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Introducción

El hombre,como pertenecienteal grupo de organismosheterótrofos,cubre sus

necesidadesnutritivasa partir de numerososprincipios suministradospor los alimentos.Los

alimentosqueconsumeel hombreprocedende los reinosmineral,vegetaly animal. La

contribucióndel reino mineral se limita, a efecto prácticos,al aportede aguay ciertas

sustanciasminerales.Del vegetalconsumetallos, semillas,hojas,raíces,frutos,tubérculosy

bulbos. Del reino animal utiliza ciertassecreciones(leche), el tejido muscularestriado,

víscerasy otros subproductos,huevosy miel.

Entre todaestadiversidadde productos,la carneha sidoun alimentomuy apreciado

por el hombredesdela antigUedad;sin embargo,dado su carácterperecedero,sólopodía

cosumirseen épocasde caza.Porello, el hombresintió la necesidadde ampliarsuvida útil

desarrollandodiversosmétodos,comoel ahumado,la salazón,el desecadoo el escabechado.

En los paísesmediterráneos,dadaslascondicionesclimáticasdel invierno,la fermentacióny

secadode la carnefue uno de los métodosde conservaciónmástempranay ampliamente

utilizado; Erichsen(1983) estimaquehacemásde 3000 añosya seconsumíanproductos

cárnicosfermentadosy secos.

Se sabeque griegos y romanosdominabanlas técnicaschacineras;en la Roma

precristiana,durantelas fiestasfloralesy lupercales,seconsumíagrancantidaddeembutidos

<“termicina”, “circei” y 9~mli’1) elaboradosconcarnedecerdo,tocino,pimientay semillas

de comino.Dadoel carácterpaganode estasfiestas,la Iglesiadelos primerossiglosde la era

cristianallegó aprohibirla elaboracióny consumode embutidospor su estrecharelacióncon

ellas. La prohibición se mantuvohastael año 494 d. de C., cuandodichas fiestas se

cristianizaron(Sanz,1988).Desdeentoceslos embutidoshanido cobrandounapopularidad

cadavez mayorhastallegaranuestrosdías.

Actualmentela fermentacióny secadode la carneha dejadode serun métodocuyo

objetivo primero era la conservaciónparaconvertirseen unaforma de diversificaciónde

productos.La pérdidade la estacionalidaden la disponibilidaddela carne,el desarrollode la

refrigeracióny congelacióny el de otros procesostecnológicoshan transformadola

2
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fabricaciónde los embutidosen un método encaminadoa la obtención industrial de

productosmuy variados,de altacalidady con característicasmuy distintasa las de las

materiasprimasoriginales.A estose une su prolongadavida útil sin necesidadde otras

medidasde conservacióny el escasoriesgosanitarioquesuconsumoconlíeva,lo que ha

ocasionadoquela producciónde embutidosfermentadosy maduradossehayaconvenidoen

uno de los sectoresmás importantesde la industriacárnicaeuropea,y queestéganando

interésen otros lugaresdel mundo,talescomoEstadosUnidosy Australia(Demeyery col.,

1986).

La estabilidad y el escasoriesgo sanitario de estos alimentos se debe

fundamentalmentea:

- El descensodel pH hastavalores~omprendidosentre5,2 y 4,8 (Bacus,1986),

producidopor la fermentaciónmicrobianade los carbohidratosyapresentesen la carney,

sobretodo, los añadidoscontal fin alos embutidos.

- El descensode la actividad de agua(a~), debidoa los solutosañadidos(sal,

carbohidratos,etc.)y, sobretodo, a la deshidrataciónparcialqueacaecedurantela fasede

maduración,con lo quedicho parámetrodisminuyedesdevaloresiniciales de 0,95-0,96

hasta aproximadamente0,75 (Burgos,1981).

- La adición de nitratosy nitritos a los embutidoscontribuye,junto con los dos

factoresanteriores,aprevenirel crecimientode microorganismospatógenos,entreellosCl.

botulinum.SegúnGenigeorgis(1978),50 ppm de NaNO2 son suficientesparaevitar su

crecimiento.

- La producciónde sustanciasbactericidasy bacteriostáticas,producidaspor la flora

lácticapredominanteen los embutidos,talescomoperóxido de hidrógeno,antibióticosy

bacteriocinas(Daeschel,1989; Rodriguezy col., 1989).Estoscompuestosactúancomo

inhibidoresdelcrecimientode microorganismosalterantesy patógenosen estosproductos.

- Lasespeciasposeenunamarcadaactividadantimicrobianadebida,pareceser,a los

3
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aceitesesencialesquecontienen(Beuchat.1976;Zaikay Kissinger.1981).

Todosestosfenómenosy agentesocasionanconjuntamenteel establecimientode unas

condicionesdisgenésicasen las que los microorganismosproductoresde toxiinfecciones

alimentariasy otros no deseablesdifícilmentepuedenmultiplicarse.

Asimismo, la mayoríade estos factores“conservantes”tambiéncondicionanel

desarrollode lascaracterísticassensorialestípicas,orapor sí mismos(endurecimientopor

pérdidadehumedad;sabordelas especias),oraporsu influenciaen la seleccióndela flora

típica quese implantay en el desarrollode la actividadenzimáticay degradativade los

componentesdelembutidodurantela maduración.

1.1. CLASIFICACION DE LOS’ EMBUTIDOS.

Los embutidoscrudos maduradosse puedenclasificar basándoseen diversos

criterios,comola acidez,el tamañode picadodelos ingredientes,adición o no de cultivos

iniciadores,presenciade mohossuperficiales,adicióndeunosu otros ingredientes,especias

y condimentos,etc. De acuerdocon Incze (1992), todosestos factores,aparentemente

arbitrarios,influyen decisivamenteen las característicasgeneralesde los productos,por lo

queseríanparámetrosde clasificaciónválidos, ya que implican diversastecnologíasde

fabricación.Porejemplo,conarregloasu acidezsehanclasificadoen:

1) Productoscárnicosfermentadosde bajaacidez:se encuadranlos embutidos

europeostípicos, deshidratadosa baja temperatura(Incze, 1987). Son productosde

maduraciónlarga,con un pH relativamenteelevado,generalmentesuperiora 5,5. Dentrode

estacategoríase incluyentodoslos tiposde salami(Leistner,1990).

2) Productoscárnicosfermentadosde elevadaacidez:sonproductosalos queseles

añadencarbohidratos,consiguiéndoseun pH final menorde 5,3. Estos embutidosse

fabricantantoen Europacomoen EstadosUnidos,con la diferenciaque los primerosse

sometena fermentación a baja temperatura(20-240C),mientrasque en los segundosse

4
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utilizan temperaturaselevadas(3’70C aproximadamente).

El CódigoAlimentarioEspañol,por su parte,no clasificalos embutidosfermentados

por suscaracterísticasfisicoquímicas,sino que lo hacecon arreglo a los ingredientes

empleadosen su fabricación.Desdeestepuntode vista,defineconel nombrede embutidos

crudosa aquellosque “han sidosometidosúnicamenteal adoboy amasadoantesdellenado

en tripa, maduradoso no, y sometidosposteriormenteal secadoy ahumadoo no. No

contendríantejido fibroso, cartilaginosoni sebos”.

Los embutidoscrudosfermentadosseencuentranclasificadoscomo embutidosde

carne.En estacategoríaseincluyendoselaboracionestradicionales:

- Chorizo: “es el embutidocrudo,curadoy encamadoelaboradoconcarnede cerdoo

de cerdoy vacuno,metidoen tripanatural o aitificial dediámetrosuperiora 22 milímetros.El

diámetroinferiorse denominará“longaniza”.

- Salchichón:“es el embutidocrudo,cundoy blancoelaboradoconcarnede cerdoo

decerdoy vacuno,con la adicióndecubitosde tocinoo tocinofmamentepicado,metidosen

tripaartificial o naturalcalaro semicular,porcinao vacuna,de40 milímetrosdediámetro

comomínimo. Cuandoel diámetrode la tripa esinferior al señalado,el derivadocárnicose

denomina“longanizaimperial” o “fuet””.

Es un hecho casi generalqueel chorizo contenga,entreotros condimentosque

dependenderecetastradicionales,ajoy pimentón,y el salchichónpimientanegraen granoo

molida.

Considerandola forma máscomúndefabricación,losembutidoscrudosfermentados

españolespodríanencuadrarsedentro de los productoscárnicosfermentadosde elevada

acidez, yaquela temperaturade fermentacióny maduración,adiciónde sal,pH y adiciónde

carbohidratosmáscomunmenteempleadosen estosproductossonsimilaresalos reseñados

por Incze(1992)paraaqueltipo de embutidos.

5
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1.2. ELABORACION DE EMBUTIDOS.

Sepuededecirquelaelaboraciónde embutidosserealizaen tresfases:

- Picadoy mezcladeingredientes,

- Fermentación,

- Secadoo maduración.

1.2.1. Picado y mezcla de ingredientes.

Consistebásicamenteen el picadode la carne,sumezclacon sal, especiasy otros

ingredientesy el picadode la grasay su adiciónala masaanterior.Unavezmezcladostodos

los ingredientes,la pastaresultanteseembuteen tripasnaturaleso artificiales. La forma en

queserealizanestasoperacionesdefineen granpartelascaracterísticasdel productofinal.

El picadode la carnese suelerealizara bajastemperaturas,entre-10C y -30C, de

formaqueel cortesealimpio y no seliberegrasaintramuscularen lascarnesno magras,lo

quepodría producir alteracionesdel color durantela maduración.Lascarnesempleadas

debenser firmes,concapacidadestampóny de retenciónde aguaóptimasy convaloresde

pH entre5,4 y 6,0 (Pezacki,1979). Por tanto,no se consideranútiles en la fabricaciónde

embutidosni lascanesDFD, dadasu excesivacapacidadderetencióndeaguay elevadopH,

ni las PSE,debido a su bajisima actividad tampón;no obstanteestasúltimas pueden

emplearseen la formulaciónde algunostiposdeembutidoscomoel salami(Towsendy col.,

1978).Tambiénseprefierenlas carnesde animalesadultoso inclusoviejos (Lúcke, 1984)

porsumayorcontenidoen mioglobina,lo queocasionaun mejordesarrollodel color.

Comoya seha señalado,previamentea la mezclaconel otro ingredientemayoritario,

la grasa,seañadena la carneotros componentesimportantesen las característicasdel

productofinal, comola sal, especias,carbohidratos,nitratos y nitritos, ácido ascórbicoy
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cultivosiniciadores.

La sal esel ingredienteque seañadeen mayorproporciónalos embutidosdespués

de la carney la grasa,habitualmenteentre2,4 y 3,0% (Lflcke, 1984).Desempeñaun papel

muy importanteen el desarrollodedistintascaracterísticasdeestosproductos,destacando,

desdeel puntode vista tecnológico,su efectosobrelas proteínas,la textura y la potenciación

del sabordeestosproductos.La sal contribuyedecisivamentea la ligazónde las panículas

delembutidoy, por lo tanto,al desarrollode la textura,permitiendounamayorsolubilización

de lasproteínasy su posteriorgelificación(véase1.4.4.1).Su contribuciónal sabores,por

unaparte,directa,resaltandoel saborsaladoy estimulandolos receptores,con lo quese

potenciala percepcióndel sabora carnecurada(Amerine y col., 1965; Froelich y col.,

1983), y, porotra, indirecta,porsu influenciasobrela actividadde lascatepsinasmusculares

(Baldini y col., 1977;Barrety Kirschke, 1981).

Posee,además,unaacciónbacteriostáticasobrela flora acrobiaresponsablede la

alteraciónde la carnefresca,asícomosobrealgunospatógenos(Ingramy Kitchell, 1967),

debido a que induce,junto con otros solutos(carbohidratos,nitratos,nitritos, etc.), un

descensode la aw hastavaloresde 0,97-0,96.Estehecho,de forma indirecta,favoreceel

desarrollode la flora láctica(Pezacki,1979),ya quelasbacteriasaerobiasGram-negativasy

la flora patógenason muy sensiblesa los descensosde aw y la láctica sedesarrolla

perfectamenteentalescondiciones,

Comoefectoadverso,puedepotenciarlos fenómenosautoxidativosde las grasas

(Goutefongea,1991).

Las especiasseempleanen la mayoríade los embutidosen proporcionesdel

0,5-2,0%,utilizándosemáscantidad en productossecadosal aire que en embutidos

ahumados.Seusanla pimientablancay negra,pimentón,orégano,ajo, mostaza,etc. Estos
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aditivos poseendistintas propiedadesfisicoquímicasque los hacen muy útiles en la

fabricaciónde embutidosfermentados.Tienenun efectoestimuladorde la formaciónde ácido

láctico,queparecedeberseal elevadocontenidoen manganesode algunasde ellas,elemento

necesarioparala actividadde algunasenzimasdela cadenarespiratoriade los lactobacilos

(Pugliay Seperich,1983).Además,presentanactividadantioxidante,posiblementepor su

capacidadquelantede metales(Leey col., 1986), inhibiendola apariciónde la faseinicial de

la autoxidación (Barbut y col.. 1985). Por último, también muestranactividad

antimicrobiana,localizadaen la fracciónde aceitesesenciales(Beuchat, 1976; Zaika y

Kissinger, 1981; Faragy col., 1989).

Los hidratosdecarbonose utilizañ en la fabricaciónde embutidosfermentados

r conobjetode conseguirunafermentacióncorrectay un adecuadodescensodelpH, sirviendo

comosustratoenergéticode las bacteriaslácticasque,al multiplicarse,logranla inhibición,al

F menostemporal,del crecimientode bacteriasalterantesy crean condicionespara la

r generaciónde un sabory firmezaadecuados.Lascantidadesdecarbohidratosrecomendadas
se sitúanentre0,4 y 0,8% (Pyrczy Pezacki,1981); sin embargo,hayque tenersiempreen

F cuentael tipo de hidratode carbonoqueseañade,ya quea mayorpesomolecular,menor
velocidadde fermentación:la glucosafermentamuy rápidamente,la sacarosamáslentamente

V y aúnmásdespaciola dextrina(Pezacki,1979). El usode gran cantidadde carbohidratos

F rápidamentefermentablesproduciráun descensodel pH muy bruscoy temprano,y no
permitiráel desarrollodelas bacteriasácido-sensiblesútiles, lasmicrococáceas,con lo queel

E embutidono adquirirácompletamentelascaracterísticasdeseadas.Por el contrario,el uso

r exclusivodehidratosde carbonode fermentaciónlentaprovocaráun descensomáslento delpH y existiráelriesgodequesedesarrollenbacteriasalterantes.Estomismopuedesucedersi

y se añadencantidadesdemasiadopequeñasde carbohidratos.Por lo tanto, lo más
recomendablepareceserañadir unamezclade variostipos de estoscompuestos(Pezacki.

r 1979; LUcke, 1984).

8
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En la preparaciónde embutidosfermentadosse utilizan a vecesotros tipos de

sustanciasacidulantes,como glucono-5-lactonay ácidos orgánicosencapsulados.La

glucono-5-lactonase transformaen ácido glucónico en la fase acuosadel embutido,

produciendoun descensorápidoy acusadodel pH alas pocashorasdel amasadoy estufaje.

Losácidosorgánicosseencapsulandentrode cubiertasadecuadasparaquesu liberaciónse

produzcaen un momentodeterminado,en generalal elevarla temperatura.El problemadel

uso de estassustanciasestribaenqueprovocanun descensodelpHdemasiadorápido,con lo

que, aunque la calidad higiénica del producto se mejore, puede verse afectada

desfavorablementela formacióndel color debidoa la inhibición de lasmicrococáceas.Por

ello, solamentese recomiendasu uso en embutidosfermentadosde consumoen fresco

(Lticke, 1984; Incze, 1992).

Los nitritos seañadenalos embutidosbiencomotaleso bien en formade nitratos.

Su papel en los embutidosfermentadoses muy importante,ya que producenel color

rosado-violáceotípico por su reaccióncon la mioglobina;contribuyena la produccióndel

sabory aromapropiosde estosproductos;inhibenprocesosautooxidativosy tienenuna

acciónantimicrobianaselectiva,interviniendo,con ello, en el establecimientode la flora

gram-positivaapropiada:lactobacilosy micrococáceas(Lticke, 1984). Los nitratos no

realizanestasfuncionesdirectamente,sinoatravésde su reduccióna nitritos y estosaóxido

nítrico,mercedalas micrococáceaspresentes.

A pesarde todosestosefectosbeneficiososde los nitritos, existenunaserie de

problemasasociadosa suuso, como son la formaciónde nitrosaminasy las reaccionescon

componentesde la carneparadarlugar a productosno bien identificados(Cassensy col.,

1979). aunqueestosproblemasalcanzanmayorimportanciaen otros productoscárnicos,

comoen los que seaplicaun tratamientotérmicoelevado(cocción)y, de forma especial,los

sometidosafritura parasu consumo,comoel bacon.Poresto,las cantidadesde nitratoestán

9
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reguladaslegalmenteen la mayoríade los países;en Españala cantidadmáximapermitidaen

chorizoy salchichónesde 300 ppm de nitrato sódicoy nitrato potásico,y de 150 ppm de

nitrito sódicoy nitrito potásico(Resoluciónde la Secretaríade Estadoparala Sanidaddel21

de agostode 1979, B.O.E.del 12-11-79).

El ácido ascórbicoy el ascorbatosódicoseempleanmuy frecuentementeen la

fabricaciónde embutidoscomocoadyuvantesdel curado,ya que, en cantidadescorrectas

(0,03-0,05%).mejoranel color,aromay sabordel producto.El efectosobreel color sedebe

ala acciónantioxidantedel ascorbatosobrela mioglobina,unido asu capacidadparareducir

los nitritos a óxido nítrico y transformarel hierro trivalenteen divalente,formándose

nitrosomioglobina(Toth, 1983). Por otra parte, la mejoraen el aromay sabor de los

embutidosse atribuyea reaccionesentreel ácido ascórbicoy el nitrito, todavíano bien

conocidas(Brown y col., 1974).

Desdeel punto de vista sanitario,bloqueanla formación de N-nitrosaminas,

posiblementeal hacerqueel nitrito no seencuentredisponibleparareaccionarconlas aminas

presentesen el medio(Mirvish y col., 1972).

Los cultivos iniciadoresseañadentambiénen el momentoinicial, al mezcíarselos

ingredientes.El papel que desempeñanesde máxima importancia y se desarrollará

posteriomenteen el apanado1.3.2.

Ademásde los ingredientesantesseñalados,queson los quese utilizan con mayor

frecuenciaen la elaboraciónde embutidosmadurados,existenunaseriedeaditivosque

puedenañadirsecon diversos fines: colorantes(naturaleso artificiales), emulgentes

(polifosfatos,proteínasno cárnicas),conservadores(sorbatos),correctoresy potenciadores

del sabor(ácidosglutámico, inosínicoy guanílico),etc. (Cenzano,1991).

lo
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El picadode la grasaseefectúa,al igual queel de la carne,a bajastemperaturas.

El tamañode lapartículasobtenidasdeterminará,juntoconotrosfactores,el tipo de producto

quese obtendrá.El grado de reducciónde tamaño influye de forma importanteen la

eliminaciónde agua, queserámáslentaen los de picadofino respectoalos de picadomás

grueso (Stiebingy Ródel, 1988). La grasa más adecuadaparala fabricación de estos

productosesla del cerdoy, dentrode estaespecie,la quepresentaun menorcontenidoen

ácidosgrasosinsaturadosy, por tanto,conun puntode fusiónrelativamenteelevado,siendo

muy útil la procedentedel tocinodorsal.

Unavez picados,los ingredientesse mezclancon los aditivosen unaamasadorapara

conseguirunadistribuciónhomogéneade todosellos. Estaoperaciónseefectúageneralmente

aplicandovacío,paraconseguireliminarla máyorcantidaddeoxigenoposiblede la masa,ya

queestegasinterfiereen la formacióndelcolory sabordeseablesen estosproductos.

Inmediatamentedespuéssepuederealizarla embuticiónen tripas,aunquealgunos

fabricantesdejan la pastaen refrigeración(5-100C)de 12 a48 horasantesde embutirla,

iniciándoseentoncesla multiplicación de los cultivos iniciadoresañadidosy/o la flora

presentey lasreaccionesdecurado.

La embuticiónserealizaen máquinasavacioyconla pastaa unatemperaturadeunos

20C (LOcke, 1984).Sepuedenusartripasnaturaleso sintéticas;enestecaso,debenpermitir

la difusiónde aguadesdeel interior de la pieza,el pasodel humo (en el casode queel

ahumadose realice)y debenadaptarsea los cambiosde tamañodel embutidoduranteel

procesomadurativo,debidosa la deshidratación.Segúnel diámetrode tripa utilizado, el

embutidorecibirádistintosnombres,quevariaránsegúnlas regiones(longanizaimperial,

fuet, salchichón,salchichonada,etc). Durantela maduración,cuantomayorseael calibre,

máslentaesla pérdidade aguay, porende,máslentala adquisiciónde la consistenciatípica;

el centro del embutidopresentarámenordeshidratación,en tanto quela parteexterna

contendrámenosagua.Enembutidosdecalibreestrechola pérdidadeaguaesmásuniforme
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(Stiebingy Rt3del, 1988).

1.2.2. Fermentacion.

Despuésde la embutición,laspiezassellevana secaderoso cámarasconhumedad,

temperaturay velocidadde aire controladas,en las cualesse mantienena temperaturasde

20-280Cy humedadesrelativasdel 90-95%durante24-48horas.De estaforma sefacilita el

crecimientode los microorganismosy seevita la formaciónde unacostraexterna,que

apareceríaen el casode utilizar humedadesrelativasmásbajas,lo quedificultaría el secado

posteriorde los embutidos.

Duranteel períodode fermentaciónseproducenimportantescambiosfisicoquímicosy

microbiológicos:reducciónde nitratosanitritos y éstosaóxidonítrico, quereaccionarácon

la mioglobinarindiendonitrosomioglobina,graciasa la actividadde las micrococáceas;las

bacteriaslácticasempiezanametabolizarlos carbohidratos,acumulándoseácidolácticoconel

consiguientedescensodelPH; cuandoéstealcanzavalorescercanosal puntoisoeléctricode

las proteínasde la carne,éstaspierdencapacidadde retenciónde agua,facilitándosela

deshidratación.

En ciertostipos deembutidosfermentadosseefectúaun ahumadoal final delperíodo

de fermentación.Conello seconsiguemodificarel aromay sabordel productoy seevita el

crecimientodemohosy levadurassuperficialesen aquellosproductosenquesupresenciano

esdeseable,ya quemuchosde los componentesdel humo tienenactividadantimicrobiana

(fenoles,compuestoscarbonílicos,comoformaldehido,y ácidosorgánicosde bajo peso

molecular);el humo tambiéncontieneantioxidantes(derivadosfenólicos). El humo se

producepor combustióncontroladade maderasno resinosasa 350-6000Cy se aplica de

diversasformas:ahumadotradicionalen frío o en caliente,electrostáticoo por tratamiento

concondensadosde humo(Girard, 1991).

12
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1.2.3. Maduración.

La maduraciónde los embutidosse realiza tambiénen cámarascon humedady

temperaturacontroladas,pudiendoutilizarse las mismasempleadaspara la fermentación

aunquecambiandolas condiciones.Estasvariaránsegúnel tipo de embutidoquesefabrique,

pero generalmenteoscilanentre10 y 170Cde temperaturay 65-80% de humedadrelativa. La

velocidaddel aire sueleser, aproximadamente,de mus,y éstedeberepartirseuniformente

por la sala y alrededorde los embutidos,de forma queel secadoseahomogéneo.Este

períodoseprolonganormalmentedurante20-60 días,dependiendodel embutidoque se

deseeobtener.

Durante el periodo de maduración se producen reaccionesenzimáticas,

fundamentalmentede origen microbiano,quedegradanlípidos y proteínas.Tambiénse

produceunafuertedeshidratacióny sedesarrollala texturacaracterística(véase1.4.4.1). El

contenidoen aguadesciendehastael 35%o inclusomenos,reduciéndosela actividaddeagua

por debajode0,90. Bajo estascondiciones,el crecimientobacterianoseinhibe si seevita la

condensaciónde aguaen la superficie del embutido(LOcke, 1984).Hacia el final de la

maduraciónseproduceun ligero incrementodel pH, debidoprincipalmenteala acumulación

de productosde degradaciónde las proteínas,talescomo amoniacoy aminas(LOcke, 1984).

Sin embargo,Demeyery col. (1979) lo atribuyentambiénal aumentode la concentraciónde

compuestostampóny al descensoen la disociaciónde loselectrolitosyapresentes.

Lascondicionesdetemperaturay humedaden las fasesde fermentacióny maduración

antesmencionadasserefierena los embutidosfabricadosen Europa.En Norteaméricase

prefierenproductosmásácidos,siendolas temperaturasde fermentaciónbastantemás

elevadas,entre32 y 450C, especialmenteen los embutidossemisecos.En algunoscasosse

efectúaun calentamientoaúnmayoral final de la fermentación,de forma que se alcancen

580Cen el centrode laspiezas,paraexcluir la posiblepresenciade Trichinella spiralis.

13
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1.3. MICROBIOLOGíA DE LOS EMBUTIDOS MADURADOS Y

CULTIVOS INICIADORES.

1.3.1. Microbiología de los embutidos madurados.

La composiciónde la microflorade los embutidosantesdel períododefermentación

esmuy heterogénea,puesdependede los ingredientesutilizados,principalmentede la grasay

la came,y delas condicionesenqueserealicenlas operacionespreviasa la embutición.

Enla carney otros ingredientes,y por tanto en un embutidoreciénpreparado,pueden

aislarselactobacilos,micrococáceas,enterobacterias,Leuconostoc,algunasespeciesde los

génerosClosrridium, Pediococcus,Pseudomonas, Achromobacter,Flavobacterium,

Bacillus, enterococos,etc., y también mohos y levaduras.Por lo que respectaa

microorganismospatógenos.sehandetectadoa menudobacteriasdel géneroClostridium,

Listeria monocytogenesy Sraphylococcusaureus(Hechelmany Kasprowiak,1991). Dadala

diversidadde la flora, las primerashorasde la fasede fermentaciónson especialmente

críticas,ya queel productotodavíano sehaestabilizadoporel descensodel pH y la aw. La

cargainicial de microorganismosviablestotalessuelesituarseentre io~-106 u.f.c.Ig(López

Lorenzoy col., 1962; Giolitti y Massacra,1963). Prontocomienzaa multiplicarsela flora

típica (lactobacilosy micrococáceas),lo queprovocacambiosdrásticosen el “ambiente”

internodel embutido:en esteperíodoseacumulaácido lácticoconel consiguientedescenso

del pH, sedesarrollael colorrosadocaracterístico,seproducela gelificaciónde lasproteínas

y comienzala generaciónde las sustanciasquedaránlugar al aromatípico. Por lo que

respectaa la inhibiciónmicrobiana,sedesarrollancondicionesde anaerobiosisen el interior

de las piezasy la sal añadidaa la masadisminuyeel agualibre disponible(Hechelmany

Kasprowiak,1991);a estosfactoreshabráqueunir la accióninhibitoria del nitrito sobre

determinadosmicroorganismosno deseablesy elefectodelácido láctico.

Al iniciarsela fasedefermentación,las micrococáceasexperimentanun incremento
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muy rápido,alcanzandonivelescomprendidosentre l0~ y io~ u.f.c./g (Nurmi, 1966; Reuter

y col., 1968; Selgasy col., 1988). Este crecimiento se detienepronto debido a la

acidificación,de tal formaquesustasasdeclinandeformanotablea partirde los 15-20días

de maduración(DeKetelearey col., 1974; LOcke, 1984). Simultáneamente,el númerode

lactobacilosaumentahastavaloresdel ordende 108 u.f.c./g (Girard y Bucharles,1991),

obteniéndoserecuentossimilares a los de la flora total, lo que indica que estos

microorganismosconstituyenla flora mayoritaria.Estosnivelessemantienenhastael final de

la maduración.

LasbacteriasGram-negativas,en cambio,experimentanun descensoconstantepara

desaparecerrápidamente(Reutery col., 1968).

1.3.1.1. LACTOBACILOS.

Los lactobaciloshomofermentativosconstituyenla poblacióndominantealo largode

la maduración(Coretti, 1958; Hoffman y Scharner,1980; Sanz y col., 1988), debido

principalmenteasuefetoinhibidor sobreotrasbacterias.Las especiesmásfrecuentemente

encontradasen los embutidoscrudoscuradossonLactobacillussake,L. curvatusy L.

plantarum(LOcke, 1986).

El papel fundamentalde la flora lácticaes la fermentaciónde los azúcaresque

ocasionala acumulaciónde ácido láctico, cuyasfuncionesse citaránmásadelante(véase

1.4.1).

Aunquelas bacteriaslácticaspresentanactividadlipolitica, estano parecesermuy

marcada(Stadhoudersy Veringa, 1973). Dicha actividades tantoextra- comoendocelular,

siendola última muchomáslimitada; recaesobremono-y diglicéridos,y sobretriglicéridos

con ácidosgrasosde cadenacorta(Parejoy col., 1979; Sanzy col., 1988). Teniendoen

cuentaque la concentraciónde di- y monoglicéridoses muy baja al principio de la

maduración, seránecesariauna lipolisis previa, probablementerealizadapor las

micrococáceas,paraqueactúenlas lipasasde las bacteriaslácticas;de aquíque sehaya
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postuladola existenciade unaaccióncolaborativaentreambostiposde bacterias(Sanzy col.,

1988).

Algunascepasde lactobacilosaisladasde embutidosfermentadosson capacesde

hidrolizar péptidos(Reuter,1971), al igual quesucedeen cepasprocedentesde quesos

(Reiter y col., 1969). Sin embargo,sólo presentanuna ligeraactividadproteolítica sobre

proteínascomplejas(Reuter,1971)y, aunquela actividadde las bacteriaslácticasparece

contribuir al incrementode la tasade aminoácidos(Montel y col., 1992), su papelconcreto

en la proteolisisde losembutidosno estátodavíabiendeterminado.

1.3.1.2.MICROCOCACEAS.

Lasbacteriasde la familiaMicrococaceaepresentesen losembutidospertenecenalos

génerosStaphylococcusy Micrococcus.En general,los primeros crecenmejor en

anaerobiosis,por lo que son másabundantesque los micrococosen los embutidos

(Rheinhabeny Hardlock, 1979; Fischery Schleifer,1980),Lasespeciesidentificadasmás

frecuentementeson S. xilosusy S. saprophyticus,y, en segundoplano,S. simulans y M.

varians(Fischery Schleifer,1980).

Durantela fasede fermentación,las micrococáceasexperimentanun gran incremento

previo al quese produceen los lactobacilos(Rozier. 1969), paramantenersee incluso

descenderen etapasposterioresde la maduración(DeKetelearey col., 1974).Sóloenel caso

de embutidospreparadosconmuchosnitratosy pocoscarbohidratos,estosmicroorganismos

puedenllegara ser la flora mayoritaria(Auroylet y Fornaud,1976; Sarray col., 1982), lo

quesedebea queno son capacesde desarrollarsea valoresde pH bajos,comolos quese

alcanzanenlosembutidosdespuésde la fermentación(LUcke, 1984).

Lasprincipalescaracterísticasde las micrococáceasrelacionadasconlos fenómenos

queacaecendurantela maduraciónde los embutidosson:

a) Activijlad nitrato y nitrito reductasa:estacapacidadhacequeseaposibleel

desarrollodel típico color de curado en estosproductos,al reaccionarel óxido nítrico
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formadocon la mioglobinarindiendo nitrosomioglobina,de color rosado(unadescripción

másdetalladadel procesose realizaen el apartado1.4.2). Las ventajasde la reducción

realizadapor estasbacteriasesqueno seproducen,a partir de los nitritos, nitratos que

permanezcanen la came,comoocurreconotrassustanciasreductoras,sinoquelos nitritos

se transformanen óxido nítrico. Realmente,lasmicrococáceas,de forma natural,tratande

reducir los nitratos,nitritos y óxido nítricoa otras formasnitrogenadasmás elementales,

como nitrógenomolecular(Liepe, 1982) o amoniaco(Zaika y col., 1976),pero en los

embutidosesteprocesoseinterrumpedebidoala granreactividaddel óxido nítrico conla

mioglobinaqueseencuentraen el medio.

b) Producciónde catalasa:despuésde la fasede fermentación,en los embutidos

existenperóxidos,tantoprocedentesde los láctobaciloscomooriginadosabióticamente.La

catalasatisularpierderápidamentesu actividaddurantedichoperíodo(Rozier, 1971),por lo

queno tiene un papel relevanteen el desdoblamientode estassustancias.Los peróxidos

oxidan el hierro del anillo de porfirina y el color de curadose altera,dandotonalidades

grisáceaso marrones;a altasconcentraciones,tambiénel anillo puedeser atacadoy se

observancoloracionesverdosas.Por ello, la presenciade catalasaprocedentede las

micrococáceasesfundamentalparadesdoblarel H202eimpedirestasalteracionesdel color.

c) Producciónde lipasas:la actividadlipolítica delos micrococosha sidopuestade

manifiestopor numerososautores(Cantoniy col., 1967; Debeverey col., 1976; Selgasy

col., 1986).En losembutidos,los ácidosgrasosinsaturadosde cadenalarga,liberadospor

la acciónde las lipasas,son degradadosa carbonilosy ácidosgrasosde cadenacorta,

formándoseperóxidoscomometabolitosintermedios(Cerisey col., 1973).De estemodo

participanlasmicrococáceasen la generacióndel sabory aroma(Smith y Alford, 1968).

Recientemente,Berdaguéy col. (1992) han confirmadoque las micrococáceasson los

microorganismosquemáscontribuyenal desarrollodel aromade losembutidosal provocar

la liberacióndecompuestosvolátiles.

d) Actividad nroteolltica:la actividadproteolíticade las micrococáceasha sidopuesta
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de manifiestopor distintosautores(Saibery col., 1971; Bacus, 1986), contribuyendode

formadestacadaen la proteolisisen generaly en la liberaciónde aminoácidos.Cantoniy col.

(1975) les atribuyen un papel principal, aunqueotros autores(Demeyery col., 1992)

consideranquedichafunción la compartencon las proteasastisulares.

1.3.1.3.MOHOS Y LEVADURAS.

Losmohosy levadurascolonizanconfrecuenciala superficiede los embutidossecos

ligeramenteo no ahumados,siemprequela humedadrelativade la cámarademaduraciónno

seademasiadobaja.También se ha detectadola presenciade levadurasen el interior de

productosfermentados(Smith y Palumbo,1973; Palumboy col., 1976).

Dependiendode la temperaturainicial a la que se sometanestosproductos,el

desarrollodelos mohosy levadurasseproduciráen algunosdíaso semanas.

Losefectosfavorablesde la presenciade flora superficialson (LOcke, 1986):

1. Efectoantioxidante:reducenla tensiónde oxígenoen la superficie,degradanlos

peróxidosy protegendelefectoprooxidantede la luz. Todo estoconducea unainhibición del

enranciamientoy aunaestabilizacióndelcolorde curado.

2. Creaciónde un microclimasunerficial:evitanla formacióndecostrasuperficialy

favorecenla deshidrataciónuniformedelembutido.

3. Canacidadlinolítica y oroteolítica:conduceala formaciónde sustanciassápidasy

aromáticas,contribuyendoal sabory aromacaracterísticosde losembutidos.Estassustancias

sedifunden bienen embutidosde pequeñocalibre, haciéndolomáslentamenteen los de

mayordiámetro(Leistner,1987).

4. Modificación dela anarienciade los embutidos:esteefectoespositivoen ciertos

países,sobretodo enel surde Europa,en dondelos consumidoresprefierenembutidoscon

flora superficial.

En cuantoalos efectosdesfavorables,sondosprincipalmente:
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a) Posibleproducciónde micotoxinas:las micotoxinasson metabolitossecundariosde

ciertasespeciesfúngicas, con DLSO similaresa tóxicos fuertes,talescomoel anhídrido

arsenioso(As2O3) y el parathion(Fink-Oremmelsy col., 1989). La producciónde estos

compuestossucedetantoencondicionesexperimentalescomodurantela maduraciónde los

embutidos.Las micotoxinaspuedendifundir hacia el interior del producto y pueden

encontrarseen él despuésde eliminarla capasuperficialde mohos(Orth, 1977; Leistnery

Eckardt, 1981; Leistner, 1984). Paraevitar esteefectoadversose han propuestodistintos

métodos,comoel empleode un cultivo fúngico iniciador sin capacidadtoxicogénica,el

envasadoavacio deproductosconbajaactividadde agua(Wirth, 1979) o la impregnaciónde

la superficiede los productoscon sustanciasantifúngicascomosorbatopotásico(Leistnery

col., 1975).

b) Incrementodel pH: el pHaumentade forma apreciabledurantela fasefinal dela

maduraciónde los embutidosquepresentanmohosy levadurasen susuperficie.Estaflora,

en presenciade oxígeno,puedeoxidar aminoácidosy ácido láctico, lo queocasionaun

aumentodel pH hastavalorescercanosa7 en algunoscasos(Lúcke, 1986).Hechelmanny

col. (1988) han señaladoque,en estascondiciones,puedendesarrollarsemicroorganismos

patógenoscomoS. aureus especialmenteen las zonasmássuperficialesdel producto,yaque

estabacteriaesbastanteresistenteacondicionesde aw reducida(Troller y Christian,1978),

aunqueno seha demostradola producciónde enterotoxinaspor debajode aw de 0,93

(Troller y Stinson, 1975).

