciónde las proteínas

(péptidos,aminoácidoslibres, etc.),nucleótidosy nucleósidostienenun efecto

más pronunciadoen el sabor,mientrasque los productosde la lipolisis y la

posteriordegradaciónde los ácidosgrasos(ácidosgrasosvolátiles, aldehídos,

cetonas,etc.) seríanmásimportantesparael aromafinal del producto(Stahnke

y Zeuthen,1992).

En relación con otros ingredientesde los embutidosesencialespara el

desarrollode su sabory aroma,los nitritos y el cloruro sódicoson los dos más

distintivos. El primer estudiorigurosodel papeldesempeñadopor los nitritos
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en el desarrollodel sabor y aromaa “curado” típico de estosproductosfue

realizadopor Cho y Bratzler (1970),que compararonel M. Iongissinzusdorsi

de cerdo curado experimentalmenteen salmuerascon y sin nitritos. Estos

autoresseñalaron,medianteanálisis sensorial,la existenciade diferencias

significativasentreambasmuestras.Además,las muestrascuradascon nitritos

fueronjuzgadascomo poseedorasde un sabory aromaa “curado” másintenso.

También demostraronque la diferenciaciónera posible aunquela carne se

ahumaray aunquese eliminarael cloruro sódicode la salmuera.La necesidad

del empleo de nitritos para el desarrollode un sabor y aroma a “curado”

adecuadoha sido demostradatambién en productoscárnicospicados,como

salchichastipo Frankfurt (Wassermany Talley, 1972; Simon y col, 1973) y

jamonescurados(Bailey y Swain, 1973).

A pesarde que los nitritos estánestrechamenterelacionadoscon el sabor

y aromade los productoscárnicoscuradosespoco lo que se sabeacercade los

mecanismosimplicados.Dichos mecanismosno sehanasociadoa la formación

de compuestosespecíficos.sino quepara la mayoríade los autoressecentraen

su actividad inhibidora de los procesosoxidativos de los lípidos (Pearsony

col., 1977; Price y Green,1978; Igene y Pearson,1979; MacDonaldy col.,

1980). De estamaneralas carnescuradascon nitritos presentaríanun sabory

aromamásadecuadoy, además,se retendríamástiempo debidoa la escasezde

sustanciascon sabor rancio. Probablemente,las cantidadesutilizadasen las

prácticashabituales de curado son mayores que las necesariaspara el

desarrollode un sabory aromacaracterístico(Ingram, 1974; Dethmersy col.,

1975; MacDougally col., 1975; Williams y Greene,1979), ya queesteefecto

se puedeobservarcon niveles de nitritos tan bajos como 50 p.p.m. (Sato y

Hegarty, 1971; MacDonald y col., 1980). La actividad antioxidantede los

nitritos es el resultado de la interacción del óxido nítrico con las

hernoproteinas(Igene y col., 1979), la reaccióndel oxigeno con el óxido

nítrico, la formación de un antioxidanteespecificoasociadoa los lípidos

polares(Zubillagay col., 1984)y la terminaciónde la cadenade reaccionesde
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autooxidación(Sebraneky Fox, 1985).

En cualquiercaso, los nivelesde nitritos necesariosparael desarrollode

un sabory aromacuradosatisfactorioson variablesdependiendodel producto

y estánen función de la naturalezade la carne,las especiasañadidas,el grado

de ahumado y las hábitos de consumo. El ahumadosupone un factor

importantede enmascaramientoen la apreciacióndel sabory aromade los

productoscurados que se sometenal mismo. En el análisis sensorialde

salchichastipo Frankfurtahumadas,Wassermany Talley (1972) demostraron

que se podíadiferenciarentre productospreparadoscon y sin nitritos, pero

que eran mejor juzgadaslas muestrasahumadasy sin nitritos que las que

conteníannitritos.

El cloruro sódico, por sí mismo, intensificapoderosamenteel saborde

todos los productoscárnicos (Wassermany Kimoto, 1977; Price y Greene,

1978; Froehlichy col., 1983), pero ademásintervieneen la producciónde

otrassustanciasaromáticasy sápidasy potenciael gustogeneraldel producto

(Sebraneky Fox, 1985). ParaGreeney Price (1975) seríael principal factor

responsabledel sabora “curado”, más que la “ausencia”de oxidaciónlipídica o

los nitritos. Es un agenteprooxidante, lo que determinaun acúmulo de

compuestosasociadosa saboresrancios (Neery Mandigo, 1977; Rheey col,

1983), pero tambiéncataliza la formaciónde óxido nítrico, por lo que podría

iniciar procesos inhibitorios en estadios tempranos del procesadoy

contrarrestarsu propio efectooxidante(Sebraneky Fox, 1985).

1.4.5.1.- Comnuestosvolátiles de los embutidos

El sabor y aroma de la carne y de sus derivados estáen función de una

gran variedad de compuestosvolátiles de diferente naturalezaquímica

presentesen determinadasproporcionescuantitativas.La caracterizaciónde

dichafracciónvolátil resultacomplicaday muchomásla asignacióna cadauna

31



lNU?óDUCCION

de las sustanciasde su cuota de participaciónen el sabor y aroma. En los

productoscárnicoscurados,la mayoríade los estudioshan sido realizados

antesdel desarrollode técnicasinstrumentalesadecuadas,como la combinación

de cromatografíade gases-espectrometríade masas(GC-MS). Además,la falta

de uniformidadde criteriosen cuantoa las técnicasde aislamientoy separación

empleadasparaestoscompuestosdificulta la comparaciónde los resultadosde

los distintos trabajos,por lo que debenser analizadosindividualmente.No

obstante,se puedenestablecerunaseriede conclusionesgenerales.

Las sustanciasvolátiles responsablesdel aromatípico a “curado” residen

fundamentalmente,en opinión de Piotrowski y col. (1970),en el componente

lipidico. Una granpartede estassutanciasestárelacionadacon los cambios

hidroliticos y oxidativos experimentadospor dicho componenteduranteel

periodo de maduración (Nurmi y Niinivaara, 1964; Alford y col., 1971;

Berdaguéy col., 1992). En estesentidoes importantela composiciónde los

lípidos de la carne,pues ello va a determinarla acumulaciónde distintos

productosde las reaccionesanteriormentecitadas.Peroel papelde los lípidos

en el desarrollodel aromade los productoscuradoses doble, ya que, además

de ser precursoresde sustanciasvolátiles constituyenel medio en que se

solubilizan y quedan retenidos los componentesaromáticosde naturaleza

apolar, tanto de origen lipídico como no lipídico (Naes y col., 1992). Esta

circunstanciatienemuchaimportanciaen los productosahumados(Dwivedi y

col., 1975).

En el aromatípico de los embutidoscrudos curadosse puededistinguir,

ademásde dicho matiz “rancio” y “curado”, un matiz “ácido-láctico”

relacionado sobre todo con el catabolismode los carbohidratosy que

predominaen los embutidosde maduracióncorta (Liicke, 1984; Berdaguéy

col., 1992). Por lo tanto, en la composiciónde volátiles de estosproductos

influye sustancialmentela actividad de la flora microbianaque coloniza la

masainicial.
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Los compuestosvolátiles de los productoscuradospueden tener un

origen puramente químico (como es el caso de los productos de la

autooxidaciónde los lípidos) o serel resultadode procesosenzimáticos.En los

productosno inoculadoscomo el jamón curado, la actividad enzimáticaes

endógena,mientras que en los productosfermentadoscomo los embutidos

intervienentambiénenzimasexógenas.es decir, microbianas.Sin embargo,es

muy difícil establecerlos papelesrespectivosde las enzimastisulares y

microbianasen el desarrollodel sabor y aroma de los embutidoscrudos

curados.Berdaguéy col. (1992) han estudiadola influencia de los cultivos

iniciadoresen el contenido de volátiles de los embutidoscrudos curados,

llegandoa la conclusiónde queel tipo de microorganismoy especialmentela

especiede Staphvlococcusutilizada son los factoresque tienen el efectomás

marcadoen la composiciónde la fracciónvolátil de estosproductos.

La mayor parte de los productoscuradosson de carne de cerdo o la

contienencomo ingredienteprincipal. Una revisiónbibliográficarealizadapor

Shahidi y col. (1986) muestra que en la carne de cerdo curada se han

identificadohasta135 componentesvolátiles, mientrasqueen la no curadase

han encontrado314, lo que pareceindicarque el procesode curado tiende a

simplificar la composiciónde la fracción volátil de la carne (tabla 1.2.).

Recientemente,Berger y col. (1990) y Stahnkey Zeuten(1992) hanaisladoe

identificado entre 70 y 80 compuestosvolátiles en salamis italianos. La

mayoríade ellos probablementederivande la degradaciónde los lípidos tanto

por acciónde los microorganismos como por reaccionesde autooxidación.

Desdeun punto de vista cualitativo, no se han encontradocompuestos

aromáticospeculiaresen la carne curada ni tampoco un único compuesto

responsabledel aroma a “curado”. Prácticamentetodos los compuestos

volátiles detectadosen la carnede cerdo curadase encuentrantambiénen la

carne no curada(Ockermany col., 1964; Cross y Ziegler, 1965; Bailey y

Swain, 1973; Gorbatovy Lyavskaskaya,1980; Mottram y col., 1984), excepto
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algunosaldehídos,ácidoscarboxilicosy ciertoscompuestosazufrados.Lo que

sí señalantodos los autores es la existenciade importantesdiferencias

cuantitativasentre ambas fracciones volátiles, que parecen ser la causa

determinantede su distinto aroma.Un ejemplo muy ilustrativo en estesentido

es la investigaciónrealizadapor López y col. (1992). Estosautoresestudiaron

la fracción volátil de jamonesprocedentesde cerdosibéricos alimentadosen

régimende montanera(lo que implica grasaaltamenteinsaturada)y con pienso

(grasa más saturada)y detectaronlas mismassustanciasvolátiles, pero en

cantidadessignificativamentemayoresen los primeros,atribuyendola bien

conocidapreferenciade los consumidorespor jamonesibéricosprocedentesde

cerdos cebados con bellotas a una mayor concentraciónde sustancias

aromáticasy sápidaspresentesen los mismos.

En la fracción volátil de los productos curados predominan los

carbonilos (aldehídosy cetonas),alcoholes,ácidos carboxílicos y ésteres

(Shahidiy col., 1986).

1.- Carbonilos. Constituyen el grupo más numeroso.Diversosautores

coincidenen indicarque la principal característicaque diferenciael aromade

las distintascarnesy productoscárnicoses el perfil de carbonilos,tanto desde

el punto de vista cualitativo como, sobre todo, cuantitativo (Hornstein y

Crowe, 1964; Sandersony col., 1966, MacDougall y col., 1975). Estos

compuestossurgenprincipalmentede las reaccionesde oxidaciónde los lípidos

y, aunquetambién puedenderivar de otros fenómenoscomo la reacciónde

Maillard o el metabolismode los aminoácidos,se ha señalado(Gorbatov y

Liaskowskaya,1980; Moody, 1983; Shahidi y col., 1986) que dichasfuentes

tienenunaescasarepercusiónen los productoscárnicoscurados.

La concentraciónde carbonilosaumentaconsiderablementeduranteel

periodo de maduración,tanto en los embutidos (Demeyery col., 1974;

Dwivedi, 1975; Burgos, 1981) como en el jamón curado (Ockermany col.,
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1964). En los embutidosahumados,Demeyery col. (1974) señalanun aumento

de la concentraciónde carbonilosdurantela primera semanade maduración,

una posteriordisminucióntras el ahumadoy un nuevo incrementocontinuado

hastael final del proceso.El incrementoinicial se ha atribuido a productosde

la fermentaciónde los carbohidratos(DeKetelaerey col., 1974), mientrasque

el que ocurre en los últimos estadiosse ha indicado que procedede la

degradaciónde los peróxidoslipídicos (Censey col., 1973).

En relación con el perfil de estoscompuestos,los monocarbonilosson

mucho másabundantesque los dicarbonilos,si bien la alta reactividadde estos

últimos hace que jueguen un importantepapel en el desarrollodel aroma

(Mabrouk, 1976).

Los aldehídos,ademásde contribuir directamenteal sabory aromade los

productoscurados,puedenreaccionarcon otros compuestospresentesen el

medio para producir otras sustanciasvolátiles (Ohloff y Flament, 1978). El

bajo umbralolfatorio de algunosaldehídoshacede ellos importantessustancias

aromáticasen cantidadestraza(Ramaswamyy Richards,1982).

De los aldehídossaturadosse dice que dotan de caracteresde fuerzae

intensidadal aromade los productosen que se encuentran,mientrasque los

2-enalesy 2,4-dienalesdeterminanmaticesdulces, afrutadosy grasos.Dentro

de los aldehídossaturados,los distintosmaticesson picante (acetaldehído),

lechoso(propanal),crudo (hexanal),agrio (octanal)y grasiento(endecanal)

(Hamilton, 1989).

Berdaguéy col (1992)handetectado11 aldehídosdistintosenembutidos,

mientrasque López y col. (1992) y Barbieri y col. (1992) han identificado

15-16 en jamones curados. Los aldehídosramificados (2-metilpropanal,

2-metilbutanaly 3-metilbutanal)seencuentranen estosproductosencantidades

similaresa las presentesen la carne no curada,aunquedichascantidadesson
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considerablementemenoresque las de los no ramificados.Estos aldehídos

puedenprocederde reaccionesde descarboxilación-desaminación(Garcíay

col., 1991)o de biosíntesis(Belitz y Grosch,1987) de algunosaminoácidos.

Los aldehídosde cadenacorta(formaldehído,acetaldehidoy propanal)se

encuentrantambiénen cantidadessimilarestanto en la carnecuradacomo en la

no curada(Crossy Ziegler, 1965), aunqueLangnery col. (1970) y Halvarson

(1973) creenque la importanciade estosaldehídosde bajo pesomolecularen

el aromade los embutidoses escasa.Segúnseñalanalgunosautores(Burgos,

1981; Kandler, 1983), aunquesu origen puedeser la oxidación lipidíca, estos

compuestosderivanfundamentalmentede los procesosfermentativosde los

carbohidratos.

Los aldehídosde mayor peso molecular(fundamentalmentedesdeel

pentanalal nonanalo decanal)procedenfundamentalmentede la autooxidación

lipídica (Grosch, 1988; Berdaguéy col., 1991a,b; Frankel, 1991). Estos

compuestossi quedesempeñanun papelnotableen el sabory aromay es muy

probableque dadala distinta composiciónde ácidosgrasosde los lípidos de

cerdo y bóvido sean las diferenciasen el tipo o cantidadde carbonilos

producidosa travésde estosmecanismosel factor responsablede las distintas

característicasaromáticasque presentanlos embutidoselaboradossólo con

carnede cerdoy los quecontienenademáscarnede bóvido(Burgos, 1981). El

n-hexanaly el n-pentanal,los principalesvolátiles del jamón sin curar, están

presentesen cantidadesmucho menoresen el jamón curado (Shahidi y col.,

1986). Se ha sugerido(Crossy Ziegler, 1965; MacDougally col., 1975) que

las variacionesen el contenidode estosaldehídosconstituyenel principal

factor responsablede las diferenciasen el aromade ambos tipos de carne.

Probablementeesta circunstanciapuede hacersetambién extensivaa los

embutidos.Estas diferenciasse deberíana la inhibición de los procesos

oxidativos de los lípidos insaturadosa cargo de los nitritos en los productos

curados.No obstante,el ión nitrito esmuy reactivo y parecelógico pensarque
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reaccionecon otros componentesde la carnecomo compuestoscon grupostiol

o amino,paradar lugar a otras sustanciasvolátilesquetambiéncontribuyenal

sabory aromaa “curado” (MacDougally col., 1975).

Berdaguéy col. (1992) y Barbieri y col. (1992) han identificado 11

cetonasdistintasen la fracciónvolátil de embutidosy jamonesrespectivamente.

Entre ellas se encuentrala 3 hídroxi-2 butanona(acetoina),probablemente

productode la descarboxilacióndel ácido 2 acetoacético(Belitz y Grosch,

1987).

2.- Alcoholes. Se forman también durantela oxidación de los lípidos

(Watanabey Sato, 1971; Frankel, 1982). Entre ellos pareceque son los

alcoholessecundariosno ramificados(comoel l-penten-3-oly el l-octen-3-ol)

los más significativos en relación con el aroma de los productoscurados

(Barbieri y col., 1992). Estos compuestosposeenun olor descrito como

“fúngico” que contribuiría,junto con algunascetonas,a suavizaro enmascarar

el matiz rancio propio de algunos aldehídoscomo el hexanaly sobretodo el

nonanal(Berdaguéy col., 1993). Los alcoholessecundariospuedenoriginarse

tambiénpor reducciónde las metilcetonas,que se forman,a su vez, durantela

13-oxidación de los ácidos grasosrealizadapor mohos (Kinsella y Hwang,

1976). Ambos tipos de sustancias,con un potencialsápidoy aromáticosimilar

(Forss, 1972), coexistenen equilibrio y sehanencontradoabundantementeen

quesosmaduradospor mohos(Fosrs, 1979; Frutos y col., 1991). Es posible

queestoscompuestospuedantenertambiénesteorigen en embutidosen cuya

súperficiese implantanmohos.

3.- Acidos grasos de cadena corta (volátiles). Además de grandes

cantidadesde ácido láctico,no volátil, perode granrepercusiónen el sabor,en

estos productosse puedenencontrarconcentracionessignificativasde ácido

acético,propiónicoy butírico. Los ácidosgrasosvolátiles sonproducto
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Tabla 1.2.- Clasificación de los compuestosvolátiles de la carnede cerdo

Compuesto

Carne no curada Carne curada

n2 n2

Hidrocarburos 45 14,3 4 3,0

Aldehídos 35 11,2 29 21,5

Cetonas 38 12,1 12 8,9

Alcoholes 24 7,6 9 6,7

Fenoles 9 2,9 1 0,7

Acidos carboxílicos 5 1,6 20 14,8

Esteres 20 6,4 9 6,7

Lactonas 2 0,6 - -

Furanos 29 9,2 5 3,7

Piridinas 5 1,6 - -

Pirazinas 36 11,5 - -

Otros nitrogenados 24 7,6 3 2,2

Compuestosazufrados 31 9,9 31 23,0

Compuestoshalogenados 4 1,3 1 0,7

Otros 7 2,2 II 8,2

Total 314 100,0 135 100,1

Fuente: Shahidiy col. (1986)
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principalmentede la actividadde las lipasasmicrobianaso muscularessobre

los triglicéridos y fosfolípidos, aunque su origen también puede ser el

catabolismode los carbohidratospor desviacióndel piruvato para formar

ácidosgrasosde cadenacorta (acéticoy fórmico) (Thomasy col., 1980) por

intervenciónde las bacteriaslácticaso por su formaciónen el ciclo de Krebs

en las aerobias.Otra fuente de estos ácidos es la desaminaciónde los

aminoácidos liberados por las proteasasmicrobianas(Dwivedi, 1975)pero,

segúnBerdaguéy col. (1992), la degradaciónde los aminoácidostiene una

incidenciamenoren el contenidode estosvolátilesen los embutidos.

4.- Esteres.Se trata fundamentalmentede acetatos,propanoatosy

butanoatosde diferentes alcoholesy diversosésteresmetílicosy etílicos de

ácidos de cadenamás larga tanto linealescomo ramificados (Peterson y

Chang, 1982). Estoscompuestos,enespeciallos ésteresmetilicos ramificados

de cadenacortaseencuentranen mayorcantidaden los embutidossometidosa

periodos de maduraciónlargos (Careri y col., 1992). Los ésteressólo se

forman en cantidadesimportantesen productosdonde se desarrollaactividad

microbiana.Esta es una diferenciamuy notable entreembutidosy jamones,

puesen estosúltimos sehanencontradoen pequeñascantidades(Garcíay col.

1991: Lópezy col., 1992).

1.4.5.2.- Glicolisis

La cantidady variedadde productosderivadosde la fermentaciónde los

carbohidratosen los embutidosdependede varios factorescomo sonel tipo y

númerode microorganismosque colonizanla masa(Olsen,1985; Kato y col.,

1985; Bacus, 1986; Numatay col.. 1988a,b),el tipo y cantidadde carbohidrato

añadidoa la masaoriginal (Acton y col., 1977; Olsen, 1985; Lee, 1987; Lois y

col., 1987), el origen y tratamientoprevio de las proteínasde la carne

(Townsendy col., 1980; Pezacki y Pezacka,1987) y la incorporaciónde
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ciertos aditivos como glucono-8-lactona(GDL), especias,etc. (Nes y

Skejelvale,1982; Lee, 1987).

Pediococcus y Lactobacillus son los principales géneros de

microorganismosfermentativosde la flora del embutido; fermentan los

carbohidratospor la vía Embden-Meyerhoff(EM) (Kandler, 1983; Garvie,

1984; Tetlow y Hoover, 1988), para rendir mayoritariamenteácido láctico a

partir del piruvato, mientras que las micrococáceasutilizan estavía, pero

ingresandoel piruvato en el ciclo de Krebs (Strastersy Winckler, 1963;

Blumental, 1972). La relación de los dos enantiómeros- D(+) y L(-) lactato -

dependede la especiedel géneroLactobacillus que esté presente(List y

Klettner, 1978; Lticke, ¡984). Burcharlesy col. (1984) han asociadoel sabor

ácidode los embutidosa unaexcesivapresenciade ácido D(+) láctico.

Los microorganismosheterofermentativos,que utilizan la vía de los

fosfatos de pentosa,producencantidadesigualesde etanoly CO2 y cuando

opera en ellos la vía metabólica“bífida” producenácido láctico y acéticoen

una relación 2:3 (Gottschalk,1979). Otros productosde la fermentaciónde los

carbohidratosson acetoina,ácido pirúvico, etc. (Demeyer, 1982; Thornill y

Cogan,1984; Tetlow y Hoover, 1988).

El tipo y cantidadde carbohidratofermentableconstituyenun aspecto

importanteen tanto que determinanla velocidadde formación y acumulación

de ácido láctico. La glucosay la sacarosaocasionanun descensode pH similar

durantela fermentaciónde los embutidos,mientrasque el descensoes mas

lento si se utiliza lactosa(Lúcke, 1984, 1985; Olsen, 1985; Lee, 1987). Olsen

(1985) señalaademásque la pautade descensodel pH en los embutidosno

varíasignificativamentecuandose añadencantidadesde glucosaentre0,1 y

1%.
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¡.4.5.3.- Proteolisis

Durante la maduración se degradauna parte considerablede las

proteínas.Como resultado,se produce un incremento del nitrógeno no

proteico(NNP) del ordendel 20% o superior(Langner, 1972; Dierick y col.,

1974). Durante la fase de fermentación se produce un aumento de la

concentraciónde compuestosnitrogenadosde bajo pesomolecular(péptidos,

aminoácidos,NH3, etc.),perotras la mismael nitrógenopeptídicono aumenta,

mientrasque sí se siguenacumulandolas fraccionesmás pequeñas(Dierick y

col., 1974). Todos estoscompuestostienen repercusiónen el saborde los

embutidoscrudoscurados,de maneraque un cierto grado de proteolisisserá

siempre necesariopara la obtenciónde un buen producto.No obstante,una

degradaciónexcesivade las proteínaspuede rendir un producto de baja

calidad.

Los procesosproteolíticossonde naturalezaenzimática.Hay dos tipos de

proteasas:las endopeptidasasy las exopeptidasas.Las primerasparecenactuar

sobre todo en el periodo fermentativo y las últimas durante la fase de

maduracióno secado.Su origenes tanto microbianocomotisular (Verplaetse

y col., 1992).

Algunos aminoácidosproductode los fenómenosproteoliticos pueden

sufrir posterioresfenómenosde descarboxilación,desaminación,etc., dando

lugar a la acumulaciónde amoniacoy aminas, lo que provoca un ligero

incrementodel pH del producto (Lúcke, 1984). Esta leve alcalinizaciónse

observatanto en productoscárnicosahumadoscomo en los secadosal aire y.

en especial,en los embutidosque presentanun recubrimientosuperficicial de

mohosy levaduras,como resultadode la capacidadde éstosde oxidarel ácido

láctico. Por otra parte, los aminoácidos,al desaminarse,originan también

ácidos orgánicosque, a su vez, puedentransformarseen otras sustancias
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vilátiles, comoaldehídos,alcoholes,etc.

¡.4.5.4.- Degradación linídica

Los fenómenosdegradativosque afectana los lípidos se estudiaránmás

detalladamentedebidoa su relacióncon el temade la presentememoria.

Los lípidos constituyen en general la fracción mayoritaria de los

embutidoscrudoscuradosy son precursoresde muchassustanciasaromáticasa

través de fenómenoshidrolíticos y oxidativos que tienen lugar duranteel

procesode maduracióny que inciden directamenteen la calidadorganoléptica

de estosproductos(Demeyery col., 1974; Melgar y col., 1990). Las enzimas

bacterianasy endógenas,ademásde las condicionesambientales,son los

factores desencadenantesde estos cambios (Coretti, 1965; Cantoni y col.,

1967a,b;Melgar y col., 1990), para las que la fasede fermentacióno estufaje

es unade las másdelicadasy decisivas(Rozier, 1969; Mendozay col., 1983).

Por lo tanto, la composiciónde ácidos grasosen la masa inicial, en

especialla proporciónde ácidosgrasossaturadose insaturadosjugaráun papel

fundamentalen el desarrollodel sabory aromade los embutidos.En la tabla

1.3. se detallala composiciónde ácidosgrasosde los lípidos contenidosen los

ingredientesprincipales:carne magra de vacuno y de cerdo y tocino. Este

último estáconstituidocasien su totalidad por triglicéridos, mientras que la

grasa del tejido muscular,aunquetambiénestáconstituidaen su mayorparte

por triglicéridos (62-80%), contiene un elevadoporcentajede fosfolípidos

(16-34%). En amboscasos(tocino y magrode cerdo),alrededorde un 40% de

los ácidosgrasosson saturados(de ellos una tercerapartees ácido esteárico),

un 50% son monoinsaturados(fundamentalmenteoleico) y un 10% son

poliinsaturados(PUFA).

La grasadel tejido muscularde vacunoconstituyeun 2-4% de la grasa
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Tabla ¡.3.- Composición porcentual de ácidosgrasos de las materias primas

de cerdo Tocino de cerdoAcido graso Magro de ternera Magro

CIO:0 0,16

C12:0

Cl 4:0

C16:0

C16:l

C18:0

C18:l

0,16

3.11

25,96

4,39

13,53

43,88

3,66CIS:2

CIS:3

C20:4

0,18

0,54

OtrosSFA~ 2,19

1.31

24,39

3,44

11,95

45,50

9,66

0,65

0,10

0,21

1,36

24,92

2,83

14,14

43,14

10,68

1,05

1,31

0,33

Otros MUFAb

Otros PUFAC

Total saturados

Total monoinsaturados

Total poliinsaturados

2,19

0,37

44,79

50,45

4,75

aSFA,ácidosgrasossaturados

bMUFA, ácidosgrasosmonoinsaturados

cPUFA,ácidosgrasospoliinsaturados

Fuente: Adaptadode Rhee(1992)

1,15 1,05

38,30

50,08

11,62

40,73

47,23

11,73
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total corporaly contienealrededorde un 4% de fosfolipidos (Wilson y col.,

1976). Un 25% de los ácidosgrasosde los fosfolípidospresenta2 y 3 dobles

enlacesy másde un 19% tiene 4 o más(Hornsteiny col., 1961). Los PUFA de

los triglicéridos (fundamentalmenteácido linoleico) suponenun 3-4% del total

de ácidosgrasos(Hilditch y Williams, 1964). El contenidoglobal de saturados

es mayor que el de la carne de cerdo y el de PUFA es significativamente

inferior, en tomo al 5%.

¡.4.5.4.1.- Fenómenos hidrolíticos

Estos procesosimplican principalmentela rotura del enlaceésterde los

triglicéridos del embutido a cargo de las lipasas, con la consiguiente

acumulaciónde ácidosgrasoslibres, asícomo demonoglicéridosy diglicéridos

o glicerol, si la hidrólisis afecta a las tres posicionesde esterificacióndel

mismo. Los ácidosgrasosliberados son importantespara el sabor y aroma

tanto por sí mismos como por ser precursores de otras sustancias a

través, principalmente, de reacciones de autooxidación. El resultado es

la generaciónde compuestosaromáticosy sápidos,como tas sustanciascon

grupo carbonilo (Selkey col., 1980). Los ácidosgrasostambién puedenser

liberadosa partir de los fosfolípidosde las membranas,mediantela actividad

de las fosfolipasaspresentesen las mitocondriasy los lisosomasde las células

musculares(Currie y Wolfe, 1977; Cheahy Cheah,1981; Cheahy col., 1986),

si bien pareceque la importanciade estoscompuestosen la acumulaciónde

ácidos grasoslibres en los embutidoses menor que la de los triglicéridos

(Demeyery col., 1974).

Las lipasas o hidrolasasde los ésteresdel glicerol (EC 3.1.1.3) son

enzimaspertenecientesal grupo de las esterasase hidrolizan tri-, di-, y

monoglicéridos presentesen una interfaselípido-agua,es decir, sólo actúan

sobresustratosinsolubles.Como todaslas esterasas,rompenlos enlaceséster

mediantela adiciónde agua:
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R—C--O—R+ H20—>R--—C--OH+R--OH
II II
o o

éstercarboxílico ácido carboxílico alcohol

Se puedenencontrarlipasasen numerosostejidos animalesy vegetalesy

tambiénlas producenmuchosmicroorganismos.En los embutidos,la hidrólisis

de los lípidos se ha atribuidoa la actividadde las lipasasmicrobianas(Cantoni

y col., 1967a,b;Gervasiniy Caserio, 1969; Lubíenecki y. Schelhorn,1972;

Demeyery col., 1974; Palumboy Smith, 1977; Palean Bianchi y col., 1985;

Demeyery col., 1992), aunquese ha sugerido(Wallach, 1968; Dobbertin y

col., 1975; Ferrer y Arboix, 1986b) que durante los primerosestadiosde la

fermentaciónexiste una intensaactividadde las lipasasdel músculoy el tejido

adiposo. Estoes lo que parecedemostrarel trabajode Garcíay col (1992),en

el que se observaqueen embutidosexperimentaleselaboradosasépticamente,

la liberación de ácidos grasoses similar, tanto en los lotes inoculadoscon

lactobacilosy micrococoscomo en los no inoculados.Por su parte, Montel y

col. (1993)señalanque las lipasasendógenasde la carnemantienenun elevado

nivel de actividada lo largo de todoel procesomadurativode los embutidos.

Diversosautoreshan caracterizadolipasasen el músculode distintas

especiesanimales(Awad y col., 1968; Cryer y Jones,1979; Tomita y col.,

1984). IgualmenteWeglicki y col. (1971) y Fransony col. (1972)han aislado

distintasfosfolipasas.SegúnSklan y col. (1983) la actividad lipolitica de las

fibras rojas es mayorque la de las blancasy recaeprincipalmentesobre los

triglicéridos.

Existentambiénnumerososestudiossobrela actividadlipolitica del tejido

adiposo.Segúnlos de Geyery Goodman(1970), la actividadlipolítica de dicho

tejido persisteaún a -8
0C, y sobre ella incidende forma importantefactores

como la concentraciónsalina(Acker, 1962; Guardiay Hass,1967). Belfragey
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col. (1984)hancaracterizadolipasasintracelularesde adipocitosde cerdo.

Perola actividadde las lipasastisularesen los embutidosresultapronto

frenadapor las condicionesque seestablecendurantela maduración,pasandoa

dominarla actividadmicrobiana(Cantoni y col., 1967a,b;Gervasiniy Caserio,

1969; Lubienicki y. Schelhorn.1972; Palumboy Smith, 1977). Sin embargo,

en otros productoscuradosparecenintervenirmásintensamentey asíCantoni

y col. (1970) y Giolitti y col.(1971)sugierenuna importanteactividaddurante

la maduracióndel jamón.dada la evoluciónde la lipolisis y las bajastasasde

crecimientoquealcanzanlos microorganismoslipoliticos duranteel proceso.

Muchos microorganismosson capacesde crecery producir lipasasen

diferentesaceitesy grasas,incluyendo las de origen animal (Alford y col.,

1971; Andersson,1980). Las bacteriasGram-negativaspresentesen la masa

inicial (Dobbertin y col., 1975), especialmenteel género Pseudomonas,

puedeniniciar los fenómenoslipolíticos, ya que dichosmicroorganismosson

los mayoritariosen la carne refrigerada(Masanay Lasta, 1992), pero. como

ya se ha descritoen apartadosanteriores,rápidamentepasana prevaleceren la

masaotros génerosmicrobianos,las micrococáceasy lasbacteriaslácticas,por

lo que las lipasas elaboradaspor las pseudomonasno parecentener gran

transcedenciaen los fenómenoslipolíticos queocurrendurantela maduración

de los embutidos.

Las micrococáceasson el principal grupo de microorganismos

responsablede la lipolisis en los embutidos(Cantoniy col., 1967b; Demeyery

col., 1974; Lticke, 1986; Selgasy col., 1986; Nychasy Arkoudelos, 1990).

Selgasy col. (1986) demostraronla capacidaddel géneroMicrococcus de

hidrolizar triglicéridos de ácidos grasosde cadenalarga, que son los más

abundantesen los productoscárnicos.Sin embargo,existendiferenciasen el

comportamientolipolítico segúnla especie.Así, los estudiosde Talon y col.