1.3.2. Cultivos iniciadores

Liepe (1983)define los cultivos iniciadorescomocultivos individualeso mixtos de

cepas seleccionadas,con una determinadaactividad enzimática,que se añaden

intencionadamenteen cantidadesdefinidasparaquetransformenun sustratoen un producto
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alimenticio. Por su parte, Smith y Palumbo (1983) los definencomomicroorganismos

viablesañadidosdirectamenteala carneparamejorarsu conservabilidad,suestadohigiénico

y/o potenciarla aceptabilidadpor el consumidor;además,la calidadnutritiva del producto

debemantenerseo mejorarseconrespectoa la materiaprima.

En Europa,a diferenciade lo que sucedeen Norteaméricay en otros lugares,el

períododefermentaciónde los embutidosesmáslargoy serealizaamenorestemperaturas;

es decir, se prefiere un descensode pH más lento que permita el desarrollode

microorganismosque originen las característicassensorialesrequeridas por sus

consumidores.Por ello, se suelenemplearmezclasde bacteriaslácticasy micrococáceas,e

inclusounapequeñacantidadde las primerasen lospaísesdel surde Europa,dondeel sabor

ácidoesmásbien un efectonegativo.

Se puedendistiguir 2 tipos de cultivos iniciadores, los cultivos iniciadores

propiamentedichos,con los que se intenta inducir cambiossensorialesdeseablesen el

producto;y loscultivos protectores,utilizadosparainhibir la flora microbinano deseableen

los embutidos(Geiseny col., 1992).

La finalidad conla queseañadenlos cultivos iniciadoresa los embutidossecosse

puederesumirde la siguientemanen(Kunz, 1989):

1. Controldel procesomadurativo.

2. Inhibiciónde microorganismosno deseables.

3. Reducciónderiesgossanitarios.

4. Incrementode la calidady normalización.

5. Controldel sabory aromaespecíficos

Los microorganismosquemásfrecuentementese utilizan en la industria son las

bacteriaslácticas y las micrococáceas,aunquetambién empiezana usarsehongosy

levaduras.Tambiénseha propuestola inclusióndeestreptomicetos(Strepromycesgriseus)y

de enterobacterias,comoAeromonassppen los cultivos iniciadores(Hammesy col., 1985>.

Streptomycesgriseus es uno de los microorganismoscomponentesde un iniciador
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comercializadoy seconsideraquemejorael sabory aromade los embutidosfermentados

(Eilbergy Liepe, 1977).Sin embargo,en los embutidosfabricadosde forma “natural” (sin

añadircultivos iniciadores),los estreptomicetosseencuentranen escasonúmeroy no crecen

en la pastadurantela fermentación.Porotra parte,algunasespeciesdel géneroAeromonas

parecenejercerun efectopositivo en las característicasde los embutidosy actualmentese

utilizan en unaindustriaespañolaen la elaboracióndeestosproductos(Niinivaara, 1991).

1.4. CAMBIOS BIOQUíMICOS EN LOS COMPONENTES DE LOS

EMBUTIDOS DURANTE SU MADURACION, CON ESPECIAL

REFERENCIA A LAS PROTEíNAS Y COMPUESTOS NITROGENADOS.

Los principalesfenómenosbioquímicosque afectana los componentesde los

embutidoscrudoscuradosdurantela maduraciónsonla fermentaciónde los carbohidratos,

las reaccionesde curado,lasdegradacionesqueafectana los lípidos (lipolisis y oxidación

lipídica) y a las proteínas(proteolisis).A continuaciónsedecribirábrevementecadauno de

estosfenómenosexceptoel último que,porestarestrechamenterelacionadoconel temade

estatesis,seabordarámásampliamenteen el apanado1.4.4.

1.4.1. Fermentaciónde carbohidratos:producción de ácido láctico.

La fermentaciónde los hidratosde carbonoseproduceconmayorintensidaden las

primerasfasesde maduracióny seoriginapor la acciónde las bacteriaslácticaspresentesen

el embutidode formanaturalo añadidasintencionadamente,dandolugarprincipalmentea

ácido láctico.La acumulaciónde esteácido provocaun descensodel pH que inhibe el

desarrollode microorganismosno deseables,acelerael procesode deshidrataciónal

disminuir la capacidadde retenciónde aguade las proteínasmusculares,gobiernalas

reaccionesenzimáticase influye en la formacióndel color y en su estabilidad.El ácido
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láctico,por otra parte,contribuyeal saborde los embutidos,sobretodo los de maduración

corta(De Ketelearey col., 1974; LOcke, 1986).

La fermentaciónde los carbohidratosen los embutidosmaduradossepuederealizar

de dosformas:por la vía homoláctica(rutade Embden-Meyerhof)y la heteroláctica(rutade

los fosfatos de pentosaso de Warburg-Dickens),pero en los embutidospredominala

primera, dado queson los lactobaciloshomofermentativoslos quesiempreprevalecen.
r

Ademásde por estasdos rutas,los azúcaressepuedendegradaraeróbicamente(por los

micrococoso, si estánpresentesen tasaselevadas,por las bacteriasGrani-negativas)siempre

queexistaunaaltaconcentraciónde oxigenoen la pasta,dandocomoproductosfinales CO2

U y H20 (DeKetelearey col., 1974; Demeyery col., 1986). Sin embargo,dadoquela flora

r. lácticaesla mayoritaria(del ordende dos unidadesde magnitud superioral valor que

alcanzanlas micrococáceas(Palumboy Smith, 1977; Sanz y col., 1988; Selgasy col.,
1988), la granmayoríadelos carbohidratossetransformanen ácido láctico.

Aparte de ácido láctico,puedenproducirsetambiéna partir de los carbohidratos

F pequeñascantidadesde acéticoy muy pequeñas,pero significativas,depropiónicoy butfrico

(DeKetelearey col., 1974) procedentesde las rutas heterofermentativas.La presenciade

otrassustancias,comoetanol y ácido pirúvico ha sido constatadapor Pezackiy Szostak

(1962).Tambiénsehan encontradopequeñascantidadesde acetoina,butanodioly diacetilo

originadospor el metabolismode lactobacilosy micrococáceas(Pyrczy Pezacki,1975).

U Algunos autores(Halvarson,1973; Cantoniy col., 1985) han señaladoque todasestas

y sustanciasprocedentesde degradaciónde los azúcaresinfluyen en el sabory aromade losembutidos.Sin embargo,esteaspectoestáaún por comprobar,ya queestassustanciasse

U producenen pequeñacantidady su efectopodríaquedarenmascaradopor otroscompuestos
(Deibel, 1974).

r
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1.4.2. Efecto de los nitritos.

Sontreslos efectosbioquímicosprincipalesde los nitritos enlos productoscurados:

ocasionanel color rosado-violáceotípico de los productoscurados(Demasiy col., 1989),

desarrollanun aromaespecífico(Brown y col., 1974)diferentedelde los productosalos que

no se añadenestoscompuestos(Lticke, 1984) y, finalmente,el nitrito poseecapacidad

antioxidante,constatadapor numerososautores(Younathany Watts, 1959;Greeney Price,

1975; MacDonald y col., 1980), que obtuvieron valoresdel índice TBA menoresen

productosalosque sehabíaañadidonitrito.

Lassalesde curadocomercializadascontienennormalmente,ademásde NaCí,una

mezclade nitrato y nitrito sódico,aunque¿n algunosembutidosde maduraciónlargase

empleansólonitratos.Dadoqueel compuestoactivoesel óxido nítrico, los nitratosy nitritos

debenreducirseporacciónde los microorganismosdel producto,principalmentemicrococos

y estafilococos(Zaika y col., 1976; Palumboy Smith, 1977), por lo que es necesario

controlarla formaciónde ácido láctico,ya queel crecimientodelas micrococáceasseinhibea

pH ácido,manteniendosusvaloresporencimade 5,4 hastaque sehayareducidosuficiente

cantidadde nitratosy nitritos (Niinivaara, 1955).Estefenómenotienelugaren las primeras

24-48horasde la fasede fermentación.

El pigmentodel curadoseforma, básicamente,por la unióndel óxido nítrico (NO)

con el grupo hemode la mioglobina (Mb) para originar finalmentenitrosomioglobina

(NOMb). Porello esnecesarioqueseproduzcapreviamentela reduccióndel nitrito aNO.

Sólo la Mb comotal puedeunirseal NOdirectamente.Sin embargo,todos los productos

cárnicospicadoscontienenoximioglobina(0Mb), yaquela Mb entraencontactoy seuneal

oxigenodel aire en la superficiedela carne. Enpresenciade nitrito, el átomode hierro pasa

de la formadivalenteala trivalentedandolugarametamioglobina(MetMb),de color pardo

(Toth, 1983).Las transformacionesposterioresde MetMb a NOMb han sido descritasde

diversasmaneraspor diferentesautores.Waltersy col. (1967) proponenque la MetMb se
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forma por oxidación de la Mb por el nitrito. Como paso intermedio se forma

nitrosometamioglobina,que es reducidaa su vez a NOMb en las mitocondnasMohíer

(1984)describeotro modeloen el que todoslos compuestosderivande la MetMb; éstaes

reducidapor gruposSH, por los coenzimasNADH y FMN o FAD, o bien porun sistema

deshicirogenasaNADH-dependientejunto conferrocitocromo-C.

En general,seconsideraquelos nitritos sonestabiizantesdel colorperosu capacidad

de producirdichocolorde curadoha sidodiscutidaporalgunosautores.Wirth (1973)señala

quelos embutidosfabricadossin nitratoni nitrito presentancolor grisáceo,muy distintodel

colorrosado-violáceotípico.Por otraparte,Cassensy col. (1979)opinanquelos nitritos no

proporcionancolor a la carnecuradasinoquecooperanen la estabilizacióndel color. Sin

embargo,Toth (1983)y, másrecientemente,Goutefongea(1991)consideranal nitrito como

un productordel colordecundo.

La contribuciónde los nitritosal sabordelos productoscárnicosfue descritahaceya

bastantetiempo(Brooksy col., 1940)y corroboradaposteriormentepornumerososautores

en distintostipos deembutidos.Así, Simony col. (1973)y Hustady col. (1973)observaron

unamayoraceptabilidadenlas pruebassensorialesde salchichastipo Francfortalasquese

les hablaañadidonitritos. Similaresresultadosobtuvieron Mottram y Rhodes(1973)con

bacon,llegandoa la conclusiónde que los productosresponsablesdel saborno aparecían

hastaqueel nitrito reaccionabaconlos componentesde la carne.Igualmente,Skjelkvdle y

col. (1974)observaron,en embutidosfermentados,unapotenciacióndel sabordespuésde 3

mesesde maduración.La modificacióndelsaborselograconcantidadespequeñasde nitrito

(25 ppm),perosi las dosissonmuy elevadas(300ppm)seorigina la apariciónde un sabor

anómalo,posiblementedebidoafenómenosde oxidación(Tourailley Goutefongea,1985).

La contribuciónde los nitritos al sabor seha demostradocon análisissensoriales,

peroaúnno se hanidentificadolos componentesresponsablesni el mecanismoporel quelos

nitritos ejercensu acción.Existen múltiples hipótesisque tratande explicarestehecho.

Algunos autores(Fooladi y col., 1979; Igeney col., 1979; Chen, 1982) lo atribuyen a su
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efectoantioxidantey en otros trabajos(Bailey y Swain, 1973; Mottram y col. 1984) sehan

tratadode identificar los compuestosvolátilesresponsablesdel sabor.Crossy col. (1965)

detectaronmayor cantidadde carbonilosen jamonesfabricadossin nitrito. Otros autores

(Cho y Batzler, 1970;Grayy Pearson,1984) señalanqueel nitrito podríainteraccionarcon

otroscomponentestisularesdandolugaral saborcaracterístico,habiéndoseatribuido (Toth,

1983)a la reaccióndel nitrito condistintosaminoácidos,comolisina, tirosinao triptófano.

Debidoala grancantidadde compuestosvolátiles aisladosde las carnescuradas,no es fácil

determinarsi la variacióndel saborsedebea la presenciade un compuesto,a su ausenciao

biena la modificacióndelas proporcionesde las sustanciasdetectadas(Goutefongea,1991).

SegúnBailey y Swain(1973)podríadeberseinclusoala ausenciade algunos“off-flavors”

presentesen embutidossin nitrito.

En cuanto a la capacidadantioxidantede los nitritos se han sugeridodistintos

mecanismos.Westerberg(1973)apuntaqueel nitrito, al reaccionarconel hierro hemínico,lo

mantieneen forma Fe2~disminuyendola probabilidadde supresenciaen forma Fe3~,que

tieneun mayorefectoprooxidante.Sin embargo,el fenómenoparecesermáscomplejo,de

tal forma que Gray y Pearson(1987) proponenunaserie de mecanismosalternativos:

formacióndeun complejoentrelospigmentoshemoy el nitrito queprevendríala liberación

dehierro ferroso,el cual tieneun efectocatalíticosobrela oxidaciónlipldica estabilizaciónde

los lípidos insaturadosde lasmembranas;acciónquelantesobreionesmetálicos,comolos

ferrosos,conlo queno estándisponiblescomocatalizadoresde la reaccionesde oxidación.

Estastresposibilidadesinfluirían en la inhibición de la oxidación,aunque,segúndichos

autores,la primerapudieraser la másimportante.

1.4.3. Lipolisis y oxidación lipidica.

La grasaes, junto con la carne, el componentemayoritariode los embutidos

fermentados.El conjunto de cambiosqueseproduceen la fracción lipídica durantela
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maduraciónes uno de los factoresmásimportantesen la formacióndel sabory aroma

característicosde estosproductoscárnicos(Demeyery col., 1974; DeKetelearey col., 1974;

Dierick y col., 1974). Estoscambiospuedenserde dos tipos: hidrolíticos y oxidativos.

SegúnCerisey col. (1973) la lipolisis se inicia durantela fasede fermentación,originando

ácidosgrasoslibres quesetransforman,víafenómenosautooxidativos,encarbonilosy otras

sustanciasdurantela fasede secado.

Seha indicadoqueloscambioshidrolíticosen la grasade los embutidosfermentados

sedebenfundamentalmentea la acciónde las lipasasbacterianas(Cantoniy col., 1967;

Palumboy Smith, 1977; Nieto y col., 1989), aunqueen los primeros momentosde la

fermentaciónsepuedeproducirhidrólisisdebidaala actividadde lipasastisulares(Wallach,

1968; Liicke, 1984),De hecho,enunainvestigaciónreciente(Garcíay col., 1992)en la que

seutiliza un métodoasépticoparaelaborarembutidosexperimentales(Ordóñezy col., 1989>,

seindicaquelas lipasasmuscularespuedendesempeñarun papelprimordial,debidoaquese

observaun incrementosimilar de la tasade ácidosgrasostanto en embutidosinoculados

comoen loselaboradosasépticamente.

Las micrococáceasson los microorganismosque,en general,sehanconsiderado

comolosprincipalesagentesresponsablesde la lipolisis, dadoquerepetidasvecessehan

demostradoenellosactividadeslipoliticas (Selgasy col., 1986; LOcke y Hechelman,1987;

Talon y col., 1992; Montel y col., 1993). Los lactobacilospresentantambiénactividad

lipolftica, pero no pareceser muy marcada(Parejoy colU, 1979; Sanzy col., 1988). En

levadurasy mohosaisladosde los embutidosseha detectadotambiénactividadlipolítica

(Leistner y Bem, 1970; Comi y Cantoni, 1980; Kilara, 1985a), por lo que estos

microorganismospudierantambiénestarimplicadosen lahidrólisis lipidica.

Durantela maduración,la tasade ácidosgrasoslibresseincrementa(Lu y Towsend,

1973>,observándoseaumentosmayoresen las zonasmásexternas,sobretodo en embutidos

que presentanmohossuperficialesy en etapastardíasde la maduración(Mihalyi y

Kormendy, 1967). Se produce,por otra parte, una mayor liberación de ácidosgrasos
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insaturados,comolinoleico y oleico, frente a los saturados,comopalmítico y esteárico

(Censey col., 1973; Demeyery col., 1974;Melgary col., 1990).En algunoscasosseha

llegado a observaruna disminución de estos últimos (Melgar y col., 1990). Esta

particularidadpuedeatribuirsea la especificidadposicionaly/o estructuralde las lipasas

microbianas(Alford y col., 1971).

La cantidadde ácidosgrasoslibresgeneradosno parecerelacionarsedirectamentecon

la duracióndel períodode maduración,sinoqueestádeterminadaporel tipo de microflora

quesedesarrollaen el embutidodurantela fasede fermentacióny el inicio del secado(Acton,

1978).

Los ácidosgrasosinsaturadosliberadosdurantela faseanteriorsufrenpoteriormente

oxidacionesquedan lugarala formacióndeperóxidosy estos,a suvez,acarbonilos(Cerise

y col., 1973).En los embutidos,la formacióninicial de los peróxidosesfundamentalmente

de origenmicrobiano(Lamannay Mallette, 1965),detectándoselas máximasconcentraciones

durantela fasede fermentación(Censey col., 1972).Tanto las micrococáceascomo los

lactobacilosproducenperóxidos.Sin embargo,en aquellosembutidosque contienen

elevadastasasde micrococáceas(bacteriascatalasapositivas)decreceel contenido,mientras

queen losque susnivelessonmásbajossemantienenlosaltosvaloresinicialesdeperóxidos

(Nurmi, 1966),

Acton (1978)consideratresfactoresque,asociados,contribuyenala oxidacióndelos

ácidosgrasosdespuésde la lipolisis: incrementodel contenidoen peróxidosa consecuencia

del metabolismomicrobiano,aumentode la concentraciónde NaCíduranteel procesode

secado(consecuenciade la pérdidade agua)y descensodel pH del embutidohastaunos

valoresaproximadosde 4,8-5,0.El efectoprooxidantede la sal seatribuye en partea su

capacidaddedesplazarlos ioneshierro de las macromoléculasparaqueintervenganen las

reaccionesde oxidación.Estahipótesissesustentaen quesu efectoes inhibidoporel EDTA

(Kannery col., 1992).

Realmente,son muchoslos factoresy agentesque influyen en la oxidaciónde los
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lípidos de la carne(Kannery col., 1992); entreelloscabecitar la composicióny frescurade

la carne,la temperaturade procesadoy almacenamiento(el calorocasionala liberaciónde

oxígenoapartir de la oximioglobina,produciendoH202 (Harel y Kanner, 1985>;asimismo,

el nivel de hierro libre aumentaduranteel calentamiento,debidoa la elevadaproducciónde

H202 que rompe la estructurade la porfirina liberandohierro (Rheey col., 1987; Harel y

col., 1988),destrucciónde la estructuradel músculoy el tejido adiposomedianteel picadoo

la emulsión,queconlíevauna mayor exposiciónde los fosfolipidos al oxigeno(Igeney

Pearson,1979; Khayaty Schwall, 1983), y la adiciónde otroscompuestos,comonitritos,

especiasy antioxidantes(ácidoascórbico),ademásde la sal antesmencionada.Tambiénse

debenteneren cuentaloscompuestosantioxidantesquecontieneel humo,enel casoen que

se realiceel ahumadodurantela fabricacióndelproducto.

La oxidación lipidica da lugar a una gran variedadde productosfinales, como

carbonilos, hidrocarburos,furanos, etc., siendo los primeros los compuestosmás

importantesen el desarrollodel sabory aromade los embutidos y también los más

numerososde la fracciónvolátil (McDougall y col., 1975; Mottramy col., 1984; Berdaguéy

col., 1993). Los compuestoscarbonilo seacumulantanto durantela fasede fermentación

comoen la demaduración,aunquesusorígenesdifierenen cadafase.En la primeraproceden

de la fermentacióndelos carbohidratosy en la segundade la oxidacióndelos ácidosgrasos

(Censey col., 1973; Demeyery col., 1974). Otrosautoresapuntanunaterceraposibilidadde

formacióndecarbonilosapartirde losaminoácidos,vía la reacciónde Strecker(Halvarson,

1973; Lticke, 1986). Se ha aisladogran cantidadde compuestoscarbonilosa partir de

productoscurados.Segúnalgunosautores(Nestorovy col.. 1982), los másabundantes

suelenser las metilcetonasy los menoslos aldehídos,aunqueestossonmásvariados.Sin

embargo,Langnery col. (1970) identificaron29 compuestoscarbonilosa partir de salami

seco,de loscualesel formaldehídoy el acetaldehidoestabanpresentesen mayorproporción.

Berdaguéy col. (1993) identificaron78 compuestosvolátilesrelacionadoscon el sabory
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aromade los embutidos,de loscuales11 eranaldehídosy 11 cetonas.

1.4.4. Cambios en las proteínas y proteolisis.

Durantela maduraciónde los embutidos,las proteínasy, engeneral,los compuestos

nitrogenadossufren una serie de transformacionesdebidastanto a la acción de los

microorganismoscomoafactorespropiosde la carney ala tecnologíaaplicadadurantela

fabricacióndel producto.Ya hacetiempo quese observóun aumentoprogresivode la

fracciónnirogenadano proteicaa lo largodel procesomadurativohastallegar a valores

superioresal 20%del nitrógenototal (Niinivaaray col., 1961; Mihalyi y Kbrmendy,1967).

Estehecho,junto conotros factores,confornianlascaracterísticassensorialesdelembutido,

comola texturay el sabory aromacaracterísticosdel productofermentado.

Los factores que, conjuntamente,determinanlos cambiosde las sustancias

nitrogenadasen los embutidosson los siguientes:

1.4.4.1. FACTORESTECNOLOOICOS.

Duranteel picadode la carne seproduceuna mpturamáso menosintensade las

fibras musculares,con lo que las proteínasmiofibrilares, queconstituyenel 83 % del

contenidocelular(Offer, 1984),quedanexpuestasala acciónde la sal. La presenciade sal

facilita los procesoselectrostáticosimplicadosen la formaciónde la películaproteicaque

rodealos glóbulosgrasos y favoreceel establecimientode interaccionesproteína-grasay

proteína-proteína.Los ionesreaccionancon las cargasde las proteínasy reducenla atracción

electrostáticaentrelas cargasopuestasdegrupospróximos,facilitandoel desdoblamientoy la

disociación.En fin, se estáncreandolas condicionespara la formación de una red

tridimensionaldecisivaparala estabilidadde la texturade estosproductos(Katsarasy

Budras,1992).

A lo largo del períodode fermentación,el NaCí, el aumentode la temperatura
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(22-260C)y el descensodel pH provocanla insolubilizaciónde las proteínassarcoplásmicas

y miofibrilares(Wardlawy col., 1973; Klementy col., 1974).La insolubilizacióncontinúa

en el periodo de maduración.Aunque el pH detienesu descensoe incluso aumenta

ligeramentehacia el final (Lticke, 1984) y la temperaturaes inferior (1l-150C), la

deshidrataciónseprolongadebidoa la bajahumedadrelativadelentorno,ocasionandouna

disminuciónde la interacciónproteína-aguay dificultandola solubilización(Kenneyy Hunt,

1990). Esto conlíevaun incrementode la concentraciónde NaCíquecontribuye,por su

elevadafuerzaiónica, a la desnaturalizaciónde las proteínasde la carne,especialmentelas

miofibrilares, produciendocambiosprofundosen suestructura(Knight y Parsons,1988).

Lasproteínasdisueltaspor efectodel picadoy la adición de sal dan lugar a agregadosen

forma de filamentosqueinteraccionanentresi, lo quecontribuyeala estabilidaddel gel.

1.4.4.2. CAMBIOS DE LAS PROTEíNAS Y COMPUESTOSNITROGENADOS DE LOS

EMBUTIDOS A LO LARGO DE LA MADURACION,

1.4.4.2.1.Orinendelasproteasasy nentidasasnresentesen losembutidos

.

Los cambiosen los compuestosnitrogenadosde los embutidosduranteel período

madurativosedebenprincipalmentea la actividadde proteasasy peptidasasde origen

microbianoy muscular.

Muchos microorganismosposeen la capacidadde producir enzimasextra e

intracelularescapacesde atacara proteínasy péptidos(Bacus, 1986). En general,las

bacteriasno puedenutilizar las proteínaspresentesen el medio; esnecesanoque sufran

previamenteunadegradaciónapéptidosy aminoácidoshastaformar moléculasde un tamaño

adecuadoparaqueseaposiblesu transponeal interior de la célula. Posteriormente,los

péptidossondegradadosaaminoácidoslibresporpeptidasasintracelulares(Law, 1980).

En los embutidosfermentados,las bacteriaslácticashan sido consideradaspor

algunosautores(Reutery col., 1968; Dierick y col., 1974; Guo y Chen, 1991) como los
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principalesmicroorganismosproteolíticos.Sin embargo,Kitchell y Shaw (1975)y Law y

Kolstad (1983>han señaladoquela actividadproteolíticade la flora lácticaesdébil y otros

autores(Nordaly Slinde,1980;Lticke y Hechelman,1987;Montel y col., 1992)hanpuesto

demanifiestoquedistintasespeciesde bacteriaslácticas,utilizadascomocultivos iniciadores,

no poseenactividadproteoliticaalguna.Montel y col. (1992)hanseñaladoquelasbacterias

lácticas puedencontribuir al incrementode aminoácidoslibres debido a peptidasas

intracelulares.Por lo que serefiereala degradaciónde aminoácidosy dipéptidos,Cantoniy

col. (1975) observaronquelos lactobacilospuedenhidrolizarla carnosinay descarboxilarla

tirosina, histidina y triptófano, dandolugar a las aminascorrespondientesdurantela

maduracióndel salami.

Similar controversiagira en tomo a ffis micrococáceas.Sajbery col. (1971),Liicke

(1986)y Donhamy col. (1988)han señaladoqueestosmicroorganismossonproteoliticos.

Selgas(1985) observóque algunascepas aisladasde chorizo presentabanactividad

proteolíticapero otras no; Comi y col. (1992) tambiéndetectaronuna buenaactividad

proteolitica sólo en algunascepasobtenidasde salamiitaliano. El incrementode los

aminoácidoslibresy de la proteolisisen los embutidosfermentadosha sidoatribuidaa los

micrococospor variosautores(Sajbery col., 1971; Bacus, 1986; Guo y Chen, 1991).

Recientemente,Selgasy col. (1993)observaronen varias cepasde micrococosaisladasde

embutidosespañolesla existenciade actividadproteolíticatanto intracomoextracelular,

siendoen la mayoríade los casosmásintensala primeraque la segunda.Sin embargo,

Niinivaaray col. (1964)no encontrarondiferenciasen el contenidode aminoácidoslibres

entreembutidosfermentadosde forma naturaly otros inoculadosconmicrococos.Giolitti

(1960) opina que la actividad microbianaes pequeñay que la proteolisis se debe

principalmenteala acciónde las enzimaspropiasdela carne.Más recientemente,Montel y

col. (1992)detectaronsólo unaligera actividadaminopeptidásicaen especiesdel género

Staphylococcusy ningunaactividadproteinásica.

Los mohosquecubrenla superficiede algunosembutidosfermentadostambién
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producenproteinasas,sobretodo cuandohay pocosnutrientesdisponibles.Geiseny col.

(1992) hancomprobado,además,que cepasde Pen¿cilliurn nalgiovensecon diferente

actividadproteolfticadanlugaraaromasdistintosen embutidoscurados.Las levaduras,tanto

laspresentesen el interior del productocomolas queforman partede la flora superficial,

presentantambiénactividadproteolitica (Woods y Kinsella, 1980; Lticke, 1986), aunque

algunosautoresaseguranque no esmuy acusada(Comi y Cantoni,1980, 1983).

Las proteasasendógenasinducen una serie de cambios estructuralesy

transformacionesbioquímicasde las proteínassarcoplásmicas,miofibrilares y del tejido

conectivoen la carnefresca,dandolugara unaseriede modificacionesde laspropiedades

sensoriales,siendola principal el ablandamiento(Asghary Bhatti, 1987).Verplaetsey col.

(1989) señalanque los embutidosconstituyenun medio óptimo parala actividadde las

catepsinas,dadosubajopH y las temperaturasutilizadasdurantesuprocesado.El hechode

quelascatepsinasseencuentrendentrodelos lisosomasno parecesuponerun obstáculopara

suactividad,comopuedesucederen la proteolisispostmortemdel músculo(Koohmaraie,

1992).Durantela fabricaciónde embutidosfermentadostipo salchichóno salami,serealiza

un picadomáso menosfino querompelas fibrasmuscularesy, posiblemente,favorecela

liberación de estasproteasas.Astiasarány col. (1990a) detectaronmenor actividad

proteoliticaen chorizosde picadogruesoqueen losdepicadofino, atribuyéndoloa la mayor

dificultaddeactuaciónde lasenzimasproteolíticasen losprimeros.

Pezackiy Pezacka(1986)observarondosclasesdesistemasproteoliticosaisladosde

embutidosfermentados:un sistemacatepsinay un sistemaquedenominaronpeptidasas

similaresa la tripsina por su capacidadde hidrolizar un sustratodesnaturalizado,que

presentabaunaactividadmayorqueel primero.Sin embargo,no identificaronel grupo de

peptidasaal quepertenecen.En un trabajoprevio señalaronqueseobservóun incrementoen

el contenidodeserna,treonina,cisteinay tirosinalibresdebidoala acciónde estasenzimas

(Pezackiy Pezacka,1980).
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1.4.4.2.2.Cambiosen los componentesnitro2enados

.

Lascondicionesque reinanen el embutido (concentraciónde sal, pH, actividadde

agua,etc) dan lugar a la insolubilizaciónde las proteínassarcoplásmicasy miofibrilares

(Acton, 1978). Wardlaw y col. (1973) observaronun aumentode la concentraciónde

proteínainsolublede un 36%, debidoa su desnaturalizacióndurantela fermentacióny

maduración.Klementy col. (1973) señalaronun descensoen la solubilidadde lasproteínas

miofibrilares del 50-60% y de un 24-47% en las sarcoplásmicasdurantela fasede

fermentaciónenembutidosamericanos.Las proteínassarcoplámicasseinsolubilizaronen

menorextensióny máslentamentequelas miofibrilaresdebidoal pH, y a la concentración

desal,a lo queno fue ajenala elevadatemperaturade fermentación(Klementy col., 1974,

1975).

En embutidosfermentadosde tipo europeo,en los que la temperaturadurantela

fabricaciónno excedede 220C, las pérdidasde solubilidadsonsimilaresenlos dostipos de

proteínasdurantelos primeros 10 días(Mihalyi y Kbrmendy,1967; DeKetelearey col.,

1974).Sin embargo,Astiasarány col. (1990b)hanencontradounamayorinsolubilizaciónen

lasproteínassarcoplásmicasqueen lasmiofibrilaresen salchichóny salami,mientrasqueen

el casodel chorizolasdos clasesdeproteínasseveíanafectadasdeigual forma, lo que les

permitió concluirqueel gradode insolubilizacióndependetambiéndel tipo de embutido.

SimilaresresultadosobtuvoDominguez(1988) enel chorizo,condescensosdel 40-68% y

54-63% en la solubilidadde lasproteínasmiofibrilaresy sarcoplásmicas,respectivamente,

tras45 díasdemaduración.

El procesode insolubilizacióncontinúadurantela fasede maduración,aunqueen los

embutidoseuropeosunapartede lasdos fraccionesproteicassiemprepermanecesoluble

(Mihalyi y Kbrmendy,1967;DeKetelearey col., 1974).Algunosautoreshan observadoalo

largode esteperíodounaagregaciónde las proteínasmiofibrilarescon formaciónde enlaces

disulfuro (Sokolov y Tchekovskaya,1971) y un incrementodel contenidode grupos

sulíhidrilo (Sandholmy col., 1972). Astisarány col. (1990a)detectaronunadisminuciónde

33



Introducción

la concentraciónde estosgrupossulfhidrilo alo largode la maduracióndel chorizo, la que

atribuyerona su intervenciónen la gelificaciónde la masadelembutido.

La insolubilizaciónde las proteínasde lacarnecontribuyeal desarrollode la texturay

firmezacaracterísticasdelos embutidoscrudoscurados,aunqueel endurecimientotambién

estárelacionadoconel tiempo desecado,contenidoen humedad,diámetroy formade picado

(Wardlawy col., 1973; Keller y col., 1974).

La proteolisis implica un descensode la cantidadde proteínasde elevadopeso

moleculary un incrementode las fraccionesnitrogenadasde tamañoinferior. De estaforma,

Verplaetsey col. (1989)hanseñaladoun aumentode la concentraciónde polipéptidosconun

pesomolecularinferior a 36000d. de un 75,9%durantela maduración,mientrasque la

cadenapesadade la miosinadisminuyóenuh 49% y la actinay la troponinaT en un 30%.

SimilaresresultadosobtuvieronGarrigay col. (1988)y GarcíadeFernandoy Fox (1991)en

diversasproteínasde la carnedurantela maduración,describiendounadegradaciónnotable

de éstasy un aumentode la concentraciónde péptidosde medio y bajo pesomolecular.

Garrigay col. (1988) detectaronun mayordescensoen las proteínascitoplasmáticas,más

accesiblesal ataqueenziniático.

Lasdiferentesfraccionesnitrogenadasqueformanpartedel nitrógenono proteicoen

los embutidoshansidoestudiadaspornumerososautores:Wardlawy col., 1973; Reutery

Lagner,1968; Dierick y col., 1974;Cantoniy col., 1985;Ferrery Arboix, 1986b; Garrigay

col., 1986; Garcíade Fernandoy Fox, 1991, etc. Dierick y col. (1974) observaronque,al

principiode la maduración,la principal fracción nitrogenadano proteicaeran los péptidos,

mientrasque los aminoácidoslibres predominabanal final del proceso.La tasa de

aminoácidoslibres aumentabanmásrápidamenteque las del nitrógenoamoniacaly el

peptídico,aunqueel amoniacoincrementabasuritmo de producciónduranteel períodode

secadomientrasqueel de péptidosdecrecía.Los aminoácidoslibresquemostraronmayor

incrementode suconcentraciónfueronla alanina,leucina,valina, serna,glicinay prolina,

existiendoademásun aumentode los productosde descarboxilaciónde ciertosaminoácidos
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pararendir aminas(histamina.tiraminay putrescina).Tambiénobservaronun descensode la

concentraciónde nucícótidosy un aumentode ladenucleásidosy basesnitrogenadas.

Por otra parte,León Crespoy col. (1985) encontraron,al final de la maduración,

incrementosen el nitrógenono proteicode 1,35 vecesrespectotantoa lamateriasecacomoal

nitrógenototal. Estosautoresopinanquela evoluciónde estafracciónrespectoal tiempo se

ajustaa una curvade tipo logarítmico, lo quedifiere de la evolucióndescritapor otros

autores.Así, los resultadosobtenidosporGarrigay col. (1988)muestranun aumentoen los

primerosdíasde la maduración,seguidode unainflexión a las 72 horasdefermentacióny un

ligero incrementode los niveles hastael final de la maduración.El nitrógeno soluble

experimentóun descensomayoralas96 horasy semantuvoposteriormente,mientrasqueel

amoniacopresentóun fuerte aumentoa las‘72 horas,estabilizándosedespués.Garcíade

Fernandoy Fox (1991)tampocoobservaronunaevolución logarítmicaen las fraccionesque

determinaron(nitrógenosolubleen agua,solubleen ácidofosfotúngsticoy aminoácidos

libres),sino un incrementoacusadohastalos20 díasde maduracióny luego másmoderados.

En embutidosamericanos,Wardlawy col. (1973)observaronun incrementodel60%

aproximadamenteen el contenidode nitrógenono proteicodespuésde un calentamientoa

630C. Por otra parte, Klement y col. (1973) sólodetectaronun ligero aumentode esta

fracciónen embutidoscalentadosa 55W. MAs recientemente,DeMasi y col. (1990) han

descrito,en embutidosamericanos,incrementosdel nitrógenono proteicosimilaresa los

obtenidosen embutidosde tipo europeo(Dierick y col., 1974) aunqueen un tiempo de

secadomenor,debido,segúnellos, al uso de temperaturaselevadasdurantela fermentación.

El aumentofue marcadoduranteesteperíodoy muy ligero en la fasede maduración.Estos

mismosautoresseñalaronincrementosde másde Smg/lOOgde extractosecoen 14 de los 20

aminoácidosdeterminados,mientrasqueobservarondescensosnotablesen la concentración

de arginina,cisteinay glutamina.Reutery col. (1968),en embutidoseuropeos,observaron

incrementosmayoresen todoslos aminoácidos,produciéndosela mayorliberacióndurantela

fermentacióny primerosdíasde maduración,particularmenteen ácidoglutániico,alanina,

35



U 1 U U 1 U II .q.IhSUS•l4b.4 1 .U~4WII ht.U U u ~ U U U U UUU U U• U U

Introducción

leucina,histidinay metionina.Entre los días sextoy vigesimotercerolos aumentosfueron

menorese, incluso,existió unaleve tendenciaal descensoen algunoscasos,paravolver a

subir los niveles,posteriormente,al final de la maduración.Porotra parte,Cantoni y col.

(1974)describierondistintasevolucionesde la concentraciónde aminoácidoslibresen dos

tipos de salami,aunqueen amboscasosseprodujounadisminucióndel contenidode ácido

glutámico, asparagina,ornitina y arginina y la desapariciónde tirosina, que era

descarboxiladaatiranlina.