(1992) sobre unaespeciecomúnmenteutilizada como iniciador, MiCrócóceus
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variauis (LÍicke, 1986), permitenconcluirque, aunqueestemicroorganismo

presentauna intensa actividad lipolítica en condicionesexperimentales,

probablementeno participaen la hidrólisis lipídica durantela maduraciónde

los embutidos.No obstante,la actividad lipolítica de los micrococosse debe

fundamentalmentea lipasas extracelulares(Kilara, 1985), de modo que,

aunqueel recuentode micrococáceaspuede decrecerdrásticamenteen los

primeros estadios de la maduración (Selgas y col., 1988), las lipasas

extracelularesliberadashastaentoncespor ellas puedenseguir actuandoy

atacarasítriglicéridos de ácidosgrasosde cadenalarga, incluso los de 16 y 18

átomosde carbono(Selgasy col., 1986). En cuantoal géneroStaphylococcus,

Talon y col. (1992) estudiaronla actividadde dosespeciesquerepresentanuna

parte importantede la flora de los embutidos franceses,S. warneri y S.

sapróphvtieus, concluyendoque podríanestar implicadasen la liberaciónde

ácidos grasos durante el periodo de maduración de los embutidos,

especialmentedurante los primeros días. Por el contrario S.xylosus y S.

caniósus muestransólo una ligera actividad lipolítica sobre grasade cerdo,

corderoy vaca y recaesobre triglicéridos de ácidosgrasosde cadenacorta

(Nielseny Kemner, 1989; Nieto y col., 1989).

Los lactobacilostienen también la capacidadde producir lipasas. Esta

actividad fue demostradaen principio en lactobacilosaislados de queso

(Stadhoudersy Veringa, 1973; Stadhouders,1974) y posteriormenteen

bacteriasaisladasde embutidos(Parejoy col., 1979; Sanzy col., 1988), con

resultadossimilares.Estosautoreshanestudiadodiversascepasde lactobacilos

aisladasde embutidosen diferentesestadiosde maduración,demostrandoen

todasellas actividad lipolítica tanto intracelularcomo extracelular.Parejo y

col. (1979) concluyeronen susestudiosque Lactobacilluscasei var. alactosus

y Lactobacillusplantarum eranlas bacteriasque presentabanmayoractividad

lipolítica, siendoprecisamentelos microorganismosmásabundantesa lo largo

de todo el procesomadurativo.Los sustratosatacadoscon preferenciapor las

lipasas extracelularesson los monoglicéridos,diglicéridos y triglicéridos de
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ácidosgrasosde cadenacorta,mientrasque las enzimasintracelularesson muy

pocoactivasfrentea los triglicéridos. En amboscasosno se observóactividad

sobre triglicéridoscon ácidosgrasosde más de 6 átomosde carbono.A pesar

del contenido relativamentebajo de éstos glicéridos en la grasa de los

embutidos,su cantidad puedeaumentardurante la maduracióngraciasa la

actividad lipolítica tisular y, sobre todo de las micrococáceas(Sanzy col..

1988). Esta actividad proporcionaríacompuestos(Demeyery col., 1974) que

podríanser posteriormentedegradadospor los lactobacilos.

Muchos mohos(Peniuillium,Aspergillus,Rhizopus,Geotrichum,Mucor)

y levaduras(Candida, Tórulopsis) sontambiénlipolíticos (Kilara, 1985). Así,

dentrode Li flora fúngicahabitual en los embutidoscabedestacarlos géneros

Penicillium y Aspergillus (Leistner y Bem, 1970; Comi y Cantoni, 1980),

que de estaforma contribuyenal sabory aroma,en especialen productosen

los que se hallan concentracionesparticularmentealtas de carbonilos (sobre

todo aldehídosde cadenalarga) (Languer,1972).

Las lipasasen general,y las microbianasen particular,puedendividirse

en dos gruposen función de su especificidadposicional. En primer lugar hay

lipasasno específicas,que liberan ácidosgrasosesterificadosen cualquierade

las tres posicionesdel glicerol. Pueden,por lo tanto, ocasionarla degradación

completade los triglicéridos a ácidosgrasoslibres y glicerol. Tal es el caso,

por ejemplo,de Penicilliurn cyclopium y Staphylococcusaureus (Kilara,

1985). El segundo tipo de lipasas, como las de Aspergillus niger o

Pseudomonasfragi (Kilara, 1985), hidroliza preferentementelos ácidos

grasoslocalizadosen las posicionessnl y sn3 del glicerol para rendir ácidos

grasos libres, monoglicéridos y diglicéridos. Los 2-monoglicéridos y.

ocasionalmente,los 1,2- ó 2,3-diglicéridosson inestablesy, por migracióndel

grupo acilo se transformanen 1-monoglicéridosy 1,3-diglicéridos (Kilara,

1985). Una actuaciónprolongadade la enzima en las condicionesóptimas

puedellegar a producir la rotura completadel triglicérido en ácidos grasos
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libres y glicerol (MacRae,1983).

Segúnlos estudiosde Alford y col. (1971), las lipasasque actúanen los

embutidosse caracterizanen su mayor parte por su especificidadpor las

posicionesde esterificaciónexternas,es decirla Sn 1 y la Sn 3, de la molécula

de triglicérido. La acumulaciónde diglicéridosjunto con ácidosgrasoslibres

sugiereademásque es atacadapreferentementeuna de dichasposiciones.Se

sabe, además,que los triglicéridos de las grasade cerdo muestran una

distribucióncaracterísticade los ácidosgrasosde forma que la mayorpartedel

ácido esteárico(en torno al 60%) se encuentraen la posiciónsnl del glicerol,

el ácido palmítico (60-80%) estáesterificadoen su mayoría en la sn2 y un

50-60% de los ácidosoctadecenoicosse encuentranen la sn3 (Brockerhoff,

1966). De estemodo, el gradomás intensode lipolisis deberíaobservarsepara

los ácidosesteáricoy octadecenoicos.

Tambiénse han realizadoestudiossobre la posible especificidadde las

lipasaspor la longitud de cadenadel ácido graso.ParaSugiurae Isobe(1975)

los triglicéridos “sólidos” (aquellosconstituidospor ácidosgrasossaturadosde

cadenalarga) son hidrolizados lentamentepor las lipasas microbianas.No

obstante,otros autores(Kilara, 1985) han llegadoa la conclusiónde queestas

enzimaspresentanmuy poca o ningunaespecificidadpor ácidosgrasoscuando

se utilizan como sustratosgrasasy aceitesnaturalescomunes,exceptocuando

setratade aceitesmarinosy/o mantequilla(MacRae,1983).

En última instancia,la lipolisis conducea un acúmulo significativo de

ácidosgrasoslibres, sin que se lleguen a apreciarsignosde enranciamiento

hidrolitico (Nagy y col., 1978; Cavoskiy col., 1988). Las tasasquese pueden

alcanzaral final del proceso oscilan entre el 1 y 7% segúnel producto

(Demeyery col., 1974), pudiendo encontrarseniveles elevadosde ácidos

grasostanto en embutidosmuy secos,resultadode periodosde maduración

largos (Stanculescuy col., 1970; Ferrery Arboix, 1986b)como en productos
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de maduraciónmáscorta (Wurzigery Ristow, 1966).

¡.4.5.4.2.- Fenómenosoxidativos

1.- Mecanismo y productos de la oxidación. El principal

problemaplanteadopor la oxidación de los lípidos en los alimentosresideen la

formación de compuestosvolátiles que, cuando alcanzan unas tasas

determinadas,confierenal productoun olor y sabor desagradable,a rancio,

siendo rechazadopor el consumidor.Por otra parte, los compuestosque

surgenprimariamentedurantelas reaccionesoxidativasson, a su vez, origen

de oxidacionessecundariasde otros compuestosaromáticos,pigmentos,

vitaminasy proteínas,determinandola insolubilizaciónde las mismas(Labuza,

1971). Estos cambios influyen decisivamente,y en general de forma

desfavorable,en la calidadorganolépticay nutritiva del producto.No obstante,

un cierto gradode oxidaciónpuedecontribuir beneficiosamenteal desarrollo

del sabory aromacaracterísticosde ciertosproductoscomo por ejemplo los

jamonesy embutidos.

Los sustratosde estas reaccionesson básicamentelos ácidos grasos

insaturados,formándosecomo productos peróxidos lipídicos (también

llamados hidroperóxidos), polímeros, epóxidos, furanos, alcoholes,

hidrocarburosy carbonilos(aldehídosy cetonas)volátiles. Entre ellos, los más

importantespara el aromade los productoscuradosson los carbonilos(Alford

y col., 1971; Mottram y col., 1984; Garcíay col., 1991).

La oxidaciónde los lípidos comprendetres gruposde reaccionesque.

salvo en su comienzo, se desarrollansimultáneamente(Cheftel y Cheftel,

1980):

- reaccionesde iniciación, que dan lugar a la formación de radicales

libres a partir de ácidos grasosinsaturadoso de hidroperóxidos,que son
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sustanciasmuy inestablesy reactivas.

- reaccionesde propagación, que se caracterizanpor una cierta

acumulaciónde peróxidoslipidicos. Estasreaccionesconstituyenla etapade

oxidaciónde los lípidos insaturadosporel oxigeno y necesitanla intervención

de radicaleslibres,pero los creantanto como los consumen.

- reacciones de paralización, en las cuales los radicales libres,

procedentesen gran partede la descomposiciónde peróxidos lipídicos, se

asocianparadarcompuestosno radicales,como aldehídosy cetonas,de bajo

peso molecular, responsablesdel típico olor “a rancio”. Algunos de estos

compuestosprovienendirectamentede la degradaciónde peróxidos.

La oxidación comienzaen el ácido grasoinsaturadocon la pérdidade

hidrógenoen el átomode carbonoct-metilénicodandolugar a un radical libre.

Este procesopuedeestarcatalizado,por ejemplo, por la luz o la presenciade

metales.El radical libre se combina con oxígeno para formar un radical

peróxido, que puede oxidar otro ácido graso insaturadopara producir un

hidroperóxidoinsaturadoy un nuevo radical libre, de forma que se propague

la reacción,que puedeterminarpor reacción entre los radicaleslibres para

rendir compuestosno activos.

RH
ácido radical
graso alcoilo

R+02 >ROO~
radical
peróxido
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ROO~ + RH -~ ROOH+R’
hidroperóxido

Los hidroperóxidosformadosen las reaccionesde propagaciónson los

productosprimarios de la oxidación. Estoscompuestosno tienen repercusión

directaen el aromade los alimentos,puesson inodoros e insípidos, perosi

intervienenen él a travésde su descomposiciónen productossecundariosque

son los principales responsablesde los cambiosorganolépticos.Cadaácido

graso insaturadoda lugar a radicaleslibres específicosque se estabilizanpor

resonanciay de los que resultanhidroperóxidosisómerosespecíficosque, al

descomponerseproducentambiénaldehídosespecíficos(tabla 1.4.). El ácido

linoleico esel másabundantede los PUFA en la mayoríade los alimentosy el

peróxidoCnd3 (13-hidroperoxi-9,ll-dieno)es el mayoritario de los que se

forman durantesu oxidación,por lo que el hexanales el principal aldehído

resultantede la misma. Puestoque esteácido se oxida de 10 a 15 vecesmás

rápido que el ácido oleico, la cantidadde hexanalpuedeserun buen indicador

del gradode enranciamiento(Buttery y col., 1961; Karel y Labuza, 1968).

Los hidroperóxidos del ácido linolénico se descomponenmás

rápidamenteque los de los ácidosoleico y linoleico debido a la presenciade

gruposmetileno activos;son los que se localizanentreun dobleenlacesimpley

un grupo dieno conjugado y puedenperderel hidrógenofácilmente para

formar dihidroperóxidos, lo que amplía el abanico de productos de la

oxidación(deMan,1992).

El mecanismode descomposiciónde los hidroperóxidosfue esbozadopor

Keeney(1962).El primer pasoes una escisiónhomolíticarápida,queda lugar

a la formaciónde dosradicaleslibres muy activos:
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R—CH--R R—CH—R+OH

radical

OOH Q hidroxilo

radical

alcoxilo

El radical alcoxilo puede sufrir distintas transformaciones. Entre las más

interesantesparael desarrollode componentesaromáticosen los embutidos

está la formación de aldehídos,que implica la rotura de la cadenaen

cualquierade los ladosdel radical:

> R+R—CH
II

o. o
aldehído

Según el punto de rotura de la cadenase puede formar un aldehído

volátil de cadenacorta o quedarunidoa la parteglicéricade la moléculadando

lugar a aldehídoglicéridosno volátiles, que no tienenaromaperodisminuyen

la estabilidadde las grasasfrente a la oxidación. Los aldehídosvolátiles son

poderososcomponentesdel sabory aromay tienenun umbral de percepción

muy bajo, algunosdel ordende p.p.m. (2-decenal,hexanal)y otros, como el

2,4-decadienal,menorde 1 ppb. (deMan, 1992). En general,la presenciade

un doble enlaceen la moléculade aldehídodisminuyede forma considerable

dicho umbral.

El radical alcoxilo tambiénpuede sustraerun átomo de hidrógenode

otro ácido grasoparadarlugar a un alcoholy un nuevo radical libre:
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R—CH--R+RH * R—CH-—-R+R

O OH
alcohol

Otra posibilidades la reacciónentre dos radicaleslibres, finalizando la

reacciónen cadenay dandolugar a la formaciónde cetonas:

R—CH--R + R * R—C--R+RH
II

O. O
ácido

graso

cetona

R—CH----R + R& -> R—C--R+ROH
II

O.
alcohol

O
cetona

Los aldehídos,al contrarioque las cetonas,puedenoxidarsefácilmente

para dar otros productosterciarios de la oxidación, entre ellos los ácidos

carboxílicos (Morrison y Boyd, 1985; deMan, 1992). Los aldehídos

insaturadosson fuenteadicionalde compuestosvolátiles durantela oxidación

de los lípidos, entre los que se incluyen, ademásde los ácidoscarboxílicos,

aldehídosde pesomolecularmásbajo y dialdehídos,como el malonaldehído

(Frankel,1982). Los aldehídossaturadossonmucho másestables(Schieberley

Grosch, 1981).

Aunque en la carne se encuentranen mucha menor cantidadque los

triglicéridos, los fosfolípidos son potencialmentemucho más sensiblesa la

oxidación(Owen y col., 1975;Wilson y col., 1976). Estose debea que tienen
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Tabla 1.4.- Productosespecíficosde degradaciónde los ácidos oleico,
linoleico y linolénicoa

Acido Grupo metileno
graso atacado

Producto

Hidroperóxidos Aldehídos
isómeros correspondientes

Oleico 11 1 l-hidroperoxi-9-eno octanal
9-hidroperoxi- 10-eno 2-decenal

8 8-hidroperoxi-9-eno 2-undecenal
1 0-hidroperoxi-8-eno nonanal

Linoleico 11 13-hidroperoxi-9,l1-dieno hexanal
11 -hidroperoxi-9,11 -dieno 2-octenal
9-hidroperoxi-l0,12-dieno 2,4-decadienal

Linolénico 14 1 6-hidroperoxi-9,12, 14-trieno propanal
1 4-hidroperoxi-9,12,15-trieno 2-pentenal

1 2-hidroperoxi-9,13,15 -trieno 2,4-heptadienal

11 1 3-hidroperoxi-9,11,15-trieno 3-hexenal
II -hidroperoxi-9,12,15-trieno 2,5-octadienal
9-hidroperoxi-10,12,15-trieno 2,4.7-decatrienal

a Sólo seconsideranlos gruposmetilenomásactivos

Fuente: deMan(1992)
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mayorproporciónde ácidosgrasospolienoicos(incluida una mayorcantidad

de polienoicoscon más de dos dobles enlaces)que los triglicéridos. Además

sonmásubicuosen el tejido muscular,ya que se distribuyen en las membranas

celularesy subcelulares,lo que les hacepresentaruna superficierelativamente

amplia de exposición y estar en estrecho contacto con catalizadores

pro-oxidantescomo los metalesque formanpartede las hemoproteinas,que se

localizan próximasa estasmembranas.Por el contrario, los triglicéridos se

localizan aislados en el interior de los adipocitos (Kauffman y Stefanie,

1967), con lo que exponenuna superficie relativamentepequeñapara su

ataque.

Por lo general,los ácidosgrasosinsaturadosse oxidan másrápidamente

cuandoestánlibres que cuandoformanparte de moléculasde triglicéridos o

fosfolípidos(Cheftely Cheftel, 1980). Los PUFA sonmucho mássusceptibles

de oxidaciónque los monoinsaturados.Dicha susceptibilidades mayor que la

que cabríaesperaren función del númerode doblesenlacesde la cadena.Así

por ejemplo, la razón relativa de autooxidaciónde metiloleato, linoleato y

linolenato a 20 0C es 1:12:25 (Swern, 1964). Los PUFA se oxidan incluso

duranteel almacenamientode los alimentosen congelación.Por el contrario,

los saturadosse oxidan sólo a temperaturassuperioresa 600 C (Cheftel y

Cheftel, 1980) por lo que su intervenciónen los fenómenosoxidativosen los

embutidoscarece,en la práctica,de importancia.

2.- La oxidación lipídica en los embutidoscrudos curados. La

granvariabilidadque se observaen el comportamientode los alimentosfrente

a la oxidación de los lípidos se debe a la influencia de diversos factores

relacionadosconsu composición,procesado,etc.

En principio, los productoscárnicoscrudossonmenossusceptiblesa la

oxidación que los tratados por el calor, ya que en estos últimos el

calentamientoes un importantefactor que potencia la reacciónoxidativa y
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ademásproducela roturatisular que favoreceel contactode los lípidos con los

agentescatalizadoresde estas reacciones (Rhee, 1988). En la carne

deshidratadalos procesosoxídativos son mucho más lentos que en la carne

frescadebidoa su menorcontenidode agua(Labuza,1971).No obstante,estos

fenómenosestánfavorecidosen los productos cárnicospor las distintas

operaciones de procesado y condiciones de manipulación (picado,

refrigeracióny congelaciónrepetidas,temperaturaselevadasy almacenamiento

prolongado),asícomo por algunosde los ingredientesañadidos.

El picadode la carnefavorecela oxidaciónal producirsela rotura de las

membranascelulares,con lo queen primera instancialos fosfolípidos(ligados

a ellas) y tambiénlos triglicéridos quedanexpuestosal oxigeno atmosférico

(Igeney Pearson,1979; Igene y col., 1980; Khayat y Schwall, 1983). Además,

esta operación puede acelerar la pérdida de sustanciasintermediarias

reductorascomoel NAD (Watts y col, 1966; Newboldy Scopes,1971).

Otra variable relativaal procesadoque influye enel gradode oxidación

de la grasade los productoscárnicoses el pH. A medida que su valor

desciendepor debajode 7,0, la velocidadde oxidaciónesmayor(Oweny col.,

1975; Yasosky y col., 1984; Tichivanganay Morrissey, 1985). En la carne

cruda, cuando el pH es relativamenteelevado,la oxidación de los lípidos

resulta inhibida por los sistemasenzimáticosreductorespresentesen las

mitocondrias(Kwoh, 1971). Estos sistemaseliminanel oxígeno y determinan

la formación de sustanciasreductoras,como el NAD, lo que posibilita el

mantenimientode los pigmentoscárnicosen su forma reducida(Stewarty col.,

1965a;b; Salehy Watts, 1968). En presenciade valoresde pH inferioresa 5.5,

típicos de los embutidos crudos curados, estos sistemas enzimáticos

mitocondrialesno tienenactividad(Cheah,1971).

En relacióncon la composición,convienerecordarque la carnede cerdo

se caracterizapor un alto contenidode fosfolípidos(en tomo a un 20%), de los
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que el ácido linoleico representael 30% de los ácidosgrasos(Luddy y col.,

1970). Además,alrededordel 60% del total de lípidos son ácidos grasos

insaturados(tabla 1.3). La carnede vacunopresentaun 55% de ácidosgrasos

insaturados(tabla 1.3), pero unamenorcantidadde fosfolípidos(en torno a un

4%), por lo que presentamenorimportanciaen los fenómenosoxidativos.

Un ingredientecaracterísticode los productoscárnicoses el cloruro

sódico, que se utiliza por sus efectos favorables sobre las propiedades

sensoriales,funcionalese higiénicas,pero es a la vez un importantepromotor

de la oxidación de los lípidos (Ockermany León-Crespo,1981; Rhee y col.,

1983a, 1983b). El cloruro potásico,utilizado comosustitutodel cloruro sódico

en productos(seasonings)con bajo contenidode éste,puede ocasionaruna

reducción de las reaccionesoxidativas (Zipser y col., 1964; Rhee y col.,

1983b), aunquesu saboramargolimita su empleo(Rhee,1988).

El efectode los nitritos en las propiedadesquímicasy sensorialesde los

productoscárnicosha sido estudiadopor diversosautores(Cho y Bratzler,

1970; Haddeny col., 1975; Cassensy col., 1979) pero aunquese admite que

estánestrechamenterelacionadoscon el desarrollodel sabory aromade estos

productos,su mecanismono se conoceáunclaramente.Cho y Bratzler (1970)

- en carne de cerdo picada - y Wassermany Talley (1972) - en salchichas-

señalanqueen las pruebassensoriales,los panelesde catadoressoncapacesde

distinguir de forma significativa entre los productosprocesadoscon y sin

nitritos. Por su parteSimony col. (1973) indicanque,en salchichas,existeuna

mayor aceptaciónpor parte de los catadoresa medida que se incrementala

cantidadde nitritos añadidosdesdeO a 156 p.p.m.

Respectoal mecanismode acción de los nitritos en el desarrollodel

sabor y aromade los embutidos,la mayoríade los autoresseñalanque su

principal contribuciónse debe a su poderantioxidante(Fooladi y col., 1979;

Ockermany Kuo, 1982). Cross y Ziegler (1965) y Bailey y Swain (1973)
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llegan a esta conclusión comparandolas fracciones volátiles de jamones

curadosy no curadosy observandoque ambasson cualitativamentesimilares,

si bien existenimportantesdiferenciascuantitativas.Haddeny col. (1975)han

demostradoque la presenciade nitrito sódicoen carnede cerdopicadareduce

significativamente los valores de TBA y la cantidad de algunos de los

compuestosvolátiles mayoritariosen la carneexentade nitritos.

Las lipasasy fosfolipasastambiénpuedenacelerarla oxidaciónde los

lípidos, al ser los ácidosgrasoslibres mássusceptiblesa ella y así, aunque

Alford y col. (1971) no han encontradocorrelaciónentre la producciónde

lipasas y la actividad oxidativa de los microorganismos,algunos autores

(Censey col., 1973)sugierenque los peróxidosy carbonilosde los embutidos

se formana partir de los ácidosgrasoslibres (FFA) liberadospor la acciónde

las lipasas.De ser así, la hidrólisis selectivade los ácidosgrasosinsaturados

puedeserun factor relevanteen los fenómenosoxidativosy, por lo tanto,en el

sabory aromade los embutidos.

La oxidaciónde los lípidos enla carnecrudaestácatalizadapor sistemas

enzimáticos,así como por el hieno “no hemo” (incluido el hierro libre) y el

contenido en los pigmentoscárnicos(Rhee, 1992). Ademásdel hierro libre,

son también componentesde la fracción “no hemo” del tejido muscular la

transferrina,la ferritina y algunoscompuestosenzimáticamenteactivos de la

cadenarespiratoriamitocondrial. Los compuestosreductorespresentesde

forma naturalen la carne,como la cisteina,o añadidosdurantesu procesado

(ácido ascórbico)y los agentesquelantes(ácido cítrico, aminoácidos,etc)

afectana la actividaddel hierro “no hemo” y los demásagentesprooxidantesal

proporcionarlesun sustratomássusceptiblea la oxidaciónprotegiendoasía los

pigmentosy a los lípidos (Liu y Watts, 1970; Labuza,1971).

La participacióndel hierro en la oxidaciónde los lípidos de la carne es

bien conocida,ya seaen su forma libre o como partedel grupo hemo de la
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mioglobina. En estesentido,diversosautoreshan demostradosu actividaden

homogeneizadosde carne de distintasespecies(Liu, 1970 a, b; Decker y

Schanus1986 a, b). Existenademásnumerososestudios(Govindarajany col.,

1977; Verma y col., 1984; Rhee y col., 1986; Rhee, 1987) acercadel

importantepapel de la mioglobina como catalizadorde la oxidaciónde los

lípidos en la carnecruda. Con respectoal mecanismode actuación,Kanner y

Harel (1985) sugirieron la implicación directa de las hemoproteinas

(metahemoglobinay metamioglobina)en la oxidaciónde los lípidos en el tejido

muscular.Estudiandola fracción sarcosómicadel músculooscurode pavo,

estos autoresobservaronque la oxidación lipídica era escasao nula en

presenciade metamioglobinasola o peróxido de hidrógeno (H202) solo,

mientras que la interaccióndel H202 con la metamioglobinageneraba

metamioglobinaactivada,capazde inicar rápidamenteel proceso.Rhee y

col.(1987), en estudiossobre tejido muscularde ternera,sugierenque actúa

primariamentela metamiglobinaactivada y secundariamenteel hierro “no

hemo” liberadode la metamioglobinapor accióndel H209.

El H902 en el músculotiene un origen principalmenteno enzimático,

presumiblementea partir de la oxidaciónde oxihemoglobinay oximioglobina

a metahemoglobinay metamioglobina(Wallacey col., 1982; Harel y Kanner,

1985). Puestoque éstees un fenómenocomún en la carneprocesadatras el

cortey especialmenteduranteel almacenamiento,es razonablepensarque se

produce suficiente H202 para que la metamioglobinaactivada inicie la

oxidaciónde los lípidos en la carneroja (Rhee,1988).

En cuantoa la intervenciónde enzimas,algunostrabajosrecientes(Rhee

y col., 1984a,b; 1985; Rhee y Ziprin, 1987) handemostradola existenciade

sistemasenzimáticosmicrosomalesen las célulasque constituyenel músculo

esqueléticode diversasespecies,entreellasbóvidoy cerdo.Asimismo, se han

encontradosistemassimilaresasociadosa las mitocondriasen el músculode la

60



iNTRODUCCIóN

trucha(Luo y Hultin, 1986), que presumiblementetambiénse hallenen el de

bóvidoy cerdo. Estosenzimasnecesitanla intervenciónde cofactores(NADH

y NADPH) y la presenciade ADP y Fe¾-o Fe3~parasu máximaactividad.Su

pH óptimo de actuaciónestáen tomo a 6,5 (Rhee,1988),por lo que,en el caso

de los embutidos,el sistemapuedehallarseinhibido significativamente.

Con todos estosdatosRhee(1988) sugiereque las enzimasy sistemas

enzimáticosy posiblementela metamioglobinaactivadaseríanlos responsables

de la iniciación de la oxidaciónde los lípidos de la carne fresca,mientrasque

los catalizadoresmetálicos (principalmenteel hierro libre) participarían

aparentementeen la propagaciónde los radicaleslibres duranteel proceso.

En los productoscuradosen los que los microorganismosno adquieren

importancia (por ejemplo, el jamón serrano)la oxidación corre a cargo

principalmentede los sistemasenzimáticosendógenos(Berdaguéy col., 1992),

mientrasque la principal causade la oxidaciónde los lípidos en los embutidos

esel metabolismobacteriano,y muyespecialmentelos peróxidosresultantesde

la actividadde lactobacilosy micrococáceas(Demeyery col., 1974; Burgos,

1981).Estos peróxidosoxidan los ácidosgrasosy de estaactividadresultauna

acumulaciónsignificativa de peróxidos lipídicos y compuestoscarbonilos

(Wahlroos y Niinivaara, 1969; Alford y col., 1971). Los peróxidoslipidicos,

producto de fenómenos no enzimáticos, pueden ser posteriormente

metabolizadospor las bacteriasy transformadosen carbonilosy ácidosgrasos

(Smith y Alford, 1969; Censey col., 1973).

En las primeras etapasde la fermentación,los peróxidos sufren un

acusadoincremento,másprecozqueel acúmulode ácidosgrasoslibres, para

decrecerdespuésa medida que van apareciendolos carbonilos libres, que

siguen aumentandoincluso cuando los peróxidosacumuladosinicialmente

desaparecen(Burgos, 1981). Estono ocurreen los embutidosen los que la tasa

de micrococáceasesmuy reducidaen relacióncon la de lactobacilos.Segúnlas
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experienciasde Smith y Alford (1969), tanto unascomo otros son capacesde

acelerar la descomposiciónde los peróxidos lipídicos para originar

monocarbonilos,pero sólo algunos micrococos como el Micrococcus

freudenrichisoncapacesde producir estosperóxidosa partir de tocino fresco.

En fase más avanzadasde la maduración se siguen acumulando

carbonilos(Censey col., 1973; Demeyery col., 1974) y apenasse detectan

peróxidos.Conjuntamentetiene lugar la autooxidaciónde los ácidosgrasos

estimuladapor la acciónprooxidantedel cloruro sódico en los lípidos de la

carney el descensodel pH. Los carbonilosde elevadopesomolecularde esta

procedenciaparecenteneruna repercusiónnotable en el aromay es muy

probableque, dadala distintacomposiciónde ácidosgrasosde los lípidos de

cerdo y bóvido, sean las diferenciasen el tipo o cantidad de carbonilos

producidosa travésde estosmecanismosel factor determinantede las distintas

característicasaromáticasque presentanlos embutidoselaboradossólo con

cerdo y los que contienencarne de bóvido. Langnery col (1970) y Halvarson

(1973)conceden,en cambio,poca importanciaa las posiblesrepercusionesen

el aromade los carbonilosde bajo pesomolecular,como el formaldehído,

acetaldehidoy propanaldehido,resultantesde los procesosheterofermentativos

de los carbohidratos(Burgos, 1981).

1.5.- RECIENTES AVANCES EN LA TECNOLOGíA DE

FABRICACION DE LOS EMBUTIDOS CRUDOS CURADOS

Como ya se ha señaladoanteriormente,hasta hace bien poco la

fabricaciónde embutidosconstituíasimplementeun métodode conservaciónde

la carne,pero hoy en día suponela posibilidadde ofreceral consumidoruna

mayor diversidadde productoscárnicosnutritivos y apetecibles.Este cambio

de conceptosha determinadoun interéscrecientede la cienciapor los aspectos

físicos, bioquímicos,microbiológicosy tecnológicosdel procesomadurativo

deestosproductos,cuyo estudiosistemáticono se inició hastael segundotercio
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del siglo XX, y, aunqueestosestudioshantenido escasatrascendenciaen las

técnicas de elaboración(que no han variado en lo esencial), sí que han

permitidoun control tecnológicode la calidadde estosproductosfabricadosa

nivel industrial,lo que,si bien no logra reproducirla calidadde los embutidos

genuinos,gastronómicamentemásvaliosos,permiteevitarnumerososdefectos

de fabricación(Burgos, 1981) y, en todo caso,conseguiruna normalización

del productofinal que, en definitiva, es una meta deseablepara cualquier

industria moderna.

El desarrollode las técnicasde fabricaciónha sido hastafechasrecientes

básicamenteempírico.A lo largo de la historia se fueron desarrollandoen las

distintaszonasgeográficasnumerosasvariedadesde productosque diferíanen

tamaño, forma, textura, sabor y aroma. Estas diferencias radican

principalmenteen la composiciónde la carne,especias,sal,etc. y en el proceso

de elaboraciónfruto del gustoy la habilidadde cadaartesano.

La investigación en el campo de la tecnología de los embutidos no ha

seguidoel mismo ritmo que en el casode otros productosfermentadoscomo

los lácteos.La carneconstituyeun materialmuchomásdifícil de estudiarque

la leche,ya que,en primer lugar, secaracterizapor su falta de homogeneidad.

En segundo lugar, es complicado trabajar con cultivos puros de

microorganismos,pues resulta poco práctico experimentarcon carnes

asépticas. La carne cruda contiene habitualmentevarios millones de

microorganismospor gramo que se encuentranen ella de forma natural y

cuya influenciano se puedeeliminar ni ignorar (Niinivaaray col,, 1964). Por

último, no es posible,como ocurreen la leche,pasterizarla materiaprima y

sembrarintencionadamenteunaflora parahacerun seguimientode los efectos

queproducedurantela maduración.

La actividad microbiana es indispensable para el desarrollo de las

característicascualitativas de un embutido. En todos los embutidos,su
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estabilidady consistenciadependeen primertérmino de la transformaciónde

los azúcaresen ácido láctico por las bacteriaslácticaspresentesen la carne

(Bacusy Brown, 1981), a las que las condicionesdel procesode fabricación

permitenun predominio sobre otros microorganismosno deseables,mientras

que el sabory aromason resultadode un complejo entramadode reacciones

químicas y enzimáticascon una participación muy activa de distintos

microorganismos.Hastala fecha se han aisladoy estudiadocomo posibles

iniciadoresdiferentestipos de microorganismospresentesde forma naturalen

los embutidos. El esfuerzo investigador se ha centrado siempre en

microorganismosGram-positivos,pero, algunosautoreshan sugeridoque en

el desarrollodel aromatambiénjueganun papel importantealgunasbacterias

Gram-negativas(Coretti, 1977; Petája,1977a,b;Petája,1980).

Según se ha indicado ya en otros apartadosde esta memoria, los

microorganismoseminentementeproductoresdel sabor y aroma no son

fermentativos,por lo que se necesitade la acción conjunta de las bacterias

lácticas.La acumulaciónrápidade ácido láctico inhibe el desarrollode estos

microorganismosno fermentativos,peroun saborexcesivoy un pH elevadoen

el productofinal no son deseables,por lo que para optimizar los efectosde

ambosgruposmicrobianosse ha desarrolladouna serie de mecanismosde

control tanto en la formulacióncomo en el procesado.Estasinnovacionesse

refierenfundamentalmentea (Burgos, 1981):

- la aplicación de técnicasde acondicionamientodel aire que permiten un

control riguroso de las condiciones ambientales(temperatura,humedad

relativa y circulación del aire) durante la fermentación y

desecación-maduracion.

- la utilización de cultivos iniciadores,ciertos ingredientesquímicos

(colorantes,aromatizantes,saborizantes,conglutinantesy reguladoresdel

potencialredox) y envolturassintéticaso semisintéticasque sustituyana las
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tripas naturales.