Existenmúltiples factoresque influyen en la concentraciónfinal de nitrógenono

proteico(pH, gradode picado,tipo de embutido,etc).Lois y col. (1987)estudiaronel efecto

de la adicióndecarbohidratosalosembutidosy, por lo tanto,del pHen la proteolisis.Tanto

en el lote conhidratosde carbono(pH másbajo)comoen el queno los contenía(pH más

elevado)la fracciónnitrogenadano proteicafue aumentando,peroel valor fue 1,65veces

mayoren el primeroy sólo 1,24 vecesen el segundo.Estosresultadoscoincidenconlo

observadopor Klement y col. (1974),quienesafirmaronque los valoresde pH bajos

estimulabande forma acusadala hidrólisis de las proteínasmiofibrilares,aunquesólo

ligeramentela de las sarcoplásmicas.Astiasarány col. (1990a)obtuvieronincrementos

mayoresdel nitrógenono proteicoen chorizosde picadofino queen los de picadogrueso

debido,segúndichosautores,a la mayorliberaciónde enzimasproteolíticasendógenas,

aunquetambiénpresentaronunabajadamás acusadadel pH. También se han detectado

diferenciasen la proteolisisentredistintostiposde embutidos.Así, Astiasarány col. (1990b)

detectaroncantidadesde nitrógenono proteicoy de aminoácidoslibresmayoresen el chorizo

queen salchichóny salami, los cualesmostraronvaloressimilaresentresi y un índicede

proteolisisun 2%inferior al de aquél.

Finalmente,los aminoácidoslibres sufrenunaseriede reaccionesde degradación,

comodesaminacionesy descarboxilaciones,produciéndosecompuestoscomocetoácidos,

ácidosgrasos,amoniacoy aminas.La concentraciónde aminasde los embutidostiene

importanciano sólopor su efectoen el sabor,sino tambiéndesdeel puntode vistasanitario,
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dadoqueunacantidadexcesivade aminasbiógenasen los alimentospuedeconstituirun

problemaparala saluddelconsumidor;sonespecialmentepeligrosasparapacientestratados

con inhibidores de la monoaminoxidasa.Afectan a la presión sanguínea(tiramina e

histamina)y tienenla capaciadaddedesencadenarmigrañasen pacientessensibles(tiraminay

2-feniletilamina) (Hanington, 1967; Sandíery col., 1974). Las cantidadescapacesde

producir toxicidad sonmuy variables,oscilandoen la tiraminaentre 10 y 80 mg y en la

histaminaentre70 y 1000mg (Renner,1987).

Las rutasmásprobablesde formaciónde aminasen embutidoscrudoscuradosson

dos:

a) Descarboxilaciónde aminoácidos:estavíada lugarsobretodo a la formaciónde

poliaminas,aunquetambiénproducealguna~monoaminas,tal comola propilaminaapartir

de metionina(Smith, 1970).Así, seformanlacadaverinaapartirde la lisina y la espermidina

de la metionina;de la misma manera,la histidina y la tirosina dan lugar a histaminay

tiramina, respectivamente(Tabory col., 1958; Tabory Tabor, 1964; Blackwell y Mabbit,

1965; Dierick y colU, 1974).

b) Aminaciónde aldehidos:estavía pareceser la principal en la formación de

monoaminasen alimentos(Maier, 1970). Siguiendoestaruta, el hexanalrindehexilamina,el

acetaldehidoetilamina,etc. (Hartmann,1967).

Existenotrasvíasdeformaciónde aminasen alimentos,talescomola transformación

de óxido de trimetilamina en trimetilamina, la descomposiciónde fosfolipidos o la

descomposicióntérmicade aminoácidos,perosonpropiasde otrosalimentosdistintosde los

embutidos(Maga, 1978).

En los productoscárnicosse handetectadodiversasaminas,talescomohistamina,

tiramina, triptamina, feniletilamina, putrescinay cadaverina(Dierick y col., 1974;

Vandekerckhove,1977), esperminay espermidina(Spinelli y col., 1974). Dierick y col.

(1974) describieronincrementosde al menos10 vecesen la concentraciónde histamina,

tiraminay putrescinaen losprimerosdíasde maduración,tasasquecontinuaronaumentando
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hastael final del procesojunto a un descensode la concentraciónde los aminoácidos

precursores.EstosresultadoscontradicenlosobtenidospreviamenteporReutery col. (1968)

y Langner (1969), quienes observaronun incrementode los tres aminoácidos.

Vandekerckhove(1977) señalaque la amplia variacióndetectadaen la concentracióny

composiciónde aminaspuedeverse influida por las condicionesde fermentacióndel

embutidoy por la actividadde la flora específicade estosproductos.

Los aminoácidosy, en general,los productosde degradaciónde las proteínas

contribuyenal sabordelos embutidoscrudoscurados,aunquesugradode influenciahasido

discutidopor distintosautores.Tanto enpéptidoscomoaminoácidoslibresestánpresentes

loscuatrosaboresprimarios:dulce,salado,ácido y amargo,ademásde un quinto sabor,el

“umami”, consideradotambiénpor algunosinvestigadorescomo primario (Nishimuray

Kato, 1988).Estetérmino seutiliza paradescribirciertossaboresque se caracterizanpor ser

sabrosos,suculentosy deliciosos (Baines y Mlotkiewicz, 1984) y que no pueden

reproducirsemezclandolos otrossaboresbásicos.Los aminoácidoslibres en estadopuro

presentansaboresfácilmenteclasificables.La mayoríade las formas L muestrangusto

amargo,aunquealgunos,comola alanina,glicina o serma,sondulces(Kato y col., 1989).

Se han citadovarioscompuestosposeedoresde sabor“umami”, todos ellosaminoácidoso

5’-ribonucleótidos(Boudreauy col., 1979). En la carne los principales son el ácido

glutámico,guanosina-5’-monofosfato(GMP) e inosina-5’-monofosfato(IMP). La mezcla

delprimero con un ribonucícótidoproduceun efecto sinérgicoen el sabor(Yamaguchi,

1967). Si a dichamezclasele añadenotrosaminoácidoscomoalanina,cisteina,histidina,

metionina,prolina,valinao glicina, el efectoantesmencionadosepotencia(Tanakay col.,

1969,citadopor Nishimuray Kato, 1988).

Aunque el papelde todosestoscompuestosen el saborde los embutidosno estábien

caracterizado,sí que sehan observadomodificacionesen el saborde otros productos

obtenidosa partir de proteínasmusculares.Así, Nishimuray Kato (1988),en su estudio

sobre el sabor de caldos preparadoscon carne antesy despuésde un período de
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almacenamiento,concluyeronqueel aumentoen aminoácidoslibresy péptidoscontribuyeal

incrementodel sabora carne.Camberoy col. (1992) observaronen caldosde carne una

correlaciónsignificativa entre la temperaturade calentamientoy la concentraciónde

aminoácidoslibres, carnosinae IMP, concluyendoquela mezclade aminoácidoslibres,

péptidosdebajopesomolecular(menorde 300daltons)eIMP jugabanun papelimportante

en la intensidadde saborde dichoscaldos.Tambiénse han detectadopéptidoscon sabor

“umami” procedentesdeproteínasmuscularesde pescadohidrolizadasconpronasa(Noguchi

y col., 1975 ) y encarnedeterneratratadaconpapaína(Yamasakiy Maekawa,1978).

Los aminoácidospuedendar lugar tambiéna compuestosresponsablesdel sabory

aromaen losembutidosde maneraindirecta,mediantela degradaciónde Strecker.En esta

ruta, los a-aminoácidosson fragmentadospor compuestoscarbonilo y otros agente

oxidantes,dandocomo productosfinales CO2, aldehídos,amoniacoy otros compuestos

(Davidek y col., 1990). Aunqueesta reacciónseproducegeneralmentea temperaturas

elevadas(unos 90W), esposibleque unacantidadconsiderablede aminoácidoslibres

originadospor unaproteolisismuy intensa,unido a unabajaactividadde agua,puedan

facilitasestadegradación(Barbieriy col., 1992).Así, la presenciade algunosaldehídosde

cadenaramificadaenjamonescurados,comoel 2 y 3-metilbutanal,ha sidoatribuidaaesta

reacción(Garcíay col., 1991; Barbieri y col., 1992). Ventanasy col. (1992) señalanla

posibleinfluenciadelos compuestosresultantesde estasreaccionesen el sabory aromade

estosproductos.

La proteolisis influye tambiénde forma manifiesta en la modificaciónde las

propiedadesnutritivas de los embutidos,ya queaumentala digestibilidadtanto de las

proteínascomo la de los aminoácidosconsideradosindividualmente.Eskelandy Nordal

(1980)observaronun incrementodela digestibilidadde la proteínamásdel 90%. El mayor

aumentode digestibilidaden los aminoácidosse registrópara la treonina,seguidode la

metionina,asícomoparaalgunosaminoácidosno esenciales(alanina,glicina, prolinay ácido
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aspártico).

1.5. USO DE ENZIMAS EN LA FABRICACION DE ALIMENTOS.

Desdetiemposremotos,el hombrehaobservadocambiosen lascualidadesde los

alimentos,comola maduraciónde las frutas,el ablandamientoy mejoradel saborde la carne

duranteel almacenamiento,la precipitacióndela lechey su transformaciónen yogur o queso,

etc. Igualmente,ha aprovechadodichoscambiosparaobtenerotrosproductosdistintosdela

materiaprimainicial, comoqueso,vinos,cervezao embutidos.Todasestasmodificaciones

beneficiosasseproducenmerceda la intervenciónde enzimasde tresprocedencias:las

normalmentepresentesen el alimento, las procedentesde microorganismosque

accidentalmentealcanzaronel producto o que se añadieronintencionadamentey las

adicionadaspremeditadamente.

El usodeenzimasen la fabricaciónde losalimentostieneunaseriede ventajas:

- Presentanunagranespecificidadde sustratoy de acción,pudiendomodificar un

componentedel alimentosinalterarlosdemás.

- Puedenalcanzaruna alta velocidadde reacciónen condicionessuavesde

temperatura,pH, etc.,permitiendoreaccionesbiengobernadas,rápidasy continuas(Beitz y

Groscb,1988),sin que seobservenefectossecundariosquepodríanapareceren condiciones

másextremas.

- Lascantidadesnecesariasparalograrel efectodeseadoson muy pequeñasy, por sí

mismas,no alteranlas propiedadesfisico-quimicasde los alimentos(Garcíade Femando,

1987).

1.5.1. Finalidadesy fuentes de enzimas.

De acuerdoconFox (1980),las enzimasque seutilizan en la fabricaciónde alimentos
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puedenclasificarsede la siguientemanera:

1. Enzimasqueparticipanactivamenteen el proceso;es,probablemente,el uso más

antiguode estoscompuestosy porel que seobtienenproductosfinales muy distintosde la

materiaprimaoriginal.En un principio seutilizaroncomoun mediode prolongarla vida útil

deciertosalimentos,talescomola lecheo los zumosde frutas,y mástardecomounaforma

de diversificación(Gatfield, 1988).Ejemplosdeestosson la fabricaciónde quesosy bebidas

alcohólicas.

2. Enzimasutilizadasparamejorarla calidadde un producto,existiendoo no métodos

alternativos;son las utilizadasparaconseguirel ablandamientode la carneo la hidrólisisdel

almidón y la lactosa.También seempleanpararecuperarel aromay el saborperdidosen

algunosalimentosduranteel procesado;estéefectose observóal añadirpreparacionesde

enzimasdurantela reconstituciónde verdurasdeshidratadas(Hewitt y col., 1956). Por

último, algunasenzimasde origenfúngico seutilizan paraeliminar saboresy aromasno

deseadosde los alimentos(Bigelis, 1992). Un ejemploesla adiciónde sulfhidriloxidasade

Aspergillusníger paraeliminar saboresextrañosen lecheU.H.T. (Swaisgoody Horton,

1989).

3. Enzimasusadascomocoadyuvanteso mejorantestecnológicoso económicos:por

ejemplo,en la fabricacióncontinuadepan.

4. Enzimasempleadasenla preparacióndeingredientesalimentarios,comojarabesde

almidóny dextrosa,mezclasparapasteleríao en las industriasdelcafé,té y chocolate(Becze,

1970).

Sepuedendistinguircuatrofuentesprincipalesdeenzimasen los alimentos(Gatfield,

1988):

a) Enzimasendógenasdelalimento:puedencontribuiral sabory aromanaturalesdel

alimento,peromuchasde ellassedestruyenduranteel procesadode los mismos.

b) Enzimasprocedentesde microorganismoscontaminantes:su acciónpuedeser
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fuentede saboresno deseados(“off-flavors”).

c) Enzimasproducidaspormicroorganismosdeseablesy deliberadamenteañadidosa

los alimentos;realizanmuchasfuncionesen la fabricaciónde alimentos.Tambiéndanlugara

la producciónde metabolitosresponsablesdel sabory aroma(alcoholes,ésteres,aldehídos,

cetonas,etc.).

d) Enzimasañadidasintencionadamentealos alimentosconfines diversos,distintosa

la generaciónde sustanciasaromáticasy sápidas,comolas pectinasasen la clarificaciónde

ciertoszumoso la quimosinaparala precipitaciónde lascaseínas.

Algunasaplicacionesconcretasdeenzimasen la industriaalimentariaserecogenen la

tabla1.1.

1.5.2. Enzimas proteolíticas en la fabricación de alimentos.

1.5.2.1. CARACTERíSTICAS GENERALES Y TIPOS DE ENZIMAS PROTEOLITICAS.

Las enzimasproteoliticasse caracterizanpor catalizarla hidrólisisde las proteínas

rindiendocadenaspolipeptidicasmáspequeñasy, finalmente,aminoácidoslibres. En los

alimentostienenun papel importante,tanto las queestánpresentesnaturalmenteen ellos

comolas añadidasintencionadamentecomotaleso atravésde microorganismos.

Las enzimasproteolíticashan sido clasificadassegúncriterios muy variados:

basándoseen el intervalo de pH al queson activas (ácidas,neutraso alcalinas),en su

capacidadparahidrolizarproteínasespecíficas(colagenasa,elastasa)o en susimilitud con

enzimasbiencaracterizadas(tripsina,quimosina,catepsina,etc.)(Lóffler, 1986).El modode

clasificaciónmásadecuadopareceserel basadoenel mecanismode acción(Hartley, 1960),

que ha sido el utilizado por la Comisiónde NomenclaturaBioquímica(Dixon y Webb,

1979). De estaforma sedistinguendos grandesgruposde enzimasproteolíticas:endoy

exopeptidasas(Bergmann,1942).

A) Endopeptidasas o proteinasas: actúanen el interior de la cadenapeptídica,
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rompiendolas proteínasen fragmentosmáspequeños.

Existencuatrotipos deendopeptidasas(Hartley, 1960; Belitz y Grosch,1988):

1. Serínproteinasas(EC 3.4.21):

Sedenominantambiénproteinasasalcalinas,ya queson activas a valoresde pH

comprendidosentre7 y 11. Presentanen su centroactivo un restode sermay otro de

histidina.

Grannúmerode bacteriasy hongosproducenserínproteinasas,entreellosBacillus

cereus,B. lícheniformis,8. subrilis, Srreptomnycesfradiae,S.grisetay Aspergillusoryzae.

De origenanimalson la tripsina,quimotripsina,elastasay trombina.

La especificidadporel sustratodecadaunadelas enzimaspertenecientesaestegrupo

es, amenudo,bastantediferente,ya que los ~ruposespecíficosimplicadosen la unióncon

dicho sustratoson distintos. Por ejemplo, la quimotripsinapresentaespecificidadpor

sustratosquecontengantirosina,fenilalaninay triptófano,mientrasque la elastasala tiene

respectoalosquecontienenalanina(Whitaker,1972).

Su mecanismode acción es,en cambio, similar en todos los casos;al principio se

originaun ésterpor la reaccióndeloxigenodelrestode sernadel centroactivoy la porción

acilo del sustratocon la liberaciónde la porciónaminodeéste.Seproduce,por lo tanto,un

compuestointermedioacil-enzimaqueposteriormentereaccionaconunamoléculade agua

paraliberarla enzimay el productode la reacción(Dunn, 1989).

Las serínproteinasassoninhibidasporcompuestostalescomolosorganofosfatos,

los fluoro sulfonilos, las cumarmnas,o por inhibidoresproteicos,comoel ovomucoideo el

inhibidordela tripsinapresenteen la soja, loscualesseunenreversiblementeaestasenzimas

(Salveseny Nagase,1989).

2. flQi.pmminasns(EC 3.4.22):

Sonendopeptidasasconcisteinaen sucentroactivo;presentanunazonade actividad

muy amplia,comprendidaentrepH 4,5 y 10,encontrándosesuactividadóptimadentrodel

intervalo 6,0-7,5.(Belitz y Grosch, 1988). Son bastanteestablescuandose las sometea
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temperaturasentre60 y 800CapHneutro (Whitaker,1972>.

Su mecanismode acciónpresentasimilitudescon el de las serín proteinasas.al

formarseun compuestocovalenteintermedio.Secreequeel aniónsulfurode la cisteinaestá

implicado en un ataquenucleofílico directo sobre el sustratocarbonilo. La rotura del

compuestoacil-enzimaintermedioserealizapor la unión de unamoléculade agua(Dunn,

1989).Tambiénpresentancisteinae histidinaen sucentroactivo (Whitaker, 1972).

Losinhibidoresdelas tiol proteinasasson péptidodiazometanos,péptidoepóxidose

inhibidoresproteicosnaturales,comola cistatina(Salveseny Nagase,1989).Tambiénson

inhibidaspor ionesde metalespesados(Sluyterman,1967).

Las tiol proteinasashidrolizan péptidos,amidas,ésteresy especialmenteenlaces

peptídicosen los queintervienenaniinoácido~básicos,leucinao glicina (Becze,1970).

Como representantestípicosde estegrupo seencuentrandiversasproteinasasde

origen vegetal,comola papaína(procedentede Carica papaya),bromelaína(deAnanas

comosus)y ficina (deFicusspp ), y proteinasasprocedentesde estreptococos.

La papaínacrudaesunamezclade proteasasde bajaespecifidad.Puedehidrolizar

desdeproteínashastasustratosde bajopesomolecular,siendolos enlacespeptídicosmás

susceptibleslos formadospor gruposcarboxilo de la lisina y argininaa-aminosustituidas

(Hill, 1965) y el segundoenlacepeptídicodesdeel grupo carboxilo de la fenilalanina

(Schechtery Berger,1968).La papaínapurificadaesunaúnicaenzima,compuestapor una

cadenapolipeptídicasencillacon 212 restosaniinoacidicosy cuyo pesomoleculares de

23.900d. La moléculapresentaunaprofundahendiduraque la separaen dos partes.Sólo

tressegmentosde la cadenacruzanestahendidura,encontrándosea un lado el restode

cisteina25, esencialen el centro activo. Durantela reacción,el sustratosesitúaen la

hendidurade formaqueel enlacesusceptiblede hidrólisissecoloqueenposiciónadyacenteal

gruposulfhidrilo. Existeun segundogrupo implicadoenel centroactivode la papaínaque

estáformadopor un grupo carboxflico (Asp-158),un resto de histidina o por ambos

(Whitaker,1972).
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Recientemente,Baezay col. (1990) han aisladootro tipo de papaínade Canco

candamarcensísquepresentaunaelevadaactividadproteolíticay esterasa,entre5 y 8 veces

mayorquela papaínaprocedentedeCaricapapaya.

3. Metaloproteinasas(EC 3.4.24):

Sonproteasasquepresentanionesmetálicosenel centroactivo,principalmenteZn2~.

Sonactivasenel intervalode pH comprendidoentre6 y 9, y presentanuna bajaespecifidad

(Belitz y Grosch,1988).

Este grupo de enzimasno forma compuestoscovalentesintermediosdurantesu

actuación.La proteinasanativa presentaunamoléculade aguaen unade las posicionesde

coordinacióndel átomometálico, la cual sedesplazaal coordinarseen su lugarel grupo

carboniodel enlacepeptídicoatacado.La m¿léculade aguaestáunidatambiénaun restode

ácido glutámico por un puentede hidrógeno,cuyo grupo carboxilo sirve paraayudaral

ataquede estamoléculadeaguasobreel carbonilopeptídico(Dunn, 1989).

La mayoríade los inhibidoresespecíficosde estegrupo de enzimasbasansuacción

en la quelacióndel átomodeZn2~(porejemploel EDTA). Existentambiénotrosinhibidores,

comoel TIMP (inhibidortisularde lasmetaloproteasas),denaturalezaproteica,o el dodecil

sulfatosódico(Salveseny Nagase,1989).

A estegrupo pertenecenproteasasbacterianasy fúngicas,comolas procedentesde

Bacillus cereus,8. subtilis, 8. themoproreolyricus(termolisina),Streptomycesgriseus

(pronasa)y Aspergillusoryzae.

La pronasa,procedentede Streptomycesgriseta, no es realmenteunasolaenzima

sino una mezclade al menossiete proteinasas,dos o más aminopeptidasasy una

carboxipeptidasa(Narahashiy col., 1968),ContienevariasproteinasasneutrasestablesapH

entre7,0y 7,5 en ausenciade Ca2+o entre5 y 9 en presenciade esteelemento.Respectoa

suespecifidadde sustrato,Moriharay col. (1968)indicanquehidrolizanenlacespeptídicos

que contenganun grupo amino de leucina,fenilalaninao tirosina.En la pronasaexisten

tambiéntresproteinasasalcalinas(a,b y c). El tipo b esinestableavaloresdepH inferioresa
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5, mientrasquetos otrosdospresentanun intervalode estabilidadmásamplio, entre4,0 y

6,5.

Las amino y carboxipeptidasassonmetaloenzimasy se inactivan,al igual quelas

proteinasasneutras,con EDTA (Narahashiy col., 1968; Narahashi,1970) y sonestablesa

pH 5-8 en presenciade calcio.

4. Carboxil oroteinasas(EC 3.4.23):

Se denominantambiénproteinasasácidas,ya quepresentangruposácidosen su

centroactivo.

Existen representantesde este tipo de enzimastanto de origen animal como

microbiano.Entrelasprimerasseencuentranla pepsinay la quimosina,cuyopH de actividad

óptimaestácomprendidoentre2 y 4, y la catepsinaD, quepresentaunaactividadóptimaa un

pH entre3 y 5 (Belitz y Grosch,1988). A valoresde pH superiorespierdenrápidamente

actividad,al sufrir unadesnaturalización(Whitaker, 1972).Lasproteinasasprocedentesde

microorganismospresentansupH óptimo de actividaden el intervalo de 1 a 5, y están

presentestanto intra comoextracelularmente.Las más estudiadashan sido las de origen

fúngico y, en menor medida,las bacterianas(Clostridium spp, lactobacilos)y las de

protozoos(TetrahymenapyrQ’ormis)(Sodeky Hofmann,1970).

Lasproteinasasácidasmicrobianassehandividido en enzimastipo pepsina,entrelas

que se encuentranlas producidaspor Aspergillus oryzae,A. awamori, A. niger y

Penicillium spp ; y las de tipo quimosina,con accióncoagulantede la leche,comolas

producidasporAspergillususamii y Mucorspp (Belitz y Grosch,1988).

Se cree queel mecanismode acciónde estasenzimasno se basaen un ataque

nucleofílicodeun grupofuncionalde la enzima(Hoffmanny col., 1984) y, por lo tanto,no

apareceun compuestointermediocovalenteentrela enzimay un fragmentodel sustrato.El

centroactivode estasenzimascontienedosrestosde ácidoaspártico,queestablecenenlaces

de hidrógenoconel sustratoformandoun compuestotetraédricointermedio.La roturade éste

da lugara un productocomplejoquecontienedos mitadesdel sustratoy sudisociación
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origina un complejoacilo o amino(Dunn, 1989).

Tanto la quimosinacomo la pepsinaparecenpresentarunaespecificidadpor el

sustratosimilar. Estaúltima muestraunaespecificidadprimariaporel restoaniinoacídicoque

proporcionael grupo-NH del enlacepeptídicosusceptible.El restoes,preferentemente,de

fenilalanina,tirosinao triptófano(Whitaker,1972).

Estasproteinasasse inhiben con diversosésteresde diazoacetilaminoácidos,que

reaccionancon los gruposcarboxflicosdel centroactivo (Belitz y Grosch,1988). Lasaspartil

proteinasasaisladasde mamíferos(pepsina,quimosina,catepsinaD) son inhibidaspor la

pepstatinaA, queesun compuestosemejanteaun pentapéptidoproducidoporStreptomyces

sppquecontienedosrestosdel fi-aminoácidoestatina(Salveseny Nagase,1989).

B) Exopeptidasas:actúanbien desdeel extremocarboxilo o biendesdeel amino,

liberandolos aminoácidosterminalesunoauno.

Lasexopeptidasascomprendenlos siguientesgruposde enzimas(Belitz y Grosch,

1988):

a) a-aminoacetilpéptido-hidrolasas(EC 3.4.11):

Escindenlos aminoácidosdesdeel extremoN-terminal. Comprendediversas

aminopeptidasas,comola aminopeptidasapresenteen el citosol de las célulaseucariotas,de

granactividadsobrepéptidosconun restoL-leucinaen el extremoN-terminalconun grupo

a-aminolibre; y la tripéptido aminopeptidasa,quehidroliza sólo tripéptidosconun grupo

a-aminolibre y a-carboxílicolibre (Dixon y Webb, 1979).

b) Dipéptido-hidrolasas(EC 3.4.13):

Escindendipéptidosquepresentantantoel grupo NH2 terminalcomoel grupo

COOH terminal no substituidos.Algunos ejemplosson la carnosinasa,anserinasa,

glicil-glicina dipeptidasao prolinasa(Dixon y Webb, 1979).

c> Dipeptidilpéptido-hidrolasas(EC 3.4.14):
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Liberandipéptidosdesdeel extremoN-terminal.Un ejemplotípico esla catepsina

C.

d) Peptidilpéptido-hidrolasas(EC 3.4.15):

Escindendipéptidosdel extremocarboxiterminal.En estegrupo seencuentrala

carboxicatepsina.

e) Serín-carboxipeptidasas(EC 3.4.16):

Separanaminoácidosdesdeel grupocarboxiterminaly tienenun restodesernaen

el centroactivo. La especificidadde estasenzimasvienedeterminadaprimariamenteporel

aminoácidoqueportael grupocarboxflico libre. La presenciade aminoácidosaromáticosen

la terceraposicióndesdeel extremoC-terminal aumentaconsiderablementela afinidadde la

enzimapor el sustrato,aunqueno el grado de catálisis (Abranowitz y col., 1967).

Representantesde estegruposon lacarboxipeptidasaC y la catepsinaA.

O Metalo-carboxipeptidasas(EC 3.4.17):

Al igual quelas anterioresatacanel extremoC-termina],peropresentanun átomo

metálicoen el centroactivo (Zn+ o Co2+).PertenecenaestegrupolascarboxipeptidasasA y

B.

1.5.2.2. PROTEASAS PRESENTES EN LOS EMBUTIDOS DE IMPORTANCIA EN SU

MADURACION.

Comoyasemencionóanteriormente(véase1.4.4.2.1),las proteasaspresentesen los

embutidosprocedende los microorganismosqueseencuentranen ellosy de lasenzimas

nativasde la carnequeformapartede sucomposición.

No se tienenconocimientosmuy amplios acercade las proteasasqueproducenlas

bacteriaslácticasde origen cárnico,perosíse sabemuchomásde lasde origenlácteo, las

cualeshansidoestudiadasmásprofundamente.Por ello, sepuedeinferir que lasde origen

cárnicodebenposeerun sistemaproteolíticotancomplejocomoaqúellas,yaqueambasson

filogenéticamentesimilares.
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Respectoa los lactococos,se han realizadonumerosasinvestigacionesy se han

publicadorecientementevariasrevisionesal respecto(Smidy col., 1991;Tan y col., 1993).

De forma resumida.se sabeque los lactococosproducenunaproteinasaligadaa la pared

celular(Thomasy col., 1974; Exterkate,1975)cuyasíntesisestáreguladapor la presenciaen

el medio de aminoácidosy péptidos(Exterkate,1979). La enzimase libera al medio en

ausenciadeCa2tlo quesugierequeestosionesson necesariosparaestabilizarla uniónde la

enzimaa la paredcelular(Marshally Law, 1984) oqueel calcioesfundamentalparaquela

enzimapermanezcaen unaconfiguraciónactiva (Exterkate,1979).Los lactococoselaboran

tambiénunagran variedadde peptidasas,aunquesu localizaciónesincierta. No obstante,

recientesestudiosconanticuerposmonoclonales(Tany col., 1992) parecenindicar quese

encuentranmayoritariamenteen el interiorde lacélula. Entrelaspeptidasascaracterizadashay

aminopeptidasas(AtIany col., 1989; Niven, 1991),di- y tripeptidasas(Law, 1979; Bosman

y col., 1990),aril-peptidil-amidasas(Marshall y Law, 1984; Exterkatey de Veer, 1987),

x-propil-dipeptidil aminopeptidasas(Atlan y col., 1990; Bockelmanny col., 1991) y propil

aminopeptidasas(Kaminogoway col., 1984;Baankreisy Exterkate,1991).

Lasinvestigacionesquese hanrealizadoconlos lactobacilosde origen lácteo son

menosnumerosas,pero sesabequeelaborandiversasproteinasasligadasa la pared,como

las serín proteinasasaisladasde Lactobacillusparacasei subsp.paracasel(Hegazi y

Abo-Elnaga,1987;Nts y NissenMeyer, 1992) o la metaloproteinasay la cisteinproteinasa

liberadasde la paredde Lb. delbrueckisubsp.bulgaricus(Ezzaty col., 1987; Laloi y col.,

1991).Al igual quesucedeconla proteinasaligadaala paredproducidapor los lactococos,

algunasserínproteinasasde los lactobacilospuedenser liberadasmediantetamponeslibres

de Ca2+(Zevacoy Gripon, 1988). Encuantoalas peptidasas,los estudiostampocosonmuy

abundantes,bastantemenosque los realizadosen los lactococos(Pritchardy Coolbear.

1993). Se han caracterizadodiversasmetalo-aminopeptidasas(Bockelmanny col., 1992;

Miyakaway col., 1992), la mayoríade ellas localizadasen el citoplasmay algunasen la

paredcelulary unax-prolil dipeptidil aminopeptidasa(Bockelmanny col., 1991; El Abboudi
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y col., 1992). Tambiénse ha purificado una dipeptidasacon propiedadessemejantesa la

procedentede los lactococos(Wohlrab y Bockelmann,1992) y se ha aislado una

carboxipeptidasa(Abo-Elnagay Plapp,1987).

Al igual que enel casode las bacteriaslácticas,las investigacionessobrela actividad

proteolíticademicrococosaisladosdequesosson másnumerosasquelas realizadassobrelos

de origencárnico,y sehaobservadoquealgunascepasdeestosmicroorganismospresentan

dichaactividad.Sehanestudiadotantola actividadproteolíticaintracomoextracelularde los

micrococosprocedentesde quesos(Ducastelley Lenoir, 1969; Nath y Ledford, 1972),

comprobándoseque todas las proteinasasextracelularesaisladasde distintas cepas

presentabanunaactividadóptima a valoresde pH alcalinosy que la perdíana pH ácido

(Robertsony Perry, 1961; Desmazcaudy Hermier, 1968). También seha observadola

existenciade proteinasasintracelulares,endopeptidasas,aminopeptidasasy dipeptidasasen

estosmicroorganismos(Bhowmik y Marth, 1989).Ortíz de Apodacay col. (1993) señalan

que la actividadproteolíticadelas micrococáceases másintensaconformese incrementala

temperatura(dentrode un intervalode 22 a 45 0C) y sereduceconsiderablementea 100C.

Asimismo, lasproteinasasaisladasporestosautoresmuestransu actividadóptimaa pH

alcalino,en tantoquela pierdende formaacusadaapH ácido(entre5,0 y 5,5).

En cuantoa lasenzimasproteolíticasnativasde la came,sepuedendistinguirtres

tipos:

CaiaínM: Soncisteínproteinasasactivadaspor Ca2~(Kang y col., 1981; Pennyy

col., 1985). Existen dos clasesde calpainas:la calpaina1 (gCANP), que se activa con

concentracionesmicromolaresde calcio delordende 50 a 100~iM, y la calpainaII (mCANP),

queseactivaconconcentracionesde 1 a 5 mM (Dayton y col., 1981; Pennyy col., 1984;

Koohmaraiey col., 1986;Zimmermany Schlaeffer,1988).Ambasenzimasseencuentranen

el citosolde las miofibrillas y supH óptimode actuaciónesde 7,5. A los pHstípicosde los

embutidoscrudoscurados(aproximadamente5,5), la calpaina1 presentaun 18% de la

actividadmáxima.La calpainalles aúnmássensibleala acidez(Dransfleld,1993). Porello,
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esprobablequesu actividadno searelevanteen los embutidos.Durantela fabricaciónde

jamonescurados,sólosedetectódicha actividaden los jamonescrudosy trasel salado,no

encontrándoseposteriormente(Sárragay col., 1993).

Catepsinas:Seencuentranen los lisosomasde las célulasmusculares.Existen seis

tipos: A, B, C, D, H y L (Golí y col., 1983). LascatepsinasA y B2 son carboxipeptidasasy

la C1 es unadipeptidilpeptidasa,perteneciendotodasellasal grupodelasexopeptidasas(Bird

y Carter, 1980).Dentro de las endopeptidasasexistendos tipos de catepsinas(Barrety Mc

Donald, 1980):las tiolproteinasas(catepsinasB1, H y L) y las aspartilproteinasas(catepsina

D).

Lascatepsinastienenun importantepapelen la transformacióndel músculoencarne.

La catepsinaD rompe la líneaZ y los filamentoscercanosa la bandaH, mientrasque la

catepsinaL ocasionala fragmentaciónde las miofibrillas y la roturadelas líneasZ y M. Por

la acciónconjurnade estasdosenzimas,la estructuralateraldelas miofibrillas sedeteriorade

forma acusada(Davideky col., 1990)y la texturadela carnesufregrandesmodificaciones.

Los valoresde pH óptimosparalasdiferentescatepsinassemuestranen la tabla1.2.

Tabla¡.2. ValoresdepHóptimosde actividadde lascatepsinasde la carne.

Catepsina pH óptimo

1) 2)

A 5,5
4,0-6,5 3,0-6,0
5,5-6,0
5,0-6,0

D 3,0-5,0 2,5-4,5
H 5,5-6,5 5,0-7,0
L 3,0-6,5 3,0-6,0

Según: 1) Bird y Crer,1980: Barrety McDonald, 1980.
2) Etherington,1984.
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Teniendoen cuentaqueel pH de los embutidosadquierevaloresentre4,8 y 6,0 a lo

largode la maduración,puedededucirsequeestasenzimaspodríandesarrollarunaimportante

actividadproteolíticaen estosproductos..Toldráy col. (1992) estudiaronla actividadde

diversascatepsinasen sistemasmodelobajo lasmismascondicionesqueseencuentranen los

embutidoscrudoscurados.Las actividadesde las catepsinasB y B+L fueronelevadasen

medioscon concentracionesde sal de 30 gIl, mientrasque las de las catepsinasH y D se

vieron másafectadas,al igual que las actividadesleucín, arginin y tirosinhidrolasa,Los

nitratos y el ácidoascórbicono influyeron significativamenteen dichasactividades.La baja

actividadde aguapresenteen los embutidosfermentadosafectóprofundamentea todaslas

enzimas,asícomoel pH ácidoquesealcanz&durantela maduración.Estosautoresconcluyen

que la actividadde las catepsinasB, L y D seríaapreciableduranteel amasadoy en la

fermentación,mientrasquesólo la catepsinaL presentarlaunaactividadsignificativadurante

la maduraciónpropiamentedicha.

Durantela elaboracióndejamonescuradosse haobservadola presenciade actividad

catepsinaalo largodetodo el proceso(Sárragay col., 1993),aunquesegúndescribenToldrá

y col. (1993)dichaactividadvariadependiendodel tipo de catepsina;así,estabapresenteen

las captesinasB, H y L, aúnsiendobaja,al final del proceso(15 meses),mientrasque la

actividadproteoliticade la catepsinaD casi desaparecióa los 5-10 meses.Estosautores

concluyeronque las catepsinasB y L eranparticularmenteactivas,especialmenteal principio

del secadode los jamones..

Oligopeptidasas:Dentrode ellasse incluyen:

- Carboxipeptidasas:catepsinasA y B2. Hidrolizanla unióncarboxi-terminal.

- Aminopeptidasas:hidrolizan el residuo N-terminal de los péptidos..Son la

leucilaminopeptidasay las arilamidasasácida, neutray básica(Bird y Carter, 1980).. Se

encuentrantodasellasenel citosol y supH óptimode actuaciónoscilaentre6 y 8.
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- Dipeptidasas:hidrolizanenlacespeptídicosde dipéptidosconlos gruposNH2 y

COOHlibres. Sehanaisladoglicil-glicina dipeptidasa,glicil-leucinadipeptidasa,prolidasay

prolinasa(Okitani y col., 1981). SupHóptimode actuaciónoscilaentre7,0 y 8,8.

- Dipeptidilpeptidasas:hidrolizan dipéptidosa partir del extremoN-terminal no

sustituido.Sonlas dipeptidil aminopeptidasasII, III y IV. Laprimerapresentaun pH óptimo

de4,5-6,0,y las otrasdos son neutras(Bird y Carter,1980).

I.5..2..3.APLICACION DE PROTEASASEN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA.

Lasproteasasson enzimasampliamenteutilizadosen la producciónde alimentosy,

posiblemente,las más importantesdesdeel punto de vista económico,ya que son

r imprescindiblesen industriascomola queserao la cervecera(Kilara, 1985b)..

Las mezclasde enzimasproteolíticasusadascon mayor frecuenciaen tecnología

r alimentaria contienenendopeptidasas,obtenidasa partir de animales,plantas o

microorganismos(Belitz y Grosch, 1988).Los principalesusos de las proteasashastael

F momentoson los siguientes:

1. Participaciónenorocesostradicionalesde fermentación

:

F En muchoscasossedesconocenqué proteasasintervienenen estasfermentaciones.