En relación con con estos avances,la investigaciónha seguido dos

tendenciasdiferentesen Europay EstadosUnidos dependiendode susprácticas

típicasde fabricación(Bacus,1984; Nychasy Arkoudelos,1990):

a) Los fabricantes norteamericanos prefieren una fermentación rápida a

temperaturaselevadas(entre28 y 38 “C), lo que determinauna mayoracidez

en el productofinal, con valoresde pH de 4,6-5,. En consecuencia,en Estados

Unidos el trabajo se ha centradoen el desarrollode cultivos iniciadoresde

bacteriaslácticasproductorasde una acidificaciónmás rápidacon el fin de

acortarla fase de fermentación(a incluso 6-8 horas)en un amplio rangode

temperaturas(21-46 0C), pero manteniendola calidadhigiénicadel producto.

Se minimiza así el papel de otros microorganismosimportantespara el

desarrollodel sabory aromacaracterísticosde estosproductosy se centrala

diferenciaciónde los mismosen el contenidode especiasy sal y en el control

de los parámetrosde procesado.

b) Tradicionalmenteenla fabricaciónde los embutidoseuropeosla pauta

de fermentaciónes más lenta (3-5 días) y se realizaa menortemperatura(en

generalmenosde 24 0C), con lo que se alcanzanvalores finales de pH de

5,2-5,6.Así pues,ademásde en el controlde las condicionesambientales,seha

investigado (Nychas y Arkoudelos, 1990) una amplia gama de

microorganismos(micrococos,estafilocococosno patógenos,levaduras,

mohos,bacteriasGram-negativas,bacteriaslácticas)paraconocersu potencial

como cultivos iniciadores.En los embutidoseuropeosla producciónde ácido

láctico es menor.No obstante,los microorganismospatógenosno presentan

problemasdadoque las temperaturasutilizadasen la fermentaciónsonbajas.

Los fabricanteseuropeosllegaronademása la conclusiónde que unas

condicionesde manipulaciónextremadamentehigiénicasproducíanunapérdida
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del sabory aromatradicionalesde las carnescuradas,lo que se puedeatribuir

a la reducción de la microflora natural y a la utilización de nitritos

exclusivamente(Puolanne,1982). La solución de esteproblemaha sido la

utilización parcialde nitratos y de cultivos iniciadoresseleccionados.

Como señalanOrdóñezy col. (1993),en la actualidad,y desdeun punto

de vista comercial,el movimiento de productosalimenticios en la CE y, en

general,en el mercadointernacionalescadavez mayor.Los paísesde destino

de los productoselaboradosson muy exigentesen lo relativo al control de

calidad y a la normalización de los mismos, lo que redunda en una

competividadcadavez mayor. SegúnOrdóñezy col. (1993), la posibilidadde

conseguiresta mayor competitividad conlíeva el control de una serie de

factores,así como la introducciónde algunasinnovaciones,que,en conjunto

podríanresumirseen:

- normalizaciónde la composiciónquímica. Partiendode una materia

prima y unos ingredientesde buenacalidady empleandouna formulación y

una tecnología definidas se puede conseguir una composiciónquímica

normalizadaen los embutidos.

- normalizaciónde la tecnología.Los factoresambientales(temperatura,

humedad relativa, circulación del aire, etc.) deben ser controlados,

especialmenteen las fasescríticas,como la fermentacióny las primerasetapas

de la maduración,ya que vana determinarfenómenostan importantescomo el

gradode desecacióndel embutidoy la actividadmicrobianaen el mismo. Así

pues, se hace necesarioabandonarlos procedimientosde fabricación

tradicionales,dejando de confiar en las condicionesclimáticas de ciertas

regionesgeográficasy pasandoa utilizar cámarasclimatizadas,quepermiten

regularperfectamentelas condicionesambientales.

- utilización de cultivos iniciadores.El empleode estoscultivos (de los
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que se ha habladocon mayor profundidaden apartadosanterioresde esta

memoria) en la fabricación de embutidos no está ni mucho menos tan

desarrolladocomo en la industria láctea, pero es de esperarque se vayan

introduciendoprogresivamentey en un futuro no muy lejano se utilicen

regularmente.

- conservacióndel producto final en el mercado.Puestoque en el

productofinal no se detienenlas actividadesenzimáticasy otras reacciones,es

necesarioestablecerunascondicionesapropiadadasde almacenamiento,para

que su calidad organolépticano sufra modificacionesimportantes.En este

sentido,las condicionesambientalesdebende propiciar un enlentecimientode

estasreacciones,lo que se consiguecon temperaturaspróximas o inferioresa

las de maduración,pero sin que se produzcauna deshidrataciónexcesiva(caso

de utilizar temperaturasde refrigeracióny sistemasde ventilación forzada).

Hoy en día,es fácil evitardichadeshidrataciónexcesivamedianteel envasadoa

vacío o en atmósferasmodificadasutilizando películasde muy bajadifusión a

los gases.

- maduraciónaceleradade embutidos. El acortamientodel periodo

madurativo de los embutidos conlíeva un ahorro de instalacionesy la

disminución del capital inmovilizado en las fábricas, y por lo tanto, un

productomáscompetitivo.Paraconseguiresteobjetivo se puedenañadira los

embutidos enzimas (proteasasy lipasas) que potencien las actividades

degradativasque ocurrenen un embutidoen maduracióny, por lo tanto, la

generaciónde sutanciasaromáticasy sápidas.Otraposibilidadseria la adición

de pastassemilíquidasa basedeembutidosy la enzimaelegidaparaserañadida

como ingrediente. Con ello se conseguiríaponer a disposición de los

microorganismosuna mayorcantidadde sustanciasde bajo pesomolecular,

parasu posteriortransformaciónen compuestosaromáticosy sápidos.

- elaboración de productosmás“saludables”,con menorcontenidode
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grasa y sal. No obstante,la importanciatecnológicade estos ingredientes

(sobre todo el cloruro sódico) crea una serie de limitaciones que reducen

bastantelas posibilidadesde fabricaciónde estosembutidos.

1.5.- JUSTIFICACION DEL TRABAJO

Todoslos avancestécnicosanteriormentecitadoshanestadoencaminados

a hacermás predecibleslos fenómenosque ocurrendurantela maduraciónde

los embutidos,con el objeto de conseguirla automatizacióny racionalización

de su fabricación industrial, así como la normalizacióndel producto final.

Pero,puestoqueesteprocesoesgradualy lento,podría ser interesanteintentar

acelerarlo. La duración de la maduraciónes variable según el tipo de

embutido,pero, en general,es de uno a tres meses,pudiendoser,en algunos

casos,superiora los seismeses.Obviamente,la reducciónde estetiempoesun

objetivo deseable,pues supondríauna mejor utilización de los locales y

equipos,lo que conllevaríaunadisminuciónde los costesde fabricacióny, en

definitiva, unamayorcompetitividadde estosproductosen el mercado.

La bibliografía más abundanteque se poseeen relación con el uso de

enzimashidrolitícas para acelerarun proceso madurativo se refiere a la

elaboraciónde quesos.Las estrategiasque se han utilizado para intentar

acelerar los procesosmadurativosde estos productos lácteos han sido:

maduracióna temperaturaselevadas,adiciónde enzimas,utilización de papillas

semiliquidasy adición de cultivos modificados. A continuaciónse expone

brevementecadauna de ellas.

1.5.1.- Maduración con temneraturaselevadas

Este métodoconsisteen la utilización de temperaturasmásaltasque las

empleadasnormalmentepara la maduracióndel producto;tiene la ventajade

su simplicidadtécnicay la inexistenciade trabaslegalesque obstaculicensu
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aplicación.Sin embargo,su acciónno es específicasobrelos microorganismos

iniciadores, pudiendo favorecer también el crecimiento de especies

microbianasno deseables.Esteefecto indiscriminadopuedesernegativotanto

desdeel punto de vista tecnológicocomosanitario.

En la fabricaciónde quesossehanobtenidobuenosresultadoscon este

procedimiento.Law y col. (1979) maduraronquesoCheddara 13 0C durante

24 semanasy comprobaronque estetratamientoproporcionabaun gradode

maduraciónsimilar al de un quesocontrol mantenidoa 6 0C durante48

semanas.Estos resultadoscoincidencon los obtenidospor O’Keefe y col.

(1979; 1980) y Aston y col. (1983a; 1985).

En el quesoes relativamentefácil controlar el crecimiento de los

microorganismosno deseablesmediantela pasterizaciónde la leche y la

aplicaciónposteriorde medidashigiénicasestrictas.Sin embargo,en el casode

los embutidosno se puede,por una parte, someterla masaoriginal a un

tratamientopasterizantey, por otra, no hay que olvidar que la carne cruda

contienesiempreun númeromuy elevadode microorganismos.Este proceder

quizá seaútil en el casode los jamonescurados,menosdependientesde las

actividadesmicrobianasque los embutidosy másdependientesde reacciones

enzimáticasy químicas.De hecho,se ha intentadoaplicarestastécnicasa la

elaboraciónde jamón curado,con resultadoscontradictorios.Skelley y col.

(1964) señalaron que se podían obtener jamones muy aceptables

manteniéndolosa 18 0C durante2 semanasy a continuacióna 35 0C durante12

semanas,con resultadossimilaresa los de un procesode curado a 20 0 C

durante12 meses.Por el contario,Lin y col. (1990a,b)no hantenidoéxito con

el empleode temperaturasde maduraciónelevadasen la curaciónde jamón.

1.5.2.- Utilización de cultivos modificados

La modificaciónde los cultivos iniciadorestiene dos vertientes.En una,
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las bacteriasno se modificanrealmente,sino las condicionesde su preparación,

con lo que producenmás metabolitosque contribuyena la aparición de los

efectosdeseados.En el queso,lo habituales tratarun volumen determinadode

leche con una enzimaproteolítica,que posteriormentese añadea la materia

prima; con ello se liberan péptidosy aminoácidosqueestimulanel crecimiento

de las bacteriasdel cutivo iniciador (Vassaly col., 1982).

La segundaposibilidadse refierea la modificaciónpropiamentedichade

los microorganismospor mediosfísicos, químicoso genéticospara alterarsu

actividadmetabólica,potenciandoalgunosenzimasy/o inhibiendootros. Por

ejemplo,las víasmetabólicasque producenlas sustanciasaromáticasy sápidas

de los embutidospuedenrendir productosfinales no deseados,como dióxido

de carbono.Una mínima cantidadde estegaspuedeser beneficiosapara la

calidadfinal, perounaproducciónexcesivapuedecausarproblemasde textura,

como la apariciónde burbujaso incluso la expansiónde la masa.El desarrollo

de nuevos cultivos mediante técnicas de ingeniería genéticaofrece la

posibilidadde eliminar estosefectosno deseadosa la vez que se retienenlos

deseados.Así, en la fabricaciónde quesounade las modificacionesgenéticas

consistebásicamenteen la utilización de variantesdeficientesen la producción

de ácido láctico (lac - ) (Law, 1984); la inclusiónde grannúmerode bacterias

lac - (de 2 a 10 vecesmásque la tasanormal)en los cultivos iniciadoreshace

que existanbacteriasno productorasde ácido láctico que aportanenzimas

degradativosa una concentraciónmuy elevada,con lo que se aceleranlos

fenómenoshidroliticos y, en consecuencia,el procesomadurativo(Grieve y

Dulley, 1983; Aston y col., 1983b). Tambiénse han utilizado mutantesde

lactobacilos,obtenidospor tratamientoscon rayosX, que poseíanunamayor

actividad proteolíticaque las cepasoriginales.En cualquiercaso, las ventajas

obtenidasno hansido muy notables(Law, 1984).

En el caso de los iniciadores cárnicos no se ha hecho ninguna

investigaciónal respecto.En el campo de la ingenieríagenéticasólo cabe
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destacarel trabajodeGotz y col. (1983)con StaphylococcuscarnosuL , especie

no patógena,coagulasa-negativadel género Staphylococcus,que se utiliza

habitualmentecomo iniciador en la producciónde embutidos.Estos autores

han investigadola posibilidadde empleartecnologíasde ADN recombinante

parael estudiode la organizacióngenéticade ciertos estafilococos,pero no -al

menos por el momento- con fines de aplicación en la maduraciónde

embutidos.

¡.5.3.- Adición de nastas semilípuidas

Este método es el que ha presentadohastael momentolas mayores

ventajaspara acelerarel desarrollodel sabor y aromaen el queso. Fue

introducido por Kristoffersen y col. (1967) y consiste,en esencia,en la

preparaciónasépticade unascuajadascon NaCí que se mantienena 30 0C

durante7 días en recipientescerradosy posteriormentese añadena la leche

destinadaa la fabricacióndel quesoo a la mismacuajada.Von Bocklemany

Lodin (1974) han atribuido la aceleracióndel procesomadurativoa que la

pasta semiliquida contiene elevadas tasas de lactobacilos. El mayor

inconvenienteque tiene este método es la dificultad de controlar la flora

microbianade la pasta,puesla temperaturade 30 0C favoreceel crecimiento

de ciertos microorganismosno deseables.En embutidos,no existe, que la

autorasepa,referenciaalgunaal respecto.

1.5.4.- Adición de enzimas

De todos los métodosposiblesde aceleraciónde la maduración,ésteha

sido el más investigado. La finalidad de este métodoes acortarel proceso

madurativosin que se produzcanpérdidasde sabory aroma(Gatfield, 1988).

Las primeras experienciascon adición de enzimasa la cuajada fueron

realizadaspor Iwasaki y Kosikowski (1973), quienesutilizaron 41 enzimas

entrelos que seencontrabanproteasasácidasy neutras,descarboxilasas,lipasas
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y lactasas.Estos autoresobtuvieron resultadosbastantesatisfactoñosen el

quesoCheddarsiempreque no se superasendeterminadasproporcionesde

enzima. Desde entonceshan sido numerososlos trabajos realizados en

diferentestipos de quesos,siempre con las enzimas(lactasas,proteasasy

lipasas) que actúan sobre los componentesmayoritarios de la leche.

Considerandoestosantecedentes,lasenzimasmásinteresantesen la aceleración

de la maduraciónde los embutidosseríanlas proteasasy lipasas.

La adición de enzimases un método relativamentebarato, presenta

acción específicasobre los precursoresde los componentesaromáticosy

sápidosde interés y ofrece la posibilidadde elegir una determinadaenzima

para producir un efecto definido. Pero todavía se presentanalgunos

inconvenientesasociadosa su empleorutinario, talescomo las escasasfuentes

de enzimasútiles para estefin, el riesgode produciruna sobremaduracióndel

productoy las limitacioneslegalesexistentesen algunospaíses.

El principalproblematecnológicoqueplanteala utilización de enzimas

en la fabricaciónde quesoes su solubilidad,ya que una granpartese pierde

con el suero.Estapérdidano puedeocurrir en los embutidos,puesla totalidad

de los ingredientesañadidosen la formulación, incluidas las enzimas,se

embutenconjuntamente.

¡.5.4.1.- Proteasas

Paraacelerarlos fenómenosproteolíticosen el quesose han utilizado

distintas proteasas,en su mayoría microbianas, de varios orígenes:

estreptococoslácticos y no lácticos,Bacillus sp., mohos (gén.Aspergillus y

Penicillium ), etc. La mayoríade los ensayosse han realizadoen queso

Cheddary quesosegipcios.

En lineas generalesla aceleraciónde la proteolisis en el quesosuele
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determinarla aparición de defectosen el sabory/o en la textura. Eñ relación

con aquél, se presentana menudo saboresextraños,sobre todo amargos,

derivadosde la rápidae intensaacumulaciónde péptidoshidrófobosde tamaño

medianoporhidrólisis de las caseínas.En cuantoa la textura,el defectotípico

que aparecees la fragilidad y debilidad de la masa debidaa la excesiva

hidrólisis de las caseínas,soporteestructuraldel queso(Law y Wigmore,

1982 a,b; 1983).

La pronasaE es una mezclade proteinasas,amino- y carboxipeptidasas

(Belítz y Grosch, 1987) producidapor Streptomycesgriseus.La adición de

estaenzima al quesoproduceun fuerte sabory un relativamenteescasosabor

amargoen comparacióncon otrasproteasas(Law y Wigmore, 1982b).Eilberg

y Liepe (1977) señalaronque la utilización del microorganismocomo cultivo

iniciador en la elaboraciónde embutidosmejorael color y el sabor de los

mismos,si bien no es habitualsu empleoa nivel industrial. Díaz y col. (1993)

concluyena travésde susexperienciascon dicho enzimaque puedeserútil en

la aceleraciónde los fenómenosproteolíticosde los embutidossiempreque no

se superenciertasconcentracionesque determinanun ablandamientoexcesivo

en el productofinal.

De todos modos,Law (1991) observaque la clave para acelerar la

maduraciónde los quesosesel control equilibradode la proteolisisy éstoes

tambiénaplicablea los embutidos.En estecontrol puedentener importancia

las condicionesfísicasque se establecenduranteel procesomadurativo. Por

ejemplo la proteasaneutra de Bacillus subtilis tiene la ventajade que su

actividadse desvíabastantedel punto óptimoen las condicionesimperantesen

el quesomaduro(es muy poco activa por debajode 80C) (Law y Wigmore,

1982 b) con lo quese evita el riesgode la sobremaduración.
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1.5.4.2.- Lipasas

Teniendoen cuentala importanciade los fenómenoslipolíticos en el

desarrollodel sabory aromade los embutidos,es lógico pretenderpotenciar

estasreaccionesañadiendolasenzimasresponsablesde los mismos.

La utilización de lipasas en el proceso de fabricación de algunos

alimentosno es una técnicacompletamentenueva.En Italia, tradicionalmente,

se añadenestasenzimasa la lechejunto con el cuajo para la elaboraciónde

quesosde sabor fuerte tipo Grana,Provoloney Parmesano(Botazzi, 1965).

Pero,aunqueestosquesosse fabricantradicionalmenteasí, su saborpuedeser

acentuadoaún más añadiendolipasascomercialesal cuajo (Bottazzi, 1965;

Moskowitz, 1980), si bien la solubilidad de las lipasas implicaría una gran

pérdidade las mismasen el momentodel desuerado.

Las fuentesde estasenzimassonvariadas.Se puedenencontrarlipasasen

diversos tejidos y fluidos animales(páncreasy jugo pancreático,sangre,

plasma,saliva , leche,etc.), en ciertassemillasoleaginosas(soja,girasol, etc.)

y en distintosmicroorganismos(hongosy bacterias).Las lipasasvegetalesno

han tenido prácticamentehastael momentoaplicación comercial, pero las

microbianasy las de origen animalhan sidoutilizadasconbuenosresultadosen

la fabricaciónde distintosproductos.

La aceleraciónde la lipolisis mediantela adición de lipasasde distinto

origenha sido ensayada,ademásde enquesositalianos,enel quesoazul (Jolly

y Kosikowski, 1975), quesosegipcios(El- Salim, 1978; El Neshewy y col.,

1983; 1984),búlgaros(Rachevy Panova,1980)y Cheddaramericano(Soody

Kosikowski, 1979a). También se han utilizado lipasas para modificar la

composiciónde distintasgrasasy aceites como,por ejemplo, la fosfolipasa

pancreáticaporcinaA en la preparaciónde aceitede pescadoenriquecidoen

ciertos ácidos grasos (Tocher y col., 1986) o en la interesterificaciónde
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grasasde otro origenparaproducirsucedáneosde mantecade cacao (Coleman

y Mac Rae,1980).

Un puntoesencialquehay que tenerpresenteen relacióncon el objetivo

pretendidoes la especificidadde las lipasas.Así por ejemplo, la grasaláctea

sometidaa lipolisis con enzimasmicrobianosda lugar a la acumulaciónde

distintos tipos y cantidadesde ácidosgrasoslibres (Shahaniy col., 1976).

Segúnestos autores,la lipasa de Achromobacter lipolyticum libera muy

selectivamenteácido linoleico, la de Geotrichumcandidum libera tambiénde

forma muy selectivaácido linoleico o ácido oleico en mayormedidaque la de

Achrornobacter Iipolyticum, mientrasque la de Aspergillus niger hidroliza

con preferenciael ácido esteárico.Como el perfil de ácidos grasosvaria

significativamentesegúnla lipasautilizaday puestoque el tipo y cantidadde

ácidosgrasosdeterminaen gran medidael sabory aromade un producto,será

muy importanteelegiradecuadamenteel enzimaa utilizar (Kilara, 1985).

Partiendode los conocimientosque se poseensobreel uso de enzimas

para acelerar el proceso madurativo del queso y teniendo en cuenta la

importanciade los procesosenzimáticos(microbianosy no microbianos)en el

desarrollode las propiedadessensorialesde los embutidoscrudoscurados,

parecelógico intentaracelerarsu maduraciónincrementandoartificialmentela

concentraciónde algunosde los enzimasquejueganun papel fundamentalen

dichosprocesos.

Tomandoestahipótesiscomobasese solicitó enla convocatoriade 1988

una subvencióna la Comisión Interministerial de Ciencia y Tecnología

(CICYT), concedidacon fecha15 de noviembrede 1988. El objetivo final era

investigar la posibilidad de aceleraro potenciarel sabor y aroma de los

embutidosmediante la adición de enzimas.El proyecto se dividió en dos

subproyectos;en uno se pretendíaestudiarla utilidad de las proteasasen dicho

sentido,y, en el otro, la de las lipasas.Los resultadosobtenidosse recogenen
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dos tesisdoctorales:los referentesa la adiciónde proteasasen la tesisde la que

esautorala Lda. Olga Díaz Rubio,y los de las lipasas,en la presentememoria.

Cuandose ideó el proyectode investigaciónantescitado,no existíaen la

bibliografía trabajo alguno que se refiriera a la utilización de enzimas

hidrolíticos para acelerarel procesomadurativode los embutidos o para la

potenciaciónde su sabor y aroma. Sin embargo,duranteel desarrollodel

trabajo experimentaldel proyecto,se presentóuna comunicaciónal 3Sth

ICOMST, en la que se estudiabael efecto de la adición de una proteasade

Lactobacillusparacaseisubs.paracaseiy una lipasadeLactobacillusplantarum

MF32 en la maduraciónde embutidos(Naesy col., 1992). En relación con la

proteasa,estos autoresobservaronque la adición de esta enzima a los

embutidosdeterminabaun rápido descensodel pH y unaacusadadegradación

proteica,que alcanzabaen 2 ó 3 días los mismosnivelesque unosembutidos

control al cabode 42 días de climatización.PoresoNaesy col (1992) sugieren

su posible aplicación para la aceleracióndel proceso madurativo de los

embutidos.

CuandoNaes y col. (1992) añadierona los embutidos la lipasa de

Lactobacillus plantarum MF32, observaronque se producíaun notable

acúmulode ácidosgrasosinsaturados(como cabría esperaren función de su

especificidadpor las posicionesexternasde los triglicéridos),que quedarían

disponiblespara sufrir posteriorestransformacionesen carbonilos,alcoholes,

etc. Estossonlos únicosdatosqueexisten,que la autorasepa,sobreel empleo

de enzimaspara aceleraro potenciarel desarrollodel sabory aromade los

embutidoscrudoscurados.

Se eligió la lipasa pancreáticadebido a que estaenzimaes la mejor

conociday, dadoque su actividadóptima se desarrollaa pH 7-8, se pensóque

con los valoresde pH que se registrannormalmenteen los embutidostras la

fermentación,su actividadquedaríareducidade una forma importantey, en
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consecuencia,no actuaríade formanotablemásqueen la masaen los primeros

momentosde la fasefermentativa.

La lipasa pancreáticase produceen las célulasacinaresdel páncreas,

siendoa continuaciónliberada en el duodeno,donde facilita la digestión y

absorciónde los lípidos. Tiene un pesomolecularde 42.000y presenta,como

la mayor parte de las lipasas animalesy microbianas,su pH óptimo de

actuaciónen la zonaalcalina (8-9), aunque,dependiendodel sustratoy la

presenciade salesy agentesemulsionantes,puedevirar haciapH ácidos(Wills,

1965). Su temperaturaóptimaes30-400C. La presenciade concentracionesde

cloruro sódicosuperioresa 7mM aumentanla actividadde la lipasapancreática

porcina(Kilara, 1985) al igual que la presenciade calcio, que incrementael

grado de hidrólisis de los triglicéridos, particularmentehacia el final del

proceso.

El sustratosobreel queactúaconpreferenciasonlos ésteresdel glicerol

en emulsióne hidroliza másintensamentelos triglicéridos, a continuaciónlos

diglicéridos y másdébilmentelos monoglicéridos.Al igual que muchaslipasas

microbianas,presentaespecificidadpor las posiciones de esterificación

primarias del glicerol, es decir, libera más rápidamentelos ácidosgrasos

esterificadosen las posicionessnl y sn3 que los que se encuentranen la sn2

(Kilara, 1985). Sin embargo, la lipasa pancreáticaporcina no tiene

especificidadabsolutapor los ésteresdel glicerol, sino que también puede

hidrolizarésteresmetílicosy, así, la velocidadde hidrólisis de la tributirina es

sólo tresvecesmayorque la del metilbutirato.

Se creeque la longitud de cadenade los ácidosgrasosinfluye de alguna

maneraen la actividad hidrolítica de la lipasapancreática,que tiene mayor

actividadfrente a triglicéridos esterificadoscon ácidosgrasosde cadenacorta

que de cadenalarga,presentandola máxima intensidadcon tripropionina y

tributirina y un menorefectosobrelos ácidosgrasosde más de 10 átomosde
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carbono.En cualquiercaso,sólo existendiferenciasmoderadasen cuantoa la

intensidadde hidrólisis de distintos ésteresde ácidosgrasosde cadenalarga

tantosaturadoscomoinsaturados(Kilara, 1985).

Puesto que, por definición, las lipasas actúan en las interfases

lípido-agua, cualquiercondición que incrementela superficiede contacto

sustrato-agua,incrementarála actividadde la enzima.Así, su acciónesmucho

más rápida en productos emulsionados,como la leche homogeneizada

(Whitaker, 1972)o en los productoscárnicospicados.
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MATERIAL Y MCI ODóS

¡Li.- MATERIAL GENERAL

11.1.1.- MATERIAL BIOLOGICO

En la realizaciónde estetrabajose hanutilizado salchichonesa los quese

añadierondistintasconcentracionesde lipasa pancreática.Su elaboraciónse

realizó en una planta piloto cedidapor una industria local (IndustriasCabo

SA.). tras lo cual fueron transportadosal laboratoriopara su maduración

controlada.

¡1.1.2.- MATERIAL GENERAL DE LABORATORIO

La maduraciónde los embutidosse realizó en una cámaraclimática

“Kowell” mod. CC3AFY provistade reguladorprogramablede temperaturay

humedady un registrador“Sekonic” mod. SD-H50. (1)

Las muestrasy susextractosse conservaronen arconesde congelación

“Kelvinator” mod. ACK-55 y “Liebherr”, así como en frigoríficos “Philco” y

“Fagor” y cámarasfrigoríficas y de congelación“Frikey” construidasparatal

fin por un proveedorlocal.

Todaslas disolucionesacuosasempleadasse prepararonen aguadestilada

quese obtuvoen un aparato“Pobel” mod. 706.

Las pesadasordinariasse realizaron en balanzasmonoplato“AND”

mod. EK-1200 A y las pesadasde precisiónen balanzasanalíticas“Sartorius”

mod. 2443.

(1) La Cita de marcasde aparatos, reactivos,etc. no significa que la

autora las recomiendeconpreferenciaa otrasmarcasdel mercado.
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Los pHmetrosutilizadosfueron “Radiometer”mo~d. 28 y “Crison” mod.

2001

La actividadde aguase determinóen un aparato“Decagon” mod. CXI,

basadoen la medidadel puntode rocío.

La homogeneizaciónde las muestrasse llevó a cabo con ayuda de

homogeneizadores“Polytron” mod. PTA¡20T5 y “Calworth” mod. Stomacher

400.

Parala desecaciónde las muestrasy en la activaciónde los soportes

cromatográficosseutilizaronestufas“Heraeus” mod. T 6200 y KTFU-K.

Las esterilizacionesse realizaronen autoclaves“Selecta” mod. Autester

Gy43-G.

Paralas incubacionesmicrobiológicasse utilizaron estufas“Heraeus”

mod. B 6200termostatadasa 320C.

Las centrifugacionesse llevarona caboen centrífugas“Sorvalí” RC-5B

equipadascon rotoresGSA y HS-4 y “Martin Christ” mod. UJ3.

Las determinacionescolorimétricasy espectrofotométricasse realizaron

en un espectrofotómetroUV-VIS “Hitachi” mod. U-2000 de doblehaz.

La concentraciónde volúmenesde disolventesorgánicosrelativamente

grandesse efectuóen un rotavapor“Búchi” mod. EL, acopladoa un baño

maría y conectadoa una trompa de aguapara conseguiruna presiónde vacío

adecuada.Otrossistemasde vacio utilizadosfueronbombaseléctricas“Eyela”

mod. A3-S.

81



MATERIALY MEYODOS

Los volúmenespequeñosde disolventesorgánico~(menosde 25 mí) se

eliminarontotal o parcialmentemediantecorrientede nitrógeno.

Las liofilizaciones se realizaronen un aparatoTeruzzi-Mevilsamod.

TP-3 con superficie útil de carga de 0,3 m2 dotado de equipo de registro,

dispositivode termovacioy programador.

La cromatografíaen capafina (TLC) se llevó a caboen cromatoplacas

“Merck”, utilizando para su desarrollocubetas“Desaga”. La lectura de las

placas una vez desarrolladasy reveladasse realizó en un densitómetro

“Shimadzu” mod. CS-9000.

Parala cromatografíaen fasegaseosa(GC) se empleóun cromatógrafo

“Perkin-Elmer” mod. 8420 provisto de inyectorsplit/splitlessde vaporización

con temperaturaprogramable(PTV), programadorde temperaturadel horno,

detector de ionización de llama (FID) y conectado a una impresora

“Perkin-Elmer” mod. GP-lOO.

La cromatografíalíquida de alta eficacia (HPLC) se realizó en un

aparato“Waters” mod. 600 provisto de un inyector “Waters” mod. U6K y de

un detectorfotodiodo “Waters” mod. 990, conectadoa un ordenador “NEC”

mod. APC III y a una impresora“Waters” mod. 990.

Las columnas cromatográficasutilizadas fueron suministradaspor

“J & W Scientific”, “PhaseSep” y “Waters”.

Las microjeringasempleadasfueron de 1 , 5 y 10 gí de las firmas

“SGE” y “Hamilton”.

La filtración de las muestras seefectuóa travésde diversosmodelosde

filtros “Whatman”.
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Se utilizaron pipetasy micropipetasautomáticasde las marcas“Brand”

mod. D-6980y “HTL” mod. V-20, V-200 y V-l000 para dispensarvolúmenes

de 5 mí, 0-20 ytl, 20-200j~fl y 1 mí, respectivamente.

El material general de vidrio fue suministradopor “Pobel”, “Afora” y

“Alamo”.

Tambiénse han utilizado en el desarrollode estetrabajootros equipos

de uso generalcomo: refrigerantes,bañosde calentamiento,contadoresde

colonias,agitadores,mecherosBlinsen,frascoslavadoresde gases,desecadores

de vidrio, etc.

1L2.- PRODUCTOS OUIMICOS

¡1.2.1.- REACTIVOS

Todos los productos químicos utilizados en las experienciasque se

describeneran de calidad reactivo y fueron suministradospor “Merck”,

“Panreac”y “Probus”.

La enzima utilizada para este trabajo fue lipasa pancreática

(Triacylglicerol lipase E.C. 3.1.1.3) cruda tipo II (esteapsina)extraídade

páncreasporcino,con una riquezadel 25%, de “Sigma”. Segúnlas indicaciones

de la casasuministradora,esteextractoenzimático,conteníaademásuna cierta

actividad proteolítica y amilolítica. Dada su posible repercusiónen las

característicassensorialesde los embutidos,la actividad proteolítica del

extractose determinóutilizando azocaseinacomosustrato.

Los productosutilizados en las experienciasmicrobiológicas fueron

suministradospor “Oxoid” (“Unipath”).
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11.2.2.- DISOLVENTES Y PURIFICACIONDE LOS MISMOS

Los disolventesutilizados en las extraccionesy cromatografíasfueron:

cloroformo, metanol,etanol,éter etílico, éter de petróleo500-700Cy hexano,

suministradospor “Merck” y “Panreac”y acetona, de “Scharlau”.

Todos los disolventes(incluso los de alta purezaanalítica)contienen

siempreimpurezas,aún a nivel de trazas.La utilización de grandescantidades

de disolventespara la obtención,en algunoscasos,de pequeñascantidadesde

lípidos puedeocasionarseriascontaminacionesen las muestras.Por ello, los

disolventesde los queque se utilizaron grandesvolúmenesfueron redestilados

en el laboratorio.

El cloroformo se purificó por destilaciónfracccionada,utilizando una

columna de rectificación de Vigreux y eliminando, como es normal, las

fraccionesde cabezay cola.

El éteretílico se deshidratópor adición de alambrede sodio preparado

por extrusión en una prensa. Antes de su utilización se procedió a su

destilacióncon polvo de hierro reducidoparaliberarlo de peróxidos.

La acetonase destiló siguiendoel métododescritopor Faure (1954): se

añadieronunos gramos de KMnO
4 hastaque la acetonaadquirió un color

violeta persistente;posteriormentese hirvió a reflujo hastaqueel color tomó a

marrónoscuro y se dejó reposarla mezcla10-12horas,El aguacontaminante

se eliminó mediantela adición de K2C03 anhidroy seguidamentese filtró a

través de una placa de vidrío de porosidad 2. Finalmente se realizó su

destilaciónfraccionada.

El hexanose destiló por ebullición a reflujo durante3 horasen un baño
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de arenaañadiendolg de NaBH4 por cadalitro de disolvente.A continuación

sefiltró a travésde papel“Whatman” n
9 4.

Los disolventesque no se sometierona destilación(etanol, metanoly

éterde petróleo)erande calidadanalíticay fueronsuministradospor “Merck”.

11.2.3.- SOPORTES CROMATOGRAFICOS

11.2.3.1.- Cromatoerafía en cana fina (TLC)

Se realizó en cromatoplacas“Merck” de gel de sílice G 60 de 20 x 20

cm y 10 x 20 cm, con un espesorde capade 0,25mm.

11.2.3.2.- Cromatografía en fase gaseosa(GC)

Parala identificacióny cuantificaciónde los ácidosgrasosde cadena

cortase utilizó unacolumnasuministradapor “PhaseSep” en sílice fundida de

30 m de longitud y 0,53 mm de diámetro interno,empaquetadacon DB-FFAP

(polietilenglicol acidificado)como faseestacionariacon un espesorde 1,0 pm.

Parala identificacióny cuantificaciónde los ésteresmetílicos de los

ácidosgrasoslibres se empleó unacolumna “J & W Scientific” de 30 m de

longitud y 0,25 mm de diámetrointernoen sílice fundida. La faseestacionaria

era DB-225 (50% de metilcianopropiloy 50% de metilfenilsilicona) con un

espesorde capade 0,15pm.

11.2.3.3.-Cromato2rafíalíquida de alta eficacia (HPLC)

Parala identificacióny cuantificaciónde las 2,4 dinitrofenilbidrazonas

deivadasde los aldehídosse utilizó una columna “Waters” “Nova Pak” C18
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(ODS ligado a sílice amorfa, 4 pm) de 15 cm de longitud y 3,9 mm de

diámetro interno.

11.2.4.- PATRONES

Los patronesempleadospara la identificaciónde los ácidosgrasosde

cadenacorta fueron suministradospor “Fluka” y “BDH”.

Los patronesde los ésteresmetílicosde los distintosácidosgrasos, así

como los utilizados en la cromatografíaen capafina (ácidosgrasoslibres,

mono, di y triglicéridos y colesterol)fueronde “Sigma

Los patronesutilizadosparala identificaciónde los aldehídosfueronde

“Aldrich”. “Sigma”, “Fluka”, “Scharlau”y “Jansen”.

¡1.2.5.- GASES

Parala eliminaciónde pequeñascantidadesde disolventesorgánicosse

utilizó nitrógenode calidad industrial suministradopor la SociedadEspañola

del Oxígeno(S.E.O.).

Los gasesutilizados para la cromatografíaen fase gaseosafueron:

nitrógenocalidad N-48, hidrógenocalidad N-50, helio calidad N-50 y aire

sintéticopuro, todosellos de alto gradode purezae igualmenteprocedentesde

la S.E.O.

¡L3.- METODOLOGíA

¡1.3.1.- PROCEDENCIA DE LAS MUESTRAS

Los embutidosexperimentalesfueron fabricadosen una planta piloto
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cedidapor “Industrias Cabo,S.A.” de Madrid, siguiendola técnicautilizadaa

nivel industrial. La maduracióno secadose efectuó en una cámaraclimática

(cuya descripciónfigura en el apartado11.1.2) programadacon condiciones

similaresa las utilizadasendicha fábricaparaestemismotipo de productos.

11.3.1.1.- Composición de los embutidos

La mezclainicial de ingredientescontenía(% p/p):

- Carnemagrade cerdo 55%

- Carnemagrade vaca 12%

- Tocino

- Cloruro sódico (NaCí)

25%

2,5%

- Nitrato sódico (NaNO3) 0,0095%

- Nitrito sódico (NaNO2) 0,0065%

- Ascorbatosódico

- Glutamatosódico

0,046%

0,25%

- Lactosa 1%

- Glucosa 0,8%

- Dextrina 1,4%

- Pimientanegra 0,14%

-Agua 1,5%

11.3.1.2.-Fabricación de los embutidos

La carne fue triturada en una picadora “Cutter” hastaconseguirun

grosorde granomedio (5 mm) y, una vez añadidos los aditivos se mezcló

todoen unaamasadora.La masaresultantese mantuvoa 8
0C durante48 horas.

Transcurridoestetiempose añadióla lipasapancreática,diluida en 200 ml de

agua destilada a los lotes correspondientesy se volvió a mezclar.
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Inmediatamentedespuésse procedió al embutido~entripas artificiales de

colágenode 4 cm de diámetro,obteniéndosesalchichonesde 15-20 cm de

longitud.

Siguiendoestapautade trabajo,seelaboraron9 lotes de embutidos,cada

uno de ellos de unos 14 Kg. Cadalote se dividió en dos mitades:una que se

utilizó comocontrol y otra a la que se añadiólipasapancreática.Las cantidades

de enzimautilizadasfueron: 3, 10, 30, 40, 60, 90, 180, 250 y 500 unidades.La

unidad de actividad lipásica se definió como “la cantidad de enzima que

hídroliza 1 miliequivalentede ácido grasoa partir de aceitede oliva en 1 hora

a 370C y pH 7,7”.

Finalizada la operación de embutido, los distintos lotes fueron

trasladadosal laboratoriopara su maduración.Esta se realizó en la cámara

climática descritaen el apartado11.1.2,en condicionesde humedadrelativay

temperaturaperfectamentecontroladas.Así, los salchichonesse mantuvieron

en una primera fasea 220C y 90% de humedaddurante12 horas.En las 60

horas siguientes se redujo paulatinamentela humedada un 80% y la

temperaturaa 180C y una vez concluida la fase de fermentación,se fijaron

valores de 75% de humedady 120C de temperatura,condicionesque se

mantuvieronhastael final de la maduración,queduró entre 14 y 28 díassegún

los lotes.En la figura 11.1 sepuedeobservarmásdetalladamenteel programa

de maduraciónutilizado. Los periodos madurativosde los distintos lotes

fueron:

- lote 3 (control y 3 unidadesde lipasapancreática):28 días.

- lote 10 (control y 10 unidadesde lipasapancreática):14 días.

- lote 30 (control y 30 unidadesde lipasapancreática):14 días.

- lote 40 (control y 40 unidadesde lipasapancreática):14 días.

- lote 60 (control y 60 unidadesde lipasapancreática):14 días.

- lote 90 (control y 90 unidadesde lipasapancreática):28 días.
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- lote 180 (control y 180 unidadesde lipasapancreática):28 días.

- lote 250 (control y 250 unidadesde lipasapancreática):28 días.

- lote 500 (control y 500 unidadesde lipasapancreática):28 días.

Este fue el orden cronológicode fabricaciónde los distintos lotes. El

tiempo de maduración,la concentraciónde enzimaañadidao ambascosasse

fueron variando de acuerdocon los resultadosobtenidosen los embutidos

previamenteanalizados.

11.3.1.3.- Toma de muestras

Además del día O de maduración,correspondientea la masa sin

embutir, la toma de muestrasencadalote serealizó los siguientesdías:

- lotes 1, 6 y 7: días 2,6, 12, 19 y 28.

- lotes2 y 3: días2, 6, 8 y 14.

- lotes4 y 5: días2, 6, 10 y 14.

- lotes 8 y 9: días2, 6, 14 y 28.

En todos los casossetomaroncomomuestradossalchichones,de los que

se procedió a separar la tripa y pesar las cantidadesnecesariaspara las

distintas pruebasbioquímicas, que fueron conservadasen arcones de

congelacióna -18 0C hastael momentode la realizaciónde los análisis.Para

las determinacionesmicrobiológicas,las muestras,de 10 g de salchichón,se

recogieronen condicionesde esterilidad.
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¡1.3.2.- METODOS MICROBIOLOGICOS

¡¡.3.2.1.- Preparación de las muestras

Se homogeneizaronen un “Stomacher” 10 g de salchichónen 90 ml de

agua de peptona estéril en una bolsa estéril durante 5 mm. De este

homogeneizado(dilución 10-1) se tomó 1 mí, que setransfirió a un tubocon 9

ml de aguade peptonaparaobtenerla dilución 10-2. Las dilucionessucesivasse

prepararonsiguiendola mismapauta.

11.3.2.2.- Medios de cultivo utilizados

- ágarpararecuentoen placa(PCA) al que seañadióun 1% de NaCí de

acuerdocon las recomendacionesde Dainty y col. (1975),para el recuentode

viablestotalesen productoscárnicos.

- ágarmanitol-sal(MSA) parael recuentode micrococáceas.

- ágar MRS (de Man, Rogosay Sharpe) ajustadoa pH 5,6 para el

recuentode la flora láctica (Man y col., 1960).

Parala obtenciónde las dilucionesa partir de las muestrasse utilizó

aguade peptonaal 1% con un 8,5 %o de NaCí.

Todos los medios se prepararonsiguiendolas instruccionesde la casa

suministradora(Oxoid). Se ajustaronal PH correspondientey se esterilizaron

en autoclavea 121 0C durante20 mm.

11.3.2.3.- Realización de los recuentos

Se llevó a cabo por el método de dilución en placa y las siembras
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siempresehicieronpor duplicado.

Las siembrasen PCA y MSA se hicieron en una capa, depositando

primero en la placa 1 ml de las diluciones preparadasde acuerdo con el

númerode microorganismosviablesesperadoy añadiendoa continuaciónuna

capade 15-20 ml de agar. Las placasse agitaronsuavementepara favorecer

una distribución homogéneade las colonias. Las siembrasen MRS se

realizaronen doble capa(añadiendouna segundacapaunavez solidificadala

primera) dadoel caráctermicroaerófilode la flora láctica.

Una vez solidificadoslos medios,las placasse incubaronen posición

invertida en estufaa 32 0C durante2-3 díastranscurridoslos cualesse efectuó

el recuentode las coloniascon un contadorprovisto de registrador.Sólo se

tuvieron en cuenta las placasque conteníanentre 30 y 300 colonias. Los

resultadosse expresaronpor gramode embutido.

11.3.3.- METODOS FíSICOS, QUíMICOS Y SENSORIALES

11.3.3.1.-Determinación del contenido de humedad

Se siguió el método950.46B de la A.O.A.C., para lo cual se partió de

muestrasde aproximadamente3 g que se pesaronen unabalanzade precisión

de ±0,1mg y se desecaronen estufa a 110 0C hastaalcanzarpesoconstante.

Pararealizarlas pesadasde las muestrasprocedentesde estufase enfriaron

previamenteaquéllashastala temperaturaambienteen un desecadorde vidrio.

El contenidoen agua se determinópor diferenciaentre el pesode la

muestra fresca y el de la muestradesecadauna vez alcanzadoel peso

constante.
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11.3.3.2.- Determinaciónde Ja actividad de anua (a~)

Se llevó a caboen un aparato‘Decagon’ CX-l a unatemperaturade 25
0C. Las medidasse realizaronintroduciendocápsulasde plásticoque contenían

unos 2 g de muestrafrescaen la cubetadel higrómetro.Al cabode 1-2 mm,

éste proporcionabala lectura de la temperaturay la a~ de cada muestra.

Previamentea su utilización se comprobósu exactitudcon solucionessalinas

saturadasde a~conocida(Labuzay col. 1976).

113.3.3.- M.~iIid&..~kLu.li

Se realizó a temperaturaambienteen un pHmetro equipadocon un

electrodode vidrio que se introdujo en la masadel salchichóny semantuvoen

contactodirectocon la carne.Dado el carácterheterogéneode los embutidos

se hicieron 3 medidaspor muestray se obtuvo el promedio. El aparatose

calibrópreviamentemediantedos tamponesde comparación(pH 7 y pH 4) y el

electrodo se limpió cuidadosamentecon etanol despuésde cadamedición

(Hoffman, 1988).

11.3.3.4.- Extracción y determinacióndel contenido de grasa

La fracción lipídica de las muestrasfue extraídasegúnel método de

Hanson y Olley (1963), que utiliza para ello una mezcla de

cloroformo-metanol-agua(2/2/1) (y/y/y), quedandola grasarecogidaen la

fase clorofórmica.La utilización de estemétodoes muy recomendablesi se

quiere recuperarde las muestrasla totalidad de los lípidos (incluidos los de

mayorpolaridad)y procedera una caracterizaciónposteriorde los mismos.
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Reactivos

- Cloroformo

- Metanol

- Agua destilada

-BHT

- Sulfatosódicoanhidro

Procedimiento

Se partió de una alícuotade aproximadamente20 g de salchichón,cuyo

contenidode agua, de acuerdocon el método de Hansony Olley (1963), se

ajustó previamentea 16 g y a la que se añadió una punta de espátuladel

antioxidanteBHT. A continuaciónsemezclócon 20 ml de cloroformoy 40 ml

de metanol y se homogeneizóen un Polytron” acopladoa un baño de hielo

duranteunos 3 mm., al cabo de los cuales se añadieronotros 20 ml de

cloroformoy 20 ml de aguadestiladapara volver a homogeneizardurante2

mm. adicionales.Concluido este proceso,se comenzabaa observaren el

homogeneizadofinal la separaciónde tres fases: una capa superior de

naturalezaacuosa,una intermediade residuocárnico y una faseinferior rica

en cloroformo.Paraconseguiruna mejorseparaciónde las mismasse realizó

una centrifugacióna 1.000 g durante20 mm. a temperaturaambiente.

Una vez separadasnetamentelas fases, se descartóla superior y,

atravesandola del residuo cárnico se recogieroncon una pipeta20 ml de la

fase clorofórmica (compuestaen teoría por 40 mí), es decir, un 50% de la

grasa de la muestra.Paraeliminar impurezasy restosde agua,el voumen

recogidofue filtrado a travésde sulfato sádicoanhidroy trasvasadoa vialesde

vidrio secosy previamentepesados.La evaporaciónde los disolventesse

realizó por burbujeobajo corrientede nitrógenoy la desecaciónse completó

en un desecadora vacíohastapesoconstante.
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El porcentajede grasa de las muestra se calculó de acuerdocon la

siguientefórmula:

%degrasa=P- P’x 100 x 2
M

donde:

P = pesodel vial de recogidavacio (gramos)

= pesodel vial con la grasadesecada(gramos)

M = pesode la muestrafresca(gramos)

El resultadoobtenido se multiplica por 2 porqueen la técnica sólo se

recogen20 ml de los 40 ml teóricosde la faseclorofórmica.

Los extractos¡ipídicos asíobtenidosse almacenaronen congelacióna -18
0C hasta la realizaciónde posterioresanálisis,previamentea los cualesse

mantuvieronen un desecadorde vidrio a vacío durante3 horas paraeliminar

la humedadadquiridaduranteel almacenamiento.Todas las extraccionesse

hicieron por duplicado.

11.3.3.5.- Fraccionamientode los huidos nor cromatografía

en caoafina (TLC)

1.- Placasutilizadas

Se emplearoncromatoplacasde gel de sílice G 60 de 20x20cm y 10x20

cm con un espesorde capade 0,25 mm preparadaspor “Merck’. Previamente

a su utilización, estasplacasse activaronen estufaa 120 0C duranteun tiempo

mínimo de 6 horas.
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2.- Colocación de la muestra

Se partió de una alícuota de aproximadamente200 mg de extracto

lipídico (obtenidosegúnse indica en 11.3.3.5.),que se disolvió en 1 ml de

cloroformo. La mezclase agitó vigorosamentey a continuaciónse depositaron

con una rnicrojeringa 5 gí de la disolución así obtenida sobre el lecho

cromatográfico,teniendola precauciónde no dañarla superficiedel mismo.

De estaforma las muestrasquedaroncolocadascomo 2-4 manchasde unos 2

mm de diámetroy situadasa unos2 cm del bordeinferior de la placa(línea de

origen).

3.- Desarrollo de la cromatografía

Una vez aplicadas las muestrasen la línea de origen del lecho

cromatográfico,se introdujeronlas placasen una cubetaque conteníala fase

móvil constituida por éter de petróleo/éteretílico/ácido acético (80/20/1)

(y/y/y), que se dejó correr hastaqueel frente llegó a 2 cm del bordesuperior

de la placa.

4.- Reveladoy lectura de las placas

Una vez sacadaslas placasde la cubeta, se dejaronsecardurante30

minutos y, a continuación,se rociaroncon el reactivo para el colesteroly sus

ésteres(Lowry, 1968), que estácompuestopor FeCl3 6 H20 al 0,05% en una

mezclade aguadestilada/ácidoacético/ácidosulfúrico (90/5/5) (y/y/y).

A continuaciónse llevarona unaestufadondese mantuvierona 120 “C

durante 20 mm, transcurridoslos cuales se procedió a su lectura en un

densitómetroShimadzu CS-9000a una longitud de onda de 390 nm. El

colesteroly susésteresaparecencomo manchasde color rojo-violeta(aquélse
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hacevisible antesque éstos),mientrasque el resto de manchasadquiereuna

tonalidadmarrónparduzca.

Parala identificaciónde las manchasseutilizaron patronesde colesterol,

ácido oleico, monoleina,dioleina y trioleina (“Sigma’) y se confeccionaron

gráficaspatrónparacadauno de estoscompuestos(figuras 1.2, 1.3, 1.4 y ¡.5)

También se emplearonpara la identificación de los distintos lípidos

apolaresreactivosespecíficoscomoel de periodatode Schiff (Shaw,1968) y el

reactivo paralos ácidosgrasoslibres de Dudzinski(1967).

Todos los análisisserealizaronpor duplicado.

11.3.3.6.- Análisis de la fracción de ácidos 2rasos libres

1.- Obtención de la fracción de ácidos grasos libres

Reactivos

- Eteretílico destilado

- Etanol al 95%

- Agua destilada

- Hidróxido sódicoSN

- Cloruro sódico

- Acido clorhídrico 2N

Procedimiento

Se disolvió una alicuota de aproximadamente2 g de grasa (obtenida

segúnse indica en 11.3.3.5.)en 5 ml de una mezclade éteretílico/etanolal

95% (1/1) (y/y) y se agitó bien. Se ajustóa PH 10 con NaOH 5 N mientras

se calentabaligeramente (35 0C) para favorecer la saponificaciónde los
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ácidosgrasoslibres y a continuaciónsehicieron dosExtraccionescon 40 ml de

una mezclade cloroformo/aguadestilada(1/1) (y/y) centrifugandoa 1.000 g

durante 10 mm., transcurridoslos cualesse logró la separación de la

mezcla en una fase acuosa superior,una intermediacompuestapor el

exceso de NaOH y una fase inferior rica en cloroformo. De ambas

extraccionesse recogieronlas fasesacuosas(40 ml en total), queeran las que

conteníanlos ácidosgrasoslibres saponificados.

Los 40 ml recogidosal final de las dos centrifugacionesse saturaroncon

cloruro sódico (‘salting-out”) y su pH fue ajustadoa 2 con ácido clorhídrico

2N para liberar los ácidosgrasos.A continuación,se trasvasarona un embudo

de decantacióndonde se realizarontres lavadossucesivoscon 40 ml de una

mezclade éteretílico/aguadestilada(1/1) (y/y), recogiendosiemprela fasede

éteretílico. El extractode ácidosgrasoslibres asíobtenidofue concentradoen

el rotavaporpara eliminar la mayorpartedel disolventey luego se evaporóa

sequedadbajo corriente de nitrógeno en viales de vidrio, en los que se

almacenóa -18 0C hastaprocedera su metilación.Todaslas extraccionesse

hicieronpor duplicado.

2.- Formación de los ésteresmetílicos de los ácidos grasos

libres

Los ácidos grasoslibres fueron metilados con diazometanosegúnel

procedimientodescritopor Schlenky Gellerman(1960).

Reactivos

- Eteretílico destilado

- Eter etílico/metanol(9/1) (y/y)

- Reactivo de M.N.S.A., que se preparódisolviendo alrededorde 2

milimoles de n-metil-n-nitroso-paratoluensulfonamidapor
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(metilcianopropiloy metilfenilsilicona50:50)con 0,15 gm de espesorde capa.

Dicha columna se instaló en un cromatógrafo“Perkin-Elmer” mod. 8420

provisto de inyector “split/splitless” de vaporización con temperatura

programable(PTV), programadorde temperaturadel horno, detector de

ionización de llama (FID) e intregrador, y conectadoa una impresora

“Perkin-Elmer’ mod GP-lOO.

Las condicionesde trabajopara la realizaciónde los análisis fueron las

siguientes:

- Elujo del gasportador(helio): 0,5 mí/mm.

- Temperaturadel bloque de inyección: 280 0C.

- Temperaturadel horno:

- inicial: 180 0C durante2 mm.

- gradiente:40C/mín.

- final: 220 0C durante15 mm.

- Condicionesdel FID:

- Presiónde los gases:

- hidrógeno:80 KPa (12 PSIG)

- aire: 140 KPa (20 PSIG)

- Temperatura:280 0C.

- Relaciónde split: 10:1

- Volumende inyección: 1 gí

- Duracióndel análisis:27 mm

4.- Identificación de los ácidos grasos

Se llevó a cabo considerandolos tiempos de retención de los picos

cromatográficos obtenidos,que fueron comparadoscon los tiempos de

retención de ésteresmetílicos patrón de los ácidos palmítico, palmitoleico,

esteárico,oleico, linoleico y linolénico (“Sigma”) analizadosen las mismas
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condiciones.

5.- Cuantificación de los ácidos grasos identificados

Se realizó teniendoen cuentaque el contenidode cadauno de los ácidos

grasos en la muestra es proporcional al área de pico cromatográfico

correspondiente,considerandoademásla respuestadel detector,para lo cual se

aplicó a cada ácido graso su correspondientefactor de corrección.Dichos

factoresse calcularonmediante10 análisisde ésteresmetílicos patrónen las

mismas condiciones que las muestras. Los resultados así obtenidos

proporcionaronel porcentajede cadaácido graso con respectoal total. Para

calcular la cantidad real de cada uno se extrapolaronlos porcentajesal

contenidototal de ácidosgrasoslibres halladomediantecromatografíaen capa

fina (TLC).

11.3.3.7.- Análisis de la fracción de ácidos grasos volátiles

1.- Extracción de la fracción de ácidos grasosde cadenacorta

Reactivos

- Aguadestilada

- Soluciónacuosade ácido hexanoicoal 0,6% (p/v)

- Sulfatode zinc al 25%

- Hidróxido sódico5N

Procedimiento

En todas las experienciasse partió de unos 15 g de salchichónque se

homogeneizaroncon 45 ml de aguadestiladaen un “Polytron” acopladoa un

bañode hielo durante2-3 mm previaadiciónde 0,1 ml de una soluciónacuosa
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de ácido hexanoicoal 0,6% (p/v) como patrón intenio. El homogeneizadoasí

obtenido fue centrifugadoa 14.000g durante 10 mm a 5 0C , recogiendoel

sobrenadante. El sedimentoresultanteseresuspendióen un volumenadicional

de 20 ml de aguadestiladaparacentrifugarotra vez la mezclaen las mismas

condiciones.El líquido sobrenadantede la segundaextracciónse mezciócon el

de la primeray el volumense ajustócon aguadestiladaa 60 mí, de los quese

tomó unaalícuotade 48 ml parael análisisde los ácidosgrasosvolátiles.

Paraprecipitar las proteínaspresentesen los extractosacuosos,se

añadierona éstos 2-4 ml de una solución de sulfato de zinc al 25%. A

continuaciónseprocedióa la saponificaciónde los ácidosgrasospor adiciónde

hidróxido sódicoSN, ajustandoa pH 10 y calentandolos extractosen un baño

de agua a ebullición durante20 mm. Transcurridoestetiempo, las proteínas

desnaturalizadasse eliminaronpor filtración a través de papel ‘Whatman” nt’

54 y el líquido resultantese concentróa sequedadpor liofilización. El residuo

secoasíobtenido(salessódicasde los ácidosgrasosvolátiles)se resuspendióen

5 ml de aguadestiladay se mantuvoen congelacióna -18 0C hastael momento

de su análisis por cromatografíade gases.Todas las extraccionesse hicieron

por duplicado.

2.- Liberación de los ácidos grasosvolátiles

Reactivos

- Cloruro sódico

- Acido clorhídrico SN

- Eter etílico destilado

- Sulfato sódicoanhidro
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Procedimiento

Se partió de 2 ml de los extractosobtenidospor el método descrito

anteriormente,que se recogieronen un tubo de vidrio de 5 ml de capacidady

se saturaroncon cloruro sódico para facilitar la liberación de los ácidos

grasos.A continuaciónse ajustó el pH a 2 con ácido clorhídrico SN para

hidrolizar las sales sódicasde los mismos y se añadió 1 ml de éteretílico

destiladopara extraerlos.Se agitó bien la mezclay se centrifugó a 1.000 g

durante5 mm a 2 0C, tras lo cual se observóen la partesuperiordel tubo la

separaciónde la fase etéreaque contenía los ácidos grasos volátiles.

Seguidamentese recogió estafase y se le añadió una punta de espátulade

sulfato sódico anhidrocon el fin de eliminar los restosde aguaque hubieran

podido quedar. procediendoa inyectar rápidamenteen el cromatógrafode

gases.

3.- Cromatografíagaseosade los ácidos grasosvolátiles

Se utilizó unacolumnasuministradapor “PhaseSep” de sílice fundidade

30 m de longitud y 0,S3 mm de diámetrointerno que llevaba como fase

estacionariaDB-FFAP (polietilenglicol acidificado) con 1 gm de espesorde

capa.

Los análisisse llevaron a caboen un cromatógrafo“Perkin-Elmer” mod.

8420 provisto de inyector “split/splitless” de vaporizacióncon temperatura

programable(PTV), programadorde temperaturadel horno, detector de

ionización de llama (FID) y conectadoa una impresora“Perkin-Elmer” mod.

GP-100

Las condicionesde trabajo para la realizaciónde los análisis fueronlas

siguientes:
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- Flujo del gasportador(helio): 3,5 mí/mm.

- Temperaturadel bloquede inyección:250 0C

- Temperaturadel horno: [20 0C (isotermo)

- Condicionesdel FID:

- Presiónde los gases:

- hidrógeno: 110 KPa (16 PSJG)

- aire: 120 KPa (20 PSIG)

- Temperatura:250 0C

- Volumende inyección: 1 gí

- Duración del análisis:30 mm.

4.- Identificación de los ácidos grasos

Se llevó a cabo en función de los tiempos de retenciónde los picos

cromatográficos obtenidos mediante el análisis de las muestras, por

comparacióncon los tiempos de retenciónde ácidosgrasospatrón (BDH):

acético, propiónico, iso-butírico, n-butírico, metilbutírico, iso-valérico,

n-valéricoy hexanoico(patrón interno),analizadosen las mismascondiciones

que las muestras.

5.- Cuantificación de los ácidos grasos identificados

Paraello se tuvo en cuentael principioque establecequeel contenidode

cada ácido graso presenteen la muestraes proporcionalal área del pico

cromatográficocorrespondiente,y se calculó a partir de dichas áreas la

concentraciónexactade cadauno de ellos por el método del patrón interno

(ácido hexanoico).Se aplicaronlos correspondientesfactores de corrección

para cadaácido graso,que fueron calculadosa partir de 10 análisis de una

soluciónde patronesanalizadasen las mismascondicionesque las muestras.

El contenidoen microgramospor gramo de muestrafrescade cada
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ácido graso de cadenacorta identificado se calculé a partir de la siguiente

expresion:

Acido graso(gg/g) = Ex . Ax •c
Ac.M

donde:

Ex = factor de correcciónpara cadaácido

Ax = áreadel pico del ácidocorrespondiente

c = concentraciónde ácidohexanoico (microgramos)

Ac = áreadel pico de ácidohexanoico

M = pesode la muestrafresca(gramos)

11.3.3.8.- Análisis de los aldehídos volátiles

Se realizómedianteextracciónde los compuestosmonocarbonilostotales

por destilaciónde las muestrasa 40 0C bajo corrientede nitrógeno,recogiendo

dichos compuestosen forma de sus 2,4 dinitrofenilhidrazonasen frascos

colectoresapropiados.Dichashidrazonasfueronposteriormenteanalizadaspor

cromatografíalíquidade alta eficacia(1-IPLC) en fase reversa.

1.- Extracción y cuantificación de los compuestos

monocarbonilos totales

Se siguió el métododescritopor Huertas(1990) basadoen los trabajos

de Pippeny col. (1958), Ho (1980), Mm y col. (1979) y MacDonald y col.

(1980).
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Reactivos

- Reactivo A: solución saturadade 2,4 dinitrofenilhidracinaen ácido

sulfúrico 2 N

- ReactivoB: soluciónde pirogalol al 15% en hidróxido sódicoal 50%

- ReactivoC: soluciónde 75 mg de nitrito sódicoen 50 ml de cloruro

sódicoal 20% en aguadestilada(p/v)

- ReactivoD: soluciónde 2 g de 2,4 dinitrofenilhidracinaen 1 litro de

ácido clorhídrico 2 N

- Hexano libre de compuestoscarbonilos(obtenidosegúnse describeen

el apartado11.2.2)

- Agua destilada

- Sulfato sódicoanhidro

Procedimiento

El dispositivode destilaciónutilizado secomponíade 5 frascoslavadores

de gasesde 250 ml con placaporosan9 1 (uno de ellos sumergidoen un baño

de agua) y un vaso de precipitados,todo ello conectadoa una fuente de

nitrógeno.El esquemaapareceen la figura 11.7.

Se partió de 25 g de salchichón,que fueron homogeneizadoscon 50 ml

del reactivo C durante2-3 mm en un “Polytron” acopladoa un bañode hielo.

La mezclaresultantese recogióen un frasco lavador de gases(frascoC del

dispositivode destilación).

El nitrógenoutilizado paraarrastrarlos carbonilosvolátiles presentesen

el frasco C se purificó haciéndolocircular por los frascoslavadoresA y B,

que contenían 100 ml de los reactivos A (frasco A) y 8 (frasco B). Los

carbonilos, una vez arrastradospor el nitrógeno eran recogidosen tres

recipientescolectoresque contenían100 ml del reactivo D cadauno (D,E y E).
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Figura 11.7.- Dispositivoutilizado parala destilacióny obtenciónde
los compuestosmonocarbonilostotales.

A E C D E E
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La destilaciónse llevó a cabo a 40 0C y su duración fue de 20 horas, al

cabo de las cuales los compuestosmonocarbonilosretenidosen los frascos

D,E y F del dispositivocomosus2,4 dinitrofenilhidrazonasse trasvasarona un

embudo de decantaciónpara su extracción. Para ello se realizaron cinco

lavadossucesivoscon 130 ml de hexano libre de carbonilos y los 650 ml

resultantesse lavaron tres vecescon 250 ml de aguadestilada,se desecaron

sobre sulfatosódicoanhidroy sefiltraron a travésde papel“Whatman” n~ 4.

A continuaciónse midió en el espectrofotómetrola absorbanciaa 340

nm de la solución obtenida y se calculó la concentracióntotal de 2,4

dinitrofenilhidrazonasa partir de la ecuaciónde Lambert-Beerutilizando un

coeficientede extinción molar de 22,500M’ cml. Asimismose preparóun

blancoagitando6 ml de reactivoO con 12 ml de hexanodestilado.Segúnlos

estudiosde Lawrence(1965) sobre la utilización de 2,4 dinitrofenilhidracina

para la evaluación de pequeñascantidadesde carbonilos, se obtienen

porcentajesde recuperaciónde 97-100%.

Por último se procedióa eliminar el disolventeen el rotavapora 30 0C,

seguidode burbujeo por corrientede nitrógeno, tras lo cual las hidrazonas

fueron almacenadasen congelacióna -18 0C en viales de vidrio hastael

momentode su análisis por cromatografíalíquida de alta eficacia (HPLC).

Todaslas experienciasse realizaronpor duplicado.

2.- Análisis cromatográfico de los compuestos

monocarbonilos

Se llevó a cabopor cromatografíalíquidade alta eficacia(HPLC) en fase

reversade las 2,4 dinitrofenilhidrazonas(obtenidascomo se ha descrito en el

apartadoanterior)siguiendoel métodode Stany Reindí(1982).

Se utilizó una columnade fasereversa‘Waters” “Nova Pak” C18 (ODS
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ligado a sílice amorfa,4 gm) de 15 cm de lonjitud y 3,9 mm de diámetro

interno. El equipode HPLC empleadoconsistióen una multibombaWaters”

mod. 600, un inyector “Waters” mod. U6K, un horno “Kontron” mod. 990 y

un detectorfotodiodo “Waters’ mod. 990, conectadoa un ordenador “NEC”

mod. APC III y a una impresora“Waters’ mod. 990.

Las condicionescromatográficasfueronlas siguientes:

- Easemóvil: acetonitrilo/agua/tetrahidrofurano(75/24/1) (v/v/v/)

- Flujo de la fasemóvil): 0,8 mI/mm, isocrático

- Temperaturade la columna:40 0C

- Detectora 360 nin

- Volumen de inyección: 10 gí

- Duracióndel análisis: 15 mm.

Previamentea su inyecciónlos extractosde 2,4 dinitrofenilhidrazonasse

diluyeronen 1 ml de fasemóvil.

3.- Identificación de los aldehídos

Se efectuó por comparaciónde los tiempos de retenciónde los picos

cromatográficos obtenidos en las muestras con los de 2,4

dinítrofenilhidrazonasde aldehídospatrón (‘Aldrich”, “Eluka’, “Sigma”,

‘Scharlau” y “Jansen”): pentanal,hexanal, heptenal, nonanal, decanal,

trans-2-hexenal, trans-2-heptenal,trans-2-octenal,trans-2-nonenal,

trans-2-decenal,trans,trans-2,4-heptadienal,trans,trans-2,4-nonadienaly

trans,trans-2,4-decadienal,todosellos analizadosen las mismascondiciones

que las muestras.
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4.- Cuantificación de los aldéhídos

Se realizómedianteel métododirecto,relacionandoel contenidode cada

aldehído en las muestrascon el área registradapara el pico cromatográfico

correspondientey utilizando los respectivosfactores de corrección (que se

calcularon a partir de 10 análisis de una solución de patronesen iguales

condicionesque las muestras).

11.3.3.9.- Análisis sensorial

Se realizaron2 pruebas:triangulary preferencial.

1.- Jurado de catadores

Entre los miembros del Departamentose seleccionó un jurado

compuestopor 20 catadores,a los que previamentese explicó de forma

detalladael objetivo del presentetrabajoy las característicasde las pruebas

que iban a realizar.

2.- Preparaciónde las muestras

Al final de la maduraciónde los lotes de embutidosse tomó un número

suficientede los mismos,que se cortaronen lonchasde alrededorde 1 cm de

grosorinmediatamenteantesde la realizaciónde las pruebas.