F Sonfundamentalesen la fabricaciónde alimentosorientalescomomiso, tempeho salsade
pescado(Nakadai y col., 1977; Impoolsup y col,, 1982). Se ha demostradoque las

proteinasasácida,alcalinay neutrade Aspergillusspp tienen un importantepapel en el

r desarrollodel sabor de ciertosproductosfermentadosorientales,al liberar péptidosyaminoácidos,especialmenteácidoglutámico(Ldffler, 1986).

F 2. Fabricacióndel pan

:

Lasproteasasnativasdel granodetrigo presentanescasaactividad(Barrett,1975),por

lo queseafiadenproteasasexógenasa la masaasociadasconenzimasamilolíticas(Federici,

r 1981). Las másutilizadasson las proteasasprocedentesde Aspergillusoryzae,lascuales
hidrolizany acortanlascadenasdel gluten,permitiendola formacióndepelículasproteicas

r
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(LLiffler, 1986),con lo quesedisminuyeel tiempodeamasado,aumentala retenciónde gasy

mejorael aromay la texturadelproductofinal (Underkofler,1976).

3. Elaboraciónde quesoy derivados

:

Unpasofundamentalen la fabricacióndelquesoesla formaciónde la cuajadadebido

ala precipitaciónde las caseínasmerceda la accióndeciertasproteinasas.Tradicionalmentese

ha utilizado la reninao quimosinaprocedentedel cuajarde terneroslactantes..Dada la gran

demandade estaenzimay su escasadisponibilidad,se hanbuscadosustitutoscomo la

pepsina,extraídadeestómagosbovinosy porcinos(Fox, 1982),y proteinasasprocedentesde

microorganismos(Mucor mihei, M. pusillus y Endothiaparasitica ). Estasúltimas se

empleancomúnmenteen algunospaíses,comoEstadosUnidos (Law, 1984b).

Las enzimasproteolíticas tienen una gran importanciaen el desarrollode las

característicassensorialesdel queso.Porello, seha consideradoquela adiciónde proteasas

podríaserun sistemaútil paralograr la aceleraciónde su maduración..Esto setratarámás

ampliamenteen el apanado1.6.1.

Otro usodelas proteasasenla industriaqueserahatenidocomoobjetivo la obtención

de quesosmodificadosenzimáticamentepara serusadoscomo agentessaborizantesy

aromatizantesen diversosproductos,debidoal alto preciodel quesofabricadopor métodos

tradicionales.Sesuelenemplearenzimasde origenfúngico,procedentesde especiesde los

génerosRhizomucor,Penicilliumy Aspergillus(Bigeis,1992).

4. Ablandamientodela carne

:

Diversasproteinasasmicrobianasy vegetalesseutilizan paraacelerarel procesode

maduraciónde la camey aumentarsu blandura.Lasmásutilizadasson las tiol proteinasasde

origen vegetal: papaína,ficina y bromelaina(Dransfieldy Etherington,1981) y, en menor

medida,lasde Aspergillusoryzae y Bacillus subtilis (Bernholdt,1975). Aunquehace

algunosañossepensabaquelas proteinasasdeorigenvegetalactuabanpreferentementesobre

el tejido conectivo,reduciéndoloaunamasaamorfay liberandomoléculasquecontenían

hidroxiprolina (Wang y col., 1957, citado por Sargeanty col., 1993), actualmentese
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consideraqueactúantambiénsobrelas proteínasmiofibrilares. La papaínaen particulares

másactivasobreellasquesobrelas proteínasdeltejido conjuntivo,comoel colágeno(Wilson

y col., 1992>.. La papaínaes, precisamente,la enzimamáscomunmenteutilizadacomo

ablandador,empleándoseen cantidadestales que en la carne se alcance 1 mg/kg

aproximadamente,aunquese han utilizado,a veces,hastanivelesde 4 mg/kg (Sargeanty

col., 1993).

El mayorproblemaquepresentala utilizaciónde ablandadoresesel de su aplicación

homogéneaen la carne.Se hanprobadodistintosmétodos,comoañadirlassobrela superficie

de la carne,sumergirlas piezasen unasoluciónenzimática(Lawrie, 1974)o inyectaríasen el

torrentecirculatorio inmediatamenteantesdelsacrificiodelos animales.En la carneliofilizada

seha empleadola rehidratacióncon solucionesde enzimas (Belitz y Grosch,1988).. Es

probablequeel usode papaínaen el tratamientode la carne,tanto antescomodespuésdel

sacrificio,seprohíbaen la UE duranteel año 1994(Sargeanty col., 1993).

5. PreparacióndehidrolizadosProteicas

.

Los hidrolizados proteicosse obtienencon tres propósitosprincipales: inducir

propiedadesfuncionalesdeseablesen las proteínas,producir péptidos pequeñosy

aminoácidosutilizablesen alimentosdietéticos(fortificantes)y comoagentessaborizantesy

aromatizantes(Kilara, 1985b).

En la elaboraciónde hidrolizadosproteicosseempleanunagranvariedaddeproteasas,

tantode origenanimal,vegetalcomomicrobiano..En generalno seutiliza un sólo tipo de

enzima,yaqueno seríacapazde hidrolizarcompletamentelasproteínas,sinopreparaciones

combinadasparaobtenerfinalmenteaminoácidosy pequeñospéptidos(Davfdek y col..,

1990).A pesardeque se hanelaboradodesdela antiguedad,todavíano esposibleexplicar

detalladamentelos procesoshidrolíticosqueocurren,ya queel pescadoesun sustratomuy

complejoy contienegrandescantidadesde inhibidoresdelas proteinasas(Gilberg, 1993).Es

muy frecuentela preparaciónde hidrolizadosproteicosde pescadopara aumentarel

aprovechamientode parteso especiespococonsumidas,obteniéndoseproductosderivados
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conbuenascaracterísticasde sabory propiedadesfuncionalesapropiadas;tambiénseobtienen

productossolublesqueseutilizan en la elaboraciónde sopas,bebidasy alimentosinfantiles

(Hale, 1969).

Los hidrolizadosseempleantambiénparaincrementarel valor nutritivo de los

alimentosa los queson añadidos.Un ejemplode ello esla utilización de hidrolizadosde

pescadomedianteAlcalasaen galletastipo “cracker” (Yu y Tan, 1990).

6. Fabricacióndecerveza

:

Lasenzimasproteolíticasseutilizan en la elaboraciónde la cervezaparaeliminar la

turbidezproducidapor la precipitacióndeproteínasabajastemperaturas..Tradicionalmentese

hanempleadoconestefm la papaína,bromelainay ficina (Lóffler, 1986),aunquepuedenser

reemplazadaspor proteinasasmicrobianasproducidasporAspergillusoryzae y Bacillus

subtilis (Bassy Cayle,1975).

¡.5.2.4.INCONVENIENTESDE LA UTILIZACION DE PROTEASASEN LOS ALIMENTOS..

Comoresultadode la hidrólisisproteicamedianteenzimaspuedenaparecersaboresy

aromasanómalos,sobretodo amargoscuandoactúansobreciertossustratos,como la

caseína,aunque Petritscheky col.. (1972) afirmaronque la aparicióndel sabor amargo

dependemásde la proteínaquede la enzimaproteolíticaquela ataque.Uno de losproblemas

observadosaesterespectoes la apariciónde saboresamargosen los quesos.Los péptidos

productoresdel saboramargopresentan,en general,gruposhidrofóbicoshaciael extremo

carboxiterminalde la cadena(Matobay Hata,1972). Porotraparte,Ney (1972),Cleggy col.

(1974)y Schalinatusy Behnke(1975)observaronquecuantomáselevadoerael contenidode

aminoácidoshidrófobos,mayorerala tendenciade la proteínaa formar péptidosamargos

cuandosesometíaa hidrólisis. Los aminoácidospresentesconmayorfrecuenciaen dichos

péptidossonleucina,fenilalanina,prolinay ácidopiroglutámico,mientrasquela metioninay

la cisteinasiempreestánausentes(Davidekycol,, 1990).
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1.6. MADURACION ACELERADA DE QUESOS Y EMBUTIDOS.

La mayor partede las experienciasse han efectuadoen quesos..Por ello, en este

apartadosedescribiráncon mayor amplitud los aspectosmás relevantesde los intentos

llevadosa caboparaacelerarel procesomadurativode estosproductos.Fue,precisamente,en

los conocimientosqueseposeíanen quesoen los que la autorade la presentememoriase

basópararealizarla tesisdoctoral.

1.6.1. Maduración acelerada de quesos.

Al igual que ocurrecon los embutidoscrudoscurados,los quesosnecesitanun

procesolargode maduraciónparaqueadquieranlas característicassensorialestípicas.Esta

maduraciónimplica unaseriedecambiosmicrobiológicosy bioquímicos,enel transcursode

los cuales las proteínasde la leche se hidrolizan dandolugar a péptidospequeñosy

aminoácidos,y los glicéridosaácidosgrasoslibres (El Soday Pandian,1991).

Al serun procesolento,sehanintentadoacelerarlas reaccionesbioquímicasque dan

lugara los componentesdel sabory aroma,asícomo lasqueafectana la textura,de forma

que la maduraciónse acorte. Esto conllevaríagrandesbeneficiosdesdeel punto de vista

económico,debidoal ahorroen instalacionesy trabajoy la recuperaciónmástempranadel

dineroinvertido enel producto..Contribuiríatambiénal incrementode la produccióndequeso

en paísesen desarrollo,en los quelas inversionesen instalacionesparasu almacenamiento

constituyenun factor limitante (El Soda, 1986). La consecuenciade todo ello seríala

obtenciónde un producto final con un precio de venta másbajo que incrementanasu

competitividad..

La FederaciónInternacionalde Lechería(FIL) ha clasificado los métodosde

aceleraciónde la maduracióndel quesoen 4 clases(Fernández,1986):
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1. Maduraciónatemperaturaselevadas

.

Es el métodomássencillo de aceleraciónde la maduración,ya quesólo exige una

ligera adaptacióntécnicay, además,no existentrabaslegalesa su aplicación.Sin embargo,

tieneel graveinconvenientedequeel pH, la humedady la calidadmicrobiológicadebenser

casi idealesporque,en casocontrario, sepuedefavorecerel crecimientode bacteriasno

deseablesy originarsaboresy aromasanómalosquedanlugaral rechazodel productoporel

consumidor(Law, 1984a)..Su uso,por tanto, quedarestringidoaindustriaslácteascon un

elevadonivel higiénico(El Soday Pandian,1991).

2. Adicióndeenzimas

.

La adición de enzimases, en principio, un buen método de aceleraciónde la

maduración,yaque presentaunaacciónespeáificasobrelos sustratosqueproporcionaránlas

sustanciasdeterminantesde lascaracterísticassensorialesfinalesdel queso,ademásde seruna

técnicarelativamentebarata.Sin embargo,presentaotra seriede desventajas,yaqueexisten

impedimentoslegalespara su utilización y su acciónesdificil de controlar,pudiéndose

producirunasobremaduración.

Aunqueno comométodode aceleracióndela maduración,sehanutilizadoenzimas

(lipasas) tradicionalmenteen la fabricaciónde quesositalianos tipo Granay Parmesano

(Fernández,1986)..Su finalidadesla potenciacióndel sabory aromade los mismos.

A) Proteasas.

Ya sehadescritoanteriormentela relevanciaquealcanzanlos fenómenosproteolíticos

en losprocesosmadurativos..Por ello, sinduda,unadelas enzimasutilizadasparaacortarla

maduraciónde los quesoshan sidolas proteasas.Losestudiosmásnumerosossehanllevado

a cabo en quesosCheddar y egipcios, utilizando tanto proteasasproducidaspor

microorganismosrelacionadoscon el quesocomoprocedentesde fuentesajenasa este

producto.

Los resultadosobtenidosen los estudiosen quese han utilizado proteasasde otros

orígeneshansido muy variables.Una de las enzimasmásempleadasha sido la proteinasa

59



fi 4ASdi4~.U**M* 44

Introducción

ácidadeAspergillus oryzae(Sood y Kosikowsky, 1979; Law y Wigmore, 1982). Esta

enzima,inclusoadosisbajas,dió lugara saboresamargossinun incrementosignificativodel

sabor.En general,las proteinasasácidastienenel inconvenientede permanecermuchotiempo

activas,dandolugaraunaproteolisisexcesiva..

Fedricky col. (1986>estudiaronel efectode la proteinasaneutradeA.. oryzaeen el

desarrollode la proteolisis,sabor,aromay texturadel quesoCheddardurante6 meses.

Observaronque la proteolisisse incrementabadependiendode las cantidadesde enzima

añadidas,al igual quesucedíaconla edadestimadade los quesosy sunivel de amargor.Con

el transcursodel tiempoy aelevadasconcentracionesdeproteinasa,losquesossehacíanmás

blandos,frágilesy presentabanmenorelasticidady cohesión.En cambio,la proteinasaneutra

deBacillussubtilis,aconcentracionesidóneas,produceun incrementodel sabory aromasin

queaparezcandefectos(Soody Kosikowski, 1979; Law y Wigmore. 1982, 1983).Suacción

puede potenciarsecon la temperatura.Kataoka y col. (1987) añadierondistintas

concentracionesde proteinasasde B. subtilis, Aspergillusmelleus,Streptomycesspp y A.

oryzaea quesoGouda.Observaronque diversasfraccionesnitrogenadaspresentabana los

dos mesesunos valores similaresa los obtenidosen quesoscontrol de 4 mesesde

maduración,llegandoala conclusióndequeel contenidoennitrógenoamínicodependíamás

del tipo de proteinasaque de la cantidadañadida.Más recientemente,Núñezy col. (1991)

estudiaronel efectodedospreparacionescomercialesdeunaproteinasaneutraprocedentede

B. subáhisen quesomanchego,obteniendobuenosresultadosen amboscasos,pero sobre

todo conla preparación“NeutraseL”, con la queconsiguieronla mismaintensidadde sabor

en 35 díasa 160Cqueen un quesocontrolmaduradodurante90 díasa 120C.En ningúncaso

aparecieronsaboresamargos..

Otrasproteasasmicrobianasempleadashan sido unaproteasade Penicilliumspp.

(Kalinowski y col., 1982; Gripon y col., 1982),que ha dadobuenosresultadosen quesos

duros;la pronasaEde Streptomycesgriseas(Law y Wigmore, 1982),posiblementeútil a

bajasconcentraciones;proteasasde Kluyveromyceslactis y Saccharotnycescerevisiae
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(Grieve,1982>;proteinasade Pseudomonasfluorescens(Haardy Patel, 1987);etc.

En general,no sehanempleadoen los quesosproteasaspurificadasprocedentesde

bacteriaslácticas,sinoextractoslibresdecélulas.Conello seha intentadoevitar la aparición

de saboresamargosy modificacionesen la textura,defectosquesí se handetectadoal usar

proteasaspurificadas(Fernández,1986)..Sehanestudiadotanto los efectosde extractosde

una sola especiecomode un combinadode varias, obteniendobuenosresultadoscon

proteinasadePenicilliumcandidum juntoconextractode Streptococcusladds (Kalinowskiy

col., 1982),con Lactobacillusptantarum (El Soday col., 1986), con la combinaciónde

extractoslibresde célulasdeKluyveromycesfragills,Micrococcusspp y Lactobacilluscasel

(Hassany Abozeid, 1988),o sóloconextractodeL.casei (El Abboudi y col., 1990).

Otraforma deevitarlas alteracionesdé la texturay el saboral utilizarproteinasasen la

maduraciónaceleradade quesoseríaañadirexopeptidasasjunto conendopeptidasas.De esta

forma, lasexopeptidasasliberaríanaminoácidoslibres,y la formaciónde péptidosde sabor

amargoseríamenosmanifiesta(Law, 1985).

B) Lipasas.

La adición de lipasasha obtenidobuenosresultadosen quesosdenominados

comunmente“fuertes”, enlos queseapreciaronunosincrementosdesabory aromanotables..

En diversosquesositalianos,a los queya tradicionalmentese añadíanlipasasdurantesu

elaboración,sehaconseguidoaumentaro modificar su sabormediantela adicióndelipasas

comerciales(Botazzi, 1965;Moskowitz, 1980)..

Los resultadosobtenidoshan sido diferentessegúnel tipo de quesoutilizado. No

obstante,seproducede forma generalun aumentode los ácidosgrasoslibres y, dentrode

ellos,especialmentede la fracciónvolátil. Enel quesoegipcioDomiati,Ashoury col. (1986)

observaronla mismaintensidadde aromay saboren quesosde4 semanasde maduración

fabricadocon lipasascomerciales,que en los controlesde 8 semanas;sin embargo,a

concentracionesde enzimamuy altasaparecieronsaboresranciosa las 8 semanasde

maduración.También se han obtenido buenosresultadosen quesosazules (Jolly y
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Kosikowsky,1975; Revahy Lebeault,1989)y en quesoCheddaramericano(Kosikowskye

Iwasaki, 1975; Sood y Kosikowsky, 1979). Sin embargo,el uso de lipasasen el queso

Cheddaringlés ha sido un fracaso(Law y Wigmore, 1985), ya que los ácidosgrasosde

cadenalargaliberadosdieronlugara saboresjabonosos,y los ácidosgrasosdecadenacorta,

o no incrementaronel aroma,u originaronsaboresdefectuososalas distintasconcentraciones

deenzimaempleadas.

C)j3-Galactosidasa.

La 13-galactosidasahidroliza la lactosarindiendoglucosay galactosa.Diversosautores

(Anónimo, 1977; Weavery Krager, 1978; Gooday col., 1983) atribuyenel incrementode la

proteolisis en los quesostratados con esta enzima al mejor crecimiento de los

microorganismosdebidoal aumentode la glucosadisponible,conla siguientepotenciación

del sabory aroma.Sin embargo,seha detectadola presenciadeproteasascontaminantesen

unapreparacióncomercialde estaenzima(Olanoy col., 1983)y sehancaracterizadodiversas

enzimasproteolíticas(Grieve y col., 1983), por lo que los efectosbeneficiosospudieron

debersea dichasimpurezas.Por ello, todavíano setiene la certezade si la 8-galactosidasa

puedeo no influir en la potenciacióndelsabory aromadelqueso.

La incorporacióndelas enzimasal quesopresentaunaseriededificultadesdebidasa

las característicasde su fabricación..Paraobtenerunadistribucióntotalmentehomogéneaseda

necesarioañadirlasala lecheantesformar la cuajada.Pero,en estascondiciones,unagran

partede la enzimase pierdecon el suero y, además,impide el uso de esteparafines

posteriores.La adiciónde proteasasa la lechepresentatambiénel inconvenientede quelas

enzimaspuedenactuarsobrelas proteínaslácteasantesinclusode formar la cuajada..Sehan

sugeridodistintosmétodosde incorporacióndeenzimas,talescomosuadiciónen polvo a la

cuajada(Law y Wigmore, 1982)o en fonnadeinyección,peropresentangrandesdesventajas

y actualmenteseinvestigala utilizaciónde enzimasencapsuladasen liposomaso en cápsulas

de grasaláctea(El-Soday col.., 1989)..
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3. Adición ala cuajadade pastassemiuípuidas

.

Las pastassoncuajadaspreparadasasépticamentea lasqueseles añadeNaCL y se

incubana 300Cdurante7 díasen recipientescerrados;posteriormenteseañadenala lecheo a

la propiacuajada.Estemétodofue desarrolladopor Kristofferseny col. (1967) y esel que,

bastaahora, ha dado los mejoresresultadosen el incrementodel aroma y sabor. El

mecanismode aceleraciónde la maduaciónno seconocetodavía,pero seha atribuidoala

elevadatasade microorganismospre entesen las pastas(Bocklemany Lodin, 1974).El

principal inconvenientedeestemétod es la dificultad de controlarla flora microbianadela

pasta..

Industrialmente,las pastassemiiquidasseutilizan paraproducirquesosmodificados

enzimáticamenteque se empleanen 1 forniulaciónde quesos,aperitivos y sucedáneosde

productoslácteos(El Soda,1986).

4. tiiz i ~v U~• Uf

La modificacióndelos cultivos niciadoresconsistebásicamenteen un cambioen la

capacidadde las bacteriasde fermentarla lactosa,conservandoo potenciandosuscapacidades

lipolítica y proteolítica..De estaforma,un aumentoen la poblaciónmicrobianaimplicaríael

incrementode dichasactividadessin queseaumentarala producciónde ácidoláctico.

Existentrestiposdetratamientosde los iniciadores:

a) Físicos:consistenen producirun “shock” térmicoen las bacteriaslácticas,tanto

mediantela aplicacióndecalorcomodefrío. Sehan obtenidomejoresresultadosconel uso

dealtastemperaturas(Pettersony Sjbstrbm,1975; Bartelsy col., 1985),

b) Químicos:los iniciadoressesometenala acciónde compuestoscomon-butanolo

lisozima(Law y col., 1976)..

c) Genéticos:unade las modificacionesrealizadasesla obtenciónde mutantescon

actividadfermentadorade la lactosamuy disminuidao lac (Law, 1984a)..Otrosgenesque

posiblementeen el futuro denbuenosresultadosson aquellosque codifican proteínas

superficiales(aumento de la lisis proteica), aminopeptidasas(rotura de péptidos y
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desaparicióndel amargor)y aquellosqueproducenautolisisbacteriana(liberacióndeenzimas

intracelularesal medio)(El Soday Pandian,1991).

1.6.2. Maduraciónaceleradade embutidoscrudosmadurados..

En el casode los embutidos,hastael momentosehan hechoescasisimosintentosde

acortarel períodomadurativode los mismos. Existen,en cambio,múltiples intentosde

controlar todos aquellosfactorestecnológicosque influyen en el embutidodurantesu

fabricaciónparaobtenerproductosintachablesdesdeel puntodevistadela normalizacióndel

productofinal, comocalidadde la carne,gradodepicado,humedadrelativa,temperaturay

ahumado(Weisenfels,1992)..

Respectoa la reduccióndel períodomadurativo,la bibliografíahalladaespocay el

único sistemaempleadoha sido la adiciónde diversasenzimas.Gossling(1990)empleóun

complejoenzimáticoextraídodeLactobacillusplantarwn en embutidoscon0,3%deglucosa

y los comprócon otros fabricadoscon un cultivo inciador tradicional (Pediococcusy

Micrococcusspp)con un 1% de lactosay maltodextrmna.Lasdosisempleadasdel complejo

enzimáticooscilaronentreO y 0,4 g/kg carne,obteniéndoseunamaduraciónligeramentemás

cortaen estos lotes.. Sin embargo,los lotes con cantidadesmáselevadasdel complejo

presentaronun color y aromamenossatisfactorios..Finalmente,Gossling (1990) concluyó

queestamezclaenzimática,usadaaconcentracionescomprendidasentre0,15y 0,25g/kg con

0,3-0,5%de glucosa,da lugara un acortamientode la maduraciónsin pérdidade calidady

conmejoradel aromay color.

Por otra parte, Nzsy col.. (1991) han probadoel efectode la adición de lipasasy

proteinasasprocedentesde cuatroespeciesde bacteriaslácticas,unadeellasLactobacillus

caselNCDOl51,en las propiedadessensorialesdel salami.En los lotesqueconteníanlipasa

sedetectarondiferenciassignificativas,conoloresanómalos,colormásclaroy másamargor

y viscosidadcon respectoal control. Estasdiferenciasno se apreciaronen los lotes con
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proteinasa..Cuandosecompararonlos embutidosque conteníanla más alta y la másbaja

concentraciónde proteinasa,estosúltimos resultaronmásblandos.Los autoreslo atribuyena

unamayorpérdidade aguadel lote con elevadaconcentración,debidoa la reducciónde la

capacidadde retenciónde aguaocasionadapor la proteolisis.Más recientementeN~sy col.

(1992)hancontinuadoesteestudio,utilizando en estaocasiónla mismaproteinasay la lipasa

procedentede Lactobacillu.splantarumMF32. La únicadiferenciaapreciadaen los lotesque

conteníanestaúltima fue un incrementoen la concentraciónde ácidosgrasos,especialmente

los insaturados.

El lote conproteinasasiquemostródiferenciasrespectoal control,especialmenteal

principio dela maduración.A lo largode los 10 primerosdíasseobservóunaclaradiferencia

entreamboslotes,tantoen la mayorpalidezdel productocomoen unacaídamásacusadadel

pH (de 4,95 en el control a 4,5 en el lote con proteinasa),aunqueal final del período

madurativo(42días)desaparecióestadiferencia.Sin embargo,estehechono sereflejó en los

resultadosobtenidosen el nitrógenono proteico..Los autoresatribuyenestamayorcaídadel

pH a un incrementoen la concentraciónde oligopéptidosácidos. Por otra parte, el

comportamientode los compuestosnitrogenadossolublesen aguadel controldespuésde42

díasdemaduraciónfue similaral obtenidoalos2-3 díasen el loteconproteinasa.

1.7. OBJETIVOS PERSEGUIDOSEN EL PRESENTETRABAJO.

La maduración de un embutido esun procesogradual y de larga duración. El tiempo

de maduracióndependedel embutidode quesetrateaunque,en cualquiercaso,no sueleser

inferior a tressemanas,pudiendoen algunostipos ser superiorincluso a 4 ó 6 meses..

Obviamente,la reduccióndel tiempodemaduraciónseríasiempreunacircunstanciadeseable;

supondríaun mejoruso de los localesy equiposrequeridosparala fabricaciónde embutidos

y, endefinitiva, unamayorcompetitividaden el mercado.

Segúnseha descritoanteriormente(véase1.6.1),se hanrealizadonumerososintentos
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paraacortarel períododemaduraciónde los quesosmediantediversosprocedimientos(Law,

1984a).Entreellos,la adiciónde enzimasha sido el másestudiado;sehan utilizadoparaello

lipasas,proteasasy 13-galactosidasa..No obstante,el éxito ha sido sólo parcial, debido

fundamentalmentea la solubilidaden aguade dichasenzimas,lo queles permiteescaparcon

el sueroen el momentode formar la cuajada.Por ello, la retenciónde la enzimasueleser

escasay su rendimientobajo..

Cuando se planteó la presentetesis doctoral, en 1989, no se había realizado

investigaciónalgunasobrela posibilidadde acortarel períodomadurativode los embutidos

mediantela adición de enzimas..No obstante,en el curso del desarrollode la parte

experimentalaparecierontrespublicaciones(Gossling,1990; Nrs y col., 1991; Nrs y col.,

1992) sobreel tema. Las enzimasutilizadasy los resultadosmásrelevanteshanquedado

recogidosen el apartadoanterior.

Por otraparte,la autorade la presentememoriano tieneconocimientodequehastael

momentosehayanensayadoenzimasprocedentesdemicroorganismosno relacionadoscon

los típicosde estosproductos(bacterianoso fúngicos)o de origenvegetal.

La inexistenciade trabajosal respectoy el hechodequela proteolisistiene unagran

influenciaen las característicassensorialesdelproductofinal, llevó a la autoraaestablecerla

hipótesisde que,en el casode los embutidos,la adiciónde proteasaspodríaocasionaruna

aceleracióndelprocesomadurativoo,por lo menos,un aumentodelcontenidoencompuestos

sápidosy aromáticosprocedentesde la hidrólisis proteica, que podría mejorar las

característicasorganolépticasdelproductoterminado.

Al contrarioqueen los quesos,en los embutidosno existe la posibilidaddepérdidas

de enzimas,dadoqueen la fabricaciónde estosproductosla totalidadde los ingredientes

añadidosen la fasede formulaciónseembutenconjuntamentey vanaparticipar,de unau otra

forma,en las reaccionesquímicasy bioquímicasqueacaecendurantela maduración.

El objetivo final del presentetrabajo era, pues,conocersi la adición de proteasas

constituíaun métodoútil potenciarel sabory aromade losembutidosy/o acortarel períodode
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maduraciónde los mismos.

Parael desarrollodel proyecto,eranecesarioseleccionarlasenzimasque se iban a

utilizar. Como seexpusoen el apartado1.5..!, las endopeptidasasseclasificanen cuatro

grupos:proteinasasde serna,tiol proteinasas,proteinasasácidasy metaloproteinasas.Se

eligió unaenzimarepresentantede cadagrupo, exceptolas serínproteinasas,ya que las

enzimasdeestegrupopresentansuactividadóptimaapH alcalino,muy alejadodeldeestos

productos(en tomo a 5,0). De entretodaslas proteinasaspertenecientesa los tres grupos

restantesseeligieronlas queacontinuaciónde relacionan[parasu elecciónsetuvo presentela

experienciaderivadade las investigacionesrealizadasen losquesos(véase1.6.1),exceptola

papaína,queseeligió porsuuso en el ablandamientodecarnes]:

- Metaloproteinasas:pronasaE de Streptomycesgriseus. Seha observadoquesu

adiciónaquesosconducea un incrementoen el sabory aromajuntoconmuy escasoamargor

en comparacióncon otrasproteasas(Law y Wigmore, 1982)..Aunqueno se ha empleado

nuncaenla fabricaciónde embutidos,sísehautilizado el microorganismoquela produce,S.

griseus,comocultivo iniciador, (Eilberg y Liepe, 1977).

- Proteinasasácidas:aspartilproteinasadeAspergillusoryzae.Estaenzimahasido

utilizadatambiénparaintentaracortarla maduracióndelosquesos(Law, 1984a}.

- Tiol proteinasas:papaínaprocedentede Carica papaya. Se ha utilizado

frecuentementecomoablandadorde carnesy tambiénen la eliminaciónde la turbidezen la

industriacervecera..

El objetivo globalera, comoseha dicho anteriormente,intentaracortarel período

madurativode los embutidoso, alternativamente,potenciarel sabory aromadel producto

fmal, lo queincluíaotrosobjetivosparciales:

1. Conocerel gradodedegradaciónproteicaqueocasionabanlas enzimaselegidas.

2. Comprobarel efectode las proteasasen los factoresquedeterminanla calidad

organolépticade los embutidos(texturay sabor,fundamentalmente)..
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3. Determinación,al menosde formaaproximada,de la concentraciónmásadecuada

de enzimaparaconseguirlosefectosdeseados.

La autorade estaTesis,al proyectarsu realización,eraconscientede que,desdeun

puntodevistaaplicativo,los resultadospodríantenerun valor limitado, ya queerael primer

intentodeestanaturalezaquese realizabay, por tanto,cabíala posibilidad,porunaparte,de

quelas enzimasno fueranautorizadasparasu usoindustrialy, porotra, quelos resultadosno

fuerantodo lo satisfactoriosqueseesperaba,o tambiénque la elecciónde lasenzimasno

hubiera sido la adecuada.No obstante,se acometioel desarrollodel proyectocon la

seguridad,al menos,de que los resultadosseríanel puntode partidaparala realizaciónde

estudiosposteriorespor la mismaautorao por otros investigadores.
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Materiales y métodos

11.1. MATERIAL.

El aguadestiladautilizada pararealizarlasextraccionesy parapreparardisoluciones

acuosasseobtuvopordestilaciónen un aparato“Pobel” modelo706.

Laspesadasde precisiónserealizaronen unabalanzaanalítica ‘Sartorius” mod..2443

y las ordinariasen balanzaselectrónicas“AND” mcxl. FX 320y mod.EK 1200A..

Los pHmetrosutilizadosfueron“Crison” mod..2001 y “Radiometer”mod. 28..

La homogeneizaciónde las muestrasparaanálisis químicos se realizó en un

homogeneizador“Polytron” mod. 15/30PTdotadode un vástagomod.. PTA 20 TS. Cuando

se homogeneizaronmuestraspara análisis microbiológicos se empleó un triturador

“Colworth” mod. Stomacher400 y bolsasestériles“Sterilin”.

La esterilizaciónde los mediosde cultivo se llevó acaboen un autoclave“Selecta”

mod 5-47>7 a 1210Cdurante20 minutos.

Las placasparalos recuentosmicrobianosse incubaronen estufas“Heraeus”mod.

B-6200.

Las centrifugacionesse realizaronen una centrífugarefrigerada“Sorvalí” mod.

RC-5B,equipadaconun rotor mcxl.. OSA.

El hielo triturado necesariopara el baño empleadoen el enfriamiento de los

disolventesparaHPLCy parala homogeneizaciónde las muestrasseobtuvoen unamáquina

“Scotsman”mod.AP-lO.

La conservaciónde las muestrasen congelación(-240C) se realizó en arcones

“Liebherr” y las mantenidasbajorefrigeraciónen frigoríficos “Fago?’y “Philco”.

Las pipetasy micropipetasautomáticasutilizadasfueron “Brand” mod. D6980 y

“High Tech” mod. V-2000,V-200 y V-20, quedispensanvolúmenesdc SmI,200-lO00¡al,

20-204±1y 2-24±1,respectivamente.

El materialde vidrio empleadoen las experienciasfue detipo “Pyrex”..
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11.2. PRODUCTOS.

11.2.1. Reactivos.

Todoslos productosquímicosutilizadosen las experienciasquesedescribenen esta

memoriafueroncalidadreactivo,suministradospor las siguientesfirmas: “Merck”, “Sigma”

y “Panreac”.

Losmediosde cultivo utilizadosen lasexperienciasmicrobiológicasprocedíande la

firma “Oxoid” y los componentesmineralesfueronsuministradospor “Panreac”.

11.2.2. Disolventes y purificación de los mismos.

Losdisolventesutilizadosen las extraccionesy análisisdemuestraspor HPLCfueron

éteretflico (“Probus”, “Panreac”),cloroformo (“Panreac”). butanol (“Merck”). hexano

(“Merck”), acetonitrilo(“Carlo Erba”), tetrahidrofurano(“Baker”) y metanol(“Carlo Erba”).

Aquellos utilizados como disolventesen la cromatografíalíquida (acetonitrilo,

tetrahidrofuranoy metanol)erandecalidadHPLC..

El cloroformo sepurificó en el laboratorio por destilaciónfraccionadacon una

columnaderectificaciónde Vigreux,eliminandolas fraccionesde “cabeza”y “cola”..

El éteretílico se liberó de peróxidosantesde su uso, destilándolosobre polvo de

hierro reducido.
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11.3. METODOLOGíA.

11.3.1.. Determinaciónde la actividad de las proteasas.

Lasenzimasempleadasen las experienciasquesedescribenen el presentetrabajo

fueronlassiguientes:

- Proteasapurificadatipo XIV de Srreptomycesgriseus (PronasaE).

- Proteinasacrudatipo LI deAspergillusoryzae (Aspartil proteinasaácida)..

- Papaínacrudatipo II de Carica papaya,purificadadellátex depapaya.

Todasellasfueronsuministradaspor la firma ‘Sigma”.

La determinaciónde la actividaddc lgs enzimascomercialesempleadasserealizóa

partir de unasolucióninicial de dichasenzimascon unaconcentraciónde 0,2 mg/ml en

tampónTRIS-HCl, pH 6,5,con la quese realizarondilucionesdecimales.

El sustratoempleadofue unasolución de azocaseina(Sigma)al 0,8% en tampón

TRIS-HCI 0,2 M. pH 6,5.. La reacciónserealizó mezclandoun volumen (1 mI) de cada

dilución de las tresenzimasy otro del susuato.Seguidamenteseincubarona 370C durante

10, 20, 30, 60, 90 y 120 minutos.Asimismo, se preparóun blanco al que se le añadió

tampónen lugarde la enzima..Transcurridoel tiempocorrespondiente,la reacciónse detuvo

añadiendoacadatubo 1 ml de unadisoluciónde ácidotricloroacéticoal 6%.. A continuación,

la mezclasefiltró atravésdepapelWhatmann~ 42. Finalmentesemidió la absorbanciadel

filtrado a440nm.

Sedefinió comounidadde actividadenzimáticaa la cantidadde enzimaqueproduce

un aumentode 1 unidadde absorbanciaa 440nmen 1 horaa370C utilizandocomosustrato

azocaselna(0,8 %) en tampónTRIS-HCl 0,2M, pH 6,5.
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11.3.1.1..DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA PRONASA E EN DIFERENTES

CONDICIONES

Para la pruebade actividad con distintos valores de pH se prepararonvarias

solucionesdeconcentración4 j.±g/mlde pronasaE en tampónTRIS-HCl a pH 5,0, 5,5, 5,8 y

6,0, todosellos cercanosa los alcanzadospor los embutidoscon pronasaE.. El sustrato

empleadofue unasoluciónde azocaseina(Sigma)al 0,8%entampónTRI-HCI 0,2M conlos

mismosvaloresde pH que los de las solucionesde proteinasa.La reacción se realizó

mezclando1 volumen(lrnl) decadasolucióndepronasaEconotrode la soluicónde sustrato

con el pH correspondiente.Seguidamentese incubarona 250C durante60 minutos,

preparandoademásun blancoal quesele añadiótampónen lugarde la enzima..Transcurrido

el tiempo, la reacciónse detuvoañadiendoa cadatubo 1 ml de unadisolución de ácido

tricloroacéticoal 6%. Despuésla mezclasefiltró atravésdepapelWhatmann2 42 y semidió

la absorbanciadel filtrado a440 nm.

Lapruebade la actividadde la pronasaE adistintastemperaturasseefectuódeigual

forma pero utilizando solucionesde enzimay sustratoapH 5,0 y 7,0, e incubándolasa 5,

10, 15 y 250Cdurante60 minutos.

11.3.2. Preparaciónde las muestras..

11.3.2..!.FABRICACION DE LOS EMBUTIDOS..