3.- Prueba triangular

Entre las diversaspruebasde diferenciaciónexistentesse escogióla

pruebatriangular,que se realizó de acuerdocon la normaTC 34/SC 12 de la

1.S.O. (International StandardsOrganisation).Se trata de que el catador

identífiqueen un trío de muestrascodificadas,de las que dosson igualesy una
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diferente,cuál es la diferente.La probabilidadde elegir la muestradistintaal

azares 1/3 y las combinacionesposiblesde colocaciónde las muestrasson6:

XBB BAA

AAB BBA

ABA BAB

Cada lote de embutidosse analizó por separadoy en cada uno se

compararonlos salchichonesque conteníanlipasa con su control. A cada

catadorse le entregóunacombinaciónde las 6 posiblesdonde:

A= muestrasde salchichóncon lipasapancreática

B= muestrasde salchichóncontrol

Una vez concluida la pruebase interpretaronlos resultadosde acuerdo

con las tablasespecificadaspor la norma J.S.O.paraestablecerel nivel de

significacióny la probabilidad.

4.- Prueba preferencial

En estecasosetratade que el juradoevalúe,de acuerdocon unaescala

establecidaciertascaracterísticasorganolépticasde la muestra.Así pues,a cada

catadorse le pidió que puntuarapor separadoel color y la apariencia,la

texturay el sabory aromade cadamuestrade acuerdocon unaescalahedónica

de 1 (muy malo) a 10 (muy bueno).

Finalizadala prueba,se calculó la media de las puntuacionesobtenidas

paracadacaracterística.La calidadglobal de las muestrastambiénse expreso

sobre 10, multiplicandopor un factor 0,1 el color y apariencia,por 0,25 la

texturay por 0,65 el sabory aroma.
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111.1.- EVOLUCION DE LA ‘FLORA MICROBIANA

Con el fin de observarsi la adiciónde lipasapancreáticaocasionaba,por

ella misma o por la acumulaciónde los ácidosgrasosque libera, alguna

variación en la evoluciónnormal de la flora microbianaque participaen la

maduraciónde los embutidosexperimentales(salchichones),se determinóel

númerototal de viables, la flora lácticay las micrococáceas,de acuerdocon la

metodologíadescritaen el apartado11.3.2. Los resultadosobtenidosse recogen

(expresadosen log. u.f.c./g) en la figura 111.1, en la que se muestrala

evolución de la flora de un lote de embutidoscontrol y el correspondiente

adicionadode lipasa, maduradosambos a lo largo de 4 semanas.En dicha

figura quedanenglobadostambiénlos resultadosde los embutidosmadurados

durante14 días.

La evoluciónobservadafue similaren todos los lotesexperimentalesy se

correspondiócon los resultadoshalladosen otros embutidospor distintos

autores(Palumboy Smith, 1977; Sanz y col., 1988; Selgas y col., 1988;

Domínguezy col., 1989; Vignolo y col., 1989; Samelisy col., 1993). Lo más

significativo fue la tasa inicial de bacteriastotales de los diferenteslotes,

propia de embutidoselaboradossin la adición de cultivos iniciadores.No

obstante,dicha tasa siempreestuvo comprendidaentre 106 y HP u.f.c./g,

estabilizándoseen valoresnuncainferioresa 108 u.f.c./g.En el ejemplode la

figura 111.1, la flora total partió de niveles de ío7 u.f.c./g, aumentando

explosivamentedurantelos primerosdíasde maduración(correspondientesa

la fase fermentativa) y se estabilizó hastael final del procesoen valores

próximosa ío~ u.f.c./g. Se puedenhacerconsideracionessimilaresrespectoa

la flora láctica, que siguió una evoluciónmuy parecida,aumentandotambién

de forma acusadadurantelas primeras48 horasdel procesomadurativo. En

estecasolas cifras originalesfueronunas10 vecesmenoresque las de la flora

total, pero alcanzaronnivelesfinales igualesa éstas.En la figura secomprueba

que las gráficascorrespondientesa los recuentosen PCA (flora total) y MRS
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Figura ULí.- Evoluciónde la flora microbianade un embutidocontrol (O O ~ ) y de
uno elaboradocon 180 unidadesde lipasapancreática(U @ A) a lo largo
del periodomadurativo: Flora total (DM ); Bacteriaslácticas( O • )~
Micrococáceas( A A ).
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(flora láctica) llegana superponctse,por lo que,segúnlos resultadospropios y

los obtenidospor otros autores(Parejoy col., 1979; Lticke, 1986; Sanzy col.,

1988), los microorganismosprincipalmenteresponsablesdel recuentototal en

los embutidoscrudoscuradosson las bacteriaslácticasy dentro de estegrupo.

siempre de acuerdocon los autoresantes mencionados,los lactobacilos

homofermentativosmesófilos.

Por último, las micrococáceas,principalesmicroorganismoslipolíticos

de los embutidos,partieronde tasasiguales o ligeramentesuperioresa las

bacteriaslácticasy aumentaronde forma muy moderadadurantelos primeros

días o se estabilizarondesdeel principio en niveles en torno a 106-107

u.f.c./g. Estas observacionescoincidencon las de diversosautores(Burgos,

1981; Ltícke, 1986; Selgasy col., 1988),queseñalanque el desarrollode estos

microorganismoses precoz,pero se ve pronto frenadopor las condicionesde

acidezy baja tensiónde oxígeno que se creanen el embutido.En todos los

embutidos elaboradoscon lipasa pancreática,el comportamientode las

micrococáceasfue similar al mostradoen la figura 111.1, no observándose

diferenciasapreciablesentre los embutidoscontrolesy los elaboradoscon

enzima.

111.2.- EVOLUCION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD

Los cambiosen el contenidode humedadde los distintos lotes aparecen

reflejadosen las figuras111.2, paralos salchichonesmaduradosdurante14 días

y 111.3 para los maduradosdurante28 días. En cadafigura se representacomo

control el conjunto de los distintosvaloresmedioscalculadosa partir de todos

los lotes con el mismoperiodode maduración.A lo largodel presentecapítulo

se hará referenciapor separadoa los embutidoscontrolesy a los elaborados

con lipasapancreática.En estepuntoconvienerecordarque la nomenclaturade

los lotesse basóen la cantidadde lipasapancreáticaquese añadióa cadauno de

ellos y que las cantidadesde enzimacorrespondientesfueron las siguientes:
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Lote 3: 3 unidades;Lote 10: 10 unidades;Lote 30: 30 unidades;Lote 40: 40

unidades;Lote 60: 60 unidades;Lote 90: 90 unidades;Lote 180: 180 unidades;

Lote 250: 250 unidades;Lote 500:500 unidades.

Comoes lógico, se observéuna reduccióndel contenidode humedadde

los embutidosdurantela maduración,lo queobviamentesupusoun incremento

del extractoseco.El contenidode humedadregistradoinmediatamentedespués

de la formulación representómás del 60% del productofresco y descendió

hastavaloresdel orden del 40-45% en todos los lotes al final del proceso.

Comparandolas figuras111.2 y 111.3 se puedeobservarquedichascifras finales

fueronsólo muy ligeramentesuperioresen los salchichonesmaduradosdurante

menostiempo, lo que pareceindicar que la deshidrataciónmás intensatuvo

lugardurantela segunday tercerasemanade maduración,paraluego seguirun

ritmo máslento hastael final del procesode 4 semanas.Este comportamiento

coincide con el observadopor otros autores(Incze, 1987; Stiebing y Ródel,

1988). Por otra parte,el contenidoacuosode los lotes 250 y 500 fue también

ligeramentesuperioral resto de los lotes maduradosen las mismascondiciones,

lo quepodríaestaren relacióncon el elevadogradode proteolisisobservadoen

estosembutidosy su consiguienteefectoen el pH y la capacidadde retenciónde

aguade los mismos(Beriain y col., 1993).

Valores finales similares a los registradosen este trabajo han sido

descritosen diferentesembutidos,como diversostipos de salami (Acton y

Dick, 1976; Genigeorgisy col., 1986; Vignolo y col., 1989) y chorizos

españoles(Mendozay col., 1983; Astiasarány col., 1990). Sin embargo,son

sensiblementesuperioresa los citados por Serrano Moreno (1979) en

salchichónespañol,Lticke (1984)en salchichónfrancésy Samelisy col. (1993)

en embutidos griegos, que han observadoen el producto acabadocifras

inferiores al 30% de humedad.Recientemente,Beriain y col. (1993) citan

cifras del 30-40%en salchichonesespañolesde distintasmarcascomerciales.

Como se puede suponer,estas diferencias en el contenidode humedadfinal
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Días de maduración

Figura 111.2.-
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lotesde embutidosmaduradosdurante14 días: ( O ) Control;
( t±.) Lote 10; (A) Lote3O;(Q )Lote4O; (@)Lote6O.
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Figura 111.3.- Evolucióndelcontenidode humedad(% de pesofresco) de los
lotesde salchichonesmaduradosdurante28 días:(O ) Control;
(u) Lote3; (=)Lote9O;(A )Lote 180;(Q)Lote25O;
(@ ) Lote 500.
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entrelos diferentestipos de embutidose inclusoen un mismotipo de producto,

van a dependeren gran medida de la humedadrelativa ambiental, aunque

también hay que tener en cuenta otros factores que se analizarán a

continuación.

Como consecuenciade la pérdida de agua, en los embutidos

experimentalesse observó una rnermade peso de un 15-20% al final del

proceso.Estos valoresse encuentrandentrodel intervalo previstoen estetipo

de productos(Líicke, 1985; Nychasy Arkoudelos, 1990) y corresponderían,

dentrode la clasificaciónque hacenestosautores,a la categoríade embutidos

semisecos.No obstante, estas cifras puedenconsiderarseligeramente

inferioresa las recogidasen la bibliografía comohabitualespara un producto

con la denominacióncomercialde salchichón(SerranoMoreno, 1979; Líicke,

1984; Beriain y col. 1993). SegúnKeller y col. (1974) las pérdidasde peso

superioresal 30% requierenperiodosmadurativosmás largos,generalmente

de másde 15 días.Se puedenencontrardiversasexplicacionesa los valoresde

pérdida de humedadobservadosen los salchichonesexperimentales.Así,

Palumboy col. (1976)señalanque los bajosnivelesde deshidratación(y por lo

tanto de pérdidade peso) en los embutidospuedenestarmotivadospor un

picadomuy fino de la grasao por un elevadocontenidode la misma,comoes

el caso de los embutidosque fueron objeto de estetrabajo. Por otra parte,

segúnSharmay Mukhopadhyay(1992), la reducciónde pesoestádirectamente

relacionadacon los valores de pH del producto, siendomás elevadaa pH

inferiores a los registradosen los salchichonesexperimentales.Por último, se

ha señaladoque los productos elaboradossolamentecon carne de cerdo

pierdenhumedadmásfácilmentedebido a la menorcapacidadde retenciónde

aguade la proteínade cerdoen comparacióncon las proteínasde otras especies

(Bacus,1984).
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11L3.- EVOLTJCION DE LA ACTIVIDAD DE AGUA (¾)

Debido al descensodel contenidode aguadurantela maduraciónde los

embutidosexperimentalesse pudo observaruna evolucióndecrecientede la

actividad de agua (a~) de los mismos. Las figuras 111.4 y 111.5 muestran

los resultadosobtenidosen los salchichonesmaduradosdurante14 y 28 días

respectivamente.

La aw inicial, próxima a 0,97 en todos los casos,fue disminuyendode

forma progresivahastaalcanzarvaloresde 0,90-0,92en los lotes de 14 díasde

maduración. En los embutidos con un periodo de maduración más

largo se alcanzaronvaloresde 0,86-0,87,tanto en los controlescomo en los

experimentalesfabricadoscon las distintascantidadesde enzima.De acuerdo

con lo observadoen el ritmo de deshidratación,en estosembutidosse pudo

apreciaruna estabilizacióno ralentizacióndel descensode la a~ a partir de la

tercerasemana(en los lotes 250 y 500,en los que no se tomaronmuestrasese

día), queestáde acuerdocon las observacionesde otros autores(Selgas,1985;

Sanzy col., 1988).

En general, valores de a~ en torno a 0,90 se puedenconsiderar

característicosde la mayorparte de los embutidossecos(Burgos, 1981). Los

resultadosobtenidosen el presentetrabajo coinciden con los registrados

recientementepor Beriain y col. (1993) en distintas marcasde salchichón

españolexistentesen el mercadoy son similaresa los citadospara salami de

distintasprocedencias(Lticke, 1986; Genigeorgis y col., 1986; Stiebing y

Ródel. 1988),chorizo (Sanzy col., 1988; Domínguezy col., 1989; Astiasarán

y col., 1990) y otros embutidos(Palumboy col., 1976; León Crespoy col.,

1978; SerranoMoreno, 1979; Zieglery col., 1987).
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111.4.- EVOLUCION DEL PH

La evolución del pH a lo largo de la maduraciónde los embutidos

experimentalesse puedeobservaren la figura 111.6 (correspondientea los lotes

maduradosdurante14 días) y 111.7 (correspondientea los maduradosdurante

28 días).El pH de la masapreparadaparaembutir fue similar en todos los

embutidos(en tomo a 5,9) y descendióde forma muy marcadadurantela

primerasemanadel proceso.A partir de entoncesse aprecióunaestabilización

e incluso un ligero aumentohastael final del periodomadurativo.Los valores

medios finales de los embutidos control fueron de 5,1, tanto en los lotes

maduradosdurante 14 como durante28 días. Estos valores se registraron

tambiénen los lotes 10, 30, 40 y 60, maduradosdurante14 días.Sin embargo,

en los salchichonesmaduradosdurante28 días,el pH final osciló desde4,9 en

el lote 3 hasta5,3 en el lote 500. Los valores intermediosfueron de alrededor

de 5,1, similaresa los controles.

Los resultadosobtenidosen estetrabajose encuentrandentrodel amplio

intervalo de valorescitado paraestetipo de productos,que oscilan desde4,5

registradoen salami americanopor Genigeorgisy col. (1986) hastacifras

superioresa 6,0 descritasen salami italiano y húngaro(Graner y col., 1983;

lncze, 1987; Nagy y col., 1989)y en el salchichónde Vich (Ferrery Arboix,

1986). Estasampliasvariacionesestánrelacionadas,sin duda,con las distintas

cantidadesy tipos de azúcaresutilizados,el empleo o no de iniciadores,las

condicionesde maduración, etc. (Domínguez, 1988). En concreto, la

evolución del pH observadaen los embutidosexperimentaleses similar a la

registradaen distintos chorizos españoles(Lois y col., 1987; Sanz y col.,

1988; Domínguezy col., 1989; Astiasarány col., 1990) y diversostipos de

salami(Palean Bianchi y col., 1985; Stiebing y Ródel,1988)y salchichón

(Garcíay col., 1992; Beniainy col., 1993) y se puedeconsiderarcomonormal

para otros embutidos (Acton y Dick, 1976; Nychas y Arkoudelos, 1990,

Samelisy col., 1993). Estascifras corresponden,dentrode la clasificaciónde
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Incze (1992), a la categoríade embutidos“muy ácidos”, caracterizadospor un

pH final inferior a 5,3.

El aumentode pH observadoen los últimos estadiosde la maduración,y

más concretamentea partir de la segunda semana,coincide con las

observacionesde otros autores (Deketelaerey col., 1974 ; Wardlaw y col.

1973 a, b; Lticke, 1988). Este ligero aumento, más claro en las muestras

que se maduraron durante 28 días, se debe posiblementea la acción

proteolíticabacterianay a la consiguienteformación de péptidos,amoníacoy

aminoácidoslibres (Dierick y col., 1974; Klement y col., 1974; Demeyery

col., 1979; Verplaetsey col., 1989). En los lotes 250 y 500, en los que la

cantidadde lipasaañadidafue muy elevada,habríaque añadira la actividad

proteolítica mencionadaanteriormente,la originada por las impurezasdel

extracto enzimáticoutilizado, ya que, según las indicacionesde la firma

suministradora,poseíatambiénuna ligeraactividadproteásicay amilásicaque

probablementesólo se refleja cuandose empleauna gran cantidadde dicho

extracto (como en el casode los lotes 250 y 500). Quizásestehechoseael

responsabledel mayorcontenidode humedaddeterminadoen amboslotes,en

los que al sermayor el pH, aumentala capacidadde retenciónde aguade la

carne,dificultandola deshidratación.

111.5.- EVOLUCION DEL CONTENIDO LIPIDICO TOTAL

La materiagrasade los embutidosse extrajo medianteel método de

Hansony Olley (1963), segúnse describeen el apartado11.3.3.5. Se empleó

dicho método porque la extracción con cloroformo-metanolpermite la

recuperaciónde los lípidos máspolares,lo queno sucedeal emplearun único

disolventeorgánico,como es el casodel métodode Soxhlet.Los extractosasí

obtenidossirvieron para determinarel contenidolipídico de los salchichones

experimentales,así como para estudiarsu composicion. Los resultadosse
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expresaronen términos de porcentajesobre pesofresco (figuras 111.8 y 111.9)

y sobreextractoseco(figuras 111.10y 111.11).

Partiendode un contenido lipídico total en la masapreparadapara

embutirde aproximadamenteun 23% en todos los lotes,se alcanzaronvalores

finalescomprendidosentreun 35% y un 39% sobrepesofresco,exceptoen los

lotes 250 y 500. En dichos embutidosse obtuvieroncifras finales del 29% y

26% respectivamente.En cuantoa la evolucióndel contenidolipídico referido

a extractoseco,los valoresfinalesoscilaronen todos los lotes (tanto controles

como elaboradoscon lipasapancreática)entreun 59% y un 63%, exceptolos

lotes 250 500, cuyos valores,al igual queen términosde pesofresco, fueron

menoresdurantetodo el procesomadurativo, registrándoseen ellos cifras

finalesde un 53% y un 48% respectivamente.La variabilidaddel contenidode

grasaen términosde extracto secoque se observóentre las muestraspuede

atribuirse,en su mayorparte,a la falta de homogeneidaden su redistribución

en el amasado(Melgar y col., 1990). Estos autoresseñalan,en el casodel

salamí,niveles de contenidode grasarespectoa extracto secoque varíana lo

largo de la maduraciónentreun 53,4%y un 61%.

Los resultadosobtenidosen los lotes250 y 500 merecenun análisismás

detallado.El contenido de grasa que se observó en dichos embutidosfue

significativamentemenorque el registradoen el resto. Estoslotes presentaron

a la vez un contenidode humedadsuperior,por lo que los resultadosde la

materiagrasa,expresadosen términos de pesofresco se podríanatribuir a este

hecho, pero,en esecaso,al transformarestosvaloresen términosde extracto

seco deberíancorregirse las diferencias (figura 111.11). Sin embargo,no

ocurrió así, por lo quehay queatribuir estemenorporcentajede materiagrasa

a otrascausas.Paraintentarexplicarel origen de estedescensodel contenido

de grasase han recogidoen la tabla 111.1 los valoresexactosobtenidosen el

experimentorealizadocon el lote 500. En dicha tabla se puedeobservar(de

forma másclaraen los resultadosexpresadosen términosde extractoseco)que
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la cantidadde grasadeterminadaen el lote elaboradocon 500 unidadesde

lipasapancreáticafue másbaja queen el control e, igualmente,menorqueen

el resto de los lotes experimentaleselaboradoscon menorcantidadde enzima

(compárenselos datosde la tabla 111.1 y la figura 111.11),cuandodeberíanser

similares. Este hecho se puede atribuir, por una parte, a la actividad de la

lipasa pancreáticaque, ademásde escindir los enlacesésterde las posiciones

snl y sn3 de los triglicéridosatacatambiénla posiciónsnl de los fosfolípidos,

dando lugar al correspondientelisofosfátido con un ácido grasoen la posición

sn2 (Christie, ¡982), de mayorpolaridady que por lo tanto puedeperderse,al

menosparcialmente,con la faseacuosa.Por otra parte,estemenorcontenido

de grasade los lotes 250 y 500 puedeatribuirsetambiéna que la cantidadde

lipasaañadidafue tan elevadaque se generóuna grantasade monoglicéridos,

de mayorpolaridadque los triglicéridos, que no se extrajeronen su totalidad,

permaneciendoen la interfasede las fasesacuosay clorofórmica,donde se

localiza,además,la proteínamiofibrilar con la que los monoglicéridospueden

interaccionarsiendo, en consecuencia,difíciles de liberar. Como ya se ha

señaladoen el capitulo de material y métodos,la utilización del método de

Hansony O[ley (1963) es muy recomendablesi se quiere recuperarde las

muestrasla totalidad de los lípidos (incluidos los de mayor polaridad) y

procedera una caracterizaciónposteriorde los mismos,pero, realmente,este

método está diseñadopara tejidos en los que el contenido de glicéridos

parcialeses muy bajo. Finalmente,junto a estasdos posibilidadesexisteuna

tercera, derivada de la actividad lipásica de las bacterias lácticas que

principalmenterecaesobre los glicéridos parciales(Stadhoudersy Veringa,

1973; Stadhouders,1974; Sanzy col., 1988), con lo que se liberaríaglicerol en

mayor o menor medida, resultantede la hidrólisis de los monoglicéridos

acumulados.El glicerol es miscible con el aguaen todas las proporcionesy,

por lo tanto, no se determinaríajunto a la grasa.Esteproblemade extracción

se podríahabersolucionado,en parte,reextrayendolas interfases,pero sólo se

aprecióde forma manifiestaen los dos últimos lotes, los de mayorcantidadde

lipasaañadida. No obstante,el efectode la lipasaen la tasade triglicéridosse
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Tabla111.1. Contenidodegrasade los embutidoselaboradoscon 500 unidadesde
lipasapancreática(lote 500)duranteel procesomadurativo

gibo g pesofresco g/100g extractoseco

Día Control

o
2

22,69

22,41

6
14
28

26,72

36,25

35,94

Lote 500

22,69
21,00
23,55
23,94
26,09

Control

57,90
55,84

63,42
61,48
60,17

Lote 500

57,90
46,00
56,15
49,67
44,64
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deducetambiénde la evolución de dicha fracción lipídica que se recogeen la

figura 111.13 (parteinferior) en la que claramentese observael descensode

triglicéridosen función de la cantidadde enzimaañadida.

Por lo querespectaa los resultadosobtenidospuededecirse,en términos

generales,que el contenido de grasa de los embutidos dependede la

formulación. Por ello no esde extrañarque en la bibiliografía consultadapara

la realización de estetrabajose encuentrencifras, en términos de pesofresco,

comprendidasen un amplio intervalo, desdeun 15,12% observadoen el

Lebanonbologna hastaun 42% en el pepperoni(Acton y Dick, 1976). En

términos de extracto seco, Goussault y Girard (1976) han registrado

contenidosfinales del 76,2% en el salchichónfrancésfrente al 35,4% citado

parael Lebanonbologna(Ziegler y col., 1987). Los resultadosobtenidosen el

presentetrabajo se encuentran,pues,dentrode estosmárgenesy son similares

a los registradosen salamiespañol(Melgar y col., 1990), belga (Demeyery

col., 1974; Vandekerckhovey Demeyer, 1975), alemán (LÉicke, 1984),

húngaro (Incze, 1987) y americano(Acton y Dick,1976), así como en

salchichónde distintas procedencias(Goussaulty Girard, 1976; Ferrer y

Arboix, 1986; Beriain y col., 1993) y otros embutidoscrudoscurados,como

embutidosgriegos(Samelisy col., 1993), chorizosespañoles(Domínguezy

col., 1989; Melo y col, 1986)y portugueses(Astiasarány col., 1990, 1992).

111.6.- FRACCIONAMIENTO DE LOS LíPIDOS TOTALES POR

CROMATOGRAFíA EN CAPA FINA

Con el objetode estudiarlos fenómenoslipolíticos en los distintos lotes

de embutidosexperimentales,el extracto lipídico total obtenidose fraccionó

por cromatografíaen capafina (TLC) de gel de sílice, paralo que sesiguió la

metodologíadescrita en el apartado 11.3.3.6. El revelado de las placas

cromatográficas puso de manifiesto la presencia de 8-9 manchas

cromatográficas correspondientesa otras tantassustanciasen todos los

134



RESCILiADOS Y DISCUSION

extractosanalizados.Según se señalatambién en el citado apartado,se

identificaronde acuerdocon sus respectivosRf y su comportamientofrente a

reactivos generalesy específicos, ademásde por el comportamientode

patronescromatografiadosen las mismascondiciones.Seis de ellas fueron

caracterizadascomo correspondientesa monoglicéridos (Rf=0,0l),

diglicéridos (Rf=0,12), colesterol libre (Rf=0,17), ácidos grasos libres

(Rf=0.26), triglicéridos (Rf=0,80) e hidrocarburosy ésteresdel colesterol

(Rf=0,96). Estoscompuestosson los quehabitualmentese detectanen la carne

de distintos animales(Chang-Haany Yeon-Hee,1982). Dos o tresmanchascon

Rf entre el del colesterol y el de los ácidos grasos libres no fueron

identificadas.La lectura de las placasse llevó a cabopor densitometríaa 390

nm y la cuantificaciónde las manchasse realizó mediantela utilización de las

gráficas patrónde las sustanciasidentificadas(figuras 11.2, 11.3, 11.4 y 11.5 del

capítulo de materialy métodos).

Paraseguir la evoluciónde la lipolisis en los embutidosexperimentales

se tuvieron en cuenta las manchascorrespondientesa los monoglicéridos,

diglicéridos, ácidos grasos libres y triglicéridos. En el sistema de

cromatografíaen capafina utilizado, la movilidad de los monoglicéridoses

muy baja, por lo que quedaronlocalizadosprácticamenteen el origen de las

placas,junto conlos fosfolípidos.Porestarazón,ambostipos de compuestosse

cuantificaronconjuntamentey, considerandoque los lípidos polares sufren

sólo pequeñasvariacionesa lo largodel procesomadurativode los embutidos

y, además,en fasestardías (Demeyery col., 1974), a efectosprácticos, los

cambiosque se observaronenestamanchase atribuyeronexclusivamentea los

monoglicéridos.

Como se ha señaladoya repetidasvecesa lo largo de estetrabajo,es un

hechobien conocidoque en los embutidoscrudos curadostienen lugar a lo

largode la maduraciónimportantescambiosen el componentelipídico debidos

a la actuaciónde lipasasde distintaprocedencia(Demeyery col, 1974; Melgar
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y col., 1990; Masana y Lasta, 1992). Las lipasas (entre ellas la lipasa

pancreática)se caracterizanpor hidrolizar con preferencialos triglicéridos, en

segundainstancialos diglicéridos y mucho másdébilmentelos monoglicéridos

(Whitaker, 1972).

En las figuras 111.12 y 111.13 se observala evolucióndel contenidode

triglicéridos, expresadoen términos de extracto seco(g/lO0 g E.S.) en los

salchichonesexperimentalesmaduradosdurante14 y 28 díasrespectivamente.

Como era de esperar,los triglicéridos fueron los lípidos mayoritariosde los

embutidos,con cantidadesinicialesde alrededorde 44-52g/100 g E.S. En los

embutidoselaboradossin la adiciónde lipasapancreáticasólo se observóuna

ligera disminucióndel contenidode triglicéridos a lo largo de la maduración,

Esteefectono esmuy manifiestopero, teniendoen cuentalos valoresiniciales

de triglicéridos se puedededucirque en el control mostradoen la figura 111.12

(valor inicial 43,8 g/l00 g E.S. y valor final 41,0 g/l00 g E.S.) se produjo un

descensodel 6,4% en 14 díasde maduración.Del mismo modo, en el control

recogidoen la figura 111.13 (valor inicial 51,7 g/100 g E.S. y valor final 43,2

g/l00 g E.S.) se calculóunadisminuciónde un 16,4%.

Respectoa los lotesde embutidoselaboradoscon lipasapancreáticano se

registrarondiferenciasnotablesen relacióncon los controlesen los lotes 3 (de

28 díasde maduración)(Ng. 111.13), 10, 30 y 40 (de 14 días de maduración)

(Eig. 111.12), ya que los valores finales de triglicéridos que se obtuvieron

fueron bastantesimilares.Sin embargo,cuando la concentraciónde lipasa

añadidafue mayorde 40 unidades(lote 60, recogidoen la figura 111.12 y lotes

90, 180,250 y 500, recogidosen la figura 111.13),sí que se pusoclaramentede

manifiestoel efectode la enzimay, así, seobservaque a medidaque seañadía

más lipasa, la cantidadfinal de triglicéridos era proporcionalmentemenor,

calculándoseporcentajesde disminución en la tasa de triglicéridosde estos

lotes del 12,7%,30.1%,46,5%,65,06% y 71,7% repectivamente.Además,se

pudo apreciar que el descensofue muchomásacusadoen las primerasetapas
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del proceso,es decir, durantela fasefermentativa.Este hechose observóde

una forma másclaraen los tres lotesque conteníanlas mayorescantidadesde

enzima(180, 250 y 500 unidades)(Eig. 111.13).

Tomandocomo referenciael contenido lípídico total (Fig. 111.14 y

111.15), los triglicéridos constituyeronen la masapreparadapara embutir

alrededor de un 80-90% de dicha fracción y experimentaronen los

salchichonescontrolesuna reducciónprogresivahastavaloresfinales en tomo

al 70%. El porcentajede triglicéridos respectoal total lipídico al final del

procesoen los lotes elaboradoscon lipasapancreáticaosciló entreel 70 y el

30%, observándoselas mayoresdiferenciasen los embutidos elaboradoscon

mayores cantidades de enzima.En el lote con la cantidadde lipasamás

elevada(500 unidades)los triglicéridos sufrieronuna mermade másde las 2/3

partesde su contenidoinicial.

La evolución del contenido de diglicéridos de los distintos lotes

experimentalesse reflejaen las figuras111.16 y 111.17 en término de extracto

seco y 111.17 y 111.18 en porcentajede grasa. Estos compuestos,que se

detectaronen cantidadestraza en la masapreparadaparaembutir, mostraron

en los embutidos controles una evolución ascendentea partir del

octavo-décimodía de maduracióndesdevalores inicialesde 0,013-0,028gibO

g E.S.hastaalcanzaren el productofinal cifras en torno a 1 gibO g E.S. Esta

fracción sí que refleja mejor que la de triglicéridos la lipolisis “natural”

(observadaen los lotes elaboradossin la adición de lipasapancreática)de los

embutidosque puededebersea lipasasajenasa la carne,es decir, de origen

microbiano (Lubienicki y. Schelhorn,1972; Palumboy Smith, 1977; Palean

Bianchi, 1985; Demeyery col., 1992) o a lipasas procedentesdel propio

músculo,comorecientementehanapuntadoGarcíay col. (1992).

En todos los embutidoselaboradoscon lipasa pancreáticase registró,

ademásde un contenidofinal de díglicéridosmayorque en los controles, un
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aumentomás tempranode los mismos.En el lote 3 (Hg. 111.17) esteefecto se

mostró de forma menos manifiesta, ya que los valores de la fracción

diglicéridosfueron sólo ligeramentesuperioresa las de un embutidosin lipasa.

En el resto de los lotes sí que se observóun incrementoclaro de la tasade

diglicéridos en relacióncon los controles.Sin embargo,se apreciarondos tipos

distintos de evolución.El primer tipo correspondeal lote 3 de la figura 111.17

y a los de la figura 111.16 (lotes 10, 30, 40 y 60), en los que los niveles de

diglicéridos aumentarongradualmentedesdeel principio de la maduración

hasta alcanzarlas tasasmáximas al final del proceso.El segundotipo de

evolución (la de los lotes representadosen la figura 111.17, excepto el 3)

correspondea los embutidoselaboradoscon 90, 180, 250 y 500 unidadesde

lipasapancreática,en los que se observóun aumentomuy acusadode estos

compuestosdurante los 4-6 primeros días del proceso madurativo,para

estabilizarseo aumentardespuésmáslentamente.Estos lotesfueron los quese

elaboraroncon mayorescantidadesde lipasapancreáticay el aumentode los

diglicéridos en la fase fermentativaconcuerdacon la disminución que se

observó en la tasa de triglicéridos (Ng. 111.13 y 111.15). Es posible que al

acumularseuna grancantidadde diglicéridos (hay que teneren cuentaque,

partiendode cifras prácticamenteinapreciables,en estos lotes se obtuvieron

valoresfinalesde 9-16 g /100 g RS.),se produzcauna inhibición de la enzima

por acumulaciónde los productosresultantesde la reacción.

Las variacionesdel contenido de diglicéridos en relación con el

contenidolipídico total se recogenen las figuras 111.18 y 111.19. Quizásen este

caso se apreciemejor el grado de lipolisis que se produjo al añadir las

diferentes concentraciones de lipasa pancreática. Los diglicéridos

representaronun porcentajemuy bajo (entre el 0,025% y el 0,05%) del

componentegrasode la masafrescay sufrieronun incrementomuy elevadoen

los lotesexperimentaleselaboradoscon lipasapancreática,llegandoa constituir

desdeun 3,0% en el lote 3 hastaun 32,2% en el lote 500, frente a los valores

finalespróximosal 2% quepresentaronlos embutidosutilizadoscomocontrol.
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En las figuras 111.20 y 111.21 y 111.22 y 111.23 se muestranlos cambios

en el contenido de monoglicéridos en los distintos lotes de embutidos

respectoa extracto seco y grasa total respectivamente.En los controles,

esta fracciónexperimentóligeras variacionesa lo largo de la maduración,

duplicandocomo máximo su cantidadinicial, desde2-3 g /100 g E.S. en la

masafrescahastaaproximadamente4 g/100 g E.S. en el productofinal. Este

moderadoaumentofue constantedurantelos primeros 10-12 díasdel proceso,

para luego estabilizarseo inclusodisminuir ligeramentehaciael final, por lo

que no existierongrandesdiferenciasen las tasasfinales observadasen los

embutidoscontrolescon distintosperiodosmadurativos.Entre los embutidos

con lipasa pancreática,los lotes 3, 10, 30 y 40 se comportaronde forma

parecidaa los controles,es decir, no se aprecióla adición de la enzima.A tal

efecto, en las figuras 111.20 y 111.21 se puede observarque las gráficas

correspondientesa los lotes mencionadosse entrecruzano superponen.Sin

embargo,cuandola cantidadde lipasa añadidafue superiora 40 unidades,sí

que se observóla actividadde la enzima.El lote 60 (Fig. 111.20) mostró ya

cifras superioresa los anteriormentemencionados(5,6 gibO g E.S. al cabo de

14 días de maduración)y en el resto de los lotes (Fig. 111.21) los valores

finalesduplicaron,en todoslos casos,a los de los embutidoscontrol, con cifras

del ordende 7-8 g/I00 g E.S.al final del periodomadurativo.

Similares resultadosse deducende las gráficas en relación con el

contenido lipídico total. Los monoglicéridos registraronen los embutidos

controlesunasoscilacionesentre un 3,9% (en los lotes de 14 días) y un 5,5%

(en los de 28 días) inicial y un 6,0% y un 7,2% final respectivamente.Los

lotes 3, 10, 30 y 40 mostrarontasasfinales similares, del orden del 6-7%

mientrasqueen el restode los embutidoselaboradoscon lipasapancreáticalos

valoresoscilaronentreel 9,0% (en el lote 60) y cifras próximasal 14-15% (en

los lotes250 y 500 respectivamente)de la grasatotal del productofinal.
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En definitiva, las variacionesexperimentadaspor los distintos glicéridos

en los salchichonescontrolescoincidencon la evoluciónobservadaen otros

embutidospor distintosautores(Censey col., 1973; Demeyery col., 1974).

Como era de suponer,en los lotes elaboradoscon lipasa pancreáticaestos

cambiosfueron másacentuados,especialmenteen los elaboradoscon 90, 180,

250 y 500 unidadesde enzima. Se puededecir, en conclusión,que la lipasa

pancreáticaocasionó una mayor acumulación de diglicéridos que de

monoglicéridos,lo que indica que estaenzimahidroliza con preferencialos

triglicéridos y a continuaciónlos diglicéridos y monoglicéridos.Ello que

concuerdacon las observacionesanteriormentecitadasde Whitaker (1972).

Los ácidosgrasoslibres se detectaronen la masafrescaen cantidades

ligeramentesuperioresa los diglicénidos,con cifras de unos pocosmg/lOO g

E.S. En las figuras 111.24 y 111.25 se puede apreciar la evolución de su

contenido en términos de extracto seco en los embutidosexperimentales

maduradosdurante14 y 28 días respectivamente,mientrasque en las figuras

111.26 y 111.27 se muestranlos resultadosen términos de porcentajede grasa.

En los salchichonescontroles,la cantidadde ácidosgrasoslibres se incrementó

progresivamentea lo largo de la maduración,evidenciandouna importante

lipolisis. Al final del procesose registraroncifras de 0,7 y algo menosde 2

g/l00 g E.S. al cabo de 14 y 28 días, respectivamente.Esto correspondea

incrementosde unas30-50vecesen relación con las tasasiniciales observadas

(0,028 y 0,045 g/100 g E.S. respectivamente).

La tasade ácidosgrasoslibres en los lotes de embutidoselaboradoscon

hasta60 unidadesde enzimay maduradosdurante14 díasduplicó y triplicó los

valoresfinales registradosen los controles,con cifras máximasde 2,5 g /100g

E.S en el lote 40. El lote 3, queconteníala menorcantidadde enzima,registró

tasasmayores,en torno a 3 g/100 g E.S., probablementedebido a que su

periodo madurativo fue más prolongado (el doble que el de los lotes

elaboradoscon 10, 30, 40 y 60 unidadesde lipasapancreática). Lógicamente,
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al igual que en el casode monoglicéridos,diglicéridos y triglicéridos las

mayoresdiferenciasse observaronen los lotes 180, 250 y 500, cuyo contenido

final de ácidosgrasoslibres sesituó próximo a los 9 g/l00 g E.S.También en

este caso el lote elaborado con 90 unidades de enzima mostró un

comportamientointermedio,con tasasde 7 g/100 g E.S. al final del proceso.

Estaevolución representóun incrementoen los loteselaboradoscon lipasaque

osciló entre 40 y 222 veces el contenido inicial. Como también se puede

observaren las figuras, y en concordanciacon lo ocurrido con los glicéridos,

el máximo incremento de la cantidad de ácidos grasos libres se produjo

durantela fase de fermentación,es decir, durante los primeros 2-3 días del

proceso,lo queestáde acuerdocon las observacionesde otros autores(Cantoni

y col., 1966; Giolitti, 1967; Melgar y col., 1990), queseñalanque la aparición

de ácidos grasoslibres sueleser precozen la maduraciónde los embutidos

crudoscurados,paraluegoaumentarsu cantidadde forma máspaulatina.

En el total de la fracciónlipídica de la masaantesde embutir, los ácidos

grasoslibres representaronun 0,05-0,08%,valoresquese incrementaronhasta

cifras del ordendel 1% en los embutidoscontrolesmaduradosdurante14 días

y ligeramentesuperioresal 3% en los maduradosdurante28 días. Todos los

embutidoselaboradoscon lipasa pancreáticapresentaronporcentajesfinales

mayores,desdeun 4,8% en el lote 3 hastael 18,52% determinadoen el lote

500, lo que representóunos niveles entre64 y 246 vecesmayoresque los

iniciales, incrementosmuy similaresa los halladosen términos de extracto

seco.

El contenidoinicial de ácidosgrasoslibres observadopor los distintos

autoreses muy variable en los diversostipos de embutidosy oscila entreel

0,08% citado por Lois (1985) en chorizo y el 1,7% observadopor Palean

Bianchi y col. (1985)en el salami,expresadosen gramosde ácido oleico/l00

gramos de grasa. Melgar y col. (1990) han descrito valores del 0,68% en

salamiy Ferrery Arboix (1986) 1,3% en el salchichónde Vich en los mismos
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términos (gibO g de grasa).De acuerdocon las observacionesde Domínguez

(1988),estasdiferenciases lógico que sedebanal tiempotranscurridoentreel

sacrificio del animal y la utilización de la grasaen la elaboracióndel embutido,

tiempo duranteel que ésta puedesufrir ya fenómenosde tipo lipolítico

derivadosfundamentalmentede la actividadde las lipasasmusculares.

Los valores originales observadosen este trabajo se encuentran

próximos a los datos recogidospor Lois (1985)en chorizo. Las cifras finales

en torno a 0,7-3 g/l00 g E.S. (1,1-4,8 g/lOOg de grasa) registradasen los

controles y algunos lotes elaboradoscon lipasa pancreáticase encuentran

dentrodel amplio margencitado para estosproductos,desde0,5-1,2 g/l00 g

de grasaen chorizo portugués(Melo y col., 1986) hastacifras de 5,9 g/100 g

de grasaobservadasen salamipor Melgar y col. (1990) y Palean Bianchi y

col. (1985). Demeyery col. (1974) han obtenido en salami belga valores

próximos al 5% del total de ácidos grasosdel productofinal, Censey col.

(1973) ha descritoen salamialemántasasde 2-3 g/I00 g de grasay Lois y col.

(1987) de alrededorde 5 g/100 g de grasaen chorizo al cabo de 100 díasde

maduración.Cifras inferioresa éstashan obtenidoLeón Crespoy col. (1977;

1985) en salchichóny chorizo respectivamentey Garcíay col., (1992) en

salchichonescon un periodode maduraciónsimilar (1,2-1,6gibO g E.S.).

Las cifras finales de ácidos grasoslibres (8-9 g/l00 g E.S.) que se

detectaronen los embutidoscon las cantidadesmayoresde lipasaponen de

manifiestoqueen los salchichonesexperimentalestuvo lugar una lipolisis muy

intensa, originándosetasas muy elevadas,que sólo se describenen la

bibliografía relativa a embutidos madurados durante periodos muy

prolongados,como es el casodel ya previamentecitado salchichónde Vich

(Ferrery Arboix, 1986), enel que se señalancifras del 10,60%en términosde

ácido oleico tras 12 meses de maduración.Es bien sabido que sólo los

embutidossecadosal aire durante largos periodosde maduración,como el

salami húngaropresentana menudomás del 5% del peso del embutidoen
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forma de ácidosgrasoslibres (Nagyy col. 1989).

Tomando como referenciaembutidos españolesen los que se han

determinadolas tasasde ácidosgrasoslibres, comoel salchichónde Vich, en el

que los autores (Ferer y Arboix, 1986) señalanvalores del 10,6% tras 12

mesesde maduracióno chorizo artesanalde 100 días de maduración,que

presentatasasdel 5% respectoa extractolipídico (Lois y col., 1987), se puede

decir que, en relación con el primer ejemplo citado, esos valores se

consiguieron en los embutidos experimentalesal cabo de 28 días de

maduración cuando se añadieronentre 180 y 500 unidadesde lipasa

pancreática.Del mismo modo, los valorescitadosen el segundoejemplo se

superaronen 28 díasal adicionar90 unidadesde la enzima.

Comoresumende los fenómenoslipoliticos observadosenlos embutidos

experimentales,se puedeseñalarqueen todos los lotes elaboradoscon lipasa

pancreáticase detectóuna lipolisis más intensaque en los controles,más

importante a medida que aumentó la cantidad de enzima añadidaa los

embutidos.Estaevoluciónsemantuvohastaquese añadieron180 unidadesde

lipasa. La adiciónde cantidadesprácticamente3 vecesmayoresno produjo los

efectosproporcionalesesperados.Se aprecióclaramenteun descensocontinuo

de los triglicéridos duranteel procesomadurativo,con el correspondiente

aumento de ácidos grasos libres y diglicéridos y, menos marcado, de

monoglicéridos.Estas observacionescoinciden con otros trabajos sobre la

lipolisis en embutidosy otros productoscárnicoscurados(Alford y col., 1971;

Censey col., 1973; Demeyery col., 1974; Vandekerckovey Demeyer,1975;

LeónCrespoy Millán, 1977; LeónCrespoy col., 1985).

Coincidiendocon las opinionesde otros autores(Rozier, 1969; Wardlaw

y col., 1973; Mendozay col., 1983),el estufajeo fermentaciónfue una de las

etapasmásdelicadasy decisivaspara los fenómenoslipolíticos. SegúnCensey

col. (1973) es principalmenteen estaetapadel procesomadurativocuandose
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produce la liberación enzimática específica de ácidos grasos que

posteriormentese transformaránpor oxidación en compuestosvolátiles

crucialesparael desarrollodel sabory aromade los embutidos.En todos los

lotes elaboradoscon lipasapancreática,el máximo acúmulode los productos

de la lipolisis se alcanzóen torno a la segundasemanade maduración,tras lo

cual los niveles seestabilizaron,aumentaronmucho mássuavementeo incluso

disminuyeron,fenómenoque se puedeatribuir a la actividadmetabólicade la

flora microbiana o a la transformaciónquímica de los ácidos grasosen

carbonilos(Alford y col, 1971; Debeverey col., 1976; Naesy col., 1992).

En los embutidoscontrolesno se aprecióel incrementoexplosivo de la

tasade ácidosgrasoslibres durantela fasefermentativaque se observóen los

lotes elaboradoscon lipasa. En estos últimos, dicho fenómenose debió

probablementea queel pH inicial de la masa(ligeramenteinferior a 6,0) y las

condicionesde temperatura(18-22 0C) establecidasen estafasefermentativa

no distabanmucho de las condicionesóptimas de actuaciónde la lipasa

pancreática(370 C y pH 7,0), por lo que su actividad,aunqueno la máxima,

todavía era importante.Al modificarseel pH y la temperaturadel embutido

duranteel procesomadurativo,dicha enzima continuó actuando,si bien de

forma más moderada.Este hecho, además,parececorroboradoporque al

triplicar prácticamentela concentraciónde 180 unidadesde lipasaañadidano

se observóuna respuestaproporcionalen la acumulaciónde ácidos grasos

libres. El descensode actividadde las enzimases unacircunstanciafavorable

que permite evitar una lipolisis excesivaque acarrrearíauna casi total

d~gradaciónde los lípidos del embutido, lo que repercutiríadesfavorablemente

en la calidad final del producto.

Así pues,de las experienciasrealizadasse deducequedurantela fasede

fermentacióntuvo lugar la máxima actividad de la lipasa pancreática,que

reforzó la de las micrococáceasdurantedichaetapa,en la que las condiciones

de temperaturay pH fueronmáspróximasa las óptimas.Se sabeque sobre la
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actividady estabilidadde las enzimasinfluyen, ademásde la temperaturay el

pH, distintos factores: la actividadde aguadel producto,la concentracióny el

tipo de sustrato,la presenciade sales (Adler-Nissen, 1986; Adams, 1991;

Grecoy col. 1991). Teniendoen cuentasu pH óptimo de actuación,la lipasa

pancreáticase puede consideraruna lipasa neutra y este tipo de lipasas

mantienensu conformaciónactivaa las temperaturasempleadasen el proceso

(Tombs, 1985). Asimismo, la presenciade sales neutrascomo el NaCí

aumentan su estabilidad (Kristjánsson y Kinsella, 1991), aunque

concentracionesmuy elevadaspuedenllegara producir su inhibición.

La a~ es un parámetroclave en la actividad enzimática.La a~ de la

carne va disminuyendoconforme avanzanla maduracióny desecación

evitandoel desarrollode algunosmicroorganismosy, ademáslimitando las

reaccionesenzimáticaspropiasdel procesomadurativo.Sin embargolas lipasas

son enzimasque puedenpermaneceractivasincluso en mediosde una a de

0,2 (Caillet y Drapon, 1974; Mutton y Bizot, 1977) a diferenciadel resto de

las enzimasque, en general,quedaninactivadaspor debajo de a~ de 0,6

(Drapon, 1972). De ahí que en un medio de humedadintermedia,como es un

embutidocrudocurado, las lipasas se mantenganfuncionales(Omolosho y

Girard, 1983).No obstante,a medidaque disminuye la a~ seva reduciendosu

actividad, excepto en el caso de las lipasas del tejido adiposo, pues

normalmenteéstasseencuentranen su conformaciónóptimaen medioscon a~

reducida(Motilva, 1992).

Además de con el descensode la temperaturay de la a~, la baja

actividad de la lipasa pancreáticaal final de la maduraciónpodría estar

relacionadacon la inhibición producidapor el acúmulo excesivo de los

productos finales resultantesde la reacción (ácidos grasos libres). Este

fenómeno,que ya se ha mencionadoen apartadosanterioresdel presente
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capítulo de resultadosy discusión,tambiénse ha descrito en otras enzimas

lipolíticas como la lipasalipoproteicadel tejido muscular(Motilva, 1992)y se

ha explicadode la forma siguiente: el medio adquiereuna mayor rigidez al

disminuir la a~, viéndosedificultada la difusiónde los ácidosgrasosliberados

desdela interfasehaciael exterior,con lo queaumentasu concentraciónen la

zonade formacióndel complejoenzima-sustrato,dandolugar a la disminución

local del aguadisponibley, en consecuencia,a una inhibición reversiblede la

enzima (Drapon, 1972). Por otro lado, los propios ácidosgrasoslibres, que

permanecenen la intefaseson a su vez sustratospotencialesde reaccionesde

esterificación,compitiendo con los glicéridos por el centro activo de las

enzimas(Ferreiray Patton, 1990). En estesentidono hay que olvidar que la

concentraciónde 500 unidadesde lipasapancreáticaañadidaal último lote de

embutidostuvo prácticamenteel mismo efectoque la de 250 unidades.

111.7.- COMPOSICION DE ÁCIDOS GRASOS DE LA FRACCION

ACIDOS GRASOS LIBRES

Una vez obtenida la fracción ácidos grasos libres (véaseapartado

11.3.3.7) se procedióa su análisis cualitativo y cuantitativopor cromatografía

de gasesde susésteresmetílicossegúnse indicaendichoapartado.

Aunquese identificó un númeromayorde ácidosgrasos,para seguirla

evolución de esta fracción sólo se tuvieron en cuenta los siete que,

individualmente,se detectaronen un porcentajesuperioral 1%, es decir: ácido

mirístico (C14:0), ácidopalmítico (C16:0), ácido palmitoleico (C16:1), ácido

esteárico(C18:0), ácido oleico (C18:1), ácido linoleico (C18:2) y ácido

linolénico (C18:3). Tambiénse encontraronotros ácidosgrasosdescritosen la

bibliografía,como el ácido láurico (C12:O), el ácido araquidico(C20:O) y el

ácido araquidónico(C20:4),peroen cantidadesinferioresal 1%.

En los cromatogramasde todas las muestrasanalizadasaparecieronen

mayor o menor medida tres picos extraños que, en conjunto, llegaron a
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constituiren algunoscasosmás del 20% del áreatotal, aunqueno se tuvieron

en cuenta para seguir la evolución de los fenómenos lipolíticos en los

embutidos.Dos de estassustanciaseluyeroninmediatamenteantesqueel ácido

palmítico, mientras que la tercera apareció entre los ácidos linoleico y

linolénico. La presenciade estoscompuestosen el análisiscromatográficode

ácidos grasosha sido detectadatambién por otros autoresen distintos

productos cárnicoscurados (Huertas, 1990). Según Salih y col. (1988) y

Crackel y col. (1988) es frecuenteencontrarlosal analizarlos ácidosgrasos,

fundamentalmentede los fosfolípidos (Grigor y col., 1982; Maxwell y

Marmer, 1983), en distintos productoscárnicos. En la bibliografía suelen

registrarsecomopicosno identificadoso bien comohexadecanaly octadecanal

(Huertas, 1990), si bien para Salih y col. (1988) y Crackel y col. (1988) se

tratarealmentede susdimetilacetales(DMAs). El hexadecanaly el octadecanal

son aldehídosde cadenalargaque seencuentranunidosal glicerol comoéteres

a, j3- insaturadosformando,junto con un ácido graso esterificadotambiénal

glicerol, los plasmalógenos(Lehninger, 1982). Estos lípidos son compuestos

aldehidogénicos,ya que.unavez hidrolizados,rindenun ácido graso,glicerol,

ácido fosfórico, un alcohol y el aldehído correspondiente,generalmente

hexadecanalu octadecanal(Lehninger.1982). Segúnlos autorescitados, los

DMAs correspondientesseformanbajo las condicionescomunmenteutilizadas

en la formación de los ésteresmetílicosde los ácidosgrasospara los análisis

cromatográficosy puedenllegar a confundirsecon éstosporqueambostipos

de compuestospresentantiempos de retención muy similares cuando se

analizanutilizandounafaseestacionariapolar (Igeney col., 1981).

Las proporciones relativas de los principales ácidos grasos y su

evolucióna lo largodel procesomadurativose recogenen las tablas111.2 (para

los embutidosmaduradosdurante14 días) y 111.3 (paralos maduradosdurante

28 días).Como se. puede observar en las tablas mencionadas,tanto al

principio como al final de la maduración,el ácido grasomayoritario en todos
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los lotes de embutidosfue el oleico,que en el productofinal osciló entreel 33

y el 40%, seguido del línoleico (15-27%), palmítico (15-22%), esteárico

(8-13%). linolénico y palmitoleico (3-6%) y mirístico (1-3%). Esta

composiciónde la fracciónde ácidosgrasoslibres es similara la descritapor

distintos autores (Cense y col., 1973; Palean Bianchi y col., 1985;

Domínguezy Zumalacárregui,1991; Beriain y col, 1993; Samelisy col.,1993;

Astiasarány col., 1993) en la mayoría de los embutidoscrudoscurados,si

bien en el presentetrabajo se detectaroncantidadesde ácido linolénico

mayoresque las habituales.Sin embargo,los resultadosobtenidos,al igual que

las observacionesde los autoresanteriormentecitados,estánen contradicción

con uno de los principalesestudiossobrelos procesoslipolíticos en embutidos

crudos curados (Demeyer y col., 1974), en el que se registra como

componentemayoritarioel ácido linoleico.

En cuantoa la evolución de la concentraciónde cadauno de los ácidos

grasos,cabe señalar que el porcentaje relativo de ácido oleico (tablas

111.2 y 111.3) aumentóen los embutidoscontrolesentreun 6,43% (los de 28

días) y un 7,95% (los de 14 días), alcanzando,por regla general,los niveles

máximos en tomo al décimo-decimosegundodía del procesomadurativo,tras

lo que se pudo observarun descensoporcentualhastacifras similaresa las

iniciales, menosevidente en los embutidosmaduradosdurante28 días. El

descensodel porcentajede ácido oleico observadohaciael final del proceso

madurativoha sido citado también por otros autores(Censey col., 1973;

Palean Bianchi y col., 1985; Astiasarány col., 1993) Todos los embutidos

elaboradoscon lipasa pancreáticamostraronesta misma evolución en el

tiempo, si bien los porcentajesiniciales sufrieronun incremento entre un

26% y un 37% según los lotes y los valores finales fueron siempre

claramentesuperioresa los controles(entre un 10,39%másque su control en

el lote 10 y un 21,74%másque su control en el lote 250).

En tas figuras 111.28 y 111.29 se puede observar la evolución del
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Tabla111.2. Composiciónde la fracciónde ácidosgrasoslibres (% relativo)de los
embutidossometidosa un periodomadurativodel4días

Acidosgrasos(%)

Lote Días

o
2

Control 6
lo
14

o
2

Lote 10 6
8
14

o
2

Lote 30 6
8
14

o
2

Lote 40 6
lo
14

o
2

Lote 60 6
lo
14

C14:O C16:0 C16:i1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3

1,31 20,65 5,46 12,32 37,58 19,36 3,31
1,76 23,99 4,05 11,48 37,75 18,79 2,17
3,83 22,05 4,95 10,57 37,30 17,09 4,21
1,50 21,39 3,31 10,61 40,57 20,30 2,32
1,47 20,29 3,63 10,07 35,39 22,61 6,52

1,31 20,65 5,46 12,32 37,58 19,36 3,31
1,16 16,58 3,95 9,51 46,34 20,33 1,13
1,96 21,23 4,43 10,52 44,08 16,36 1,42
1,29 21,23 3,78 13,08 43,34 13,97 3,31
3,02 21,55 5,96 9,94 39,07 16,29 4,17

1,31 20,65 5,46 12,32 37,58 19,36 3,31
4,50 26,41 5,28 14,19 32,51 13,28 2,83
4,10 23,22 3,91 12,66 39,82 12,92 3,37
2,42 21,69 4,53 9,92 45,11 13,20 3,13
2,19 22,48 3,81 8,11 40,49 17,74 5,23

1,31 20,65 5,46 12,32 37,58 19,36 3,31
1,55 22,84 3,58 9,66 40,90 18,09 3,37
1,63 23,08 3,94 10,24 41,87 16,53 2,71
1,23 17,83 4,15 9,22 47,35 16,97 3,26
2,15 21,63 3,98 10,63 39,91 17,41 4,28

1,31 20,65 5,46 12,32 37,58 19,36 3,31
3,80 21,99 4,56 10,50 38,45 16,73 3,97
4,75 23,02 6,31 12,65 34,20 14,95 4,11
2,29 20,34 4,58 11,96 38,17 17,85 4,81
2,60 19.46 4,21 11,02 39,72 17,83 5,16
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Tabla111.3. Composiciónde la fraccióndeácidosgrasoslibres (% relativo) de los
embutidossometidosa un periodomadurativode 28 días

Acidosgrasos(%)

Lote Días

o
2
6
12
19
28

o
2
6

12
19
28

o
2
6
12
19
28

o
2
6
12
19
28

o
2
6
14
28

C14:0 C16:O C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C1S:3

1,17
2,60
3,63
2,77
1,86
1,63

1,17
3,03
4,14
0,98
0,97
1,05

1,17
1,50
2,82
1,50
3,26
2,38

1,17
2,98
1,85
1,25
2,79
2,26

1,17
2,38
2,13
2,30
2,62

o
2
6
14
28

1,17
1,82
3,73
2,35
3,23

19,21
20,29
17,53
18,42
18,81
18,84

19,21
21,08
17,01
15,69
15,18
17,05

19,21
14,00
16,91
17,12
14,73
19,87

19,21
20,72
14,92
17,23
23,46
21,51

19,21
14,69
18,76
17,65
15,64

19,21
17,94
16,73
23,73
16,08

4,74
4,39
6,28
5,32
4,57
3,70

4,74
5,01
6,01
2,94
3,49
3,53

4,74
3,67
4,90
4,34
3,51
4,51

4,74
4,81
4,80
3,67
2,74
3,31

4,74
4,79
4,53
5,30
6,60

4,74
4,36
5,84
6,15
6,20

11,28
8,92
8,33
8,63
9,81
11,85

11,28
10,34
8,57
8,23
7,74
8,37

11,28
8,70
10,11
9,57
11,19
9,58

11,28
14,54
11,06
10,85
13,49
10,99

11,28
10,53
10,44
10,96
12,39

11,28
9,98
10,93
8,45
10,95

32,87
30,46
30,86
33,42
34,89
33,25

32,78
34,03
32,46
42,28
42,26
38,13

32,78
41,51
41,72
42,22
38,73
37,32

32,78
29,70
41,98
41,34
33,12
39,53

32,78
43,08
44,87
43,10
40,48

32,78
42,96
39,24
41,83
40,18

27,27
27,73
26,96
26,04
24,97
25,47

27,27
20,01
24,80
26,77
27,94
27,43

27,27
26,06
19,48
21,19
21,83
19,90

27,27
21,86
20,23
19,42
16,72
17,66

27,27
19,70
15,55
16,60
16,17

27,27
19,50
19,48
14,31
17,96

3,54
5,61
6,40
5,38
5,10
5,26

3.54
5,55
6,67
3,10
2,42
3,55

3,54
4,56
4,07
4,05
6,75
6,44

3,54
5,38
5,16
6,24
6,68
4,74

3,54
4,81
3,72
4,08
6,49

3,54
3,42
4,40
3,18
5,38

Control

Lote 3

Lote 90

Lote 180

Lote 250

Lote 500
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contenidode ácido oleico en términosde mg/lOO g ES. en los distintos lotes

experimentales.Si secomparanlas gráficasde estasfiguras con la del glicérido

parcial que se acumuló en mayor cuantía,es decir, la fracción diglicéridos

(Fig. 111.18 y 111.19). se puede observarque ambos modelos de evolución

fueron similares, lo que indica que durantela maduraciónde los embutidos

experimentalesse produjo la hidrólisis de triglicéridos y la acumulaciónde

diglicéridos y la correspondienteliberación de ácidos grasos,en el presente

casoel ácido oleico, el mayoritario. Igualmentese observó,comoen el casode

los díglicéridos, que el incrementode este ácido graso fue, en términos

generales.graduala lo largo de todoel procesoen los lotes de embutidosa los

que se añadiómenoscantidadde lipasapancreática(lotes 3, 10, 30, 40 y 60),

pero en los elaboradoscon las mayorescantidadesde enzima(lotes 90, 180,

250 y 500), el mayor incremento de ácido oleico tuvo lugar durante las

primeras 48 horas de maduración. Se pueden establecer similares

consideracionessi secomparala evolucióndel contenidode ácido oleico conla

fracción ácidosgrasoslibres totales,tanto en términosde extractoseco(Fig.

111.24 y 111.25) como expresadaen porcentajede materiagrasa(Fig. 111.26 y

111.27). Realmenteno se podíaesperarun comportamientodistinto, ya que las

concentracionesrelativasde ácido oleico en cadauno de los lotesa lo largo de

todo el periodomadurativo,fueron, aunqueconalgunasfluctuaciones,bastante

regulares(tablas 111.2 y 111.3).

El ácido linoleico presentócantidadesiniciales variables en los

distintos lotes,con cifras del 19,36%(tabla111.2) y el 27,27% (tabla 111.3) y su

evolución en los controlestambiénfue irregular. En los embutidosmadurados

durante14 días experimentóun aumentodel 16,78%,mientrasque en los de

28 díasde maduraciónse observóun ligero descenso,del 6,60%. Exceptoen

los salchichoneselaboradoscon la menor cantidadde lipasa (lote 3), cuya

evolución fue similar a sus controles,en el resto se observó un descenso

progresivodel contenido de este ácido graso, tanto más importantecuanto

mayorera la cantidadde enzimaañadida.En el lote 250 estedescensollegó al

159



RES CILIADOS Y DISCUSION

41%. Este fenómenopodríaestarrelacionadocon la opinión de Eorss (1972),

que señalaque el ácido linoleico es uno de los primeros sustratosde la

oxidación y, por lo tanto, es lógico que se detectemenoscantidadde esteácido

grasoen los embutidosa medida que avanzala maduración.No obstante,la

evoluciónde la concentraciónde ácido linoleico descritaen la bibliografía es

contradictoria.Algunos autoresregistranun aumentode esteácido graso a lo

largo del periodo madurativo (Demeyer y col., 1974, Domínguez y

Zumalacárregi,1991; Samelisy col.. 1993), mientras que otros (Bianchi y

col., 1985; Melgar y col., 1989; Astiasarány col., 1993) citan un descensoa

partir de la fase fermentativahastael final del proceso.Astiasarány col.

(1993), comparandodistintosmétodosde fabricaciónde chorizo observaron

ademásqueestedescensose producíaen mayorgradoen los embutidoscon un

elevadoíndicede lipolisis.

En las figuras 111.30 y 111.31 se muestrala evolucióndel contenidode

ácido linoleico en todos los lotes de embutidosa lo largo de la maduraciónen

términosde extractoseco. El perfil de las gráficases similar al observadoen

el caso del ácido oleico, por lo que, en principio, son válidas las mismas

consideraciones.Sin embargohay un detalleque merecela penadestacary que

se observóclaramenteen los embutidosque conteníanmayorescantidadesde

lipasa(lotes 90, 180, 250 y 500). Si se comparala figura 111.29(evolucióndel

contenido de ácido oleico en dichos lotes) con la 111.31 (evolución del

contenidode ácido linoleico en los mismoslotes), se puedeobservarla misma

tendenciaen ambosácidosgrasos,pero las diferenciasabsolutasde los lotes

con lipasaen relación con los embutidoscontrolesfueron mayoresen el caso

del ácido oleico. Así, tomandolos valores registradosa partir de la segunda

semanade maduraciónen dichos lotes 90, 180, 250 y 500 se puedellegaren

cadacasoa una relación “contenido de ácido oleico del lote elaboradocon

lipasa/contenidode ácido oleico del lote control” próxima a 5-6 mientrasque

la misma relación para el casodel ácido linoleico es de alrededorde 3. En

principio estarelación deberíasersimilar en amboscasos,si se asumeque la
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lipolisis afectapor igual a los dos ácidosgrasos,al encontrarseen su mayor

parteesterificadosen la misma posición (sn3) del glicerol (Brockerhoff,

1966). La menor relación observadaen el caso del ácido linoleico parece

indicar la existenciade unadegradaciónde esteácido graso,hechoqueya seha

comentadoanteriormenteen relación con el descensoprogresivodel mismo

que se observóa partir de los datosderivadosdel cromatograma(tabla 111.3).

El ácido palmíticoapenasexperimentóvariacionesen sus porcentajes

a lo largo del procesoen los embutidoscontroles, manteniéndosesiempreen

torno a las cifras iniciales del 19-20%.En cuanto a su comportamientoen los

embutidos elaboradoscon lipasa pancreática,se observó una evolución

irregular. En la mayoríade los lotes (del 3 al 180), las concentraciónde este

ácido graso se mantuvo en valores similares durante todo el proceso

madurativo,mientras que en los lotes 250 y 500 se observó un descenso

respectoa su contenido inicial del 18,58% y 16,29% respectivamente.El

aumentode la concentraciónde ácido oleico y el descensode la de ácido

palmíticocoincidecon los resultadosde Debeverey col., (1976),que señalan

tambiéndicho comportamientoa medidaque aumentael tiempode actuación

de los enzimaslipolíticos sobre la grasa.Las figuras 111.32 y 111.33 muestran

su evolución en mg/lOO g E.S. y en ellas se puedeobservarque las gráficas

obtenidasfueron,en términosgenerales,similaresa las del ácido oleico,por lo

queel análisisrealizadoparadicho ácido grasoesextensibleal ácido palmítico.

Los porcentajesrelativos de ácidoesteáricoque se obtuvieronen los

embutidoscontroles(tablas111.2 y 111.3) no permitieronestablecerun patrón

de su evolucióna lo largo del procesomadurativo.Así, en los lotes de 28 días

de maduración,su contenido se estabilizóen cifras finales próximas a las

iniciales, es decir, del orden de un 11%, mientrasque en los de 14 días

disminuyó un 18,26%,desdeun 12,32% inicial hastaun 10,07% final. Este

comportamiento irregular ha sido observadotambién por otros autores

(Astiasarány col., 1993).En cuantoa los salchichoneselaboradoscon lipasase
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observó una tendenciadecrecientede hastael 34% en el lote 30, menos

marcadaa medida que se incrementabala cantidad de enzima añadiday

cercanaa la estabilizaciónen los lotes 180, 250 y 500. En definitiva, tampoco

en estecasose observóun modelo definido de comportamiento.Las figuras

111.34 y 111.35 muestranla evolución del contenidode este ácido graso en

mg/lOO g E.S. en los lotes de embutidosmaduradosdurante 14 y 28 días,

respectivamente.El perfil de las gráficases semejanteal de los ácidosgrasos

analizadosanteriormente.

El ácido linolénico fue, quizás,el que mostróun comportamientomás

regulardurante la maduración.Se detectóen la masapreparadapara embutir

en cantidadesalgo superioresal 3% (tablas111.2 y 111.3) y a lo largo de ambos

periodosmadurativossufrió un aumentoen todos los embutidos,tanto en los

controlescomo en los elaboradoscon lipasa,hastavaloresfinales entreel 4 y

el 6%. Estascifras son superioresal 1-2% registradonormalmenteen los

distintos trabajos sobre embutidoscrudos curados(Palean Bianchi y col.,

1985; Melgar y col., 1990; Domínguezy Zumalacárregui.1991; Astiasarány

col, 1993). En las figuras 111.36 y 111.37 se observasu evoluciónen mg/lOO g

ES. El aumentoprogresivodel porcentajerelativo de esteácido grasodurante

la maduraciónno se reflejó en gráficascon un perfil diferentedel de los ácidos

grasosanteriormentediscutidos,sin duda debido al carácterminoritario del

ácido linolenico.