La fabricaciónde los embutidosse realizó en unaplantapiloto localizadaen una

industria local. Separtió en todos los casosde unaporción dela masapreparadapor dicha

industriay empleadaen la elaboraciónde productoscomerciales.Paraello, se separóde la

cadenade producciónla cantidadnecesariadedichapasta..Sucomposición(% p/p) esla que

a contmuaciónse ofrece:
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Carnemagrade cerdo 56
Carnemagradevaca 12
Tocino 25
Dextrosa 0,8
Lactosa 1,0
Dextrina 1,8
Sal 2,5
Glutamatosódicoy/o potásico 0,25
Nitrato sádicoy/o potásico 0,0085
Nitrito sódicoy/o potásico 0,0065
Pimientanegramolida 0,14
Ascorbato 0,046

Tantola carnede cerdoy vacunocomoel tocinoprocedíande productopreviamente

congelado.Posteriormentesepicaronpor separadoatemperaturade refrigeración,hasta

obtenerun tamañodepartículade5 mm aproximadamente.A continuaciónseañadióel resto

de ingredientesa la carne picaday todo ello se mezclódespuéscon el tocino en una

amasadora.La pastaasíobtenidapermaneció48 horasen refrigeración.Previamentea su

embutición,seañadieronlascantidadesprogramadasdecadaunade las proteasasobjetode

estudio.Despuésseamasóen unamezcladoraparaconseguirun repartohomogéneo..

Serealizaron4 experiencias:

Se añadierona los embutidosdos concentracionesde pronasaE de Srrepromyces

griseta 600unidadesenzimáticas/kgsalchichón(la unidadha quedadodefinidaen 11.3.1)y

6000unidades/kgsalchichón.Al lotecontrolno sele añadióenzima.

Seprepararonembutidoscondosdosisdistintasde aspartilproteinasadeAspergillus

oryzae.Seelaborarontreslotes: el control,otro con 800unidadesenzimáticas/kgsalchichón

y el tercerocon 4500unidades/kgsalchichón..

*Eap~jcn~

Seañadieronalos embutidosdosconcentracionesdiferentesde papaína,procedentede

Carica papaya:800 unidades/kgsalchichóny 4500unidades/kgsalchichón.Igualmentese

preparóun lote controlsin enzima.
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Seañadióa la masaantesdeembutirla concentracióndecadaunade las proteinasas

anterioresque,de acuerdocon los resultados,se considerómásadecuada.Estasfueron 300

unidades/kgsalchichóndepronasaE, 100 unidades/kgsalchichónde aspartilproteinasay

500unidades/kgsalchichónde papaína.El lote controlno conteníaenzima.

Previamentea su adición a la masa,lasproteinasassedisolvieronen 100-200ml de

aguadestiladaafin deconseguirun repartomáshomogéneo,aexcepcióndela papaína,que

se disolvió en un volumen igual de tampónfosfato 0,lM y pH 6,6. A todos los lotes

controlesse les añadióun volumenigual deaguadestiladaparaquesucontenidoinicial de

humedadfueralo másparecidoposible.

Seguidamente,la masade cadauno de los lotes se embutióen tripa artificial de

colágeno,obteniéndosepiezasde 40 mm de diámetroy 15 cm de longitud, con un peso

aproximado de 200g, obteniéndoseun peso total por lote de alrededorde 5 kg.

Inmediatamentesetransportaronaunacámaraclimática “Kowell” mod.CC31 equipadacon

un registrador“Sekonic” mod. SD-H50 a temperatura,humedady velocidadde aire

controladas,en lacualserealizóel procesodemaduración..

II.3.2..2. CONDICIONESDE MADURACION DE LOS EMBUTIDOS.

Las fasesde fermentacióny maduraciónse llevaron a caboen la cámaraantes

mencionada,bajo condicionesde temperatura,humedady velocidaddeaire controladas.

Inicialmente,la temperaturasemantuvoa 220Cdurante24 horasy la humedadrelativaal

90% durante12 horas.Transcurridoesteperíodo,la temperaturay la humedadrelativase

redujerongradualmentehastaalcanzar,al cuarto día de maduración,120C y ‘75%,

respectivamente.Estosvaloresse mantuvieronconstanteshastael final del proceso.La

velocidadde aire semantuvoa lnVsdurantetodoel períodode maduración.
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11.3.3. Toma de muestras.

Lasmuestrasnecesariasparalasdeterminacionesfisicoquímicasy microbiológicasse

obtuvieronperiódicamentedurantela maduración,y consistieronen un salchichónde cada

lote (alrededorde200g).

Paracadadeterminaciónse recogieronmuestrasdedistintospuntosdelos salchichones

(centro,zonasuperficialy extremosde cadapieza)afin de que fueranlo másrepresentativas

posible.Despuésde tomar la porcióncorrespondienteparalos análisismicrobiológicosse

conservaron,al igual que los extractosobtenidosa partir de ellas, a temperaturade

congelación(-240C)parasu posterioranálisis.

11.3.4. Determinacionesfísicas y fisicoquímicas.

11.3.4.1.DETERMINACION DEL EXTRACTO SECO..

Sepesaronconexactitudaproximadamente3g de muestraen cápsulasde porcelana,

introduciéndolasen unaestufa“Heracus” mod.. T-6200a 1 100Chastapesoconstante..Las

determinacionesseefectuaronpor triplicado.

11.3.4.2..DETERMINACION DE CENIZAS.

Sc determinaronpor triplicado, a partir de muestras(pesadascon exactitud>de 3g

aproximadamenteen un horno mufla “Heraeus” mcd. MR 170 a 5000Cdurante24 horas.

Posteriormentesepesaronlas cenizasresiduales.

11.3.4.3..DETERMINACION DEL PH.

Se efectuarondiversasmedidaspor muestraintroduciendoel electrodoen distintos

puntosdelembutido..
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II.3.4..4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE AGUA.

Se llevó acaboen un higrómetrode punto de rocío “Decagon” mod. CX-l (Decagon

DevicesInc. Pullman, Washington.U..S.A.), a 240C. Antes de la medidade la aw, las

muestras,introducidasen las cápsulassuministradasconel aparato,sedejaronreposaren

unacámaraa240Cdurante15-20 minutosparaquealcanzarandichatemperatura.

11.3.5. Seguimiento de la proteolisis: determinación de distintas

fracciones nitrogenadas.

II..3.5.1. DETERMINACION DEL NITROGENOTOTAL.

El contenidode nitrógenototal de las muestrassedeterniinómedianteel métodode

Kjeldahl. Los tubos de digestióncon aproximadamente1 ,5g de muestra,20 ml de ácido

sulfúrico concentrado,unasperlasde vidrio y un catalizadorcompuestode sulfatopotásicoy

sulfato de cobre(KjeltabsCK, Thompson& CapperLtd.., England)secalentaronen un

digestor“Btichi” mod.425duranteel tiemponecesarioparaquela digestiónfueracompleta

(1,5-2 horas).Una vez digeridala muestrase diluyó con aguadestiladay se llevó a una

unidadde destilación“Btichi” mod. 315.El amoníacodestiladoserecogióen unasoluciónde

ácido bórico al 4%. Se utilizó comoindicadorunadisoluciónal 0,2%de rojo de metilo y

0,1%deazuldemetilenoen alcoholetílico (96% y/y).. Esteindicadorvira devioleta averdea

pH5,4. A continuaciónsevaloréconunasoluciónde ácidaclorhídrico0,5 N.

El porcentajede nitrógenosecalculémediantela fórmula:

% nitrogeno= Y x N x 14,007x 100/mgmuestra

donde

Y = volumen(mi) de HCI empleadoen la valoración

N = normalidadde la disoluciónde HCI.

Losresultadosfinalesseexpresaronentéminosdeporcentajedeextractoseco.
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11.3.5.2.PREPARACIONDE LAS MUESTRAS UTILIZADAS EN LA DETERMINACION DEL

NITROGENOSOLUBLE EN AGUA, NO PROTEICO,SOLUBLE EN ACIDO FOSFOTUNOSTICOAL

5%, SOLUBLEEN ACIDO SULFOSALICILICO AL 5% Y BASICOVOLATIL TOTAL.

Lasmuestrasde salchichón,de 40g depesolas delprimerdíade maduración(masasin

embutir) y de 30g las de los díassiguientes,se homogeneizaronen aguadestiladahasta

conseguirun volumen final de 350 ml duranteel tiempo necesariopara obteneruna

consistenciasemilíquida.Seguidamente,secentrifugarona 6500 x g a 40C durante6

minutos.El líquido sobrenadantesefiltró a travésde papelWhatmann2 4. El sedimentose

sometióa una reextraccióncon 100 ml de aguaen lasmismascondiciones.Estesegundo

sobrenadantese filtró y se unió al primero, registrandoel volumen final.. Despuésse

conservóen congelaciónparasuposterioranálisis.

II.3.5..3. DETERMINACION DEL NITROQENOSOLUBLE EN AGUA (NSA).

Unapartealícuota(25m1)del extractoobtenidosegúnseha detalladoen 11.3.5.2. se

evaporóa sequedaden unaestufaa 1 100C de temperatura..Sobrela muestradesecadase

determinóel porcentajede nitrógenoporel métodoKjeldahl, comosedescribeen 11.3.5.1.

Lasdeterminacionesseefectuaronsiemprepor triplicado y el resultadofinal seexpresóen

gramosde nitrógenopor 100 g de extractoseco.

II..3..S.4. DETERMINACION DEL NITROGENONO PROTEICO(NNP7>.

A 50 ml del extractoobtenidosegúnsehadescritoen 11.3.5.2, seañadióun volumen

igual deunasoluciónde ácidotricloroacéticoal 25%. Sedejóen reposo30 minutosa40Cy

despuéssefiltró atravésde papelWhatmann2 2.El filtrado sesometióa desecacióna 1 100C

durante12-15horas.Posteriormente,se determinóel contenidoen nitrógenopor el método
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Kjeldahl, segúnse ha descritoen 1I..3.5.l. El resultadofinal seexpresóen gramosde

nitrógenopor 100gde extractoseco.

11.3.5.5.DETERMINACION DEL NITROGENOSOLUBLE EN ACIDO FOSFOTUNGSTICOAL

5% (NSF).

A partir del filtrado obtenidosegúnseha apuntadoen 11.3.5.2,se tomó una parte

alícuotade 50 ml a la que se añadió otro volumen igual de una solución de ácido

fosfotúngsticoal 10%paraprecipitarlas proteínasy los péptidosde pesomolecularsuperior

a 600 D. Se dejóreposarla mezcladurante30 minutosa40C y despuéssefiltró atravésde

papelWhatmann2 2. El filtrado obtenido seevaporéa 1 100Cdurante 12-15 horas.El

nitrógeno se determinópor el método Kjeldahl, como se ha descritoen 11.3.5.1. Los

resultadosseexpresaronen gramosde nitrógenopor lOOgde extractoseco.

11.3.5.6.DETERMINACION DEL NITROGENOSOLUBLE EN ACIDO SULEOSALICILICO AL

5% <NSS).

La cuantificacióndel nitrógenosoluble en ácido sulfosalicílico al 5% serealizó

utilizandoel reactivode ninhidrina,quesepreparómezclandopartesigualesde ninhidrinaal

4% en etilénglicol monometilétery de cloruro estannosoal 0,16%en tampóncitrato0,2M a

pH5..

Las muestrasempleadasfueronpartesalícuotasdel extractoobtenido segúnse ha

descritoen 11.3.5.2..A un volumende dicho sobrenadanteseañadióotro volumenigual de

unasoluciónde ácidosulfosaliciicoal 10%paraprecipitarlasproteínas,péptidose incluso

diaminoácidos,permaneciendosolubleslos aminoácidoslibres (Reiter y col., 1969). La

mezclasedejóreposar17 horasa 0-FC.Posteriormentesefiltró atravésdepapelWhatman

n9 2 y su pH seajustóa 5 con NaOH. Despuésserealizarondilucionesde las muestrasen

matracesaforadosde25 y 50 ml de capacidad,dependiendode la concentraciónde nitrógeno

solubleenácidosulfosalicílicoal 5% esperada.A 1 volumendecadamuestraasípreparada
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seañadieron3 volúmenesdel reactivode ninhidrina. Despuésde agitados,los tubosse

introdujeronen un bañode aguahirviendodurante30 minutos.A continuaciónseenfriaron

al chorrode aguay seañadieron8 ml de alcohol n-propílico al 50%. Seagitaronlos tubos

enérgicamente,se dejaronreposar10 minutos a temperaturaambientey se leyó su

absorbanciaen un espectrofotómetro“Kontron” mod. Uvikon 820 o “Hitachi” mcdU-2000

a 570 nm. La lecturaobtenidase interpolóen unacurvapatrón(figura II..l), hechacon

diferentesconcentracionesde glicina y confeccionadacadavez que sepreparóel reactivo,

calculándosedespuésla cantidadde NSS en mg Gly/lOOg de extractoseco.Parafacilitar la

comparacióncon otras fraccionesnitrogenadas,los resultadosfinales seexpresaronen

mgN/lOOgde extractoseco.. El pesomolecularde la glicina esde 75,1,del que 14,007

correspondeal únicoátomode nitrógenoqueposeedichoaminoácido.Portanto, el 18,65%

de la moléculacorrespondeal nitrógeno.El cálculoserealizóaplicandola siguientefórmula:

NSS (mgN/100gE.S.) = Cx P/100

donde,

C cantidaddeNSS expresadaen mgde glicina en lOOgdeextractoseco.

P porcentajedela moléculadeglicinacorrespondienteal nitrógeno.

2,0

o 1,5
1~

n
~ 1,0
u
5-

~ 0,5

0,0
0 10 20 30 40 50 60

Glicina (nig/l)

Figura11.1. Gráficapatrónparala determinacióndelnitrógenosolubleen ácidosulfosalicílico
al 5% medianteel reactivode ninhidrina..
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11.3.5.7.DETERMINACION DEL NITROGENOBASICO VOLATIL TOTAL (NBVT).

La determinaciónserealizósegúnla técnicadescritaporPearson(1973).

Paraprepararel reactivodelácidobórico de Conwaysemezcióun volumen(100 mí)

de unadisoluciónal 5% de ácidobórico en alcoholetílico del95%con3,5 volúmenesde agua

destilada..Cuandoel ácidosehubodisuelto,seañadieron5 ml de un indicadorcompuestopor

unasoluciónalcohólica(p/v) de rojode metilo al 0,066%y verdede bromocresolal 0,033%.

DespuésseañadióNaOHhastaobtenerun colorrojizo ténuey alcoholetílico(96%,y/y) hasta

alcanzar5 volúmenes.

Paradeterminarel nitrógenobásicovolátil total secolocaron2 ml del reactivode ácido

bóricoen el compartimentocentraldeunaunidadde microdifusióndeConwayy sedepositó 1

ml del sobrenadanteobtenidosegúnseha descritoen 11.3.3.2en el compartimentoextenor..

Después,el ladoesmeriladode la tapade la unidadsecubrió congrasaparaesmeriladosy se

colocósobrela placadejandounapequeñaaberturaen el compartimentoexterior.A travésde

estehueco se añadió 1 ml de una soluciónsaturadade K2C03 y sedeslizó la tapa hasta

conseguir un cierre hermético. La unidad se dejó reposaruna nochea temperatura

ambiente..Al día siguientesetituló el nitrógenobásicovolátil fijado porel reactivodel ácido

bórico conunasoluciónde ácidosulfúrico0,0143N.

El cálculode la cantidadde nitrógenobásicoserealizóteniendoen cuentaque 1 ml de

0,0143Ndeácido sulfúrico gastadoen la titulación equivalea0,2 mgde nitrógeno.

El resultadoseexpresócomomg de nitrógenoen lOOg de extractoseco.Todaslas

determinacionessehicieronpor triplicado.
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II.3..5.8. DETERMINACION DE AMINOÁCIDOS LIBRES..

11.3.5.8.1.Preparaciónde las muestras.

.

En todaslas experienciassepartió de lOg de salchichón..La muestra,junto con50 ml

de aguadestiladay 0,5 ml de una disoluciónen HCI 0,2Nde norleucinade concentración

lOmg/ml (estándarinterno), se trituró en un homogeneizador“Polytron” hastaque adquirió

unaconsistenciasemiliquida..Se midió el volumenalcanzadoy se centrifugóa 6500 x g

durante6 minutosa40C.El líquido sobrenadantesefiltró atravésde papelWhatmann2 2.

Unapartealícuota(10 mI) del sobrenadanteseprecipitócon 10 ml de unasoluciónde

ácido sulfosalicílicoal 10%y sedejó en reposodurante17 horas a 40C.De estamanerase

consiguióla precipitaciónde la mayoríade loscompuestosnitrogenados,permaneciendolos

aminoácidoslibresendisolución.El sobrenadantesefiltró atravésde papelWhatmann2 2 y se

tomaron 10 ml. Despuésseajustó el pH a 7 con NaOH, teniendosiempreen cuentael

volumenañadidoparala realización deloscálculos.

11.3.5.8.2..Preparacióndela soluciónvatrónde aminoácidos

.

Lassolucionespatrónseprepararonapartir de productos“Sigma”.

Se utilizaronaquellosaminoácidosque estánpresentesnaturalmenteen la came,es

decir, las formasL de ácido aspártico,ácido glutámico,hidroxiprolina,asparagina,serna,

glicina, glutamina,histidina, treonina,alanina,prolina,arginina,cisteina,tirosina, valina,

metionina,isoleucina,leucina,fenilalanina,triptófano y lisina, másel aminoácidoutilizado

comoestándarinterno (norleucina).La soluciónpatrónsepreparódisolviendola cantidad

adecuadadecadauno de ellosen unasoluciónde HCl 0,2 N paraobtenerunaconcentración

final de 1 mg/ml.

La soluciónpatróndeL-norleucina(estándarinterno)sepreparóde igual forma,pero

la concentraciónfinal fue de 10 mg/ml.
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11.3.5.8.3.Derivaciónde los aminoácidos

.

La obtenciónde los derivadosde los aminoácidosse realizó siguiendoel método

descritopor Yangy Sepúlveda(1985>conalgunasmodificaciones.

La solución de marcadosepreparó, inmediatamenteantesde su uso, con alcohol

etílico absoluto,trietilamina y fenilisotiocianatoen proporción7:2:1. La derivaciónde los

aminoácidosse realizóde la siguienteforma: semezclaron200gí de la soluciónde marcado

con 20~xl de la muestrapreparadacomosehadescritoen 11.3.5.8.1.De igual forma sederivó

la disoluciónpatróntodoslosdíasen queserealizóla cromatografía.

La mezclase agitóy sedejó reposardurante10 minutosy despuésseevaporóhasta

sequedaden corrientede nitrógenoen un bañode aguaa520Cdurante20-30minutos(Beaver

y col.., 1987). Más tarde seprocedióa la resuspensiónde los derivadosen SOOgl de tampón

fosfato0,5 M, pH 7,4 con5% de acetonitriloparael patrón y en 200gí paralas muestras.

Antesde su inyecciónen el cromatógrafo,tanto lasmuestrascomolos patrones,se

filtraron a travésde filtros “Millipore” de 0,45¡.tm de tamañode poroy seconservaronen

refrigeraciónhastasu uso. Finalmente,seinyectaron20 ~Ilen el cromatógrafo.

II.3..5.8.4.Cromatoerafíade los aminoácidos

.

Losaminoácidosseanalizaronporcromatografíalíquidade altaresolución(HPLC)

en un cromatógrafo“Beckman” mod.. 3390 provisto de un programadormcd.. 420, dos

bombasmod. 110 y un detectorde luz ultravioleta mod. 160. El cromatógrafoestaba

conectadoaun registrador-integrador“Hewlett-Packard”mod.. 3394.Seemplearoncolumnas

metálicasrellenasde PellicularODS-2sobreSpherisorbsumistradaspor la firma “Synxta” y

columnasrellenasde SupelcosilLC-18, de “Supelco”. Ambos tipos de columnateníanun

tamañodepartículade Si.tmy unasdimesionesde 4,6x250mm.. La columnase termostató

incluyéndolaen un dispositivode vidrio diseñadopor la autoraa tal fin. El dispositivocontenía

en ambosextremossendosconductosparala. circulaciónde aguaimpulsadapor un baño

termostado..
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11.3.5.8.5..Disolucionesempleadasen el análisisde los aminoácidosllJ~j~

DisolventeA: Acetatosádico0,03M, pH6,8, con0,05%de trietilamina(y/y).

DisolventeB: Acetonitrilo y agua(90/10) (y/y).

El aguadestiladanecesariaparaprepararlas disolucionesseobtuvoen un sistemade

purificaciónde agua“Mihi-Q” de Millipore.

Los rectivosutilizados fueroncalidad HPLC y se desgasificaron antes de su

utilizaciónporultrasonicaciónen un aparato“Bransonic”mod.42,efectuandovacíomediante

unabomba“Eyela” mod..A-36.

Lasdisolucionesde sustanciasinorgánicassefiltraron a travésde filtros “Millipore”

HA y 0,45p.tmde diámetro de poro y las orgánicasa través de filtros “Míllipore” FH y

0,50j.tm.

11.3.5.8.6.Condicionescromatom~4ficas

.

La fasemóvil estabaformadapor unamezcladel disolventeA y el disolventeB (su

composiciónpuedeverseen11.3.5.8.5).

La elucióncomenzóconun flujo de la fasemóvil de lmI/min y el gradientede elución

se inició con un porcentajede la soluciónB del 4%, alcanzandoa los 32 minutosel 38,5%.

Despuéssefueincrementandohastael 99%y l,5m1/minde flujo en 5 minutos,manteniéndose

estascondicionesduranteotros 15 minutos.Desdelos 52 alos57 minutosel flujo seredujoa

lmI/min y el porcentajede la soluciónB descendióaun 4%. Estascondicionespermenecieron

constanteshastalos 67 minutos, restableciéndoseasí las condiciones iniciales de la

cromatografía.La separaciónseefectuóa unatemperaturaconstantede 350C,

La detecciónserealizóconun detectorultravioletaaunalongitudde ondade 254nm.

11.3.5.8.7..Identificación y cuantificaciónde los aminoácidos

.

La identificaciónde los aminoácidosserealizó basándoseen los tiemposde retención
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de los aminoácidosanalizados.Estos tiempossecompararoncon los obtenidoscon los

aminoácidospatronescromatografiadosen igualescondiciones.

La cuantificaciónserealizó basándoseen que la concentraciónde cadauno de los

aminoácidosseparadosy detectadosapartir de la muestraesproporcionalal áreacomprendida

dentrodel pico correspondienteobtenidoenel cromatograma.

Secalculóun factorderespuestaparacadaaminoácidoen los patronesempleadosen

la calibraciónde la siguienteforma:

FR = Api/Apa

donde,

FR = factorderespuestaparael aminoácidocorrespondiente.

Api = areacorrespondienteal estándarinterno(L-norleucina)enel cromatogramade

la disoluciónpatrón..

Apa= areacorrespondienteal aminoácidoenel cromatogramadela disoluciónparrón.

La concentracióndecadaaminoácidoen la muestraanalizadasedeterminóaplicando

la siguienteexpresión:

Aminoácido«tg/g) = Frx Amax Cpi x 1000/Anipi x M

donde,

Fr = Factorderespuestaparacadaaminoácido

Ama= Area decadaaminoácidoen la muestra

Cpi = Concentracióndelestándarinternoen la muestra(~.tg)

Ampi = Areadelestándarñnemoen la muestra

M = p.gde muestradeembutidoenel volumeninyectado

Los resultadosse expresaronfinalmenteen mg de aminoácidopor 100 gramosde

extractoseco.
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II.3..5.9. DETERMINACION DE AMINAS.

11.3.5.9.1.Extracciónde lasaminas

.

La extracciónde lasaminasserealizó segúnla técnicadescritapor Spinelli y col.

(1974).

En todas las experienciasse partió de muestrasde lOg de embutido. La

desproteinizaciónserealizóhomogeneizandola muestracon40 ml deácidoperclórico0,6 N.

Al mismo tiempo se añadió 1 ml de 1.6 hexanodiaminacomoestándarinterno. Una vez

conseguidaunaconsistenciasemilíquida,el homogeneizadosecentrifugóa 6500 x g durante6

mm. a 40C.El líquido sobrenadantesefiltró atravésdepapelWhatmann2 54 y el sedimentose

volvió aextraerconaguadestilada.Finalmente,el aguaprocedentede la segundaextracciónse

mezcléconel filtrado obtenidodel líquidosobrenadantey seadicionóKOH 6 N a la mezcla

resultantehastaobtenerun pH de 6,0.

Las salesinorgánicasde percloratoseprecipitarondespuésporenfriamientoen un

bañode hielo picadodurante20 minutos.A continuaciónsefiltró el líquido sobrenadante,el

precipitadose lavó con aguadestiladay se mantuvodurante15 mm.. en un bañode hielo

picado..El líquidode lavadodel precipitadosefiltró y el filtrado resultantesemezclócon el

líquido sobrenadanteobtenidoanteriormente.La mezclaobtenidase saturó con NaCí a

temperaturaambientey su pH se ajustó a 13 con NaOH 10 N; a continuación,se le

adicionaron60 ml de unamezclade cloroformo/n-butanol(1/1) (y/y) (Farm y Green,1965).

La mezclafinal se agitó vigorosamenteen un embudode decantación,retirándosela fase

orgánica.Posteriormente,los restosde la mezclasaturadacon NaCí se lavaroncon 60 ml

adicionalesde la mezclade cloroformo/n-butanol(1/1) (y/y) y el extractoobtenidose mezclé

con la faseacuosaresultante,procedentede la decantaciónanterior. La mezclase agité

vigorosamenteen un embudode decantación,despreciándosela faseacuosa.

Lasfasesorgánicasobtenidasen las dos decantacionessemezclarony depósitaronen

un matrazquecontenía15 ml de HCI 0,2 N.. A continuación,la mezclasevertióen un embudo
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de decantacióny sele añadieron100 ml de hexano.Trasagitarvigorosamente,la faseacuosa

(inferior) sepasóa un matrazde rotavapory la faseorgánicaselavó con 15 ml másde HCI

0,2 N.. Trasagitarla mezcla,la faseacuosasedepositóen el matrazqueconteníala primera

fracciónacuosay seprocedióa su evaporaciónasequedaden un rotavapor“Btichi” mod. EL,

acopladoa un baño termostatadoy conectadoa un sistemade vacíoproporcionadopor una

bombasimilar ala utilizadaenla desgasificación(verapanadoII..3..S.8..5).

El concentradoresultantesedisolvióen 5 ml de unadisoluciónsaturadadeNaHCO3..

Trasagitarla disolución,seprocedióa laderivacióndel extractoamínico.

II.3..5.9.2. Prenaracióndelos derivadosdansilo

.

Del matrazqueconteníalos extractosde aminassepipetearon250 111 y se vertieron

sobre5 ml de unasolución de cloruro de dansiloen acetona(5 mg/mí, plv). La mezclase

mantuvoatemperaturaambientedurantetodala noche..

Lospatronessederivaronañadiendo25 111 de la disoluciónqueconteníalas aminasa

5 ml de clorurodedansiloen acetona(5 mg/ml, p/v).

11.3.5.9.3.Extracciónde lasaminasdansiladas

.

Una vez obtenidoslos derivadosdansilo,sedisolvieron en 15 ml de aguay se

extrajerondos vecescon otro volumenigual de éter dietílico. La faseetéreaseevaporóa

sequedadmediantecorrientede nitrógenoen un baño termostatadoa 50
0C. El extractose

disolvió enSmIde acetonitriloy seinyectaron20 j.tl deestasoluciónen el cromatógrafo..

II..3..5..9.4. Cromatoaafíade las aminas

.

Lasaminasseanalizaronpor cromatografíalíquida de altaresolución(HPLC) enel

aparatoBeckmany en las columnascromatográficasespecificadosen el apanado11.3.5.8.4.
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11.3.5.9.5.Disolucionesempleadasen el análisisde las aminas

.

DisolventeA: Acetatosódico0,01 M, pH 4,2 y tetrahidrofurano(95/5) (y/y).

DisolventeB: Acetonitriloy tetrahidrofurano(90/10) (y/y).

LosproductosutilizadosfueroncalidadHPLCy sedesgasificaronporultrasonicación

a vacío (verII.3..5.8.5). Lasdisolucionesde sustanciasinorgánicasse filtraron a travésde

filtros “Millipore” HA y de 0,45 j.tm de diámetrodeporoy las orgánicasen filtros “Millipore”

FH y de 0,5 gm.

II..3.5..9.6.Condicionescromatoráficas

.

Seobtuvounabuenaresolucióncromatográficaeluyendolasmuestrascon unafase

móvil formadapor una mezclade las disolucionesA y B cuyacomposiciónse cita en

11.3.5.9.5.La elución serealizó a flujo con~tantede la fasemóvil (1,5 mí/mm) con un

gradientede elución quecomenzócon un porcentajede la soluciónB del 50%, aumentó

gradualmentehastaalcanzarel 90% a los 25 minutosy semantuvoasíhastael minuto 27.

Desdelos 27 alos 32 minutos,el porcentajede la disoluciónB bajó a un 50%,permaneciendo

asíhastalos 38 minutosparareestablecerlascondicionesinicialesde la cromatografía.

La separación se efectuó a una temperatura constantede 350C, que se consiguió

introduciendola columnaen unacamisadevidrio construidacontal fin y conectadaaun baño

termostatado..

La detecciónserealizó conun detector ultravioleta a una longitud de ondade 254nm..

I1.3..5.9.7.Preparacióndelasdisolucionespatróny del estándarinterno.

.

Lassolucionespatrónseprepararonapartir de productos“Sigma”..

Se utilizaron las siguientesaminaspatrones:triptamina,putrescina,cadaverina,

tiramina,espermina,espermidina,feniletilaminae histamina,y, comoestándarinterno, 1,6

hexanodiamina.

Tantolas disolucionespatróncomola delestándarinternoseprepararondisolviendo
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la cantidadadecuadade cadaaminaen unadisoluciónde HCI 0,1 N para obteneruna

concentraciónfinal de 10 mg/ml.

11.3.5.9.8.Identificaciónde las aminas

.

La identificaciónde las aminassellevó acabobasándoseen los tiemposderetención

de las aminasanalizadas..Estostiempos se compararoncon los de las aminaspatrones

cromatografiadasen las mismascondiciones.

II.3.5..9.9.Cuantificaciónde las aminasidentificadas

.

La determinacióncuantitativase basaen el principio de que los pesosdecadaunode

los componentesseparadosen la mezclason proporcionalesalas áreascomprendidasdentro

de los picoscorrespondientesdel registrográfico.

Los factoresde correcciónde la mezclade calibraciónde las aminasutilizadasse

determinaroncalculandoel áreadel pico de cadaamina y aplicandoposteriormentela

expresión:

Fx = X..Ac/C,Ax

donde,

Fx = Factordecorrecciónparala aminacorrespondiente.

X = Concentraciónde la aminapatróncorrespondiente.

Ac = Area medidaparael estándarinterno(1,6 hexanodiamina)..

Ax Area medida en el registrador para el correspondientepatrón..

C = Concentracióndelestándarinterno(1,6 hexanodiantna)..

La tasade cadaaminadelasmuestrassedeterminóde acuerdocon la expresión:

AminasQig/g) = Fx.Ax.C/Ac..M

donde,

Fx = Factorde correcciónparacadaamina,obtenidocomosehadescritoen el párrafo

anterior..
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Ax = Area medidaenel registroparala aminacorrespondiente..

C = Concentracióndel estándarinterno(~.tg).

Ac = Area medidaenel registroparael estándarinterno..

M = Pesode la muestrade embutido(g).

Los resultadosse expresaronfinalmenteen mg de aminoácidopor 100 gramosde

extractoseco.

11.3.6. Métodos microbiológicos.

11.3.6.1.PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

Seobtuvieronasépticamente10 g de embutidoy setrituraronen un homogeneizador

“Stomacher”con90 ml de aguadepeptonaal 1% estéril.

11.3.6.2.PREPARACIONDE LOS MEDIOS DE CULTIVO.

Seefectuóde acuerdocon las instruccionesde la casasuministradora(“Oxoid”). En el

casodel agarMRS seajustóel pH a 5.6 con ácido acéticoglacial.Todos los mediosse

sometieronaun tratamientotérmicode 20 minutosa 1210Cenautoclave..

11.3.6.3.MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS.

Los mediosdecultivo empleadosen los recuentosfueron:

a) Agar para recuento en placa (PCA) con 1% de NaCí. Seempleócomomediopara

recuentode microorganismosviablestotales..

b) Agarde Man,Rogosay Sharpe(MRS).. Seutilizó parael recuentoy aislamientode

bacteriaslácticas(Man y col.., 1960),ajustandoel pH a 5,6 y haciendolassiembrasen doble

capa.

c) Agarmanitolsal (MSA). En él serealizóelrecuentodelas micrococáceaspresentes

en el embutido.
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11.3.6.4.PREPARACION DE LAS DILUCIONES.

Lasdilucionesseprepararonapartir de la muestrahomogeneizadacomosedescribe

en 11.3.6.1,tomandode ella 1 ml que se depositóen un tubo quecontenía9 ml de aguade

peptonaestérilal 1% con0,85%de NaCí. Despuésde agitadoel tubo, se tomó 1 ml quese

añadióa un nuevo tubo con 9 ml de aguade peptonaestéril y así sucesivamente,hasta

conseguirladilución deseada..

11.3.6.5.SIEMBRA EN PLACAS.

De acuerdo con el número de microorganismos viablesesperado,setomó 1 ml de las

dilucionesdeseadasy sedepositóen placasde Petri. A continuaciónse vertió una cantidad

suficientede Agar a unos45W paracubrir el fondo de la placa; después,éstasseagitaron

suavementeparahomogeneizarla muestray el ágar..En los recuentosde bacteriaslácticasen

Agar MRS, unavez solidificadoel Agar, seañadióotra capade medioparacrearcondiciones

microaerófilas.Entodoslos casosse sembraron2 placasde cadadilución.

La incubaciónde microorganismosviablestotalesy de micrococáceasseefectuóen

una estufaa320Cdurante48 horas,y la de bacteriaslácticasala mismatemperaturadurante72

horas.

Tras la incubaciónse realizó el recuentode lascoloniaspresentesen las placas,

considerandoválidoslos valorescomprendidosentre30 y 300 colonias.Los resultadosfinales

seexpresaronen log u.f.c./gramode muestra.

11.3.7. Análisis sensorial.

11.3.7.1..PANEL DE CATADORES.

El jurado secomponía,comomínimo, de 18 catadores,a quienespreviamentese

explicó condetailelas característicasde laspruebasarealizar.
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11.3.7.2. PRUEBAS SENSORIALES.

11.3.7.2.1..Pruebatrianuular

.

Estapruebadediferenciaciónserealizóde acuerdoconla normaTC 34/SC12 de la

1.5.0. (International Standards Organization).

A cadacatadorsele presentarontres muestrasy sele informó quedosdeellaseran

igualesy debíanidentificarla distinta..La probabilidadde elegiral azarla muestradistintaesde

1/3.

Lasrespuestasseinterpretaronsegúnlas tablasespecificadaspor la normaI.S.O.

11.3.7.2,2.Pruebaureferencial

.

Sepresentaronal mismo grupo de catadoresunamuestradistintade cadalote de

embutidosfabricado.El juradodebíacajificarel color,apariencia,texturay sabor,con arreglo

a unaescalahedónicade 1 (muymalo) a 10 (muy bueno).Despuéssecalculó la mediadelas

puntuacionesparacadaunade las característicasexaminadasy sedeterminóel valor de la

calidadglobalde cadaloteconarregloala siguienteecuación:

Calidadglobal= ~cax 0,1 + PtxO,25+PfxO,65

donde,

~ca= puntuaciónmediadelcolory apariencia.

Pt= puntuaciónmediadela textura.

Pf = puntuaciónmediadel sabor.
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111.1. EMBUTIDOS DE LOS LOTES CONTROL.

El presentetrabajoseplaneéconel objetivo globaldeestudiarel efectode la adición

deproteinasasexógenasen la maduracióndelos embutidosconel fin de conocersi sonútiles

para acortarel procesomadurativoo, alternativamente,potenciarel sabory aromadel

producto final. Para ello, se realizaronuna serie de experienciasconsistentesen la

elaboraciónde embutidosexperimentalesa los que se afladieron diversasenzimas

proteolíticasendiferentesdosis.Evidentemente,encadaexperienciaseelaboréun lote de

embutidossinadicionarproteinasa,quesirvió comocontrolencadacaso.

La autoraopinaque, en investigacionesde estanaturaleza,esnecesariotambién

comprobarquela evoluciónde los parámetrosseleccionadosparasuanálisis,derivadosde

los fenómenosque acaecenduranteel procesomadurativose ajustaa lo que ocurre

normalmenteen un embutido convencional.En definitiva, este primer capítulo se ha

preparadocon el fin deanalizarel comportamientode los embutidoscontroles.Además,los

resultadosobtenidosconestoslotes sediscutenconjuntamenteparaevitar asírepeticiones

innecesariasen los capítuloscorrespondientesa cadaunade las proteinasasusadasen el

trabajo.

111.1.1. EvoluciÓn de los parámetrosfisicoquímicos.

111.1.1.1.EXTRACTO SECO.

La evolucióndel extractosecode losembutidoscontrolesserecogeen la figura 111.1.

Las gráficasquese obtuvieronfueronsimilaresen todos los lotes.Los valoresiniciales

fueronsiempreen tomo al 40% y la pérdidade humedadseprodujode forma constantey

graduala lo largo de la maduraciónllegándosea cifras finales muy parecidas,aunqueel

control 1 alcanzóun valorligeramentemayor.Noobstante,en la figura puedeobservarseque

los resultadosintermediosquemássedesviaron(alrededorde un 10%) fueronlos delcontrol
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3 respectoa los otrostres lotes.Obviamente,la pérdidade humedaddependeestrechamente

de la humedadrelativade la cámarade maduraciónpero,comoel programadedichacámara

fue en todos los casossemejante,las diferenciasintermediasobservadasentrelos lotes

puedenatribuirseala heterogeneidadde la muestray, deformapanicular,ala materiagrasa

que, muchasveces,no estádistribuidahomogéneamente,lo queoriginafluctuacionesen la

composiciónde la materiagrasaquerepercutenenel extractoseco.
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Figura 111.1. Evolución del extracto seco en los embutidoscontrolesdurantela
maduración.
Control 1 ( O ); control2 (U ); control3 ( A ); control 4 (@ ).