El ácido palmitoleico disminuyó un 2 1,94% en los controles de 28

días(tabla 111.3) y un 33,51% en los de 14 días (tabla 111.2). Estaevoluciónes

sxmilar a la observadaen todos los trabajos citadosanteriormente(Palean

Bianchi y col., 1985; Melgar y col., 1990; Astiasarány col., 1993)).En el caso

de los embutidoscon lipasa estatendenciadecrecientefue siendo menor a

medidaque seaumentabala cantidadde enzimaañadida,observándoseincluso

un incrementoen los lotes 250 y 500 hastacifras finales superioresal 6%. No

obstante,los resultadosobtenidosno permitenextraerconclusionesdefinitivas.
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Los cambiosdel contenidoabsolutode esteácido graso(mg/LOO g ES.) en los

distintos lotes se reflejan en las figuras 111.38 y 111.39.,en las quenuevamente

el modelo de gráfica se ajustaal observadoen el casode los demásácidos

grasos.

El porcentajede ácido mirístico aumentó en los controles, desde

valores cercanosal 1% hastaaproximadamenteun 3% en el sexto día de

maduración,para luego volver a los niveles iniciales al final del proceso

(tablas111.2 y 111.3). Esta evolucióny los valoresregistradosson los citados

normalmenteparaesteácido graso(PaleanBianchi y col. 1985; Domínguezy

Zumalacárregui,1991). En los embutidosfabricadoscon lipasase observóuna

evolución más irregular,en algunosconstantementeascendente,mientrasque

en otros fue parecidaa los controles.No obstante,en todos los loteselaborados

con enzima los valores finales fueron ligeramente superiores a los

determinadosen los controles.En las figuras 111.40 y 111.41 se puedeapreciar

su evoluciónen mg/lOO g E.S.,que,unavez más, se ajustóal perfil observado

en el resto de los ácidosgrasosanalizados.

A la vista de los resultadosobtenidosy como diferenciasrespectoal

comportamientode los controles,se puededecirque, a nivel porcentual(ácido

graso/totalde ácidos grasos libres) la adición de lipasa a los embutidos

determinó:

- unamayorliberaciónde ácido oleico y ácido mirístico.

- unareduccióndel contenidode ácido linoleico.

- un aumentode la cantidadde ácidopalmítico.

- una disminución del contenidode los ácidosesteáricoy palmitoleico.

No obstante,como en la mayoría de los casos los resultadosno

mostraronuna evolución clara, en líneasgeneralessólo se puedehablarde

tendencias.
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En el capítulo de introducciónya seha señaladoque los triglicéridos de

la grasade cerdo muestranuna distribuciónparticularde los ácidosgrasosy,

así, la mayor parte del ácido esteárico(alrededordel 60%) se presenta

esterificadoen la posiciónsnl, el palmítico (60-80%) en la posición2 y los

ácidos octadecenoicos(50-60%) en la posición sn3 de la molécula

(Brockerhoff, 1966). Puestoque la lipasapancreática,al igual que las lipasas

microbianas,atacaespecíficamentelas posicionessnl y sn3 (Alford y col.,

1971; Whitaker, 1972), el mayorgrado de lipolisis deberíaobservarseen los

ácidos de [8 átomosde carbono:esteáricoy oleico, linoleico y linolénico

(Demeyer y col., 1974; Naes y col., 1992). En el presentetrabajo, y

parcialmentede acuerdocon estosautores,la adiciónde lipasapancreáticatuvo

incidencia principalmentesobre la liberación de C18:0 y C18:l, aunque

tambiénsobreel C14:O. Sin embargo,no se observóla liberaciónmayoritaria

de ácido linoleico citadapor Demeyery col., (1974) y másrecientementepor

Samelisy col. (1993), ni siquieraen los embutidoscontroles,en los que la

actividad lipolítica recaesólo en las lipasasendógenasy de origen microbiano.

Por el contrario,se registróun descensoporcentualde este ácido graso a lo

largo del proceso madurativo,másacentuadocon la incorporaciónde lipasa

a los embutidos.

Así pues, según los resultados obtenidos en los salchichones

experimentales,la lipasapancreáticapareciómostrarunamayorespecificidad

por la posición sn3 de los triglicéridos, pero, aunqueen ella se encuentran

esterificadostanto el ácido oleico comoel linoleico, la actividadhidrolítica se

centró fundamentalmenteen el oleico y apenasse manifestóen el caso del

ácido linoleico. Dadoqueambosácidosgrasosdifieren muy pocoen cuantoa

su pesomolecular, la acumulaciónde ácido oleico libre podría debersea la

especificidadestructuralque presentala lipasa pancreática(Whitaker, 1972;

Kilara, 1985), sin olvidar tampoco que el ácido linoleico es el principal

sustratode la oxidación lipídica (Fors, 1972), especialmentecuandose halla en

forma libre, de modoqueaunquese libere en grandescantidades,puedeque
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simultáneamenterecaigansobreel los fenómenosoxidativosy, por lo tanto,no

sedetectesu acumulación.

Como consecuenciade la mencionadaactividadhidrolíticaespecíficade

las lipasas microbianas y la lipasa pancreática,y al igual que observaron

anteriormenteLizárragay col. (1989), duranteel procesode curado de los

embutidosse observaronvariacionesen la relación saturación/insaturaciónde

los ácidos de 16 y 18 átomos de carbono, lo que condujo a una serie de

diferenciasen el cocienteglobal saturación/insaturación.En las tablas111.4 y

111.5 se puedenapreciar los cambiosproducidosen dicho cocienteen los

distintos lotes de embutidosdurantela maduración.Los valoresobservadosen

el presentetrabajoson similares a los obtenidospor otros autores(Chascoy

col., 1993) en diferentesembutidos(chorizo, salchichóny salamij, tanto los

referidosal cocienteC16:0/C16:l como a la relaciónC18:0/C18:l+2+3.Sin

embargo, el mismo equipo de investigadores(Melgar y col., 1990) han

señaladocifras unas3-4vecessuperioresen salamiparaambosindices.

El análisis global de las tablasIII.4 y IIL5 permite decir que, tanto en

los embutidoscontrolescomo en los que conteníanlipasa pancreáticalos

citados índices de saturación/insaturaciónno variaron de forma importante

duranteel procesomadurativo.La relación C16:0/C16:l osciló, en términos

generales,entre valores mínimos de 3,616 y máximos de 6,462, aunque

ocasionalmentese registróalguna cifra superior,como la correspondienteal

decimonovenodía de maduración del lote 180 (8,562). El cociente

C18:0/CIS:l+2+3estuvocomprendidoentre0,130y 0,292y el cocienteglobal

saturados/insaturadososciléentre0,329y 0,759. Así pues,no se puedededucir

ningún efecto manifiesto en relación con el grado de insaturación de la

fracción ácidos grasos libres de los embutidos experimentalesni como

consecuenciade un procesomadurativoconvencionalni por la adición de

lipasapancreática.Las tendenciascrecienteso decrecientesque se observaron,

aunquede forma no muy concluyente,en algunosácidosgrasos(tablas111.2 y
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111.3) no se reflejaronen el nivel de saturación/insaturación.Es posibleque el

aumentode algunosácidosgrasos,por ejemplo el ácido oleico (que debería

lógicamenteaumentarel gradode insaturación),secompenseen cadacasocon

el aumentoparalelode algún ácido grasosaturadoo, alternativamente,con la

disminuciónde otro con un mayornúmerode doblesenlacesqueel oleico (por

haberseliberadoen menorcuantíao por habersufrido procesosoxidativos) o

con la combinaciónde ambosfenómenos.

Chascoy col. (1993) indicanque durantela fase fermentativase produce

un aumentodel gradode insaturaciónde la fracciónácidosgrasoslibres y que

posteriormenteeste fenómeno se invierte. Estos autores obtienen estas

conclusionesa partir de valoresdel indice C16:0/C16:lque pasande 4,738 en

la masainicial a 4,570 tras la fermentaciónen el casodel chorizoy de 4,605 a

4,532 en el casodel salchichón,obteniendoal final de la maduracióncifras de

5,247 y 5.115 respectivamente.Igualmente,Chascoy col. (1993) deducen

consideracionessimilaresde la evolución del cocienteC18:0/C18:l+2+3,con

valores que oscilanentre 0,26 y 0,14. En opinión de la autoradel presente

trabajo,estasvariacionesno son tan importantescomo para llegar a dichas

conclusiones.No obstante,en el trabajo de Melgar y col. (1990) sí que se

puede deducir un aumentoclaro del gradode insaturacióndurante todo el

procesomadurativo,ya que,partiendode valoresde alrededorde 15. el índice

C16:0/C16:l pasaa 7,3 en el productoacabadoy el C18:0/C18:l+2+3pasade

0,5 inicial a 0,24 final. Por lo tanto, los resultadosobtenidosen estetrabajo,

tanto en los embutidos controles como en los lotes que conteníanlipasa

pancreáticaconcuerdancon las observacionesde Chascoy col. (¡993), pero no

con las de Melgar y col. (1990).

111.8.- COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DE LA FRACCION

ACIDOS GRASOS DE CADENA CORTA

La obtenciónde esta fracción, asícomo la identificación y cuantificación
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Tabla111.4. Relaciónde ácidosgrasoslibres saturados/insaturadosen los embutidos
sometidosa un periodomadurativode 14 días

Acidos grasos

Lote Días

o
2

Control 6
lo
14

o
2

Lote 10 6
8
14

o
2

Lote 30 6
8
14

o
2

Lote 40 6
lo
14

o
2

Lote 60 6
lo
14

Saturados!
C16:O!C16:1 C 18:0/C18:1+2+3 Insaturados

3,782 0,204 0,569
5,923 0,196 0,634
4,455 0,180 0,622
6,462 0,168 0,530
5,590 0,156 0,493

3,782 0,204 0,569
4,197 0,140 0,402
4,792 0,170 0,545
5,616 0,216 0,587
3,616 0,167 0,580

3,782 0,204 0,569
5,002 0,292 0,928
5,939 0,226 0,713
4,788 0,161 0,554
5,900 0,128 0,517

3,782 0,240 0,569
6,380 0,155 0,546
5,858 0,168 0,572
4,296 0,136 0,418
5,435 0,173 0,559

3,782 0,204 0,569
4,822 0,178 0,614
3,648 0,238 0,759
4,441 0,197 0,569
4,622 0,176 0,528
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Tabla111.5. Relaciónde ácidosgrasoslibres saturados/insaturadosen
sometidosa unperiodomadurativode 28 días

los embutidos

Acidos grasos
Saturados!

C16:0/C16: 1 C18:0/C18: 1+2+3 Insaturados

4,053
4,622
2,791
3,462
4,116
5,092

4,053
4,208
2,830
5,337
4,350
4,830

4,053
3,815
3,451
3,945
4,197
4,406

4,053
4,308
3,108
4,695
8,562
6,498

4,053
3,067
4,141
3,330
2,370

4,053
4,115
2,865
3,859
2,594

0,177
0,140
0,130
0,133
0,151
0,185

0,177
0,174
0,134
0,114
0,107
0,121

0,177
0,121
0,155
0,142
0,166
0,150

0,177
0,255
0,164
0,162
0,239
0,196

0,177
0,156
0,163
0,172
0,196

0,177
0,151
0,173
0,142
0,172

0,498
0,499
0,459
0,460
0,469
0,505

0,498
0,578
0,465
0,345
0,329
0,383

0,498
0,336
0,457
0,418
0,434
0,500

0,498
0,672
0,413
0,438
0,703
0,561

0,498
0,408
0.488
0,485
0,485

0,498
0,451
0,497
0,582
0,476

Días

o
2
6
12
19
28

o
2
6
12
¡9
28

Lote

Control

Lote 3

Lote 90

Lote 180

Lote 250

Lote 500

o
2
6
12
19
28

o
2
6
12
19
28

o
2
6
14
28

o
2
6
14
28
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de sus componentesse llevó a cabosiguiendoel métodode Dainty y Hibbard

(1980) descritopreviamenteen el apartado11.3.3.8.

Normalmentelos ácidos grasosde cadenacorta no forman parte (o al

menosno en cantidadessignificativas) de la composiciónde los mono, di y

triglicéridos de la carney la grasa,por lo que su presenciaen los embutidosse

debe en generala procesosdegradativosde distintos compuestosllevados a

cabo por los microorganismos.Así por ejemplo, en la carne refrigerada,el

ácido acéticoderiva en gran medida de la fermentaciónde los carbohidratos

(Dainty y col., 1979; Kandler, 1983),mientrasque los ácidos iso-butíricoe

iso-valérico procedende las transformacionesmicrobianasde los aminoácidos

valina y leucina respectivamente(Dainty y Hibbard, 1983). Otros, como el

ácido propiónico y el ácido n-butírico parecenno estar relacionadoscon la

actividad microbianasino con actividadesenzimáticasintrínsecasde la carne

(Dainty y col., 1979). En los productoscárnicosmaduradosestassustancias

puedentenertambiénun origen microbiano,pero, además,puedenderivarde

la oxidación de los ácidos grasosde cadenalarga, principalmentede los

poliinsaturados(Dainty y Hibbard, 1980; Ordóñezy col., 1989; Berdaguéy

col., 1993). En definitiva, la actividadde las lipasastanto microbianas,como

las propiasde la carney, en el presentecaso,la lipasapancreática,tendríagran

trascendencia,bien como consecuenciade la liberación de ácidosgrasosde

cadenalarga, a partir de los que se formaríanácidosgrasosde cadenacorta

por la vía de la autooxidacióno bien como causadirecta de su liberacióna

partir de los lípidos. Hay que recordarque aunqueno seanmayoritariosen la

carne,la lipasapancreáticapresentaunamayoractividad frentea triglicéridos

esterificados con ácidos grasos de cadenacorta que de cadena larga,

presentandola máxima intensidad con la tripropionina y la tributirina

(Whitaker. 1972).

Los ácidosgrasosanalizadosfueron acético(C2:0), propiónico (C3:0),

iso-butírico (isoC4:0),n-butírico (C4:0), iso-valérico (isoC5:0) y n-valérico
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(C5:0). Las tablas111.6 y 111.7 recogendetalladamenteel contenidode cada

uno de los ácidosgrasosvolátiles analizadosen los distintos díasde toma de

muestras,expresadoen mg/lOO g ES. Como se puedeapreciar,en todos los

lotes,y con independenciadel día de maduración,el ácido acéticofue siempre

el mayoritario,hallándosevalorescomprendidosentre 5 y 43 mg/lOO g ES.,

lo que representóen todos los casosdesdeun 80% hastamásdel 90% del total

de ácidosgrasosde cadenacofta. Del resto de ácidosgrasosanalizados,sólo el

n-butírico se detectóen concentracionespróximaso superioresa 1 mg/lOO g

ES. a lo largo de todo el proceso,y, esporádicamenteen algunos lotes, el

ácido iso-valérico, como por ejemplo en el lote 10 en el segundodía de

maduración (1,87 mg/lOO g ES.) o en el lote 30 en el octavo día de

maduración(2,20 mg/lOO g ES.)

Encuantoa la evoluciónde los distintoscomponentesde estafracción,se

puededecir que en los ácidospropiónico, iso-butírico, iso-valérico y

n-valérico no se observó una tendencia definida, dado que los valores

hallados no se pueden considerar consistentes.No obstante, pese al

comportamientoirregular observado,los valoresobservadosfueron similares

a los descritospor otros autores(Halvarson,1973; Demeyer,1982; Ordóñezy

col., 1989)

El ácido n-butírico sufrió un ligero descensoa lo largo del proceso

madurativode 14 días,desdevaloresiniciales de 1,29 mg/lOO g ES. hasta

valoresfinalesen tomo a 1 mg/lOO g E.S.en los controlese inferioresa estas

cifras en el resto de los lotes, exceptoel lote 60, en los que se registraron

cifras similaresa los controles(1,10 mg/lOO g ES.).Este descensofue mucho

másevidenteen los lotes de 28 díasde maduración,cuyaconcentraciónfinal

fue casisiempreinferior a los 0,5 mg/lOO g ES. observadosen los controles.

Dainty y col. (1979) hanseñaladoqueen aquellossistemasen los que las

bacterias lácticas desarrollanuna importante actividad,como las carnes
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Tabla 111.6. Composiciónde la fracción de ácidosgrasos volátiles (mg/lOOg E.S.)de los
embutidossometidosa unperiodomadurativodel4días

Ácidos grasos

Lote Días

o
2

Control 6
lo
14

o
2

Lote 10 6
8
14

o
2

Lote 30 6
8
14

o
2

Lote 40 6
lo
14

o
2

Lote 60 6
10
14

acético propiónico iso-butírico n-butírico iso-valérico n-valérico

22,66 0,55 0,14 1,29 0,69 0,24
30,12 0,44 0,19 1,38 0,80 0,22
19,16 0,42 0,19 1,44 0,63 0,20
23,12 0,87 0,36 1,59 1,75 0,22
11,23 0,24 0,13 1,05 0,52 0,13

22,67 0,55 0,14 1,29 0,69 0,24
27,58 0,36 0,32 1,44 1,87 0,31
14,09 0,22 0,12 1,17 0,38 0,23
15,30 0,57 0,45 1,40 1,31 0,27
6,78 0,13 0,16 0,96 0,39 0,13

22,67 0,55 0,14 1,29 0,69 0,24
24,39 0,86 0,33 1,67 2,28 0,24
20,87 0,30 0,17 1,21 0,97 0,19
20,04 0,21 0,37 1,04 2,20 0,33
7,65 0,14 0,10 0,90 0,35 0,14

22,66 0,55 0,14 1,29 0,69 0,24
43,49 0,93 0,26 1,64 0,88 0,13
17,24 0,42 0,19 1,16 0,90 0,20
16,53 0,39 0,21 1,38 0,46 0,12
16,92 0,44 0,14 1,33 1,10 0,22

22,66 0,55 0,14 1,29 0,24 0,24
34,61 0,72 0,21 1,47 0,13 0,13
12,56 0,42 0,16 1,31 0,20 0,20
15,25 0,45 0,19 1,13 0,12 0,12
19,73 0,80 0,17 1,25 0,22 0,22
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Tabla 111.7. Composicióndela fracciónde ácidosgrasosvolátiles(mg/lOOg ES.)de los
embutidossometidosaun periodomadurativode 28 días

Acidos grasos

Lote Días acético propiénico iso-butírico n-butírico iso-valérico n-valérico

0 11,35
2 15,38
6 16,68
12 11,65
19 8,56
28 7,68

0 11,35
2 15,11
6 11,11

12 13,99
19 6,21
28 3,39

o
2
6
12
19
28

11,35
17,89
13,98
7,55
7,45
7,67

0 11,35
2 13,47
6 10,21

12 7,23
19 6,58
28 4,95

0 11,35
2 19,58
6 11,90
14 6,66
28 6,56

0 11,35
2 15,95
6 13,88
14 9,24
28 5,64

Control

Lote 3

Lote 90

Lote 180

Lote 250

Lote 500

0,49
0,42
0,75
0,48
0,47
0,51

0,49
0,63
0,63
0,80
0,44
0,45

0,49
0,67
0,72
0,56
0,53
0,47

0,49
0,44
0,52
0,62
0,48
0,34

0,49
0,45
0,71
0,44
0,39

0,49
0,43
0,48
0,41
0,33

0,11
0,08
0,08
0,08
0,08
0,08

0,11
0,13
0,04
0,05
0,09
0,11

0,11
0,03
0,12
0,05
0,07
0,13

0,11
0,07
0,11
0,08
0,07
0,07

0,11
0,05
0,17
0,07
0,07

0,11
0,05
0,07
0,10
0,06

1,21
1,05
1,01
0,78
0,56
0,54

1,21
1,27
0,73
1,00
0,60
0,56

1,21
0,80
0,81
0,52
0,48
0,52

1,21
0,88
0,71
0,57
0,48
0,32

1,21
1,02
0,91
0,45
0,36

1 ,2 1
0,01
0,74
0,45
0,31

0,60
0,63
0,67
0,40
0,42
0,50

0,60
0,72
0,19
0,17
0,50
0,85

0,60
0,62
0,45
0,40
0,30
0,64

0,60
0,46
0,30
0,34
0,38
0,44

0,60
0,89
0,77
0,88
0,34

0,60
0,38
0,44
0,60
0,51

0,17
0,20
0,38
0,29
0,24
0,24

0,17
0,21
0,51
0,27
0,22
0,29

0,17
0,34
0,39
0,40
0,34
0,31

0,17
0,28
0,35
0,46
0,36
0,36

0,17
0,29
0,51
0,35
0,37

0,17
0,21
0,36
0,26
0,37
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envasadasal vacio, la presenciade ácido n-butírico no estarelacionadacon el

metabolismobacteriano,sino con fenómenosenzimáticosendógenos,es decir,

con la actividad de las lipasas propias del músculo. Es posible que en los

embutidossucedalo mismo, con lo que el ácido n-butírico detectadoen el

presentetrabajose originaríacomo consecuenciade la actividadtempranade

dichas lipasas, que se desarrollaríaen la masa original o durante la

fermentación,cuandolas condicionesde pH y temperaturasonmásadecuadas

para ello (en estasetapascoexistenpH elevados,en torno a 6 y temperaturas

relativamentealtas,alrededorde 20 0C). El descensoprogresivode esteácido

grasoque se observóa continuación,aunqueen valoresabsolutosno fue muy

acusado,podríadeberseal cesede la actividad de las lipasasanteriormente

mencionadascomo consecuenciade las condicionesambientalesestablecidas

durantela maduración(pH 5,5 y temperaturasmásbajas,en tomo a 12 ~C)y a

la volatilización del ácido n-butirico que se había generadopreviamente.Sin

embargo,partiendode estahipótesis,deberíahabersedetectadode una forma

regularunamayorcantidadde esteácido grasoen los lotesa los queseañadió

lipasa pancreática,puesestaenzimatiene gran actividadsobre la tributirina

(Whitaker, 1972),peroéstono ocurrió, lo queúnicamentepuedejustificarsesi

setieneen cuentaque la cantidadde ácido n-butírico esterificado en la grasa de

cerdoes sumamenteescasay por lo tanto no seríaposibledetectarlo,en estado

libre, en cantidadesmuchomayores.

Como se ha indicado anteriormente, el ácido acético fue el

componentemayoritario de la fracción ácidosgrasosde cadenacofta. Para

observarmás claramentesu evoluciónduranteel procesomadurativode los

embutidosexperimentalesse hanconfeccionadolas figuras111.42 y 111.43,que

reflejan los cambiosen el contenidode esteácidograso(mg/lOO g ES.)en los

lotes maduradosdurante 14 y 28 días respectivamente.El contenidoinicial

determinadoen la masafrescafue de 11,35 mg/lOO g ES. en los lotes de 14

días de maduracióny de 22,66 mg/lOO g ES. en los lotes de 28 días. Estas

diferenciaspodríandebersea variacionesen el tiempode premaduraciónde la
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masa antes de embutir. Los niveles máximos (que, en general, fueron

ligeramentesuperioresen los embutidoselaboradoscon lipasapancreática)se

registrarondurante la fase fermentativa,tras lo que se observó un descenso

suavey continuadohastael final de la maduración.Los valoresfinales en los

salchichoneselaboradoscon lipasapancreáticafueron generalmentemenores

(entre 3,39mg/lOO g ES. en el lote 3 y 7,68 mg/lOO g ES. en el lote 90) con

la excepciónde los lotes 40 y 60, que presentaroncifras superiores(16,92 y

19,73 mg/lOO g ES. respectivamente)a su correspondientecontrol (11,23

mg/lOOg E.S.).

En relación con la evolución del ácido acético en los embutidos,es

interesanteteneren cuentatambiéndatosobtenidosencarneenvasadaal vacio

(Dainty y col., 1979) y en atmósferasmodificadas(Ordóñezy col., 1991),

dondelas bacteriaslácticas(Shawy col., 1984)y BroChothrixthermosphactay

las bacterias lácticas (Asensio y col., 1988) son, respectivamente,los

microorganismosdominantes.Si se asumeque la carne fresca contiene

aproximadamenteun 25% de extracto seco y se comparanlas cantidades

iniciales de ácido acéticodescritasen la mismapor los autoresmencionados

con los valoreshalladosen la masaantesde embutir (día O en las figuras111.42

y 111.43), se puedededucirqueéstos son del ordende 3-4 vecesmayoresque

aquéllos. En principio pareceuna contradicción,pero por ejemplo, en el

trabajo de Ordóñez y col. (1991) se observaque en el día 0 (24 horas

“post-mortem”), la tasa bacterianapresenteen la carne es del orden de

103/cm2,peroen díasposteriores,cuandolas bacteriaspresenteshanalcanzado

valores de alrededorde 106/cm2 las cifras de ácido acéticodetectadasson

similaresa las registradasen el presentetrabajoen la masainicial, cuyacarga

microbianaeradel mismo orden.

Durante las primeras48 horas del proceso,correspondientesa la fase

fermentativa,los niveles de ácido acéticode los embutidosexperimentales

aumentaronhastaque la flora láctica alcanzósus nivelesmáximos(Ng. 111.1),
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peroa partir de estemomentose observóun descensoprogresivohastael final

de la maduración.Estaevolución fue similar en todos los embutidos,tanto los

controlescomo los elaboradoscon lipasapancreática.Por lo tanto, se puede

llegara la conclusiónque la enzimano produjoningúnefectoen el contenido

de este ácido graso, lo que confirma que procedefundamentalmentede la

fermentaciónde los carbohidratos(Dainty y col., 1979; Kandler, 1983). El

descensoposteriorde la cantidadde acéticoque se observópuedeatribuirsea

su papel como intermediariode diversosprocesosbioquímicos,por lo que

puedetransformarseen múltiples compuestoso también(como en el casodel

ácido n-butírico) a unaprogresivadespariciónpor volatilización, siempreque

su producciónno se vea frenada(lo que es muy posible), tras el aumento

explosivo de las bacteriaslácticasen la fasefermentativa.Domínguezy col.

(1991) citan unaevoluciónsimilar de esteácido grasoen el chorizo, partiendo

de valoresiniciales inferioresa 60 mgilOO g E.S.,con un acusadoincremento

de su contenidodurante los primeros 15 días de maduración,en especial

durantela fasefermentativa,seguidode un descensosuaveen las últimasfases

del proceso.Halvarson(1973) y Demeyer(1982) han observadotambién un

rápido incrementode esteácido graso volátil durantelas primerasfasesde la

maduraciónen distintosembutidoscrudoscurados.

Finalmente,en este apartadoconvieneapuntar que, en el análisis

cromatográficode los ácidosgrasosvolátiles,se comprobóquejunto al ácido

iso-valérico elula también el ácido metil-butírico, aunquea la hora de

expresarlos resultadosel correspondientepico se considerósólo como ácido

iso-valérico,ya que éstees el único descrito en la bibliografía consultadaal

respecto(Halvarson,1973; Demeyer,1982; Ordóñezy col., 1989; Ordóñezy

col.,1991). Este compuestose detectóen la masafrescaen nivelespróximosa

0,6-0,7mg/lOO g ES. y evolucionó,al igual que el resto de ácidosgrasosde

cadenacorta, de forma irregular, sin que se observaraunatendenciaclara.Los

valores finales fueron de 0,24-0,52mg/lOO g E.S.,exceptoel lote elaborado

con 40 unidadesde lipasapancreáticacuyo contenidofinal fue 1,10mg/lOOg
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E.S.

111.9.- EVOLUCION DE LOS COMPUESTOS MONOCARBONILOS

Como se ha indicado repetidas vecesa lo largo de la introducción, la

oxidación de los lípidos es uno de los fenómenosimplicados en la formación de

compuestosvolátiles en los productos cárnicos curados. Estosprocesosafectan

principalmente a los ácidos grasos insaturados que se hallan en forma libre,

aunquetambién puedenoxidarse cuandoestánesterificados(Frankel y col.,

1990; Neff y col., 1990) y conducena la generaciónde distintos compuestos

carbonilosa través de la descomposiciónde los hidroperóxidosformadosen

primera instancia, sin descartarque estas sustanciasvolátiles se puedan

desarrollarpor mecanismosdiferentes(Shahidi y col. 1987). El análisis de

carbonilos ha sido frecuentementerealizado por diversos autores dada su

importante contribución al sabor y aroma de todos estos productos.

Concretamente,en los embutidos existen numerosostrabajos al respecto

(Cantoni y col., 1966; Wahlroosy Niinivaara, 1969; Langnery col., 1970;

Halvarson, 1973; Demeyery col., 1974; Gókalp, 1986; Melgar y col., 1990;

Domínguezy Zumalacárregui,1991; Chascoy col., 1993).

El objeto del análisisde estoscompuestosen el presentetrabajo fue

el de estudiarsi la actividadhidrolíticade la lipasapancreáticaañadidaa los

embutidos determinabaun aumento de la concentraciónde carbonilos

volátiles, así como la acumulaciónespecíficade algunosde ellos. Teniendo

en cuentalos resultadosqueya sehabíanobtenidoreferentesa la evoluciónde

otros parámetros analizados en los salchichones experimentales,la

determinaciónde los compuestoscarbonilosse llevó a cabosolamente,como

lotes representativos,en los elaboradoscon 60, 90, 250 y 500 unidadesde

lipasapancreáticay en susrespectivoscontroles.

En la figura 111.44 se recoge la evolución del contenido de los
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compuestosmonocarbonilostotalesobtenidosen los embutidosexperimentales

siguiendola metodologíadescritaen el apanado11.3.3.9. Estatécnicadetecta

los elementosmásvolátilesde estafraccióny por lo tanto los que máspueden

contribuir al aroma de estos productos (Huertas, 1990). Los valores se

expresanen micromolespor 100 g de extractoseco(jxmoles/100g ES.).

La masafrescaantesde embutirpresentóun contenidomedio próximo a

45 ~moles/l00 g ES. de monocarbonilostotales.En los embutidoscontroles,

estos valores aumentaronacusadamentedurante la fase fermentativa,

determinándoseen el segundodía del procesotasasunas3 vecessuperioresa

las iniciales. A este aumento siguió un incrementomás moderadoy una

estabilizacióna partir de la segundasemanade maduraciónen valores

próximosa 200 gmoles/lO0g E.S. En estesentido,si se comparanlas tasas

alcanzadaspor el control de 14 días de maduracióncon el de 28 días de

maduración,se observaque en el segundo,el valor registradoel día 14 fue

similar al obtenido en el primero,permaneciendoa continuaciónen esos

niveles hastael final del proceso. El contenidode monocarbonilosde los

salchichoneselaboradoscon lipasapancreáticamostróunaevolucióncreciente

másmarcadaque los respectivoscontroles.En todosellos los valoresmáximos

se alcanzaronal final del proceso y fueron claramentesuperioresa los

registradosen los controles.El contenidofinal del lote 60 tras 14 días de

maduraciónfue 312,05gmoles/l00g E.S. frente a 221,18 ¡.t.moles/100g ES.

de su control. En cuantoa los embutidosde 28 días, los valores más altos

correspondierona los lotes 90 y 250,con cifras que duplicaronlos valoresdel

control (199,07 gmoles/lOOgE.S.). El lote elaboradocon 500 unidadesde

lipasa presentó cifras menoresque las anteriores,correspondientesa

embutidosa los quese habíaañadidomenoslipasa.Este último esun resultado

extraño,que no se puedejustificar en relación con los fenómenosnormales

asociadosa la maduraciónde los embutidos.La única explicación podría

hallarseen una circunstanciaajenaal proceso,relacionadacon las impurezas

(proteasasy amilasas)queconteníael extractoenzimáticoutilizado y de las que
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la firma suministradora(Sigma) informaba en la etiqueta. La actividad

proteolíticadel extractose determinóincubandoel mismo con azocaseinaa dos

temperaturasdistintas(24 0C y 12 0C) durante2 horas,tras lo cual se realizó

una determinaciónespectrofotométricaa 440 nm. Se definió la unidad de

actividadproteolíticacomo la que determinabauna absorbanciade 1,0 a 440

nm despuésde 2 horasde incubacióna unatemperaturaconcretay se observó

que el extractopresentabasu mayoractividad(de 0,25 unidadespor mg) a 24

0C, siendoa 120C del ordende 3 vecesmenor,Teniendoen cuentaqueal lote

500 se incorporaron10,72 g de extractoenzimático,las unidadesañadidasa

dicho lote (a 24 0C) fueron 2680. De estaforma, al añadirdicha cantidadde

lipasaa los embutidosse incorporóal mismotiempouna importantecantidad

de proteasasprocedentesde las impurezasdel extracto,lo que ocasionó,sin

duda,un aumentode los productosderivadosde la proteolisis,sobretodo en la

fase fermentativa,que es cuandodicho fenómenose manifiesta con mayor

intensidad(Diaz y col., 1992). Entre estassustanciasse puedenencontrar

aminoácidos,que al reaccionarcon los carbonilos(Córdoba,1990) podrían

evitarsu detecciónal analizarestafracción.

En la bibilografía consultadase describenamplios márgenesen el

contenidode compuestoscarbonilosen los distintosembutidoscrudoscurados.

Estoslímites oscilanentre los 75 gmoles/lOOg ES.,observadosen chorizode

León (Domínguez y Zumalacárregui, 1991) y valores de hasta 1400

gmolesiloOg ES. citadospor Langner(1972)en distintostipos de salami.Los

resultadosobtenidosen el presentetrabajo concuerdancon los citadospor

Demeyery col. (1974) y Deketelaerey col. (1974) en embutidos belgas,

Gókalp (1986) en el “soujouk” turco y también con los obtenidos por

Domínguezy Zumalacárregui(1991)en chorizoartesanalde León.

En la mayoríade los trabajosexistentessobreestetema se refleja un

aumentogeneralizadodel contenidode compuestosmonocarbonilosa lo largo

de la maduración,si bien algunosautores(Dimick y Maeneil, 1970; Dimick y
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col., 1972; Harris y Lindsay, 1972; Bothasty col., 1973; Misock y col., 1979;

Gókalp, 1986) han señaladoun descensoen las últimas etapasdel proceso

madurativode distintosproductoscurados(incluidos los embutidos),descenso

queatribuyena su destrucciónpor los microorganismosduranteestafasefinal.

Otros investigadoresexplican este descensomediantela reacción de los

carboniloscon aminoácidos(especialmenteaminoácidosbásicos)quese liberan

a partir de las proteínasmusculares(Córdoba, 1990), hecho que se ve

favorecidopor las condicionesfísico-químicas(sobretodo pH y a~) que se

creanen estosproductosdurantela maduración(López-Botey col., 1990).

Entre los compuestoscarbonilos,los aldehídosse caracterizanporque

presentanmuy bajasconcentracionesumbral de respuestaolfatoria. Porello, y

a modo de guía de los procesosoxidativosde los embutidos,tras la obtención

de la fracción de monocarbonilostotalesseprocedióal análisisde los aldehídos

constituyentesde la mismapor cromatografíalíquida de alta eficacia (HPLC)

segúnse indica enel citadoapartado11.3.3.9.

En las muestrasanalizadasse detectaronlos siguientescomponentes:

n-hexanal(C6), 2-hexenal(2C6), n-heptanal(C7), 2-heptenal(2C7), n-octanal

(C8), 2-octenal(2C8), n-nonanal (C9), 2-nonenal (2C9), 2,4-nonadienal

(2,4C9) y 4-decenal (4C10). Los tres últimos se detectaron muy

irregularmentea lo largo de la maduraciónde todos los lotes,por lo queno se

tuvieronen cuentapara los cálculosfinales. Tampocose hizo hincapiéen el

análisisde los aldehídoscon menosde 6 átomosde carbono,ya que,según

Loury (1972),estoscompuestosaparecenen cantidadesmuy reducidascuando

se utilizan temperaturasmoderadasde maduración.La composición,en

porcentajesrelativos, de la fracción de aldehídos de los embutidos

experimentalesa lo largo de la maduraciónse recogeen las tablas111.8 y III 9.

En todaslas muestrasse detectaronlos mismosaldehídos,a lo largodel

procesomadurativo,pero se observaronvariacionesen la contribuciónrelativa
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Tabla 111.8. Aldehídos(% del áreadel cromatograma)de los embutidosexperimentales

sometidosa un periodomadurativode 14 días

Aldehídos(%)

Lote Días

Control

Lote 60

C6
2C6
C7
2C7
C8

2C8
C9

Sat./
C6 2C6 C7 2C7 C8 2C8 C9 Insat.

o 93,38 0,30 0,88 0,17 0,28 0,16 0,30 150,54
2 95,39 0,80 1,85 0,65 0,83 0,15 0,33 61,50
6 95,67 1,08 1,83 0,62 0,45 0,11 0,21 54,23
10 96,28 1,16 1,13 0,39 0,50 0,19 0,39 56,49
14 90,27 2,02 3,30 1,58 1,21 0,63 0,58 22,54

0 93,38 0,30 0,88 0,17 0,28 0,16 0,30 150,54
2 95,65 0,84 1,13 0,23 0,21 0,10 0,18 83,05
6 91,20 4,43 2,32 0,51 0,70 0,10 0,45 18,78
10 93,18 1,33 3,34 0,90 0,79 0,17 0,27 40,66
14 89,41 1,30 3,78 1,80 1,63 0,91 0,94 23,88

n-hexanal
2-hexenal
n-heptanal
2-heptenal
n-octanal
2-octenal
n-nonanal
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Tabla 111.9. Aldehídos(% del áreadel cromatograma)de los embutidosexperimentales

sometidosa un periodomadurativode28 días

Aldehídos (%)

Lote Días

Control

Lote 90

Lote 25

Lote 5O(

C6 n-hexanal
2C6 2-hexenal
C7 n-heptanal
2C7 2-heptenal
C8 n-octanal

2C8 2-octenal

Sat.¡
C6 2C6 C7 2C7 C8 2C8 C9 Insal.

0 95,81 0,11 1,26 0,42 0,73 0,55 0,95 91,44
2 88,86 3,66 1,34 1,42 1,00 2,22 1,17 12,65
6 92,49 0,81 1,56 1,37 0,98 1,60 0,97 25,40
12 92,94 0,68 1,15 1,12 0,71 1,35 0,82 30,36
19 93,59 1,03 1,22 1,37 0,61 1,16 0,69 27,00
28 91,71 1,08 1,37 1,84 0,91 1,87 0,90 19,81

0 95,81 0,11 1,26 0,42 0,73 0,55 0,95 91,44
2 88,05 1,34 1,80 2,63 1,39 3,01 1,40 13,27
6 91,12 0,88 1,75 1,55 1,18 2,07 0,94 21,1]
12 89,11 4,22 1,49 1,81 0,83 1,46 0,73 12,30
19 88,34 1,57 2,40 2,75 1,42 2,51 0,72 13,60
28 91,76 2,34 1,40 1,11 0,84 1,59 0,75 18,80

0 95,81 0,11 1,26 0,42 0,73 0,55 0,95 91,44
2 84,45 1,62 2,51 2,54 1,40 3,19 3,28 12,47
6 85,06 3,05 2,91 2,97 1,42 2,72 1,47 10,40
14 92,20 0,78 2,23 1,56 1,01 1,21 0,85 27,12
28 96,64 0,63 1,64 0,48 0,30 0,14 0,16 78,99

0 95,81 0,11 1,26 0,42 0,73 0,55 0,95 91,44
2 77,28 1,66 4,46 4,16 1,08 4,25 4,10 8,63
6 90,28 1,47 2,81 1,08 1,44 1,04 1,59 26,77
14 90,97 0,59 3,12 1,46 1,52 1,08 1,10 30,90
28 95,74 1,35 1,65 0,41 0,42 0,18 0,24 50,54
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de los mismos a esta fracción. Los aldehídossaturadosfueron los más

abundantesen todas las muestrasanalizadasy el mayoritario fue siempreel

hexanal,que constituyósiempremás de las 3/4 partesdel total.

Como se puedeobservaren la tabla 111.8., en los embutidosmadurados

durante14 díasel porcentajede hexanalsiemprefue superioral 90%, mientras

que el resto de los aldehídosanalizadosse detectaronen concentraciones

iniciales inferioresal 1%. Los insaturadosfueron los minoritarios.A lo largo

del procesomadurativose registró un aumentogeneralizadoy progresivode

todos los aldehídos,exceptoel hexanal,cuyo contenidofinal fue ligeramente

inferior queel inicial, lo que,lógicamente,compensóel aumentode los demás.

Por otro lado, los valoresfinales del lote elaboradocon 60 unidadesde lipasa

pancreáticafueron en general,ligeramentesuperioresa los del control. En los

embutidosde 28 díasde maduración(tabla111.9) se observóun hechosimilar,

aunque de forma menos manifiesta, ya que en los lotes 250 y 500, los

porcentajesfinalesde hexanalfueronparecidosa los originales.

Puesto que el origen de estos compuestoses principalmente la

descomposiciónde los productosprimariosy secundariosde la oxidación de

los lípidos, conviene recordarque el hexanal es uno de los productos

principalesde la degradaciónde los ácidosgrasosde la serie n-6, sobre todo

del ácido linoleico (Peersony Von Sidow, 1973; llendersony col., 1980;

Frankel, 1991). El 2,4-decadienales también un producto típico de la

oxidaciónde esteácido graso,aunqueestudiospreviosseñalanqueel n-hexanal

predominaentrelos volátiles originadosen la oxidaciónde los lípidos a bajas

temperaturas(como es el caso de los embutidos),mientras que a mayor

temperaturase forma más2,4 decadienal(Nawar, 1989). En la oxidacióndel

ácido oleico se forman alcanalesde cadenamás larga (n-heptanal,n-octanal,

n-nonanal,2-decenal),con proporcionesmuy pequeñasde aldehídosde 6 ó

menosátomosde carbono(Loury, 1972; Labuza, 1976; Ladikos y Lougovois,

1990), mientrasque el ácido linolénico y sus homólogosde la serie n-3 se
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consideranprecursoresde aldehídosinsaturadosy propanal(Grosch,1987).

Estosresultadosconcuerdancon los registradospor los distintos autores

que han trabajadoen estetema. El absoluto predominio de los aldehídos

saturados(hexanal)sobrelos insaturadoses un hechoobservadoen la mayoría

de los trabajos al respectode la oxidación lipídica en distintos productos

cárnicos(Dimick y col., 1972; Moerck y Hershell, 1979; Gadzhevay col.,

1982; Melgar y col., 1990; Antequeray col., 1992; Chascoy col., 1992). De

todos modos y a pesarde ser mayoritario entre los aldehídos,el hexanal,

principal componentede los volátiles de las carnes no curadas, va

desapareciendogradualmentedurantela maduraciónde los productoscurados

(Shahidi y col., 1986). Su contenidopareceserdirectamenteproporcionalal

valor TBA (TBARS), que es el índice de enranciamientode la grasamás

utilizado, por lo que la cantidadde hexanalse puede considerar como un

buen indicadordel grado de oxidación lipídica a lo largo de la maduración

(Shahidiy col., 1987).

111.10.- ANÁLISIS SENSORIAL

Al final de la maduraciónde cada lote, una vez concluido el análisis

químico y microbiológico y el estudio de los fenómenoslipolíticos de los

embutidos experimentales,se realizó un análisis sensorialdel producto

acabado,con el fin de observardesdeel punto de vista del consumidorlas

posiblesdiferenciasrelacionadascon la adiciónde distintasconcentracionesde

lipasapancreáticaa los embutidos.Se efectuarondos pruebas,una triangular

(para observarsi existían diferenciassignificativasentre los embutidoscon

lipasa y sus respectivoscontroles)y una preferencial(mediantela que los

catadoresevaluarondistintos atributos de calidad de los embutidos:color y

apariencia,texturay sabory aromao ‘flavo?’). El protocolo seguidopara la

realizaciónde estaspruebasse recoge más detalladamenteen el apartado

11.3.3.10.
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Los resultadosde la prueba triangular se recogenen la tabla 111.10.

De acuerdocon las especificacionesde la norma I.S.O. TC/34CS 12, esta

pruebareveló diferenciassignificativascon un nivel p<0,00i en el lote 500.

Los lotes 60 y 90 presentarondiferenciascon un nivel p.CO,0l, mientrasque

tantoen el lote 40 comoen el 180 se observarontambiéndiferenciaspero con

un nivel p<0,05.En el resto de los embutidoselaboradoscon lipasapancreática

no se llegó al númeromínimo de respuestascorrectasrequeridopara poder

establecerdiferencias significativas con los embutidos controles. Las

diferenciassignificativasobservadasen los lotes40, 60, 90 y 180 y las del lote

500 debenanalizarsedesdedos puntos de vista distintos. De la prueba

preferencial(como se expondráen párrafossiguientes)se puedededucirque

las diferenciasobservadasen los lotes40-180fueronpositivas,mientrasqueen

el lote 500, los resultadosfueron negativos,ya que se debierona defectosen

las característicasorganolépticasoriginados por la adición de lipasa

pancreáticay que se discutirándetalladamentemásadelante.

Los resultadosde la prueba preferencial se recogenen la tabla 111.11.

En ella figuran las puntuacionesobtenidaspor las 3 característicassensoriales

evaluadasen todos los lotes, así como la calidad global (obtenidasegúnse

indica también en el apartado11.3.3.10). Paratodas estascaracterísticasse

utlizó una escalade 1 a 10. En la citadatabla figura como control unamedia

de todos los embutidoscontroles,ya que el panelde catadorespuntuóde igual

maneratanto los maduradosdurante14 díascomo los de 28 días.

Analizandoindividualmente las diferentescaracterísticasevaluadas,el

colory la aDarienciaalcanzaronunapuntuacióncomprendidaentre7,40 (lotes

60 y 90) y 6,42 (lote 30), intervalo en el que también se incluyeron los

embutidoselaboradossin lipasa pancreática(7,34). El lote 500 obtuvo

solamenteun valor de 4,38, derivadoprobablementede la separaciónde la

tripa que en él se observó,unida a una manifiestaconsistencia“filante’ al

corte, con la fluidez de un gel.
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Tabla111.10.Resultadosde la pruebatriangulara la que se sometieronlos
embutidosexperimentalesfrentea unjuradode catadores
compuestopor20 miembros

Lote
Unidades
añadidas % deacierto

Nivel
de significación

(PC)

Lote 3 3 40,0 n.s.
Lote 10 10 30,0 n.s.
Lote 30 30 35,0 n.s.
Lote 40 40 55,0 <0,05
Lote60 60 65,0 <0,01
Lote 90 90 65,0 <0,01
Lote 180 180 55,0 <0,05
Lote250 250 40,0 n.s.
Lote 500 500 100,0 <0,001

n.s.:no significativo (p>O,OS)
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En el casode la textura,todos los loteselaboradoscon lipasapancreática

registraronpuntuacionesinferiores a los controles,en especiallos embutidos

elaboradoscon mayor cantidad de enzima. El lote 500 obtuvo la peor

puntuación, mientras que los embutidos mejor evaluados fueron los

correspondientesa los lotes 3, 40, 60 y 90, con valorescomprendidosentre

6,28 y 6,62,no muy alejadosdel registradoen el control (6,80). No seobservó

unarelación lineal con la cantidadde enzimaañadida.

Las bajaspuntuacionesobtenidaspor la texturade los lotes elaborados

con los mayoresniveles de lipasapancreática(lotes 180, 250 y 500) se debió

posiblementea un ablandamientoexcesivode la masa,que el jurado de

catadoresevaluónegativamente.Además,como ya se ha hechoreferenciaen

párrafosanteriores,el lote 500 se caracterizópor una fluidez manifiestaen el

producto final. Este fenómenopuede atribuirse, con toda probabilidad,al

contenidode ácido oleico libre. El punto de fusión de esteácido grasoes de

+40C (Merck, 1989); cuandoseencuentraesterificado,contribuye,de acuerdo

con su concentracióny en combinacióncon los demásácidosgrasos,a que la

grasade cerdopresenteun punto de fusión de 36-48 oc (Casares,1954),que

por lo tanto es sólida a temperaturaambiente. Sin embargo, como

consecuenciade la acción de la lipasa pancreática,se produce una gran

liberación de este ácido graso,que, si se acumula en grandescantidades,

permiteque la grasapresenteun estadofluido. En estesentidohay que tener

en cuentaqueel ácido oleicoes el mayoritariode la grasade cerdoy queen el

lote 500 se detectó,en estadolibre, en nivelespróximos al 9% sobreextracto

seco.Esta circunstanciaes la que determinó que el jurado de catadores

otorgarapuntuacionestan negativastanto a la aparienciacomoa la texturadel

lote 500. En el lote 250, aunqueen el análisis sensorialno se detectóeste

fenómenode una forma tan manifiesta,sí que se pudo apreciaruna mayor

viscosidadde la muestradurantesu manipulaciónpara la realizaciónde los

análisiscorrespondientes.
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Tabla 111.11.Efectode la adicióndedistintasconcentracionesde lipasapancreática
en las característicassensorialesde los embutidosexperimentales
(escala1-lO) evaluadasporunjuradode catadorescompuestopor
20 miembros

Color

Lote
Unidades
añadidas

a
apariencia Textura “Flavor”

Calidad
global

Control 0 7,34 6,80 7,03 7,00
Lote 3 3 6,84 6,62 6,99 6,88
Lote 10 10 6,70 5,28 7,18 6,66
Lote 30 30 6,42 5,70 7,23 6,77
Lote 40 40 7,30 6,40 7,25 6,91
Lote 60 60 7,40 6,28 8,02 7,52

Lote 90 90 7,40 6,40 7,30 7,08
Lote 180 180 7,20 5,60 7,10 6,73
Lote 250 250 6,74 5,12 6,87 6,42
Lote 500 500 4,38 3,24 4,49 4,17

Calidad global = (color y aparienciax 0,1) + (texturax 0,25)+ (“flavo?’ x 0,65)
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Por otraparte,el mayorablandamientoobservadoen los lotes 180, 250

y 500,ademásde debersea la mayor viscosidad del producto producida

por la liberación de ácido oleico, es posible que derive, también, de las

impurezasque conteníael extractoenzimáticoutilizado (aunqueera de gran

calidad)y a las queya seha hechoreferenciaen el apartado111.8.

El ‘flavor’ es la característicasensorialque más influye en la calidad

global de un producto (en este trabajo se ha estimadoen un 65%) y está

íntimamenterelacionadocon la fracción lipídica de los productoscárnicos

curados(Piotrowskiy col., 1970; Alford y col., 1971; Palumboy Smith, 1977;

Lticke, 1988; Naes y col., 1992), lo que parececorroborarel hechode que

fue, en general, la cualidadmejor puntuadaen todos los lotes con lipasa

pancreática,aunqueen los embutidos del lote 500, algunosmiembros del

jurado apreciaron la existenciade un sabor amargo, lo que determinó

puntuacionesmásbajasque en el resto. En estesentido,la adición de lipasa

pancreáticaen niveles entre 10 y 180 unidadesse puede considerarcomo

favorablepara el desarrollodel sabory aromade los embutidos,ya que las

puntuacionesotorgadaspor el jurado de catadoresa los lotes corespondientes

fueron superioresa las del control (7,03), en especial el lote 60 cuya

puntuación(8,02)fue la másalta. Estecomportamientodel lote 60 podríaestar

ligado a las mayoresconcentracionesde aldehídosdetectadasen dicho lote al

final del procesomadurativo,aunquefue sólo de 14 días, en relación con su

control. Similares consideracionespuedenhacerseen el lote 90, al que los

catadorespuntuaronen segundolugar. El resto de concentracionesde enzima

utlizadasdeterminaronpuntuacionesmenoresque las de los dos lotescitadosy,

menorestambién,que la puntuaciónmedia de los embutidoscontrol.

Por último, la calidadglobal, calculadaa partir de las características

sensorialesdescritasanteriormente,mostróque sólo dos lotes, los elaborados

con 60 y 90 unidadesde lipasa pancreática,superaronla puntuaciónmedia

alcanzadapor los embuttidoscontroles.Los lotes 10, 30, 40 y 180 no llegaron
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(aunquealguno registró valores muy próximos) a la puntuaciónde 7,0 del

control, a pesarde quesu ‘flavo?’ fue calificado,en todosellos, con unanota

superior.

En definitiva, los resultadosobtenidosen la pruebapreferencialdel

análisissensorialcoincidentotalmentecon los de la pruebatriangular; los lotes

60 y 90 fueron los que mostraronlas diferenciassignificativasa una mayor

nivel (pcO,Ol) respectoal control. Las diferenciasobservadasen el lote 500

(p’cO,OOl) no merecencomentarios,puestoque fueronnegativas.

Por lo tanto,del análisis sensorialse desprendeque la adición de lipasa

pancreáticaa los embutidos influyó positivamenteen el desarrollode las

característicassensorialesde los mismoscuandoseutilizaron60 y 90 unidades

de la enzima, independientementede la duración del procesomadurativo,

mientrasqueel empleode mayorcantidadde enzimadeterminóun descensode

la calidad global. Estas observacionesratifican parcialmentelos resultados

obtenidosenel análisisdel materiallipídico.

Puestoque los lotes de embutidosexperimentalescorrespondientesa la

adición de 60 y 90 unidadesde lipasapancreática,fueron los que presentaron

mejores característicassensoriales,parececonvenienterecordarbrevemente

los resultadosrelativosa dichos lotes.

En primer lugar, la adición de las citadas cantidadesde enzima no

determinó modificacionessignificativas ni en la evolución de la flora

microbianahabitualni en los parámetrosquímicosgeneralesquecaracterizana

estetipo de productos(pH, aw, contenidode humedad),pero si que produjo

notablesdiferenciasen las característicasdel materiallipídico en comparación

con los embutidosque se utilizaron como controles.Estas diferencias se

podríanresumiren las siguientes:
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- se registróunamayoracumulaciónde los productosde la hidrólisis de

los triglicéridos que la que se observó en los salchichonescontroles.Las

cantidadesfinales de dichoscompuestosen los embutidosdel lote 60 fuerondel

ordende 1,5 veces(enel casode los monoglicéridos)y de 3 veces(enel caso

de los diglicéridos y ácidosgrasoslibres) superioresque en los controles.En

el lote 90 fuerondel ordende 2 (monoglicéridos),3,5 (ácidosgrasoslibres) y

9 veces (diglicéridos).

- en cuanto a los porcentajesrelativos de los siete ácidos grasos

mayoritariosen la fracción de ácidos grasos libres (mirístico, palmítico,

palmitoleico, esteárico, oleico, linoleico y linolénico) al final de la

maduración,los ácidosoleico y mirístico alcanzaronlos valoresmayoresen

comparacióncon los controles,se observóun aumentomás moderadode

esteáricoy palmitoleicoy un descensodel resto,másdestacadoen el casodel

ácido linoleico. No obstante,debidoal mayorcontenidode ácidosgrasoslibres

de estos embutidos,todos los ácidos grasosprincipalesduplicaron como

mínimo las concentracionespresentesen los embutidoscontroles,siendoeste

incrementomás evidenteen el casodel ácido mirístico (5,20 en el lote 60 y

5,20 en el lote 90), palmitoleico (3,37 en el lote 60 y 4,33 en el 90), oleico

(3,26 en el lote 60 y 4,0 en el 90) y esteárico(3,18 en el lote 60 y 3,0 en el

90).

- en el análisis de los ácidosgrasosde cadenacortano se observaron

diferenciasimportantesquepermitieranextraerconclusionesdefinidas.

- por último, en relacióncon el contenidode monocarbonilostotales,en

los lotes 60 y 90 las tasas finales superaronen un 40% y un 90%,

respectivamente,las de los respectivoscontroles.La composiciónporcentual

de estafracciónno mostrógrandesdiferenciascon la de un salchichóncontrol.

No obstante,quizá seaestafracción la que contribuyóen mayormedidaa la

mejorpuntuaciónque se logró en estosdos lotesen el aspectodel flavo?, lo
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que posiblementese debió a los procesosoxidativos que sufrió el ácido

linoleico, dado que el hexanalfue el monocarbonilomayoritario de los

analizados.
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Un embutidoen maduraciónes un sistemabioquímico muy complejo

dondese establecennumerososequilibriosy se entrecruzanmúltiples rutas de

degradacióny síntesis,en las queel productode una de ellas seconvierte,con

frecuencia,en sustratode otras. La composiciónde un embutido sufre, por

ello, gran cantidadde cambiosa lo largo de todo el proceso.En el cursode la

maduración se modifica la textura y se van acumulandolos distintos

compuestosque contribuyenal sabory aroma(péptidos,aminoácidos,aminas,

aldehídos,cetonas,ácidos grasoslibres y otros ácidosorgánicos,etc.). Estas

sustancias(muchasde ellas ausentesy otraspresentesen bajasconcentraciones

en las carne y grasa originales) surgen como consecuenciade las

transformacionesquímicasy bioquímicasde los componentesmayoritariosde

la materia prima (proteínasy grasa)a las que no son ajenasotras sustancias

intencionadamenteañadidas(azúcares,especiasy otros condimentos)al

prepararla masainicial.

Sin restar importanciaa los procesosde síntesis,especialmentede

aldehídos,ácidosorgánicos,etc., es indudablequedurantela maduraciónde

los embutidospredominanlos procesoshidrolíticos: glicolisis, proteolisis y los

fenómenosdegradativosqueafectana la grasa(lipolisis y autooxidación).

La glicolisis corre a cargo de la flora láctica que espontáneamentese

instalaen la masaoriginal o que se añadeintencionadamentea la misma.Estos

microorganismosmetabolizanlos azúcaresañadidos, lo que se traduce

fundamentalmenteen la acumulaciónde ácido láctico, que ocasionaun

descensodel pH, aunquetambiénseproducela generación,en pequeñacuantía,

de otras sustancias,comoel ácido acético,que contribuyenal sabory aroma

finaleso puedenpotenciarotras reacciones.

La proteolisis provoca una fragmentaciónparcial de las proteínas

musculares,formándosefraccionesnitrogenadasde másbajo pesomolecular.

Es un procesogradualque puede alcanzardistintos niveles: formación de
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polipéptidosde diferente tamañoen primer lugar y generaciónposteriorde

oligopéptidos y aminoácidoslibres bajo la acción catalítica de enzimas

apropiadasprocedentesdel propio músculo o de los microorganismos

dominantes.Los aminoácidospuedensufrir reaccionesde descarboxilación,

desaminacióno transaminación,rindiendo, respectivamente,aminas,amoniaco

y el a-cetoácidocorrespondientey otros aminoácidos.Todos estosfenómenos

proteolíticosafectantanto al sabory aromacomo a la textura,ya que producen

unaprogresivasolubilizaciónde las proteínasde la masa.

La lipolisis, en cambio, no afecta a la textura, a menos que seamuy

intensa,y se manifiesta,en primer lugar, por la rotura del doble enlaceéster

de los triglicéridos -los lípidos mayoritarios-rindiendo glicéridos parcialesy

ácidosgrasoslibres que se acumulanen el medio o quedandispuestospara

sufrir transformacionesposteriores,vía química mediante reacciones

autooxidativasque rinden aldehídos,cetonas,ácidos grasos,etc. o vía

microbiana,en la que los mohos superficicialespuedenjugar un importante

papel (Geisen y col., 1992; Janseny col., 1992) en el sabor y aroma al

ocasionarla formación,entreotras sustancias,de metilcetonasy alcoholes

secundarios(Fors, 1979; Frutosy col., 1991).

Ante este panorama, es razonable pensar que al añadir

intencionadamentea los embutidosenzimasde la mismanaturalezaque los que

participanen el procesomadurativo(proteasasy lipasasfundamentalmente)se

podría incrementarla acción catalítica de los mismos y, en consecuencia,

lograr una potenciacióndel sabor y aroma o, alternativamente,acortarel

periodomadurativode estos productos.Con estabasese ha investigadoel

efectode la adiciónde lipasapancreáticaa los embutidos.

Los resultadosobtenidos han mostrado que la adición de lipasa

pancreáticaocasionaba,como era de esperar,un incrementode la tasa de
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ácidosgrasoslibres durantela maduración,aunqueno de forma proporcional

a la cantidadde enzima añadida.Igualmente,se observó un incrementodel

contenidode compuestosmonocarbonilos,que influyen poderosamenteen el

sabory aroma.Sin embargo,no se aprecióun incrementode los ácidosgrasos

de cadenacorta.Todosestos resultadoshanpermitido la obtenciónde algunos

lotes de embutidoscon unascaracterísticassensorialesmejoresque las de los

controles,sobre todo en lo referenteal sabory aroma. En definitiva, se ha

demostradola hipótesisplanteadainicialmente,habiéndoseestablecidolas

cantidadesde lipasapancreáticamás idóneaspara tal fin en 60 y 90 unidades,

entendiendopor 1 unidad de actividadde la enzimacomo “la cantidadde la

misma que hidroliza 1 miliequivalentede ácido graso a partir de aceitede

oliva en 1 horaa 37 0C y pH 7,7’.

Sin embargo,los efectosno hansido espectaculares;en principio cabía

esperardiferencias más marcadasentre los embutidos controles y los

elaboradoscon la enzima.El análisissensorialmostró que los resultadoseran

significativamentediferentes(p’cO,Ol) entre los lotes 60 y 90 y los controles,

pero la puntuaciónglobal alcanzadapor aquéllosno fue tan distinta como para

concluir que la mejoraobtenidaeramanifiestamenteimportante.Por lo tanto,

no se puedeaconsejarcategóricamenteque la adición de lipasa pancreática

pueda,desdeun punto de vista industrial, aportarunosbeneficiosnotablesque

permitan obtenerproductoscompetitivos con los elaboradospor métodos

tradicionales.

Se podía esperarqueel aumentoconsiderablede la tasade ácidosgrasos

libres que se logró en los embutidoscon lipasa(los nivelesde ácidosgrasos

libres presentesen los embutidoscontrolesse multiplicó por un factor de 3 y

3,5 en los lotes elaboradoscon 60 y 90 unidadesde lipasa pancreática

respectivamente)ocasionaraun correspondienteaumentode muchasde las

sustanciasque contribuyenal sabor y aroma de los embutidosy que en el

presentetrabajo se evaluaronmediantela determinacióny análisis de los
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compuestosmonocarbonilos.Sin embargo,en el casomásfavorableen el que

la adición de la enzimano produjoefectosnegativos(lote 90), el contenidode

estos compuestosse multiplicó por un factor de 2, mientrasque los ácidos

grasoslibres lo hicieronpor un factor de 3,5. Así pues,hay que deducirque la

generaciónde estetipo de sustanciases lenta y gradualy no pareceposibleque

sepuedaacelerarmedianteel aumentode la tasade ácidosgrasoslibres.Quizá

el empleode periodosmadurativosmás largosque los utilizadosenel presente

trabajo (28 días como máximo) permita obtenerdiferenciasmás marcadas

entreembutidoselaboradoscon y sin lipasas.Cabeseñalaral respectoqueen la

maduración de queso Parmesanose añade,junto con el cuajo, lipasa

pancreáticaparapotenciarel sabor(Botazzi, 1965; Moskowitz, 1980), pero su

procesomadurativoesmuy largo, pudiendollegar, incluso a los 2 años.

Por último, tambiénesposiblequeotraslipasas,tanto microbianascomo

de otro origen, proporcionenresultadosmás destacados,sobre todo si su

especificidadrecaesobrelos enlacesdondeestánesterificadoslos ácidosgrasos

poliinsaturados.Porotra parte,manipulandolas condicionesde la maduración,

sobre todo las referentes a las temperatura,quizás podrían obtenerse

diferenciasmásnotables.Estasconsideracionessonsimplementeespeculativas,

peropuedenservir de punto de partidaparaampliar los estudiosdescritosen

estamemoria,porquelo que sí es seguroes queen las condicionesen las que

se ha utilizado la lipasapancreáticano se mejoró ostensiblementeel resultado

final modificando la dosisde enzima,teniendo en cuentaque se utilizó un

amplio intervalode cantidades(de 3 a 500 unidades).

En otro orden de cosas,se observóqueel aumentode la liberaciónde

ácidos grasosal añadir lipasa pancreáticaa los embutidos se manifestó

principalmenteen las primeras48 horas del procesomadurativo,es decir,

durantela fasefermentativa.Puedequeestehechoestérelacionadocon el pH

de la carne (en tomo a 6) y la temperaturade maduración(superiora 20 0C)

imperantesdurantedichafase.Cabepensar,pues,en la posibilidadde añadirla
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enzimaa la masaoriginal antesdel periodo de reposoen refrigeraciónde 24

horas que habitualmentese utiliza previamenteal embutido, dejándolaun

cierto tiempoen premaduracion.

Finalmente,sólo quedapor volver a destacarque con anterioridadno se

había realizadoinvestigaciónalguna sobre el tema. Por lo tanto, los datos

recogidosen estamemoriason resultadosprevios,que pueden,en un futuro,

servirde basepara investigacionesposterioresen diversasdirecciones,algunas

de las cualesya se hanenunciadoenesteapartado.
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Primera.El análisis de los parámetrosmicrobiológicos (flora total, flora

láctica y microcoáceas)y físico-químicos(pH, aw y contenidode

humedad) que caracterizana los embutidos crudos curados

demostró que la adición de lipasa pancreáticano ocasiona

modificaciones importantes en dichas características,siendo

similares a las observadasen los embutidos utilizados como

control.

Segunda.En los embutidoselaboradoscon lipasapancreática,como era de

esperar,se pudo apreciarunamayoracumulaciónde los productos

de la hidrólisis de los triglicéridos, en especialde diglicéridos y de

ácidosgrasoslibres.

Tercera.La actividad hidrolítica de la lipasa sobre los triglicéridos

deterrninóprincipalmentela liberaciónde los ácidosgrasosoleico

y linoleico. Se observó un notable incremento del contenido

porcentual de ácido oleico en todos los lotes experimentales,

mientrasque el de ácido línoleico descendióprogresivamentea lo

largo de la maduración,probablementedebido a su degradación

comoconsecuenciade fenómenosautooxidativos.

Cuarta. Los resultadosreferentesal análisis de la fracciónácidosgrasosde

cadena corta de los embutidos experimentalesno fueron

consistentes,lo quehacesuponerque la lipasapancreáticano afecta

a la composiciónde dicha fracción.

Quinta. En todos los lotes de embutidoselaboradoscon lipasapancreática

se observó un aumento del contenido de compuestos

monocarbonilos,siendoel hexanalel componentemayoritario.No

obstante,esteincrementono se correspondiólinealmente con el

aumentode los ácidosgrasoslibres, posiblementedebido a que la
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generaciónde monocarboniloses un procesomás lento y gradual

que la hidrólisis de triglícéridos.

Sexta. El análisis sensorialúnicamentereflejó diferenciaspositivascon un

nivel alto de significación entre los embutidoscontrolesy los

elaboradoscon 60 y 90 unidadesde lipasa pancreática.La

característicasensorialmejorevaluadafue el sabory aroma,lo que

se relacionócon el elevadocontenidode monocarbonilosde dichos

lotes; por ello, se puede concluir que la adición de lipasa

pancreáticaa los embutidosejerceun efectopositivo (aunqueno

muy marcado)en relacióncon dicha característica.

Séptima.De acuerdocon los resultadosobtenidosen estetrabajo, se puede

afirmar que,de todaslas cantidadesde lipasapancreáticautilizadas,

las másadecuadaspara la mejorade las característicassensoriales

fueron las de 60 y 90 unidades.No obstante,los resultadosno

fueron totalmenteconcluyentes,por lo que estas investigaciones

iniciales pueden servir de base para experiencias futuras.

Probablementeel empleo de otrascondicionesde maduracióny/o

de otras lipasas,microbianaso de otro origen, puedaproporcionar

resultadosmásfavorables.
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