Enel lote2 el períodode maduracióndurósólo 14 días,mientrasqueen los otrosse

prolongóhasta26. La razónde acortarel períodomadurativode dicholote fue el excesivo

ablandamientoobservadoenel mismo,debidoala actividadde la aspartilproteinasa(véase

111.3.4).Estedefectoaconsejóno seguirconla experiencia.Siel procesohubierasidomás

largo, los resultadosfinalesde extractoseco se habríanacercado,contodaseguridad,a los

obtenidosparalos otros lotes.

Teniendo en cuenta sólo los resultadosfinales de los extractos secos,

independientementedel tiempode maduraciónal quefueronsometidos,sepuededecirque
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los valoresregistradosen el controlde los lotes 1 y 4 fueron similaresa los citadospor

Wardlaw y col (1973) en embutidosamericanos,por Baumgartnery col. (1980) en

productosmaduradosa 150C y por Santamaríay col. (1992b) en chorizo de Pamplona

comercial.En los demáslotes, los resultadosobtenidosse ajustanmása los reseñadospor

Mendozay col. (1983) en el chorizo a los 34 díasde maduracióny por Incze (1987) en

salamihúngaro.Ferrery Arboix (1986b)describieronresultadossimilaresen el salchichón

deVich, perodespuésde variosmesesde maduración.Es posibleque la menorpérdidade

aguaen embutidosde largos períodosde maduraciónestérelacionado,ademásde con la

humedaddelentorno,con la ausenciade carbohidratos,comoel casodel salchichónde Vich,

lo queocasionaun menordescensodel pH y, por lo tanto,menordesnaturalizaciónproteica

(Gdkalp, 1986) y unapérdidamenorde água,dado que se está más lejos del punto

isoeléctricode lasproteínascanicas.Asimismo,sehandescritovaloresde extractoseco

superioresa los halladasen estetrabajo,comolos ofrecidospor Barrancoy col. (1985)y

Domínguezy col. (1988)parachorizo.

A pesarde estasdiferencias,puededecirseque los resultadosobtenidosen este

trabajocaende lleno en el amplio intervalode valoresdescritosparael extractosecode

diferentesembutidosfermentados.Es difícil que las tasasde extractoseco coincidan

plenamente;ya seha comentadoanteriormentela dependenciade esteparámetrode la

humedadrelativadelentornoy de la heterogeneidadde lamuestra.

111.1.1.2.ACTIVIDAD DE AGUA (aw).

La representacióngráficade la evoluciónde la actividadde aguade los embutidos

controlesserecogeen la figura 111.2.

Los valores iniciales fueronprácticameteigualesen todos los casos(0,96-0,97).

Todoslos embutidosmostraronuna evolución lineal descendentey los resultadosfinales

fueronmuy semejantes(0,86-0,87).El lote 2, maduradodurante14 días,presentéunos

valoressemejantesalos otros treslotesen un tiempode maduraciónequivalente.
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Losresultadosobtenidosal final dela maduraciónsonmuy similaresa los reseñados

por Santamaríay col. (1992a)en diferentesmarcascomercialesde chorizo de Pamplona,

aunquela aw fuera ligeramentemayoren aquéllos(0,95) queen éstos(0,93) al final del

estufado.Tambiénsonsemejantesalos obtenidosalo largode la maduraciónpor Stiebingy

RÓdel(1988)en embutidosde 60 mmdccalibre,si bien los salchichonesobjetodel presente

estudiotuvieronun calibremásreducido(30 mm). Unaevoluciónsemejanteesla descrita

porBaumgartnery col. (1980)en embutidoCervelatde 60 mmdccalibrey maduradoa 15W

durante28 días.Astiasarány col. (1990a)estudiaronla a~dechorizosdepicadodediferente

grosor.Los valoresdea~de los salchichonesdelpresentetrabajo(depicadofino) separecen

mása losde los chorizosde picadogrueso(0,89)dc los autoresantescitadosquea la delos

chorizosde picadosimilar (0,83),lo quesepuedeatribuir a que,en el presentetrabajo, la

temperaturade secadofue másbaja(12Wfrentea 15-18W),perdiéndoseunacantidadmenor

de agua.

1,00

0,96

0 0,92

0,88
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30

Figura111.2. Evoluciónde la actividadde agua(a~) en los lotesde embutidoscontroles
durantela maduración.Control1< 0 ); control2 ( U ); control3 ( A );
control4 ( e ).
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111.1.1.3.EVOLLJCION DEL pH.

La evolucióndel pHde loscontrolesalo largo de la maduraciónserecogeen la figura

111.3. En todosloscasosseprodujoun marcadodescensodel pHen las primeras48 horasde

maduración,registrándoseel valor mínimo entrelos díasquinto y undécimo,parasufrir

posteriormenteun ligero aumentohastael final del proceso.Los valoresinicialesfueron

inferioresa 6,0en treslotes(1,2y 3) y algosuperior(6,1)en el cuarto.

6,2
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CM 54
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Figura111.3. Evolución
Control 1 (

delpH en los lotesde embutidoscontrolesdurantela maduración.
O );control2(U );control3(a );control4( e).

LosvaloresdelpH queseregistraronen el lote 1 fuerondiferentesde los observados

enel resto;la caídadelpH fue máslentay el valormenor(5,4)máselevado(alrededorde 0,4

unidades),lográndosealos 10 díasde maduración.En la bibliografíasehandescritovalores

del pH de esteorden(Ferrery Arboix, 1986b; Lois y col., 1987; Astisarány col., 1990a;

Garcíade Femandoy Fox, 1991) y, por tanto, puedenconsiderarsecomonormales.No

obstante,resultarealmenteextraifoel comportamientodellote 1 respectoalosdemás,mucho

mássi setieneen cuentaquetodoslos lotessefabricaronen la mismaindustria.El pH final

máselevadodel lote 1 sedebe,sin lugaradudas,a unamenorproducciónde ácido láctico

98



Resultadosy discusión

que, a suvez, podríaderivaren principio de una tasamásbajade los microorganismosque

componenla flora láctica. Sinembargo,estono ocurrió; compáreseatal efectola evolución

de la flora microbianaen todos los lotes (figuras111.4 y 111.5) y podráconcluirseque, en

todoslos casos,las tasasde dichasbacteriasalcanzaronvaloressimilares(algosuperioresa

108 u.f.c./g).En consecuencia,hayque concluirquela flora queprevalecióen el lote 1 no

produjoácido lácticoconla mismaeficaciaquelasbacteriaslácticasdominantesenlosotros

treslotes.En estesentido,los lactobacilosde origencárnicose hanclasificadoen acidúricos

y no acidúricosen relaciónconel pH final al quepuedendarlugar (Shawy Harding,1984).

Es aquídondehayque buscarlascausasde las diferenciasobservadasen el pH. En relación

con estehecho,puedeconcluirsela convenienciade añadircultivos iniciadoresparala

fabricaciónindustrialdeembutidos(la industriaenqueseelaboraronlos lotesutilizadosen

estainvestigaciónno los adicionan)paracontrolaral máximola producción.

Similaresconsideracionespuedenhacerserespectoal pH de la materiaprima; en el

lote4 fue 0,3 unidadessuperior(6,1) alos otros tres(5,8), aunqueal final fuerael normal.

Es otro parámetroqueconvienecontrolaren laproducciónindustrialde embutidos.

Entodos los casosseobservóun ligero incrementoen el valordelpH al final dela

maduración.LOcke (1984)lo atribuyeal aumentode la concentracióndeamoniacoy aminas.

Demeyery col. (1979)opinan,sin embargo,que no sólosedebeal aumentoen la formación

de amoniaco,sino tambiénal aumentode la concentraciónde compuestostampóny al

descensoen la disociacióndelos electrolitosya presentes.

La evolucióndelosvaloresdel pHhalladaenestetrabajoessemejanteala reseñada

por otrosautores,talescomoMendozay col. (1983)en chorizosfermentadosa20-22Wy

maduradosa 150C (condicionesmuy similaresa las empleadasen los embutidos

experimentales)y Garcíade Femandoy Fox (1991) en embutidosfermentadosa 30W,

aunqueen estecasolos valoresfinales(aproximadamentede 5,4) fueronmáselevadosque

los observadosen todoslos lotes exceptoel correspondienteal lote 1. Lois y col. (1987)

describenunaevolucióny unosresultadossimilaresa los deestetrabajoen chorizosa los
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queseles añadieronazúcares(pH final de 5,0), mientrasquelos valorescorrespondientesal

lote elaboradode forma tradicional(sin adición de azúcares)por dichosautoresfueron

bastantemáselevados(pH final de 5,7). Lo mismo sucedióen las experienciascon

salchichónde Vich (sin carbohidratos)realizadaspor Ferrery Arboix (1986b). En los

controles2, 3 y 4 los valoresde pH finales fueronmenoresque los citadospor Gókalp

(1986)en “soudjouk” turco(5,1-5,3),porNagy y col. (1989)en salamihúngaro(mayorde

5,75) y por Astiasarány col. (1990b) en salchichón(6,0), y similaresa los descritospor

Actony Dick (1976)en embutidostipo “Thuringer”, americanoy salami(5,08,5,09y 5,02,

respectivamente).

111.1.1.4. CENIZAS.

El contenidomedio(mediaaritm¿ticadelas muestrastomadasen cadalote)decenizas

expresadoen porcentajede extractosecodelos controlesfuede 9,43 %, 9,15%, 8,99% y

9,41%.Las pequeñasvariacionesobservadasentrelos lotessedeben,probablemente,a

ligerasmodificacionesenla composicióndela masainicial. Estosresultadosson ligeramente

superioresalos obtenidospor Acton y Dick (1976) endiversosembutidoscomerciales,por

Barrancoy col. (1985)y Domínguezy col. (1988) en chorizo,y por Cid y col. (1992b)en

chistorra.Cifras algomás elevadashansido citadasen salchichónde Vich por Ferrery

Arboix (1986b)y porBandeiradeOliveiray col, (1992).

¡11.1.2. Evolución de la flora microbiana.

Las figuras111.4 y 111.5 muestranla evoluciónde la flora microbianatotal, la flora

lácticay las micrococáceasdeloscontrolesde loscuatrolotesdurantela maduración.

En las tasasiniciales de bacteriasseobservaronalgunasdiferenciasentrelasque

convieneresaltar,deformaparticular,las referentesa los viablestotalesy ala flora láctica.

Dicho valor inicial en el lote 1 fue el mismoparaambostiposde flora, lo que indicaque,
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Figura111.4. Evolución de los microorganismosviables totales ( O ), de la flora
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desdeel principio, las bacteriaslácticaseranlas dominantes.Sinembargo,no ocurrióasíen

los otros tres lotes,en los quese halló una tasatotal de bacteriasentre1O6~l07 u.f.c./g

siendola de la flora lácticamuchomásbaja,de io~ u.f.c./gen el lote4 y pordebajode 102

u.f.c./g (inferioral umbraldedeteccióndel método)en los lotes2 y 3. No obstante,en todos

los lotes, los recuentosalcanzaronvaloressuperioresa í0~ tras la fase fermentativa,

aumentando,obviamente,de formamásexplosivaen los lotes2, 3 y4. Estasdiferenciasen

losvaloresinicialesreflejan,de nuevo,el tipo de elaboracióndeembutidos,sin adiciónde

cultivos iniciadores, que habitualmentepractica la industria que colaboró en las

investigacionesque se describenen la presentememoria.Si sehubieranañadidocultivos

iniciadores,la tasainicial de lactobaciloshubierasidosiempredel mismo orden.Por otra

parte,la sumadel númerodebacteriashalladoen Agar MSA (micrococáceas)y MRS (flora

láctica) no dancuentadel obtenidoen PCA (flora total), ya queaquéllafue unas10 veces

menor.En consecuencia,hayquededucirquelasbacteriasresponsablesdelrecuentototal en

el <Ma O son laspresenteshabitualmenteen la carnefrescarefrigerada,esdecir, bacterias

aerobiasOram negativas(McMeekin, 1982;Gilí, 1982),aunquedespuésseimponganlos

lactobaciloscomoreflejanla gráficaB de la figura 111.4 y las dosde la figura 111.5. Estas

consideracionesrespectoa la flora lácticano sonválidasparalasmicrococáceas,yaqueen

todoslos lotesmostraronvaloresinicialesalrededordeunaunidadlogarítmicamenoresque

losalcanzadospor los viablestotales.

Independientementede las tasas microbianas originales observadas,el

comportamientoposteriordela flora fuesimilar; la tasademicrococáceassemantuvoen los

mismosnivelesoriginaleso sufrió un aumentonuncasuperioraunaunidadlogarítmicay la

de lactobacilosseincrementóde forma marcadaen todos los lotes,pudiéndosecatalogar

dichoincrementocomoexplosivoen los treslotes(2, 3 y 4), queregistrarontasasiniciales

bajas.Estasvariacionesal alzadela flora seobservaronenlas primeras48 horasdel proceso

madurativo,justamenteen la fasefermentativadondecoexistentemperaturasy a~elevadas.

Transcurridaestaprimeraetapa,los recuentosseestabilizaronhastael final dela maduración.
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La superposiciónde las gráficasdel recuentototal y flora lácticaindicaqueéstaúltimaesla

responsablede aquel recuentoy engloba,comodiversosautoreshandemostrado(Sanzy

col., 1988),a los lactobacilos.

La evoluciónde los recuentosunavez finalizadala fasefemienrativafue semejantea

la reseñadapordistintosautores,comoSesmay Rodriguez(1976)en chorizodePamplona,

Mendozay col. (1983),Selgasy col. (1988)y Sanzy col. (1988)en otros tiposde chorizo,

G6kalpy Ockerman(1985)en embutidosturcos,LOcke (1986)eIncze(1987) en otro tipo de

embutidos.Sin embargo,todos ellos salvo Sanz y col. (1988) y Selgasy col. (1988),

observaronun descensoen los gruposmicrobianosen los últimos díasdel período

madurativo,atribuyéndoloalasvariacionesdetemperatura,pH y aw queseproducenen los

embutidosen los últimos estadiosdel secado.Estehecho no ha sido detectadoen los

salchichonesexperimentalesanalizadosen estetrabajo.Esposiblequela disminuciónde la

tasade bacteriasal finalde lamaduracióndependadeltiempode esteproceso;si essuperiora

los 2-3 mesespuedeque seamásevidente.

Por lo queserefierea las tasasmicrobianasalcanzadas,todaslas muestrasanalizadas

mostraronvaloressuperioresa los encontradospor Acton y Dick (1976) en diversos

embutidoscomerciales,tantoparaviablestotalescomoparabacteriaslácticas,y porFerrery

Arboix (1986a)paratodos los tipos de microorganismos.Por el contrario,el recuentode

flora lácticafue muy similar al citadopor Sanzy col. (1988) y Selgasy col. (1988) en

embutidosespañolesy porLOcke (1986)en salamismaduradosde maneranormalo lenta,y

bastanteinferiora los obtenidosen chorizoporMendozay col. (1983)y Domínguezy col.

(1989a).Respectoalasmicrococáceas,los recuentosfueronsemejantesa los señaladospor

Wirth (1984) y todoslos autorescitadosanteriormente,peroen ningúncasoseconvirtieron

en la flora predominante,como seha descrito,por ejemplo,en embutidosfermentados

chinos(Savicy col., 1988; Guoy Chen,1991).
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111.1.3. Estudio de la proteolisis: evolución de las fracciones

nitrogenadas.

111.1.3.1.NITROGENOTOTAL.

El contenidoen nitrógenototal expresadosobreextractosecosemantuvoconstante,

comoerade esperar(lasposiblespérdidasde nitrógenovolátil soninsignificantesparaque

puedandetectarse),a lo largo de la maduracióny en todaslas muestrasanalizadas.Los

resultadosmediosobtenidosfueronlos siguientes:

- lote 1:6,04%
- tI 2:6,42%

- 3:6,75%

- “ 4:6,21%

Lasvariacionesqueseobservaronentrelos lotespuedenreflejarla heterogenidaddel

producto,aunquesontanpequeñasquesepuedenconsiderarcomosimilares.

Estosresultadosseencuentrancomprendidosentrelos citadosen la bibliografía,

aunquetambiénsehanobtenidovaloresinferiores.Así, cifrassituadasentreel 3 y el 5 % han

sidoresefiadaspor Acton y Dick (1976) en diversosembutidoscomerciales;en chorizo,

salchichóny salamÁporAstisarány col. (1990b)y Cid y col. (1992a)yenchistorrapor Cid

y col. (1992b). Domínguez(1988),en cambio,obtuvo valoresmediosdel 6,48% para

chorizos industriales,muy semejantesa los obtenidosen este trabajo, y del 5,27% en

chorizosartesanales.Beriain y col. (1990)citan cifras mediassuperioresen casi todoslos

gruposde muestrastomadasen distintosmomentosde la maduración,que lleganincluso

hastael 7% enel mismoproducto.

El contenidoen nitrógenototal dependede la formulacióny, por tanto, los valores

descritospor unosy otrosautoresno soncomparables.Aquellosautoresquehanofrecido

valoresbajos(porejemplo,del 3%) correspondenaembutidosconpococontenidoencarne

y muchoen grasa,y viceversa.
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111.1.3.2.NITROGENOSOLUBLE EN AGUA (NSA).

En la figura 111.6 serecogela evolucióndelnitrógenosolubleen agua,en términosde

extractoseco,alo largo de la maduraciónenlos cuatrolotescontrol.

Los valoresiniciales de NSA estuvieroncomprendidosentre 1,04 gN/íOOg de

extractoseco(lote 3) y 1,38 gNIIOOg (lote 2) y al final de la mduraciónsellegarona tasas

comprendidasentre1,49gN/lOOg (lote 1) y 1,11 gN/lOOg (lote 3).

20

o
<au

WC

o

WC

~<

z

1,5

1,0

0,5

00
0 5 10 15 20 25

Tiempo (días)

30

Figura111.6. Evolución del nitrógenosolubleen agua(NSA) en los embutidoscontroles
durantela maduración.Control 1 ( o ); control2 ( u ); control 3 ( A );
control4 (e ).

En la evoluciónde la fracción NSA de cadauno de los lotes seobservaronalgunas

fluctuacionesquesehan cosideradoinherentesa la falta de homogeneidadde lasmuestras.

Un análisisglobaldela evoluciónde los cuatrolotesindicaquelos valoreshalladosencada

punto de muestreodieron lugar a gráficasque unasvecesse superponeny otras se

entrecruzan.Quizás,el lote 1 fue el quesedesvióun pocode estecomportamiento.En

cualquiercaso puededecirse,en términosgenerales,que la fracción NSA mostró una
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evoluciónsimilar en los cuatrolotes,esdecir,el NSA aumentóligeramentea lo largo de la

maduración,habiéndosecalculadoincrementoscomprendidosentreel 7 y el 16%(tabla111.1)

al tomarcomoreferencialosvaloresiniciales.

Estasconclusionesson comparables,en términos generales,a los resultados

obtenidospor otros autores.Así, Garrigay col. (1988) observarontambiénun aumento

progresivoa lo largo de la maduración,hallandovaloresalgopor encimade los iniciales

aunqueestosautoresindicaronqueen la fasefermentativaseproduceun mayorincrementoy

disminuye despuéspara mantenersea niveles constanteshastael final del proceso

madurativo.Estecomportamientoquizáseacomparableal recogidoen la figura111.6parael

lote 1. Sin embargo,sehapreferido,en nuestrocaso,no dar tantaimportanciaaesevalor,ya

quedicholote fue el único quesedesviéde forma significativade la evolucióngradualdel

NSA observadaen el restode los lotes.Sehaconsiderado,pues,comoun hechoocasional.

Los resultadosde otrosautores(Garcíade Femandoy Fox, 1991) refuerzanestaopinión,

dadoquedescribentambiénun incrementocontinuodesdeel principiohastael vigésimodía

de maduración.

1111.1.3.3.NITROGENONO PROTEICO(NNP).

La evolución del nitrógenono proteico correspondientea los controlesse ha

representadoen la figura 111.7. Los valoresinicialesfueronde 0,54 (lote 1), 0,56 (lote 2),

0,47 (lote 3) y 0,63 (lote4) gN/IOOgextractoseco.

Aunqueseobservaronalgunasfluctuacionesen estafraccióna lo largodel período

madurativo,sobretodo en los lotes2 y 3,puededecirseconcaráctergeneralquela tendencia

del NNP fuea ir aumentandoprogresivamentedurantela maduración,hallándose,respectoa

losvaloresiniciales,incrementosmayores(entreel 14 y el 80%) quelos observadosparael

NSA (tabla 111.1). Normalmente,estosporcentajeshay quetomarloscon cautela,ya que

dependenestrechamentede los valoresinicialesquesedeterminen,por lo queno sepuede

concluircategóricamentequeexistantalesdiferenciasentrelos lotes.Porejemplo,el 80,8%
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TABLA 111.1. Incremento(%) dediferentesfraccionesnitrogenadasde los
embutidoscontrolesal final de la maduración.

Lote NSA NNP NSF NSS NBVT

Control 1 16,4 29,6 14,8 212,3 69,1*

Control2 8,7 14,3 13,8 157,7 118,9

Control3 6,7 80,8 14,3 44,4 95,3

Control4 5,8 31,2 20 66,4 122,1

Todoslos datosserefierenal inicio delproceso,excepto:*Respectoal 2~ día
demaduración.

NSA: nitrógenosolubleenagua.
NNE: nitrógenonoproteico.
NSF:nitrógenosolubleen ácidofosfotdngsticoal 5%.
NSS:nitrógenosolubleen ácidosulfosalleflicoal 5%.
NIBVT: nitrógenobásicovolátil total.
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de incrementodel NNPquesecalculóparael lote 3 sedebióalbajocontenidoinicial (0,47

gNIlOOg) dadoque la tasafinal fue igual a la del lote 4. Quizáseamásprecisocalcularel

porcentajede aumentomediode los cuatrolotesa partir de las mediasaritméticasde los

valoresinicialesy finales.Deestemodo,sellegaaun porcentajede incrementomedioparael

NNPde alrededordel 40%.

Laevolucióndel nitrógenono proteicodurantela maduraciónde los lotescontrolfue

similar,en algunoslotes(1 y 4), a ladescritaporotrosautores,comoDiericky col. (1974),

LeónCrespoy col. (1985)y Lois y col. (1987),quienesdescribenun aumentoprogresivode

los valoresde NNPalo largode todo el proceso,y en otros(2 y 3) a la observadaporFerrer

y Arboix (1986b)enel salchichónde Vich, enel quelastasasdeestafracciónaumentaronen

los 10-15primerosdíasdemaduracióny despuéssemantuvieronprácticamenteconstantes

hastael final de la misma.Domínguez(1988) observópocoscambiosen estafracción,

especialmenteen chorizosartesanales.En los chorizosindustrialessí existió un aumento

marcadoen la fasefermentativa(primeras48 horas)aunquedespuéslasoscilacionesfueron

pequeñas.
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Figura111.7. Evolución del nitrógenono proteico (NNP) en los embutidoscontroles
durantela maduración.
Control 1 (0 ); control2 (U ); control3 ( A); control 4 (e).
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Por lo queserefierea los valoresabsolutosde NNP alcanzadospor los embutidos

fueron similaresa los descritospor Dierick y col. (1974),por DeMasi y col. (1990> en

embutidosfermentadosquehabíansufrido un calentamientodespuésde la fermentacióny

tambiénsemejantesa los reseñadospor Domínguez(1988) en chorizosindustriales,por

Astiasarány col. (1990b)en salchichóny salamiy por Beriain y col. (19%) en el chorizo,

aunqueen esteúltimocasola evoluciónfue distinta,ya quelas tasasinicialesfueronmayores

que las observadasen fasesde maduraciónmás tardías.En los chorizos artesanales

analizadospor Domínguez(1988),sin embargo,las cifrasfueronmarcadamenteinferiores,

tanto respectoaloschorizosindustrialesalos queantessehahechoreferenciacomotambién

a los embutidosestudiadosen estetrabajo.Lois y col. (1987)y Santamaríay col. (1992b)

tambiénobtuvieronvaloresmásbajosen chorizoy en chorizode Pamplonacomercial,

respectivamente.Por el contrario,LeónCrespoy col. (1985)en chorizoy Ferrery Arboix

(1986b)en el salchichónde Vich citan cantidadessuperioresalasobtenidasenlos controles

analizadosen el presentetrabajo,inclusoen la masainicial.

El control 2 presentóun recuentode micrococáceasentre 1 y 1,5 unidades

logarítmicassuperiora los de los otros lotes;cabríaesperarunastasassuperioresde NNP

dadoquesehademostrado(Selgas,1985)quealgunascepasde estafamilia estandotadasde

unaactividadproteolíticaimportante.Sinembargo,dicholote mostróun contenidoen NNP

similar al obtenidoen el control 1 y algo inferior al de los controles3 y 4. Parecequelas

micrococáceasexistentesenestosembutidosno ejercieronunagran actividadproteolítica,tal

comoseñalanalgunosautores(Giolitti, 1960; Montel y col., 1992), o bien que lascepas

presentesenellosno poseíanestacapacidadquesólo escaracterísticade algunascepasde

micrococáceas(Selgas,1985).

111.1.3.4.NITROCENOSOLUBLEEN ACIDO FOSFOTUNGSTLCOAL 5% (NSF).

La figura 111.8 muestrala evolucióndel nitrógenosolubleen ácidofosfotúngsticoal 5
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% a lo largode la maduraciónen los lotescontrol. Losvaloresiniciales y finalesfueron,

respectivamente,de 0,27 y 0,31 gN/lOOg de extractoseco en el control 1; 0,29 y 0,33

gN/lOOg en el control 2; 0,35 y 0,40gN/100gen el control 3 y 0,34 y 0,42 en el 4. Los

porcentajesde incrementoa lo largo de la maduración(tabla 111.1) fueron semejantes

(alrededordel 14%) en los 3 primeroslotesy algo superioren el 4 (un20%).

La evoluciónde la fracciónNSFfue paralelaencadalote ala observadaparael NNP

(compárenselas gráficasde ambasfraccionescorrespondientesacadacontrol).Porejemplo,

el lote 2 mostróun incrementodel NNP enla primensemanay posteriormentedisminuyó,lo

quetambiénocurrióparael NSF. Asimismo,los valoresdel NNP del lote 1 fueronlos que

alcanzaronlas tasasmásbajas,observándoseun hecho similar parala fracción NSF. Lo

mismopodríadecirserespectoal lote 4. Lasmuestrasde losprimerosdíasdel lote 3 fueron

solamentelas quepresentaronuna evoluciónalgo discordante,pero sólo durantela fase

fermentativa,despuésse ajustó al mismo modeloqueen el restode los lotes. Quiereesto

decirquela generacióndepéptidospequeñosy aminoácidosvaparalelaala fragmentaciónde

las proteínaspararendirpéptidossolublesen ácidotricloroacéticoal 12,5%.
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Figura 111.8. Evolución del nitrógenosoluble en ácido fosfotúngsticoal 5% en los
embutidoscontrolesdurantela maduración.
Control 1 ( O ); control2 ( a ); control 3 ( A ); control4 (e ).
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Deentretodala bibliografíarevisada,solamentesehanencontradodatoscomparables

enel trabajode Garcíade Femandoy Fox (1991).La evoluciónregistradaporestosautores

esbastantesimilar a la obtenidaen los embutidosa que serefiereel presenteapartado,no

existiendoen amboscasosgrandesoscilacionesalo largode la maduración.Noobstante,los

contenidosen NSF(referidosa nitrógenototal) citadospor estosautoresaumentaronsólo

desde,aproximadamente,el 5,5 % inicial hastael 6,5 %, mientrasqueen el lote 1 la tasa

pasóde un 4,5 % inicial alá % final yenel 2 desdeel 4 % hastael 7 %. Sin embargo,enel

lote 3 sólo aumentódesdeel 5,2 % hastael 5,9 %, siendo,por tanto, inferior al citadopor

ellos.Similaresconsideracionespuedenhacerseparael lote 4, yaquela gráficadeNSFque

seobtuvo sesuperpone,prácticamente,conka del lote 3. En el presentetrabajo,además,el

incrementoen NSFfue similar al de las otras fraccionesnitrogenadassuperiores,mientras

queGarcíade Femandoy Fox(1991) observaronun aumentomenosmarcadoenel NSFque

el quepresentaronlasotrasfraccionesnitrogenadas.

111.1.3.5.NITROGENO SOLUBLE EN ACIDO SULFOSALICILICO AL 5% (NSS).

La representacióngráficadela evolucióndelnitrógenosolubleen ácidosulfosalicffico

al 5%en los controlesa lo largode la maduraciónserecogeen la figura 111.9. Losresultados

sehanexpresadoen mgN/lOOgde extractoseco.

En todoslos lotes seobtuvoun incrementodel NSSdurantela maduración,cuya

evolución,sin tenerencuentalosvaloresabsolutos,fue muy similar ala descritapor otros

autores(Dierick y col., 1974; Ferrer y Arboix, 1986b;Beriain y col., 1990; Garcíade

Fernandoy Fox, 1991).Sin embargo,el aumentofue,entérminosabsolutos,mayoren los

embutidosquepresentaronun valor inicial menor(lotes 1 y 2) que,partiendode nivelesde

alrededorde 100 mg/lOOgE.S.,llegarona tasasde alrededorde 225 mg/lOOgE.S. (lote2) y

de algo superiora los 250 mg (lotel), perohayquetenerpresentequeesteúltimo lote se

madurésólo durante15 días.Puededecirse,pues,queambossecomportaronde forma
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similar. Por otra parte,en los otrosdos lotes(el 3 y 4), tanto la evolucióncomolos valores

absolutosfueronprácticamenteiguales(dela mismaformaqueocurrióparael NSF),como

puedededucirsede la prácticasuperposiciónde las gráficas obtenidas.Los incrementos

detectadosen ambosfueronde menorcuantíaqueen los lotes 2 y 3. ya quese partió de

nivelesen tomo a 130 mg/lOOg E.S. y apenasse llegó a los 200mg/IOOgE.S. Debido a

estasdiferencias,los porcentajesde incrementoalo largode la maduraciónfuerondistintos

(tabla 111.1), habiéndosecalculadoparalos lotes 1 y 2 valoresdel 212 y 157% y paralos

otrosdos inferioresal 70%.
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Figura 111.9. Evolución del nitrógenosolubleen ácido sulfosalicílico al 5% en los
embutidoscontrolesdurantela maduración.
Control 1(0 ); control2 ( U ); control3 ( a ); control 4 (e ).

Quizás,el hechomásrelevanteen relaciónconlos resultadosdel NSSesqueel lote 1

fue el quepresentólosvaloresmáselevadosy. sinembargo,fue el quemostrólastasasmás

bajasde NSF(figura 111.8), siendomuyparecidasparaambasfracciones,mientrasque los

otros lotesmostraronvaloresde NSSmásbajosquelos de NSF. Comoel NSFindica el

contenidode sustanciasnitrogenadasdepesomolecularinferior a600 d. (Jarrety col., 1982)
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y la fracción NSS detecta,en lapráctica,sólo aminoácidoslibres (Reitery col., 1969),esto

quieredecirqueen el lote 1 casi la totalidadde las sustanciasquecomponenla fracciónNSF

correspondea aminoácidoslibres mientas,que en los otros lotes, ademásde estas

sustancias,existentambiénpéptidospequeños(menoresde 600d).

En relacióna los resultadosde otros autores,cabedecirque losvaloresinicialesdel

NSSenlos controles1 y 2 fueroninferioresalos citadosen la bibliografíarevisada,mientras

quelos delcontrol3 fueronsemejantes.Pesea estadiferenciaen los valoresiniciales,todos

los embutidosalcanzaronlas tasasmencionadaspor Dierick y col. (1974)en embutidos

belgas,por Domínguez(1988)en chorizosindustrialesy por Astiasarány col. (1990c)en

chorizodepicadofino. Astiasarány col. (1990b)obtuvieroncontenidosligeramentemayores

al final de la maduraciónen chorizo, salchichóny salamia los observadosen el presente

trabajo,aunquehayquetenerencuentaquelosvaloresinicialeseranclaramentesuperioresa

los aquí obtenidos.Santamaríay col. (1992b), por otra parte, describenvaloresfinales

semejantesa estoscontrolesen dosde las seismarcascomercialesde chorizode Pamplona

analizadas,mientrasquelas restantespresentarontasassuperioresa los 300 mgN/lOOg de

extractoseco.Nivelesmuy superioresde NSS hansido detectadospor Ferrery Arboix

(1986b)en salchichónde Vich desdeel principiode su maduración,al igual quelosdescritos

por Beriainy col. (1990)en chorizo,dondellegarona alcanzar484mgN/lOOgde extracto

seco alas 4 semanasde maduración.Estosresultadosdistan mucho,sin embargo,de los

obtenidospor Cantoni y col. (1985) en salamis italianos,en los quese detectaron1949

mg/lOOgdemateriaseca.

En el extremoopuesto,Cid y col. (1992b) han descritovaloresmuy inferioresen

chistorra(140mg/lOOgde extractoseco),perohayqueteneren cuentael corto tiempode

maduraciónquesufreestetipo de embutido,prácticamentesólo la fermentación,e inclusola

necesidadde mantenerloen refrigeracióntrassu fabricación;esosvaloressonsimilaresalos

delos lotes3 y 4 al principiode la maduración.
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111.1.3.6.NYrROGENO BASICOVOLATIL TOTAL (NBVr.

La figura 111.10muestrala evolucióndel nitrógenobásicovolátil total duranteel

períodomadurativode losembutidoscontroles.Los resultadossehanexpresadoen mgN por

lOOgdeextractoseco.
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Figura111.10. Evolución del nitrógenobásicovolátil total (NBVT) en los embutidos
controldurantela maduración.
Control 1 ( ci); control2 (u ); control3 ( £ ); control4 (e ).

La evoluciónfue similar en los lotes2, 3 y 4. Los valoresde NBVT experimentaron

un aumentomás acusadohasta el quinto día de la maduración,descendiendoo

manteniéndoseluegoconstanteso mostrandosóloun ligerísimoincrementohastael final de

las respectivasmaduraciones.En el lote 1, sin embargo,fue másgradual,manteniéndose

siempreanivelesinferiores(haciala mitad)delosalcanzadosen el restodelos lotes.

Unaevoluciónsimilar ala descritaparalos lotes2, 3 y 4 ha sidocitadaporGarrigay

col. (1988) en salchichonesy por Domínguez(1988)en chorizosindustriales,mientrasque

el incrementofue másgradualen los artesanalesanalizadospor dichoautor,al igual queel

descritopor Lois y col. (1987)y por Diericky col. (1974),teniendoen cuentaquesólose
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hanconsideradolos resultadosobtenidospor estosautoresduranteun períodode tiempo

similaral de maduraciónutilizado enel presentetrabajo.

En el lote 1 no sepudocuantificarel NBVT presenteen la masade los salchichones

previaala embutición(díaO del muestreo)debidoaqueerainferior al umbralde detecciónde

la técnicaempleada.En los otroscasossípudohacerse,alcanzandovaloresentre54 y 68

mgN/lOOgdemateriaseca.Los resultadosobtenidosen todoslos lotescontrolesaumentaron

aunqueen diferente cuantía,siendo notablementemayoresen los lotes 2, 3 y 4 con

incrementosen torno o superioresal 100%. aunquehay que teneren cuenta que el

incrementocalculadoen el lote 1 (69%)serefiereal segundodíademaduración,dadoque el

contenidoinicial seencontrabapor debajodel umbraldel método.Es probablequeel

incrementorealseasemejanteal de los otrostmbutidos,esdecir,alrededordel 100%(tabla

111.1).

En los procesosmadurativos,el amoniacose generapor desaminación,vía

microbiana,delos aminoácidosquerindendicha sustanciay el a-cetoácidocorrespondiente.

De hecho, Garriga y col. (1988) han observadoque la cantidadde amoniacoen los

embutidossecorrelacionabasignificativamenteconla tasadelactobacilosy micrococos.Por

otraparte,esbiensabidoqueel amoniacoenmedioalcalinosedisipa,mientrasqueseretiene

en medio ácido.Quizá,lastasasmásbajasdeestecompuestoquesehandetectadoenel lote

1 puedenexplicarseteniendoen cuentalas consideracionesanteriores.El lote 1 fue el único

quedesdeel principio tuvo unatasade lactobaciloselevada(del ordende 106 u.f.c.Ig) en

comparaciónconlos otros treslotes,en losqueestuvocomprendidoentre102 y 1O~ u.f.c./g

(figuras 111.4 y 111.5).En estostres lotes se ha observadotambiénquela caldadel pH fue

másprofunda(figura 111.3)y queel aumentode NBVT seprodujode formamásacusadaen

los 5 primerosdíasde maduración(figura111.10)coincidiendoconel incrementoexplosivo

de la tasade lactobacilos.Es posiblequedichasbacteriasdesaminenlos aminoácidoslibres

de forma intensadurantesu crecimentologarítmicoy deahíque sedetecteun incrementode
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amoniacosobretodoen la fasefermentativa.En el lote 1, comoel incrementomasivode los

lactobacilosocurrióyaen la carne,el amoniacopudohabersedisipadoen sumayoría(no se

detectóen el díaO) antesdeembutirla masa,coincidiendocon un pH elevado,en tomo a6

(fig 111.3). Además,sedió tambiénla circunstanciade queen estelote, comoseha dicho

anteriormente,el pH cayó menos,lo quepuedejustificar una mayor volatilizaciónde

amoniacoy, en consecuencia,la deteccióndel NBVT anivelesmásbajosqueen los otros

lotes.

Encuantoa las cantidadesde NBVT obtenidasen el presentetrabajo,hayquedecir

quefueronsuperioresalascitadasporDomínguez(1988)enchorizosartesanales,y similara

lasobtenidasen los chorizosindustrialesanalizadosporestaautoraen relaciónconel lote 1

pero menoresque los de los lotes 2, 3 y 4. Otrosautoresofrecendatosreferentessólo al

contenidode NH3 peroel NBVT estáformadomayoritariamenteporestecompuestoy, por

lo tanto,los resultadossoncomparables.Así, los resultadoshalladosen estetrabajofueron

mayoresquelos reseñadosporLangner(1972),queobtuvo 16 mgN/lOOgde extractoseco;

por Dierick y col. (1974>,convaloresde 72 mgN/lOOg de materiasecaa los 36 díasde

maduraciónen embutidosbelgas;o por Lois y col. (1987) en chorizo. Ferrery Arboix

(1986b)citantasasmuchomayores(303 mgN/lOOg)enel salchichónde Vich, perohayque

considerarqueelperíodode maduraciónfuede 12 meses;a los2 mesesde maduraciónsólo

alcanzabalos 99 mgN/lOOg. Asimismo, valoresmás semejantesa los obtenidosen el

presentetrabajoson los señaladospor Cantoniy col. (1985)en el salami(118mg/lOOgde

extractoseco),perotambiénconun períodomadurativomásprolongado.

111.1.3.7.AMINOACIDOS LIBRES.

Los resultadosobtenidosen la determinaciónde los aminoácidoslibresdurantela

maduración,expresadosen mg de aminoácidopor lOOg de extractoseco,se recogenen las

tablas111.2 y 11L3.

Si secomparanentresí, se puedeobservarquelastasasde losdiferentesaminoácidos
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TABLA 111.2. Cambiosenel contenidoenaminoácidoslibres(mg/IOOgES.)en los lotes
controles1 y 2 durantela maduración.

LOTE Control 1 Control2

Días 0 2 5 II 19 26 0 3 6 10 14

Asp 47 57 77 72 95 83 39 7 13 23 17

Glu 72 73 98 90 70 80 59 96 105 138 141
Hpr NO ND ND NO NO NO NO ND NO NO NO

Asn+Gly 39 33 30 38 30 30 44 47 42 46 50

Ser+Gln 15 16 14 24 22 28 10 14 15 18 17

His/His+Thr* 190 216 226 292 247 232 242 252 254 295 299

Thr 38 81 84 61 58 54

Ala

Pro
Mg

Cys**

176 96 92 189 161 147 69 50 55 64 62

39 53 29 125 9 1 11 24 27 1 35

11 59 64 2 23 32 Ir

33

11

10

12

39

21

24

18

23

Tyr 12 7 ND NO ND NO 25 26 24 16 16

Val

MeÉ
lIen
Leu

¡‘he

Irp

Lys

TOTAL

18

22
12

33

47
24

27

35
23

34

24
25

35

18
25

33

19
26

27 48 49 56 55

8 11 13 22 20

16 22 29 22 20
1 34 33 48 43 4 1 39 46 68 65

11

14

21

14

20

26

26

32

19

21

27

29

1 16 29 42 59

Tr 33 49 66 59

14 2 30 47 51 54 18 27 23 6 45

743 889 908 1159 1007 1026 630 733 824 1008 1001

NO: nodetectado; In trazas
* Control 1: Mis; control2: Mis + Thr

** Sólosedetenninóenel control2.
Los valoresencuadradoscorrespondena los aminoácidosquemásaumentaron

a lo largodela maduración.
Los valoresennegritacorrespondena los aminoácidospredominantesen la masa

originaly al final delprocesomadurativo.



TABLA 111.3. Cambiosen el contenidoen aminoácidoslibres(mg/lOOgE.S.)en los lotes
controles3 y 4 durantela maduración.

LOTE Control 3 Control4

Días 0 2 5 11 19 26 0 2 5 15 26

Asp

Glu

Hpr

Ir Ir 41 63 69 62 Ir

148

NO

24

332

NO

Tr

260

NO

45

268

Tr

49

318

Ir

134 226 322 386 440

11 Ir Tr Ir Tr Ir

Asn+Ser Ir 18 14 Ir 19 22 21 34 29 35 62

Gly+Gln 68 57 67 68 55 51 96 115 91 78 105

His

Ihr

Ala

210

Ir

65

230

24

74

269

30

130

312

35

135

293

53

138

287

56

132

229 361 260 227 346

20 36 28 52 91

81 148 127 112 209

Pro 33 41 52 70 72 67 46 93 78 73 118

Arg 24 Ir 10 Ir TÚ Ir 28 NO NO 19 Tr

Cys 97 97 88 109 179 200 51 Ir 40 29 44

Tyr

Val

Met

fleu

Len

¡‘he

Lys

TOTAL

24 Ir 29 25 15 14 18 Ir Ir Ir Tr

33 41 67 83 99 86 2 62 57 6 108

46

26

12

28

19

50

30

61

36

71

36

65

18 25 19 23 31

20 39 3 47 79

2 107 129 145 124 36 94 94 11 178

26 31 58 73 79 67 19 8 48 52 86

15 1 50 73 74 66 36

80

979

37

121

1559

9

99

1278

10

88

1324

1

169

2001

27 72 94 133 149 129

873 1034 1941 2302 1986 1850

NI): no detectado; Ti: trazas
Los valoresencuadradoscorrespondena los aminoácidosque másaumentaron

a lo largodela maduración.
Los valoresennegritacorrespondena los aminoácidospredominantesen la masa

original y al final delprocesomadurativo.
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quemostraronlos controlesfueron, a veces,bastantedispares,tanto al principio comoal

finalde lamaduración,al igual quesusincrementos.Enel lote 1 el aminoácidopredominante

al inicio del procesofue His, seguidodeAla y, máslejos,enordendecreciente,Glu, Asp,

Proy Asn+Gly. El restomostrótasasinferioresa 25 mgIlOOgE.S. Al final de la maduración

lascifrasmáselevadasfueronlas de los mismosaminoácidosperoendiferenteorden:His,

Ala, Pro,Asp y Glu. Sin embargo,losmayoresincrementossedetectaronen Lys, Leu, Arg

y Pro, quese multiplicaron por un factor, respectivamente,de 3,8; 3,7; 2,9 y 2,7. No

obstante,hay que tenerpresentequeestosfactoresse refieren a valoresal final de la

maduracióny queen muchoscasoslos máximosseprodujeronenetapasanterioresde la

misma.La Tyr fueel únicoaminoácidoquedecrecióduranteel procesomadurativollegando

adesaparecer.

Los aminoácidosmayoritariosen el control 2 al inicio de la maduraciónfueron

His+Thr, Ala, Glu, Asn+Gly y Asp. Al final cambiaronalgunosde ellos: His+Thr, Glu,

Leu, Ala, Phey Trp. Los aumentosmásnotablessedetectaronen Phe(x5,3), Leu (x3,6),

Pro (x3,2),Lys (x2,5) y Met (x2,5).En estelote,al igual que en el anterior,sólo disminuyó

la Tyr, aunquesiempresedetectóen cantidadesmensurables.

En el control 3 predominaronHis, Glu, Cys, Gly+Gln y Ala en la masainicial,

mientrasqueal final mostraronlos valoressuperiores,en el ordenen quesecitan, Glu, His,

Cys,Ala y Lys. Los mayoresincrementosseobservaron,no obstante,enLys (x 4,7),Trp

(x4,4), Leu (x3,6), Glu (x2,8) y Val (x2,6). La Tyr mostróunaevolución igual a la de los

otrosdos lotespero,al igual queen el lote 2, siemprepudomedirse.

Los aminoácidosmásabundantesen la masainicial del lote 4 fueronHis, Glu,

Gly+Oln, Ala y Lys, predominandoal final de lamaduraciónHis, Glu, Ala, Leu y Lys. Los

incrementosmáselevadosal final del procesoseobservaronen Leu (x4,9),Thr (x4,5), Phe

(x4,5), Ileu (3,9) y Val (x3,4). La Tyr tambiéndescendióy, en las últimas etapasde la

maduración,sólo pudodetectarseen cantidadestrazas.

En los cuatrocontrolesaparecenentrelos aminoácidospredominantesen la masa
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inicial Ala y Glu, al igual queindicanLangner(1969),Cantoniy col. (1974),tantoensalami

tipo Campagnolo”comotipo “Varzi”, Diericky col. (1974)enembutidosbelgasy DeMasiy

col. (1990) en embutidostipo americano.La presenciade Glu entre los aminoácidos

mayoritariosno esde extrañar,yaqueen la fabricaciónindustrialdeembutidosseempleaa

vecesglutamatocomoaditivo con objetode potenciarel sabory aroma.La presenciade Ala

como segundoaminoácidomás abundante,comoocurrió en los controles1 y 2, ha sido

tambiénpuestade manifiestopor Niinivaaray col. (1961),Kórmendyy Gantner(1962) y

por Stanculescuy col. (1970).A esterespectohayquedecirque la alaninaes uno de los

aminoácidosmásabundantesen la carnede cerdo(Nishiniuray col., 1988).La His fue el

aminoácidoqueaparecióen mayorcuantíaen los cuatrolotes,Otrosautores(Domínguezy

col., 1989b; DeMasi y col., 1990) hanseñkladoque la Gín esuno de los aminoácidos

predominantesen la masainicial. Sin embargo,enesteestudiono se ha detectadouna

cantidadimportantedel mismo,aún teniendoen cuentaquesiempreeluyójunto conotros

aminoácidos(con Seren los lotes 1 y 2, y conGly en 3 y 4).

Parafacilitar el análisisdelcomportamientodecadaaminoácidosehanincluidoen un

rectánguloaquellosquemásaumentarona lo largode la maduración.La evoluciónde los

distintosaminoácidosfue,enocasiones,distintaen cadalote, lo queno permitió establecer

un patróncomúna la mayoríade ellos. No obstante,puededecirsede forma generalque

todos los aminoácidosaumentaron,en mayor o menorcuantía,durantela maduración,

exceptola Tyr, quefueel únicoaminoácidoqueen todoslos lotes mostréunatendenciaal

descenso.Este efectoestá probablementerelacionadocon el metabolismode dicho

aminoácidopor los lactobacilos,ya quese ha demostrado(Edwardsy col., 1987) que

algunasespecies(L. divergensy L. carnis) y ciertascepasde lactobacilosacidúricosde

origen cárnico (“cluster 2 de Shaw y Latty, 1982) descarboxilanla tirosina para rendir

tiramina. De forma opuesta,en quesosencuyamaduraciónparticipanactivamentela flora

láctica(lactococosy lactobacilos)siempresehaobservadoel incrementogradualdeTyr (Ah,

1960; DoNgoc y col., 1971) inclusoen los de maduraciónmuy larga,comoel manchego
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(Ordóñezy Burgos,1980).Quizáspuedaemplearseestehechocomoun argumentoadicional

paraapoyarla opiniónde algunosautores(Sanzy col., 1988)de que los lactobacilosde

origencárnicosonfisiológicamentediferentesde losdeorigenlácteo,lo queayudaaexplicar

el pocoéxito que seha tenidoenel empleode los deorigenlácteocomocultivos iniciadores

parala fabricaciónde productoscárnicosfermentados(Duboisy col., 1973).

Los aminoácidosque mostraronun comportamientomásregulary siemprecon

tendenciaaaumentarfueronLys, Leu, Phe,Val, Pro,Thr y Glu, aunquela abundanciay los

porcentajesde incrementoen cadalote fueron variables.El Trp fue el que mostróuna

evoluciónmásirregular,dadoqueun lote (el 4) disminuyóde unaforma clara,mientrasque

en los otros lotes aumentógradualmentey en uno de ello (el lote3) el valor inicial de este

aminoácidofue elquesemultiplicóporuno delos factoresmáselevados(x4,4).

Numerososautores(Langner, 1969; Dierick y col.. 1974; Cantoni y col., 1974;

DeMasiy col., 1990)han detectadoun incrementogeneralen el contenidoen aminoácidos

libresde los embutidos:.No obstante,Domínguezy col. (1989b) obtuvieronevoluciones

muy variables,conun númerode aminoácidosquedescendieronmuy semejantealde los que

aumentaron,tanta en chorizos artesanalescomo industriales.Dierick y col. (1974)

observaronunadisminuciónbastanteconsiderabledel Clu presenteinicialmenteen los

embutidos.Estosautoreslo atribuyena unadescarboxilación,al menosparcial,paradar

lugara ácido1-aminobutírico, lo quelesllevaacuestionarsuutilidad comoaditivomejorante

delsabory aroma,comoya habíaapuntadopreviamenteLangner(1972).El descensoen la

cantidaddeGlu ha sidodetectadotambiénporotrosautores,comoen el salamitipo ‘Varzi”

(Cantoni y col., 1974) y en uno de los lotes de chorizos artesanalesque analizaron

Domínguezy col. (1989b).La evoluciónascendenteobservadaen estetrabajocoincide,no

obstante,conlos resultadosde otrosautores(Reutery col., 1968; Langner,1969; DeMasiy

col, 1990).

El descensode la Arg (quesóloocurrió en los lotes3 y 4) durantela maduraciónha

sidopuestodemanifiestotambiénpor otrosinvestigadores(Cantoniy col., 1974;DeMasi y
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col.. 1990) y seha atribuidoa unadesimidacióndel aminoácidopararendirOrn (DeMasiy

col., 1990). Esteefectoseha descrito tambiéndurantela maduraciónde diversostipos de

queso(Schomullery Tanzíer,1959; Ah, 1960; Ordóñezy Burgos,1980) e, igualmente,se

ha asociadoaactividadesarginina-desimidasadeorigenmicrobiano(Schormullery Tanzíer,

1959).Asimismo, se ha demostradoen carneenvasadaal vacio (Dainty y col., 1986) que

parala formaciónde putrescinaesnecesariouna accióncolaborativaentrelactobacilosy

enterobacterias,los primerostransformaríanla Arg en ornitinay las últimasproduciríanla

diaminaapartir del aminoácido.En el casodel queso,al no haberentrobacteriasno sepuede

producir la transformaciónde ornitinaaputrescina.Encualquiercaso,el descensodeMg no

esun fenómenode caráctergeneralo la producciónde Arg superaasudesimidación,dado

queen los lotes 1 y 2 se observóun aumentodel aminoácido,al igual quehandescritootros

autores(Langner,1969; Domínguezy col., 1989b).

Los valoresfinalesde los aminoácidosen los lotescontrolfuerontambiénvariables

en relacióna los obtenidospor distintosautores,aunquehay que tenerencuentaque se

refieren a otros tipos deembutidosfermentados.Tambiénvariaronde unosembutidosa

otros. Así, lascifrasobtenidaspor Cantoni y col. (1974) en el salamitipo “Campagnolo’

fueronsimilaresen Ala, Val, ile, Tyr y Lys, y menoresen el restode los aniinácidosrespecto

al lote 1. Sin embargo,el lote 2 sólomostrótasassemejantesenGly, Asti, Mete ile, siendo

menoreslasde Ala y Leu, y mayoresen el resto.El lote 3 presentóvaloressuperioresen

todos los aminoácidosmenosen Val y Arg, que fueron semejantes,y en Ser+Asn,que

fueronmenores.El lote 4 mostró,porotra parte,valoressiempresuperioresalos reseñados

porestosautores,exceptoenMet, quefueronsimilares.

Lasdiferenciastambiénfuerongrandesen relaciónalos resultadosde DeMasiy col.

(1990). Estos autoresencontraroncantidadesmayoresde Leu, Tyr, Phe y Ser+Gln.

similaresde Glu, Met, Val eIle e inferioresde Asp, His, Lys. Arg, Trp, Thry Ala respecto

a las observadasen el lote 1. En el lote 2, sin embargo,los contenidosfueronmayoresen

todoslos aminoácidosexceptoen¡suy Ser+Gln,quefueroninferiores,y similaresenAsp.
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His, Ala, Met, Ile y Tyr respectoalos descritosporestosautores.Los valoresobtenidosen

el lote 3 fueronen generalmáselevados,menoslos deArg y Tyr, quefueronsemejantes,y

los de Gly+Gln,quefueronmásbajos.Estomismo ocurriócon el lote 4, sóloqueen éstela

cantidaddeGly+Gln fuemáselevadaquela citadaporDeMasiy col.(1990).Enestecaso,la

variacióntan ampliaobservadapuedequederivedelasdiferentesactividadesmetabólicas

durantela fabricación,dadoqueestosautorestrabajaroncon embutidosde tipo americano,

los cualessuelenelaborarsecon microorganismosdel géneroPediococcuscomocultivos

iniciadores,mientrasquea los embutidoseuropeosse les añadenotras bacteriaslácticas,

principalmentelactobacilos.Tambiénhayquetenerencuentaqueseempleantemperaturas

elevadasen la fermentacióny, además,en este caso los embutidosse sometena un

calentamientoprevioal secado.

Los chorizosindustrialesanalizadospor Domínguezy col. (1989b)mostraron,en

general,valoresinferioresa los detectadosen los cuatrolotes,aunquepresentarontasas

similaresde Met y mayoresde Tyr alas dellote 1 y de Arg en relaciónconel lote 3, mientras

queel lote 2 mostróvaloressimilaresde Ala, Pro y Met. El lote 4 presentócantidades

menoresdeMg y semejantesdeTyr y Met.

Los porcentajesde incrementode aminoácidosde los cuatrolotes a lo largo de la

maduraciónfueronbastantemásdiferentesentresídelo quecabíaesperar,dadoque la masa

de los embutidosteníala mismacomposicióny las condicionesde maduraciónfueron

semejantes.Los aminoácidosde los lotes 3 y 4 fueron los que presentaronun

comportamientomássemejante.Estehechoya seha venidomencionandoen los resultados

obtenidosen el análisisde otrasfracciones.Comola fonnulaciónfue la mismaparatodoslos

lotes,la fabricacióncorrió acargodela mismaindustriay la fermentacióny maduraciónse

realizóenla mismacámarabajo igualescondiciones,los diferentescambiosenlos distintos

aminoácidoshayqueatribuirlosalos microorganismospresentesque,comoya seha dicho,

fueronlos queseimplantaronespontáneamenteal no haberseañadidocultivo iniciador. En

cualquiercaso,tanto la evoluciónde los aminoácidoscomolas tasasdetectadaspueden

124



Resultadosy discusi6n

incluirsedentrodel ampliointervaloderesultadosquesehandescritoen investigacionesde

estanaturaleza.Por lo tanto, puededecirseque los aminoácidos,en todos los lotes, se

comportarondeunaformarazonablementesemejantea lo queeshabitualen un embutido

convencional.

En otro ordendecosas,convieneanalizarlos resultadosobtenidosen el análisisde

aminoácidospor HPLCy losalcanzadosen la determinaciónde la fracciónsolubleenácido

sulfosalicflicoal 5%. A fin decuentas,dichadeterminacióninformadel comportamientode

los aminoácidoslibresconjuntamente(Reitery col., 1969). Al transformarlos datosdelas

tablas111.2 y 111.3 en mgde nitrógenodecadaaminoácido/extractosecoy calculandoel total

de nitrógeno,seobtienenvaloressimilaresalos recogidosenla figura111.9. Porejemplo,en

los lotes 3 y 4 se alcanzaronvaloresiniciales (día 0) del NSS de 141 y 128 mgN/E.S.,

respectivamentey haciendola conversiónoportunade lascifrasde la tabla111.3 se llegaa

tasastotalesde aminoácidosde 144 y 169mg N/E.S..De la mismaforma, losvaloresfinales

deestoslotes (día26) parael NSS fueronde 192 y 260 mg N/E.S., frentea 169 y 306 mg

N/E.S.quesecalculana patirdela tabla111.3.Teniendoen cuentaquelas técnicasparallegar

a los datosen uno y otro casoson totalmentediferentesy queel NSS seha halladoen

términosde Gly, puededecirsequela fracciónNSSrefleja conprecisiónla evoluciónde los

aminoácidos.Es,pues,un métodoexcelenteparadeterminarla tasade aminoácidoslibres

totalesen unamuestradeterminada.

111.1.3.8.AMINAS.

Losresultadosobtenidosen la determinaciónde aminasenlosembutidoscontrolesse

muestranen la tabla111.4.Los resultadosse han expresadoen mg de animapor lOOg de

extractoseco.

Los valoresinicialesde las aminasfueron muy similaresen todos los controles,

exceptolos de2-feniletilamina.quefueronligeramentesuperioresenel lote 2 aunquemás

tardelos valoresseigualaron,por lo quehayqueconsiderarla diferenciadel primerdíacomo
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Resultadosy discusión

un hechoocasional.

Los incrementosmásclarosde las concentracionesa lo largode la maduraciónse

dieron en la cadaverinaen doslotes y en la putrescina+histaminay tirainina de todoslos

lotes.Enestasdosúltimas,inicialmente,no sedetectarono sólosehallaronindicios o tasas

muy bajas.Sin embargo,posteriormenteambasaminassiguieronunaevolucióndistinta.La

tasadeputrescina+histaminafue aumentandogradualmentealo largode la maduraciónenlos

distintoslotesaunqueen diferentecuantía,mientrasquela tiramina,ausenteo en cantidades

trazasal principio, alcanzóvalores relativamenteelevadosen lasprimeras48-72horasde

maduraciónparamantenersedespués,en términosgenerales,a nivelesno muy diferentesa

los halladosen la segundatomade muestras,aunqueseobtuvieraocasionalmentealgúnvalor

máselevado.

Otrosautores(Dierick y col., 1974;Vandekerckhove,1977) han detectadotambién

putrescinay cadaverinaen otros tiposdeembutidosy en tasaselevadas,estandoinclusoentre

las aminasmásabundantes.No seconoce,que la autorasepa,cualesel origen de dichas

diaminasen losembutidosni por quéavecesse detectany otrasno. No obstante,sí sesabe

conmásdetallelo queaconteceenotrassituacionesdondela flora lácticaalcanza,al igual que

en losembutidos,valoreselevados,comoen la carneenvasadaavacio(Dainty y col., 1979;

DePabloy col., 1989). En carnerefrigeradamantenidaen aerobiosissedetectansiempre

nivelescrecientesde putrescinay cadaverina(Nakamuray col., 1979; Edwardsy col.,

1983), siendolos valoresde putrescinamayoresque los de cadaverina(Edwardsy col.,

1983). Estas aminas surgende las actividadesmetabólicasde las pseudomonasy

enterobacterias(Slemr, 1981). En la carneenvasadaavacio la situaciónesdiferente;aunque

se observantambiéncantidadescrecientesde ambasenzimasduranteel almacenamiento,los

valoresabsolutossonsiempremásbajosqueen aerobiosisy dominala cadaverinasobrela

putrescina(Edwardsy col., 1985). Las bacteriaslácticas,por unaparte,no producenestas

diaminas(Dainty y col., 1986; Edwardsy col., 1987) y las enterobacterias,por otra,están

presentesdeformaregularen la carneenvasadaa vacíoaunquea nivelesmásbajosquelas
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bacteriaslácticas(Dainty y col., 1979; DePabloy col., 1989).Porello seha concluidoque

las enterobacteriasson las productorasde las diaminas; la cadaverinase formadapor

descarboxilaciónde la lisina sin la cooperaciónde otros microorganismos,mientrasquela

generacióndeputrescinarequeridala transformaciónprimerode la argininaen ornitinapor

las bacteriaslácticasy despuésla descarboxilaciónde la ornitinapor las enterobacterias

(Edwardsy col., 1987).

Ante estosconocimientos,y suponiendoque los lactobacilosde los embutidosy de

lascarnesavaciosecomportenmetabólicamentedeformasimilar, cabríaatribuirla presencia

de putrescinay cadaverinaapseudomonaso enterobacteriasprocedentesde la carneoriginal,

pero, si así fuera,se hubierandetectadodesdeel principio y no se hubieraobservadouna

evolucióncreciente,dadoqueambostiposde-bacteriasson muy sensiblesa los descensosde

la aw (Troller y Christian, 1978) y, por tanto, no pareceprobableque puedeanestar

presentesen etapasavanzadasde la maduración.Los micrococospuedentambién

descarboxilarlos aminoácidos(Tournery Daudin, 1983)pero tampocoparecelógicoatribuir

la presenciade cadaverinay putrescinaala actividadde lasmicrococáceas,yaquesu tasa

declinadespuésde la fasefermentativa(Selgasy col., 1988).En consecuencia,la generación

de ambasdiaminas,y probablementela de otrastambién,puedeestarrelacionadaconotro

tipo de flora distinta a la lácticao a la reductorade nitratos y nitritos. En este sentido,

convienerecordarqueenel ágarmanitol-sal(el quehabitualmenteseutiliza parael recuento

de micrococáceas)se ha observadola presenciamayoritariade bacilosGram-positivos

catalasapositivos(Palumboy col., 1976; Selgasy col., 1988) a partir de los 15-20díasde

maduración.Es posible que estos microorganismospudieranestarimplicados en la

fonnaciónde lasaminas,peroesposibletambiénqueéstaspudieransurgirpor la actividad

de mohoso levaduras,quesípuedendesaifollarseen momentostardíosde la maduración,

sobretodo los mohos,cuyaactividaddescarboxilanteseconocedesdehacetiempo(Sen,

1969)y, de hecho,seha comprobadoqueenlos quesosen cuyamaduraciónparticipanestos

microorganismosconduceala formaciónde aminasno volátiles(Colonnay Adda,1976).
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Por lo queserefierea la tiramina, su presenciaesconsecuentecon la observaciónde

Edwardsy col. (1986),quieneshanseñaladoquelos lactobacilosson los responsablesde su

acumulaciónen las carnesenvasadasa vacío dondedichasbacteriasson las dominantes

alcanzandotasasdel ordende 108 u.f.c./cm2(De Pabloy col., 1989), similaresa las quese

logranen los embutidos.Además,el incrementode la tasade estaamina, fundamentalmente

en la fasefermentativa,coincideconel aumentoexplosivode la flora láctica (figuras111.4 y

111.5)y, porotra parte,conel descensoquesedetectóen la cantidaddetirosina(tablas111.2

y 111.3),lo queseha observadotambiénen otros tipos de embutidos(Dierick y col., 1974;

Ricey col., 1975; Santos-Buelgay col., 1986).

El restode las aminasno mostraroncambiosimportantesdurantela maduraciónque

merezcala penadestacar;sustasasfueronsimilaresen todoslos lotes.Quizáquepaañadir

que lasbacterias lácticasno puedenproduciresperminani espermidina(Edwardsy col.,

1987),mientrasquelascélulascucariotassí(Davis, 1978>.Dehecho,ya sedetectaronen la

masaoriginal, siendola esperminamayoritaria.Después,seobservaronligerasfluctuaciones

en las tasasde ambasdiaminas.Estemismo comportamientoseha observadoen carne

refrigerada(Nakainuray col., 1979),almacenadaa vacío (Edwardsy col., 1985) y en

atmósferasmodificadas(Ordóñezy col., 1991).

Respectoa losvaloresabsolutosalcanzadospor las aminasy en comparaciónconlos

resultadosde otrosautorescabedecirque sehandescritotasasinferioresa lashalladasen

este trabajo (Dierick y col., 1974), especialmentepara la triptamina, tiramina y

2-feniletilaniina.

Vanderkerckhove(1977),en su estudiosobreel contenidode aminasen 26 muestras

deembutidosbelgas,obtuvovaloresentrelos queestáncomprendidoslos observadosen el

presentetrabajo. Así, ofreciótasasde putrescina+histaniinaqueoscilaronentre4,4 y 59,3

mg/100gextractoseco,las cantidadesde tiraminasesituaronentre 10,2y 150,6mg/lOOg y

lasde 2-feniletilaminaentrevaloresno detectablesy 6,06mg/lOOg, siempreteniendoen

cuentaqueeran productoscomercializados.La cadaverinapresentóen estosembutidos
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valoresinferioresa los registradosen el lote 3. lo queencienomodoapoyaelhechode que

dichadiaminano estápresentede forma regularen los embutidos.Por otraparte,Koehlery

Eltenmiller (1978)detectaronvaloressimilaresde tirainina, triptaminay 2-feniletilaminaen

diversostiposde embutidoscomerciales(“Genoasalami”, salamiahumado,“Hard salami”,

salami “cotto” y “Lebanonbologna”).

Lasconcentracionesde tiraniinaen embutidoscrudoscitadas pordiversosautoresson

muy variables. Así, Eitenmiller y col. (1978) observaroncifras máximas de

aproximadamente10 mg/lOOg de extractosecoen embutidostipo “cervelat”, bastante

semejantesa lasde los lotes 2 y 3, pero inferioresa las del lote 1. Santosy col. (1985)

determinarontasasde entre4,6 y 13,7 mg/lOOg en el salami, 18,7 a 25,4 mgIlOOgen el

salchichóny de 1 a 30 mg/lOOgenel chorizo,valorescomprendidosentrelos obtenidosen

estetrabajo.Santos-Buelgay col. (1986)observaronqueel pH ejercíaciertainfluenciaen la

produccióndetiramina;así,las muestrasdechorizoquepresentabanun pH másbajo eranlas

queconteníanmástiraminay viceversa,lo quetambiénha sidoobservadopor Chandery col.

(1989),quienesinformaronqueLactobacillusbulgaricusproducehistamina,tiraminay

triptaniina,siendolascondicionesóptimasa pH 5. En el presentetrabajo,por el contrario,

los embutidosquepresentaronun pH máselevado(lote 1) fueron los quealcanzaronuna

mayorconcentraciónde estaamina,si bienescienoqueel pH de estelote mostróvalores

inferiores que los de los chorizos con pH másalto analizadospor los autoresantes

mencionados.

Desdeel puntodevistasanitario,las aminasbiógenaspuedenconstituirun problema,

principalmenteporsusefectosfisiológicos,ya queafectana la presiónsanguínea(la tiramina

eshipertensoray la histaminahipotensora),pero tambiénpor suacciónadversaen pacientes

tratadosconinhibidoresde la monoaniinoxidasa(Blackwell y Mabbit, 1965) o en personas

susceptiblesdepadecermigrañas(Sandlery col., 1974).

Lascantidadesde aminascapacesde desencadenarestosprocesosparecensermuy

variables.Renner(1987)cita comocontenidoscapacesde ocasionartoxicidad 10-80mg de
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tiramina y 70-1000mg de histamina.Lascantidadessonmucho menoresencasode quese

establezcaunainteracciónconmedicamentosIMAO. Pontoy col. (1977)estimaronquela

cantidadmínimanecesariasesituaba,enestecaso, en 6 mg de tiramina.En cuantoa la

producciónde migrañas,Haningtony col. (1970) señalaronquela administraciónoral de

125 mg de tiraminada lugar a migrañasen pacientessusceptibles,si bien los sujetos

normales,utilizadoscomocontrol,sevieronpocoafectados.La 2-feniletilantna,otro agente

productorde estosprocesos,induceataquesal administrarseen cantidadesde 3 mg (Sandier

y col., 1974). De cualquierforma, los individuos sanossoncapacesde metabolizarlas

aminasbiógenasingeridas,inclusocuandose consumeuna cantidadelevada,sin que se

observenreaccionesfisiológicas adversas(Taylor y col., 1982). En otros productos

sometidosa maduración,se hancitadocantidadesde tiramina superioresa 91 mg/lOOgy

mayoresde 40 mg/lOOgdehistaminaen quesoCheddary azul, respectivamente(Renner,

1987).Estosvaloresson superioresa los detectadosen todos los embutidoscontroles.De

acuerdocon las dosis de tiramina mínimas señaladaspor Renner(1987) capacesde

desencadenardesórdenesen las personassensibles,la cantidadde embutidosquesería

necesarioingerirparaproducirtoxicidadpor histaminaoscilaríaentre150 y 2000 g segúnel

lote.Respectoala tiramina,un individuo susceptibletendríaqueconsumiralgomásde 200g

deembutidosde los lotes2 y 3 y dc 120 g del lote 4 paraquesemanifestaranlos desórdenes.

Sin embargo,sólo 67 g del lote 1 sedansuficientesparadesencadenartoxicidad.
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111.2. EMBUTIDOS ELABORADOS CON PRONASA E DE

Streptomycesgriseas.

Conel fin deconocerla potencialutilidadde la pronasaEparaacelerarla maduración

de los embutidoso potenciarel sabory aromade los mismos,seadicionódichaenzimaa

dosisde 600 y 6.000 unidades(la unidadenzimáticaha quedadodefinidaen 11.3.1).Los

resultadosobtenidosserecogenen el presenteapartado.

La elecciónde la proteinasapronasaE sehizoen basea la experienciaqueya setenía

en quesos.Esta enzimafue una de las utilizadaspor Law y Wigmore (1982) en las

investigaciones que realizaron en queso Cheddar.

111.2.1. Evolución de los parámetros fisicoquímicos.

111.2.1.1. EXTRACTOSECO.

La evolucióndel extractosecode los embutidoselaboradoscon pronasaE se recoge

en la figura 111.11.
70
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Figura111.11. Evolucióndelextractosecode losembutidoselaboradosconpronasaE.
Control (O); lotecon 600U. (A); lotecon6000 U. (U).
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El valor inicial fue del 40%.Más tarde,las cifrascrecieronde formaconstante,con

ligerasvariacionesde unoslotesa otros. Finalmente,los extractossecosde los lotescon

pronasaE (68%) fueronalgo superiores(un 5%)a los del control (63%). Estasdiferencias

podríanatribuirse,en un principio, ala mayorproteolisisacaecidaen los lotesadicionados

con pronasaE (véase111.2.3). Al degradarselasproteínasdurantela maduraciónpueden

tenerunamenorcapacidadde retenciónde agua,lo quepuedejustificar los mayoresvalores

alcanzadospor el extracto seco de ambos lotes. Sin embargo, la degradaciónfue

significativamentemásbaja en el lote con 600 unidades,siendolos valoresfinalesde

nitrógenosolubleen agua(figura 111.15) y delnitrógenono proteico(111.18) máscercanosa

los del control. Por ello, no parece probable que esta diferencia en el extracto seco se deba a

estascircunstancias.Es posiblequeseaun Hechoocasional,al menosrespectoal lote con

600 U. de pronasaE. Es posibletambiénqueenel lote con6000unidadessedeba,al menos

enparte,al fenómenoal queantesseha hechoreferencia;obsérveseen la figura 111.11 que

las gráficasquerepresentanlos extractossecosde estelote y los del control comienzana

separarseapartir de los 7-10días,cuandolos fenómenosproteolíticosmásintensosya se

hanproducido.

A pesardeestaposibleinfluenciade la proteolisisen el contenidoen humedad,no

cabedudaquedichoparámetrovienereguladofundamentalmentepor lahumedadrelativaque

seimpongaen lacámarade maduración.Porello, pudedecirsequelos resultadosdel control

y los de los lotes adicionadosde pronasaE estuvierondentrode los quepodíaesperarse.En

consecuencia,todas lasconsideracionesrealizadasen el apartado111.1.1.1sontotalmente

aplicablesalos lotesexperimentaleselaboradosconpronasaE.

111.2.1.2.ACTIVIDAD DE AGUA (a~).

La figura 111.12muestrala evoluciónde la actividadde aguaen el lotecontroly en los

experimentales.

El valor inicial (masasin embutir) fue de 0,96 y fue descendiendo,comoerade
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esperar,a lo largodel procesomadurativo.El controly el lote con 600 U. mostraronvalores

mayoresalos del lote con 6000U. depronasaE, empezandoa divergera partirdel quinto

díade maduración.Al final del proceso,la aw llegó a un valorde 0,84enéste,mientrasque

en el control y en el lote con 600 U. de pronasaE fue de 0,86. Los valoresde a~ más

reducidosobservadosen el lote con 6000 U. de pronasaE hay queatribuirlos a la mayor

proteolisisdel mismo, puestode manifiestoclaramenteen la evoluciónde las fracciones

nitrogenadas(véase111.2.3). Al aumentarla concentraciónde compuestosde bajo peso

molecularseproduceun incrementode la osmolaridad,ocasionandoun descensode la a~.

No obstante,no debeolvidarsequeestelotepresentóvaloresde extractosecosuperioresa

losotrosdos,lo quetambiéncontribuyeaquela aw seamásreducida.

1,00

0,90
cg

0,85

0,80
0 5 10 15 20 25

Tiempo (días)

30

Figura111.12.Evolución de la actividadde agua(aw) en los embutidosfabricadoscon
pronasaE.
Control ( O ); lote con 600 U. ( A ); lote con 6000U. (E ).

111.2.1.3. EVOLUCIONDEL pH.

La evolucióndel pH de los embutidosa lo largo de la maduraciónse recogeen la

figura 111.13.
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Figura111.13.EvolucióndelpH en los emI~utidosfabricadosconpronasaE.
Control ( o ); lotecon600 U. ( £ ); lote con 6000U. (u ).

Los valores másbajos se registraronen el control y en el lote con 600 U. Sin

embargo,el quecontenía6000 U. mostróun pH máselevadodurantetodoel proceso(unas

0,2-0,3unidadesmás). Estosresultadosse puedenatribuir al acúmulode compuestos

básicoscomoresultadode la intensadegradaciónproteicaquesufrieronlos embutidosde

dicho lote.

Por otra parte,y sin teneren cuentalosvaloresabsolutos,la evoluciónfue bastante

parecidaentodos losembutidos,conun descensomuy acusadodurantela fermentación,otro

mássuaveen las etapasintermediasde la maduracióny, al final, un incrementoquese

observóde formaclaraen el controly en el lote pronasaE-6000U. Ya sehadiscutidoen el

apartado111.1.1.3diversosaspectosrelativosa la evolucióndel pH descritapor diversos

autoresen distintosembutidos;puededecirsede forma generalqueessimilara la observada

parael controly el lotecon600 U. de pronasa.Portanto,el distinto comportamientodeeste

parámetro en el lote con 6000 U. de pronasa Eparece deberse a la actividad de la enzima al

ocasionarla liberaciónde sustanciasbásicas.
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111.2.1.4.CENIZAS.

Respectoal contenidomediode cenizasde los embutidos,véase111.1.1.4.

111.2.2. Evolución de la flora microbiana.

La figura111.14muestrala evolucióndela flora microbianatotal, la flora lácticay las

micrococáceasde los lotescorrespondientesala experienciaquesedescribeen el presente

apartado.

Puedeobservarsequelasgráficasfueron,en los treslotes,prácticamenteiguales,lo

quepermitededucirquela adicióndepronasaÉ no afectóen absolutoal crecimientotípico de

los microorganismosque adquierenmayorrelevanciaen la maduraciónde los embutidos.

Aunque,quizás,puedendetectarseligerasdiferenciasen los valoresabsolutos(porejemplo,

en el lote que contenía 600 U. de pronasa, el recuento total y el de la flora láctica fue unas 0,2

unidadeslogarítmicassuperiora los otros dos), no puedenatribuirsea un efecto de la

enzima,ya que, por unaparte,esasdiferenciasson totalmentenormalesy, por otra, los

valoresobtenidoscaendentrodelos descritospornumerososautoresparadistintostipos de

embutidos(véanselos comentariosdel apartado111.1.2).

111.2.3. Estudio de la proteolisis: evolución de diversas fracciones

nitrogenadas.

111.2.3.1.NITROGENO TOTAL.

Respectoal nitrógenototal de los embutidos,véase111.1.3.1.

111.2.3.2.NITROGENOSOLUBLEEN AGUA (NSA).

En la figura 111.15 se recogenlos resultadosobtenidosen la valoracióndel nitrógeno
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Figura111.14. Evolución de los microorganismosviables totales (0), de la flora
láctica(U) y de lasmicrococáceas(a ) en losembutidosconpronasaE.
A: control 1; B: lote con600 U.; C: lotecon 6000 U.
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soluble en aguadurantela maduraciónen los lotes adicionadosde pronasaE. Dichos

resultadossehanexpresadoen gramosdenitrógenoen 100 g de extractoseco.

Los lotescon pronasapresentaronun incrementonotableen el NSA respectoal

control,aunquela evoluciónfue similarentodosellos.El aumentomásacusadoseprodujo

en la fermentación,durantela cual se alcanzaronlo valoresmáximos.Posteriormentese

detectóun ligerodescenso(haciael quintodía)paramantenerseconstantehastael final del

proceso.Ya se hadiscutido (111.1.3.2)la evolucióndel NSA en el lote control y se han

observadoalgunasdiferenciasen todoslos controlesquese elaboraron,peroprecisamentela

evoluciónmostradaporésteessimilarala descritapor otrosautores(Garrigay col., 1988).
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Figura111.15. Efectode la adición de pronasaEen la fracción de nitrógenosolubleen
agua (NSA).
Control (O );lotecon600U.(&);lotecon6000U.(U).

Losporcentajesde incrementoal final de la maduraciónde los lotescon pronasaE

respectoal controlsemuestranen la tabla111.5. En el lote controlel NSA final fue de 1,49

gN/lOOgE.S. y en el lote quese elaborócon600 U. de pronasaE alcanzóel valor de 2,02

gN/lOOg E.S.,lo quesignifica un aumento del 35,6%. Al añadir6000 U. de la enzimase

obtuvoun valordel NSA al final dela maduraciónde 3,43gN/lOOgE.S.,esdecir,un 130%
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TABLA 111.5. Incremento(%) al final de la maduraciónrespectoal controlde las
fraccionesnitrogenadasestudiadas
pronasaE.

en los embutidosfabricadoscon

Proteasa Unidades NSA NNP NSF NSS NBVT

PronasaE 600 35,6 54,3 67,7 143,7 36,3
PronasaE 6000 130,2 162,9 148,4 220,6 71,4

NSA: nitrógenosolubleenagua.
NNP: nitrógenono proteico;
NSF: nitrógenosolubleen ácidofosfotúngstfcoal 5%.
NSS: nitrógenosolubleen ácidosulfosalicflicoal 5 %.
NBVT: nitrógenobásicovolátil total.
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másque en el control.

Hayquedestacarque,en los doslotescon proteasa,el incrementodel NSA fue muy

rápidodurantela fermentación,observándosedespuésunaestabilizaciónde los valoresde

dichafracción,lo queseapreciótambién,comoseveráposteriormente,enlas fraccionesde

nitrógenono proteicoy en la solubleen ácidofosfotúngsticoal 5% (111.2.3.3y 111.2.3.4).

Estefenómenoindicaqueseprodujo una fuerteinhibición,casi detención,del procesode

fragmentaciónproteica. Dado que la actividadde cualquierenzimadependede diversos

factores,entreellos la temperaturay el pH, la estabilizaciónde los valoresde NSA apartir

del quinto díaseatribuyó en principio, por unaparte,al cambioen las condicionesde la

cámara de maduración (la temperatura de fermentación se ajustó a 220C y, concluido este

proceso,se redujoa 120C) y, por otra, a la Caldadel pH durantela fermentación.Ambos

factores,sin duda,influyeronen la actividadde la pronasaE. Paracomprobarestahipótesis

serealizóunaexperienciaparaestablecerel perfil de actividadde lapronasaErespectoal pH

y ala temperatura,de acuerdocon la metodologíadescritaen11.3.2.Losresultadosde ambas

experienciassemuestranen las figuras 111.16y 111.17. En amboscasos,el dato más

importanteesel descensoqueseproduceal pasarde las condicionesdefermentaciónalas de

maduración.Así, a 10 y 150C la actividadde la pronasaEes, respectivamente,unas2.3 y

1,7 vecesmenorquea250CapH 5,0. De la mismaforma,a un pH de 5,5 (muy cercanoal

pH final que sealcanzóen el lote adicionadode 600 U. de pronasaE) la actividadde la

enzima es alrededor de 1,3 vecesmásbajaqueapH 5,8 (valor similar al obtenido en el lote

con 6000 U.) y unas 1,6 veces menor que a pH 6,0, valor cercano al pH inicial de los

embutidos.

Estosresultadosindican que, comose suponía,seprodujo unadisminución de la

actividadenzimáticauna vez concluidala fasefermentativapero, quizás,no explique

totalmentela desaceleracióntanintensade la proteolisis;tienen,pues,queparticipar,además

de los fenómenosantesmencionados,otros quedeterminenla actividad enzimática.Es

posiblequeentreellosocupeun lugardestacadola acumulaciónde productosresultantesde
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la fragmentaciónproteica,comoocurreconel mecanismoderetroinhibiciónde los enzimas

alostéricos(Lehninger,1984).
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Figura111.17.EfectodelpH en la actividaddela pronasaE.

Estosresultadosindican que,comosesuponía,seprodujo una disminuciónde la

actividadenzimáticaunavez concluidala fasefermentativapero, quizás,no explique

3 1 a a a
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totalmentela desaceleracióntanintensade la proteolisis;tienen,pues,queparticipar,además

de los fenómenosantesmencionados,otros quedeterminenla actividadenzimática.Es

posiblequeentreellosocupeun lugardestacadola acumulaciónde productosresultantesde

la fragmentaciónproteica,comoocurreconel mecanismode retroinhibiciónde los enzimas

alostéricos(Lehninger,1984).

111.2.3.3.NITROGENONO PROTEICO(NNP).

La evolucióndel nitrógenono proteicoen los lotes de embutidoselaboradoscon

pronasaE serecogengráficamenteen la figura 111.18.
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de la adición de pronasaEen la fracción

o ); lote con600U. ( £ ); lotecon6000

30

de nitrógenono proteico

U.(u).

Los dos lotesconpronasapresentaronuna mayorcantidadde NNP que su control,

incrementodependiente,además,de la cantidadde enzimaañadida.El lotecon600 unidades

de pronasaE mostróunaevoluciónbastanteparalelaa la del control,esdecir, un aumento

progresivohastaaproximadamentela mitadde la maduracióny despuésun mantenimientode

losvaloreshastael final delproceso.El lotecon6000U. alcanzóvaloresaúnmáselevadosy
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su evoluciónfue diferente;seprodujo un incrementobruscoen la fasefermentativay un

descensoposteriorsuavequeseprolongóhastael final de la maduración.La evoluciónfue,

por tanto,muy semejantea la observadaen el nitrógenosolubleen agua;compárensea tal

efectolas gráficascorrespondientesa cadaunade las fracciones(figuras111.15 y 111.18) y

obsérveseel paralelismoentreellas.

Los valoresfinales de NNP fueron0,70gN/lOOg en el control, 1,08 gN/lOOgen el

lote pronasaE-600U. y de 1,84 gN/lOOg en el pronasa11-6000U., todos ellosreferidosa

extracto seco.

Los porcentajes de incremento del NNPde estos lotes respecto al controlserecogen

en la tabla 111.5; fuerondel 54,3 y 162,9% para los lotesde embutidoscon600y 6000 U.,

respectivamente. El lote pronasa 11-6000 U. mostró un incremento del 108,6% más que el de

600 U. Se puede decir, pues, que la adición de mayor cantidad de pronasaEincidió de igual

forma en el NNP que en el NSA, ya quelos porcentajesde aumentode ambasfracciones

fueronbastantesimilares.

Sin embargo, los porcentajes de incremento respectoal controlsí fueronalgomayores

en el caso del NNPque en el del NSA, por lo que quizá puedasuponerseque la adiciónde

pronasa a los embutidosda lugara unamayorconcentraciónde péptidosy compuestosde

menorpesomolecularquelos de la fracciónde proteínassolublesenagua.

Al igual que ocurrió con el NSA, la proteolisis se produjo sobre todo en la

fermentacióny se redujo despuésdurantela maduración,lo quepodríaexplicarsede la

mismaforma: la actividadde lasproteasaspuedeverseinhibidaporel cambiodecondiciones

ambientalesen la cámarade maduracióny por la bajadade pH en el embutido,unidosa la

existenciade un mecanismode inhibición porproductosfinalesdela degradaciónproteica.

Estetipo de evoluciónha sidoobservadaanteriormente(Martin, 1975;Garrigay col., 1988)

durantela maduraciónde salchichonesconvencionales.Los últimos autoresatribuyeneste

hecho aquepartedel nitrógenopasaa amoniaco,quesedifundeen el ambientehastala

saturaciónde la cámarade secado.En su caso detectaronun pronunciadoaumentodel
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nitrógenoamoniacaly del crecimientobacterianoconcomitanteal descensodel NNP. En las

presentesexperienciascoincideel mayordesarrollomicrobianoconesteperíodo,que,a fin

de cuentas,es un hechocomún en todos los embutidos(véase111.1.2).Sin embargo,la

inflexión no apareceenel lote con 600 U. que,no obstante,presentótasasmuy elevadasde

nitrógenobásicovolátil total, lascualessiguieronaumentandoa lo largode la maduración,lo

queno ocurrió en losembutidosanalizadospor los autoresantesmencionados.

111.2.3.4.NITROGENO SOLUBLE EN ACIDO FOSFOTUNOSTICOAL 5% (NSF).

La figura 111.19 muestragráficamentela evolucióndel nitrógenosolubleen ácido

fosfotúngsticoal 5% a lo largo de la maduracióndelos embutidos.

Los lotes con pronasaE presentaron;comoerade esperar,un mayor contenidoen

NSF. En ambos casos la evolución fue similar, experimentando un fuerte incremento durante

la fermentación paradescenderligeramenteuna vez finalizadadicha fasey estabilizarse

posteriormente, durante el resto delprocesomadurativo.Estaevolucióncoincide,en general,

con la observada en las fraccionesNSA y NNP. El control, por el contrario,no mostróeste

rápido incrementodurantelosprimerosdíasy sóloseprodujoun aumentoligero durantela

maduración.

Los valoresdeNSFal final de la maduraciónfueron,referidos a extractoseco,de

0,31 gN/lOOg para el control, 0,52 gN/lOOg en el lote pronasaE-600U. y 0,77gN/lOOgen

el pronasa E-6000 U., lo quesupuso unosincrementos,respectoal control, de 67,7%y

148,4%paralos embutidosadicionadosde 600 y 6000 U. de pronasaE (tabla 111.4), muy

próximosa las observadasparael NNP.

Comoel material que permanecesolubleen ácidofosfotúngsticoal 5% estáformado

porsustanciasnitrogenadasconun pesomolecularinferiora aproximadamente600 d. (Jarret

y col., 1982), los resultadosanterioresindican que durantela fermentaciónno sólo se

producela fragmentaciónprimariadeproteínas,sinoqueigualmenteduranteesafaseacaece

la rotura de enlacespeptídicosde los polipéptidos y péptidosque surgende dicha
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fragmentación,llegandohastatri- y dipéptidosy aminoácidos.En otraspalabras,la adición

de pronasaE ocasionaya en la fasefermentativauna extensay profundadegradación

proteica.
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Figura111.19. Efecto de la adición de pronasa Een la fracción de nitrógenosolubleen
ácido fosfotúngstico al 5% (NSF).
Control ( o ); lote con 600 U. ( A ); lote con 6000 U. (E ).

El aumento del NSFen los embutidos elaborados con pronasa E podría atribuirsea

dos efectos. En primer lugar, a que la pronasaEcomercialno es un preparadoquecontenga

sólo una proteinasa, si no que es una mezcla de proteasas que incluyen además carboxí- y

aminopeptidasas capaces de fragmentar los péptidosinclusoaaminoácidos libres; la aparición

de sustanciasde bajopesomolecularsería,pues,un efectodirecto. De forma indirecta,la

accióndegradativadela pronasaEproporcionaríagrancantidadde sustratoparalasdistintas

peptidasastisularesde la carney tambiénparalas deorigenmicrobiano,cuyaactividaddaría

lugar a un aumento de la concentración de compuestosnitrogenadosde pesomolecular

inferior a 600d. En estesentidoconvienerecordarla accióncolaboradoraqueseproduce

entreenzimasexógenosy microbianosen los fenómenosproteolítkosqueacaecendurantela

maduracióndel queso. La quimosina.proteinasamayoritariadel cuajo, aparte de
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desestabilizarlas caseínasal romperespecíficamenteel enlacepeptídicoestablecidoentrela

Etc (105) y Ala (106) de la ic-caseína(Dalgleish, 1987) ejerceuna acciónproteolítica

secundariafragmentandofundamentalmentela ct5~~1-casefna(Fox y Law, 1991),rindiendo

péptidos de elevado pesomolecularque quedandispuestospara que despuéssufran

posterioresdegradacionesmercedala accióndelas bacteriaslácticas (Steele y Unlú, 1992).

Es así como la cL5<~-caseína sufre una profunda degradación proteicaquepuedellegarhasta

el 80% en quesos de maduración larga (Ordóñez y cal., 1978).

111.2.3.5.NITROGENOSOLUBLEEN ACEDOSULFOSALICILICO AL 5% (NSS).

La representación gráfica de la evolución del nitrógeno solubleen ácidosulfosalicílico

al 5% a lo largo de la maduración de losembutidosadicionadosdepronasaE serecogeen la

figura 111.20. Los resultadosse han expresado en mgde nitrógeno en lOOg de extracto seco.
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Figura 111.20. Evolución del nitrógeno soluble en ácido sulfosalicílicoal 5% en los
embutidos fabricadosconpronasaE.
Control (o )~ lote con 600 U. (a ); lote con 6000 U. (u).

Los lotescon pronasaE presentaronvaloresmuy superioresa los de su control.
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Además, se registró en ellos la misma evolución que en las otrasfraccionesnitrogenadas,es

decir, un incremento muy pronunciado hasta el segundo díade maduración,en el queaparece

un máximo, despuésun significativo descensoy, finalmente,un nuevoaumento,mássuave,

y una estabilizaciónhastaalcanzarlos niveleslogradosen la fasefermentativa.

Losvaloresfinales fueronde 272,663y 872 mgN/100gde extractosecoen los lotes

control, pronasaE-600 U. y pronasa11-6000 U., respectivamente.Si secomparanlos

valores absolutos del NSS con los de NSF (figura 111.19), sepuedeobservarquelos niveles

alcanzados por ambas fracciones nitrogenadas en los lotesadicionadosde pronasaE son

similares, mientras que en el lote control son algo mayoreslos de la fracciónNSF(unos300

mgN/100g E.S. de la fracción NSFfrente a algo más de 200 mgN/lOOg 11.5. de la fracción

NSS). Puede inferirse,pues,quela adiciónde pronasa E ocasiona una liberación masivade

aminoácidoshastatal punto que la presenciade di- y tripéptidos de hasta 600 d. queda

solapadapor los aminoácidoslibres.
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Figura111.21. Evoluciónde los aminoácidoslibrestotalesen los embutidoselaborados
con pronasaE.
Control ( O); lotecon600 U. (a ); lotecon6000 U. (U).

Al observarlos porcentajesde incrementofinalesde los lotesconpronasaErespecto

al control(tabla111.5), sepuedeapreciarquesonmarcadamentesuperioresalos alcanzados
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enlas otrasfracciones;sepodríaconcluirquela adicióndepronasaE ejerceun mayorefecto

en las fraccionesnitrogenadasinferiores (aminoácidos)que en las superiores,lo que

posiblementese debe,comoya seindicó al analizarla fracciónNSF (véase111.2.3.4),a la

accióndirectae indirectade la pronasaE. Además,sepuedeapreciarqueel incrementodel

NSFqueseprodujo al pasarde600 a6000 unidadesen los embutidosno indujo, a suvez,

un aumentoen la cantidad de NSS tan grande como en las otras fraccionesantes

mencionadas.Enestecaso,el NSS sólofue, enel lote con6000U., un 76,9%mayorqueen

losembutidoscon600 U, similaral calculadoparalafracciónNSF.

111.2.3.6.NITROGENOBASICO VOLATIL TOTAL <NBV~.

La figura 111.22muestrala evolucióndel nitrógenobásicovolátil total durantela

maduraciónde los embutidoselaboradosconpronasaE. Los resultadossehanexpresadoen

mg de nitrógenoen íOOgde extractoseco.Nose pudocuantificarel N?BVT presenteen la

masadelossalchichonespreviaala embutición(díaO delmuestreo>debidoaqueerainferior

al umbraldedeteccióndela técnicaempleada.

Al igual queen lasotras fracciones,los lotesconpronasaE presentaroncantidades

superioresdeNBVT a las delcontrol.Asimismo,los valoresfueronmayoresal aumentarla

concentración de enzimaempleada.En los doslotesconpronasaEla evolución fue similar,

presentandoun crecimientoprogresivode las tasasdesdecl principio hastael final de la

maduración,siendomáspronunciadoen la primeramitaddela misma.En lasetapasfinales

se observa una tendencia a la estabilización que quizás refleje, al menosen parte, la

disipación de dichas sustanciasen el entornoatmosférico.

En la tabla 111.5 se recogen los porcentajesde incrementode los lotescon pronasaE

respecto al control. El aumento del lote con 6000 U. fue menor que en las otras fracciones y

también cuandosecalculórespectoal observadoen los embutidoscon 600 U(un 35%). Hay

que tener en cuentaquela enzimano puededesaminarlos aminoácidosy, por tanto,por sí

misma no es capaz de ocasionar la elevación del NBVT. Probablemente el incrementode esta
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fracciónen el lote pronasa11-6000U. seaproporcionalal aumentodel sustratodisponible

hastacienonivel, apartirdel cualla producciónde NBVT se hacemáslenta,dadoquelas

reaccionesenzimáticassiguenuna evolución logarítmicarespectoa la concentraciónde

sustrato.
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Figura111.22. Evolución del nitrógenobásicovolátil total (NBVT) en los embutidos
fabricados con pronasa E.
Control ( O >; lotecon600U. ( £ ); lotecon6000U. ( u ).

111.2.3.7.AMINOACIDOS LIBRES.

Los resultadosobtenidosen la determinaciónde los aminoácidoslibres en los

embutidosfabricadosconpronasaEdurantela maduraciónserecogenen la tabla111.6 Los

resultados se han expresado en mgde aminoácido en lOOg de extracto seco.

En general,los lotesconpronasaE presentaronunacantidadmayorde aminoácidos

queel controldurantetodo el proceso.Tambiéndeformaglobal las cifrasfueronsuperiores

en el lote con 6000 U. de pronasa que en el elaborado con 600 U., salvo en determinados

aminoácidos (Asp, Glu, Asn+Gly, His, Ala y Val), en los que las tasas fueron parecidas en

los dos lotesadicionadosde la enzima.Los aminoácidosmásabundantesal término del

períodomadurativofueron, no obstante,prácticamentelos mismosaunqueen distinto orden.
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Así, en el lote pronasaE-600 U. predominaronLys, Glu, His, Pro y Ala, mientrasque en

los embutidosdel pronasa11-6000U. fueronHis, Lys, Pro, Leu y Ala. Deestos,His, Ala y

Profuerontambiénlos másabundantesen el control.Caberesaltarquela Lys, en relación

conel control,alcanzóvaloresmuyelevadosen los doslotesconpronasaE. Al igual queen

losembutidosdel controlseobservóundescensoen la cantidaddeTyr duranteel proceso

madurativo,apesarde queen los lotescon pronasaE seprodujeraun aumentoimportanteen

la fasefermentativa.

Los aminoácidosquemayorincrementosufrieronal finaldela maduraciónrespectoal

control fueron,en el lotepronasaE-600U., Trp (x4,3>.Lys (x4,2), Val (x3,5), Met (x2,8)

y Leu (x2,75), mientrasque en el pronasaE-6000 U. fueron Lys (x6,4), Arg (xS,l),

Ser+Gln(x4,6),Leu (x4,l) y Met (x3,6). Tresdeellos(Lys, Leuy Met) fueronlos mismos

queen el lotepronasaE-600U.. aunquela Val alcanzóvaloresrealmenteelevadosen etapas

intermedias.Es posiblequela gran liberaciónde Lys en el lote pronasaE-6000U. explique,

junto a loscompuestosbásicosvolátiles,el pHmáselevadoquesedetectóen los embutidos

de este lote.

En cinco aminoácidosel aumentofue menorenel loteconmáspronasaE queenel

queconteníamenosenzima(Asp, Glu, Asn+Gly y Trp). Sin embargo,los máximosfueron

superiores,por lo que,al parecer,existióunadegradaciónaminoacídicaintensa,superiorala

velocidadde formaciónde éstosen la segundamitaddela maduración.Estefenómenopudo

deberseposiblementeala distintaactividadmicrobianasobrela grancantidadde aminoácidos

liberados,quecondujoaprocesosde degradaciónmuy tempranos,generándose,entreotros

compuestos,nitrógenobásicovolátil total que,al alcalinizarel medio,pudo influir en la

actividad de la flora.

Del total deaminoácidoslibrespuedededucirseque,tanto en el lote controlcomoen

el de pronasa11-600U., seprodujo un aumentoimportantede aminoácidosen los cinco

primerosdíasdemaduracióny despuésel incrementofue mássuave,estabilízándoseal final

del proceso.Este comportamientofue similar al observadoen la fracción NSS (figura
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111.20),aunqueenel lote pronasa11-600U. se observaraen estafracciónun ligero descenso

unavez concluidala fermentación.Sin embargo,en el lotepronasaE-6000U. las tasasde

aminoácidoslibres sufrieron un gran aumentoen los cinco primerosdías y después

disminuyeron,tambiénde formaimportante,en los siguientesdfashastaeldécimo,en que se

estabilizaronlos valores.Estaevoluciónes,justamente,la queseobservóenla fracción NSS

(figura 111.20).

En otro ordendecosas,en los lotescon pronasaE, la relaciónentrela tasatotal de

aminoácidosencadamuestreoy la de NSS sesituó,en la mayoríade los casos,envalores

próximos a los que seobtuvieronen los lotescontroles(véase111.1.3.7),lo que permite

afirmar, de nuevo, que la determinacióndel NSS refleja muy bien la liberación de

aminoácidosduranteel procesomadurativo.

Comoconclusionesdelos datosobtenidosen los aminácidoslibrespuededecirse,en

términos generales,que la adición depronasaE a los embutidosconducea una mayor

liberaciónde Ser+Gln,Pro, Arg, Met, Leu y, sobretodo, Lys. Sin embargo,no afectao

sólo de formapocorelevante,a la liberaciónde Asp, Asn+Gly, His y Ala. En otroscasos,

comoeldeTrp, no puedellegarsearesultadosclaros.

111.2.3.8.AMINAS.

Los resultadosobtenidosenladeterminacióndeaminasen los embutidosfabricados

conpronasaE semuestranen la tabla111.7.

Seobservaclaramenteque,exceptoparala tiramina,los nivelesdeaminasobtenidos

fueronsimilarespara los tres lotes. Portanto, la adición de pronasaE no produjoefecto

algunoen la generaciónde aminasy todaslas consideracionsrecogidasen el apartado

111.1.3.8paralos lotesde embutidoscontrolessonválidasparaíos embutidosfabricadoscon

pronasaE. Sepodríaargumentarqueen el lote al quesele añadió6000U. de pronasaE, la

2-feniletilamina alcanzó,durantela maduración,valoresligeramentesuperioresa los

alcanzados canto por el control como en el lote de 600 U., pero el valor fmal fue semejante al
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de lamasaoriginal, por lo queseha consideradoquetampocohubodiferenciasdignasde ser

discutidas.En los tres lotes,sin embargo,seobservóquela putrescina+histaminaaumentó

progresivamentedurantela maduración,aunquelos valores absolutosno fueron muy

grandes.Dadoqueel comportamientofue el mismoen los treslotes,no sepuedeconsiderar

quedichofenómenoderivóde la adiciónde pronasaE, sinoqueesun hechohabitualen un

embutidoen maduración.Además,los valoresobtenidosdebencorrespondera histaminay

no aputrescina,yaque las bacteriaslácticas,las mayoritarias,no puedendescarboxilarla

lisina (Dainty y col., 1986;Edwardsy col., 1987).Estadiamina,junto con la cadaverina,se

acumulanen la carnerefrigeradaalteradadondeprevalecenlas pseudomonaso tambiénen

otrassituacionesenqueexistenelevadastasasdeenterobacterias(Slemr,1981; Daintyy col.,

1986).Estosdostipos demicroorganismosestánhabitualmenteausentesen los embutidos,

al descendermuy rápidamentesu númerodurantelos primerosdíasdemaduración(Locke,

1984). En 111.1.3.8 se discute más extensamenteel posible origen de [a

putrescina+histamina.

La evoluciónde la tiraminafue similar en los treslotes; seobservó,partiendode

cantidadestrazas,un gran aumentoen el primer terciode la maduraciónparaestabilizarse

hastael final del proceso.Estaevoluciónestotalmenteconcordantecon la de la tirosina,que

fue disminuyendo a medida que, por descarboxilación, se va transformando en la amina, lo

que, no cabe duda, se debe a la actividad de los lactobacilos, ya que se ha descrito (Edwards

y col., 1987) que estas bacterias,al menoslas de origencárnico,puedendescarboxilareste

aminoácido.

Las diferencias entre los tres lotes radican en los valores absolutos; los más bajosse

lograron en el control y fueron mayoresa medidaqueseañadió máspronasaE, de tal forma

queenel lote con 600 U. depronasaE la tasade tiraminaal final de la maduraciónfue 2,4

vecessuperiora la del controly semultiplicó porun factorpróximoa 9 en el lote con 6000

U. de la proteinasa.No cabedudade que la enzimapusoa disposiciónde los lactobacilos

unamayorcantidadde tirosinaparaserdescarboxilada.
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Comose ha señalado en el apartado 111.1.3.8, las aminas biógenas pueden constituir

un problemaparala salud.Ya seha analizadoen eseapartadoel posiblepeligroque puede

derivar de la presenciade estasaminasen los embutidosconvencionales,que se

correspondencon los controlesen las experienciasquesedescribenen estamemoria.Como

seha observado,la adiciónde pronasaE ocasiona,aunqueseaindirectamente,unamayor

acumulaciónde tiramina, por lo que su presenciapodría serpeligrosapara individuos

sensibles.De acuerdocon las cantidadesmíninxasde tiraminacitadaspor Renner(1987)

capacesdeproducirtoxicidad,ingestasdeembutidocontrolsuperioresa los 67 g contienenla

cantidadmínima(10mg)reseñadaporel mencionadoautor.Dichacantidadestaríapresente

en 26 g de embutidodel lote pronasaE-600 U. y en 7 g de los pertenecientesal pronasa

E-6000U. Por lo tanto, laconcentracióndetiraminayafuebastanteelevadaenel controly el

aumentode la proteolisisocasionadopor la pronasaE hizoaumentaraúnmásestecontenido.

Sin embargo,hayque teneren cuentaqueestatoxicidad sepresentasóloen individuosmuy

susceptibles;en personassanasel problemapresentamuchamenorimportancia(Hannington

y col., 1970). Si seconsideranlos datosaportadospor Pontoy col. (1977),todoslos lotes

contendrían cantidades suficientes de tiramina para interaccionar con los medicamentos

IMAO. No obstante, en los individuos no especialmentesusceptiblesestosmínimosde

toxicidadsonmuchomáselevados(Taylor y col., 1982).

Por lo tanto, los embutidosde todoslos lotes,incluidoel control,presentaroncierto

riesgode toxicidadpor tirarnina,al menosparaalgunosindividuos,quefue mayoren los que

seelaboraronconlaproteasa.

111.2.4. Análisis sensorial.

La pruebade diferenciaciónporel testtriangularmostróque los embutidosdel lote

con600 unidadesdepronasaE no eransignificativamentediferentesde los dellote control(p

=0.05); sin embargo,estosdos lotes silo eran(p <0,01)del lote fabricadocon 6000
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unidadesdepronasaE.

Los resultadosobtenidosen la pruebapreferencial realizadacon muestrasde

embutidostomadasal final de la maduraciónserecogenen la tabla111.8. El lote pronasa

E-600 U. alcanzóuna puntuaciónsuperiora la del control, aunquelas diferenciasno

mostraronsignificancia.La presenciade pronasaE en estosembutidosno modificó la

textura,peromejoróligeramentetanto la aparienciacomoel sabory aromaajuicio del panel

decatadores.Estosresultadossugierenquela adiciónde pronasaE encantidadespróximasa

la utilizadaen estelote (600unidades)podríansermásútiles paramejorarel aromay sabor

delos embutidoso, alternativamente,acortarla maduración.

El lotecon6000unidadesdepronasaE-6000U. fuecalificado,sin embargo,conuna

puntuaciónmuy bajatantorespectoal controbcomoal lotede 600 U. de la enzima.La causa

fue el ablandamientotanacusadoquepresentóla masaque, no cabeduda,sedebióa la

intensaproteolisisqueseprodujo,la cualacarreóla generaciónde sustanciasnitrogenadas

inferioresdemayorsolubilidad.

El sabor y aromafueron calificados con una puntuaciónmuy baja, de 2,9.

Obviamente,la sensaciónde blanduradela masainfluyó de fonnadecisivaen el juicio de los

catadores.Realmente,la calificaciónemitidacorrespondíaal “flavor y no al sabory aroma.

Comoconclución final de las experienciasdescritasen esteapanadopuededecirse

que la adición de pronasa E puede ser eficaz parapotenciar el sabor y aroma de losembutidos

o acortar el período madurativo y que lasdosismásadecuadasparaello sesitúanen tomo a

las 600 U. de la enzima,pero concentracionesmucho máselevadaspuedenprovocar

degradacionesintensasde las proteínasqueinfluyennegativamenteen la calidadglobaldel

productofinal.

156



Resultadosy discusión

Tabla111.8. Calidadorganolépticaal final dela maduraciónde los embutidos
fabricadosconpronasaE.

Color y
4parienc¡a

Textura Sabor y Calidad
global**Aroma

Control O 7,9a 7,7a 7,8a 7,8a

Pronasa-600 600 8,6a 7,7a 8,3a 8,2a

Pronasa-6000 6000 4,9b 2,8b 2,9b 3db

a,b: letrasdiferentesrepresentan diferencias sigáificativas (p=O,01).
* Para la definición de unidad,verapanado11.3.1
~‘ Calidadglobal = Colory Aparienciax 0,1 + Texturax 0,25+ Sabor y Aroma x 0,65
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111.3. EMBUTIDOS ELABORADOS CON ASPARTIL PROTEINASA

DE ASPERGILLUS ORYZAE.

Al igual quelas experienciasrealizadasconpronasaE, el objetivo de las descritasen

esteapartadoeraconocerla posibleutilizaciónde la aspartilproteinasade Aspergillusoryzae

paraacortarel períodomadurativode los embutidos.Estaenzimaesdiferentea la anterior,ya

queesunaproteinasaácidacuya actividadmáximaesaun pH próximo al existenteen los

embutidos.

La enzimaseadicionóa dosis de 800 y 4500 unidades(la unidadenzimáticaha

quedadodefinidaen 11.3.1). Losresultadosobtenidosserecogenen el presenteapanado.

La elecciónde dichaenzimase hizoen baseasu carácterdeproteinasaáciday dentro

de las de este grupo seeligió la aspartilproteinasadeAspergillusoryzaedebidoa que

previamente(Law, 1984a)se habíautilizado en estudiossimilaresconel fin de intentar

acortarla maduracióndelos quesos.

La elecciónde lasdosisde enzimase hizo en basea los resultadosqueya setenían

sobrela pronasaE. Comola adición de 600 unidadesprodujo sólo unaproteolisis algo

superior a la ocurrida en el control se pensóquepodríasermásoportunoañadirunadosis

algosuperiordeaspartilproteinasa(800unidades).De la mismaforma,comoen el casode la

adiciónde 10 vecesmásde pronasaE ocasionóunaintensaproteolisisquesetraducíaen un

ablandamientoexcesivode la masa,se eligió unasegundadosisde 4500U., sólo5,6 veces

superior a la otra.

111.3.1. Evolución de los parámetros fisicoquímicos.

111.3.1.1. EXTRACTOSECO.

La figura 111.23 muestra la evolución del extractosecode los embutidosfabricados

con aspartil proteinasa.
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0 3 6 9 12

Tiempo (días)

Figura 111.23. Evolución del extracto
proteina sa.
Control ( o ); lote con800

sepo en los embutidos elaborados con aspartil

U.( £ );lotecon4SOOU.(u).

El valor inicial fue de 39,8%, similar al obtenido en los embutidos elaborados con

pronasaE. La evolucióntambiénfue semejanteen todos los lotes, siempreascendente

aunque con ligeras oscilaciones, llegándose, a diferenciade los embutidoscon pronasaE

(véase111.2.1.1),a valoresfinales igualmentesimilares,a pesar de que la proteolisis fue

tambiénmuy intensaen estecaso(véase111.3.3);sin embargo,no parecequeafectaratanto a

la capacidad de retención de agua como en el caso de lapronasa E.

111.3.1.2.ACTIVIDAD DE AGUA (ay).

La evolución de la actividad de agua de los embutidos fabricados con aspartil

proteinasa se recoge en la figura 111.24. Este parámetro, partiendo de un valor inicial de 0,97,

fue descendiendo progresivamente, como cabía esperar, durante la maduración.

Al igual que sucedió con el lote fabricado con 6000 U. de pronasa E, los embutidos

elaborados con la dosis mayor de aspartil proteinasa (4500U.) presentaron una aw más baja
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quesucontrol, mostrandounaa~ final inferior a0,88,mientrasqueen el controly el lote

con 800 U. de la enzimano descendiópordebajode 0,90. Al igual queen el casode la

pronasaE, esteefectoseha atribuidoal aumentode la cantidaddecompuestosde bajo peso

molecularresultantesdela proteolisisconunaactividadosmóticamayorquelas proteffiasde

dondeproceden.

1,00

0,97

0,94

di
0,91

0,88

0,85
0 3 6 9 12 15

Tiempo (días)

Figura111.24. Evolución de la actividadde agua(a~) en los embutidosfabricadoscon
aspartilproteinasa.
Control ( O ); lotecon 800 U. ( £ ); lote con4500U. ( u ).

111.3.1.3.EVOLUCION DEL pK

La evolución del pH a lo largo de la maduración de los embutidos fabricadoscon

aspaxtil proteinasa se muestra en la figura 111.25. Fue similar en todos los lotes y la típica en

esta clase de embutidos (Lticke,1984), presentando el descenso más acusado durante la fase

de fermentación, más suave después y al final un ligero incremento. Los valores fueron

siempre algo más bajos que los obtenidos en los lotes con pronasa E, incluido el control

(véase 111.2.1.3), lo que hay que atribuir simplemente a variaciones en las características de la

carneempleadaen suelaboracióno aunaactividad de las bacterias lácticas más intensa. Estas
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diferenciasyasehandiscutidoampliamenteen el apartado111.1.1.3.

6,0

5,8

5,6 -

a. 5,4-

5,2 -

5,0

4,8
0 3 6 9 12 15

Tiempo (días)

Figura 111.25. Evolución del pH de los embutidos fabricados con aspartil proteinasa.
Control ( O ); lote con 800 U. ( £ ); lote con 4500 U. ( U ).

También, y a diferencia de lo observado en los embutidos con pronasa E, los valores

del pH fueron similares en los lotes con aspartil proteinasa respecto a su control. A pesar del

incremento tan intensode las fraccionesnitrogenadasregistradoen los lotescon aspartil

proteinasa (factor al que se atribuyó el pH más elevado del lote pronasa E-6000 U.), el pH se

mantuvo a lo largo de la maduración en los mismos niveles que el control. Nrs y col. (1992)

describieron un caída marcada del pH en los embutidos preparados con proteinasa de

Lactobacillusparacaselsp.paracaseirespecto al control. Estos autores no detectaron, sin

embargo y a diferencia de lo observado en el presente trabajo, variaciones en el nitrógeno no

proteico, aunque sí una rápida degradación de las proteínas miofibrilares. La existencia de un

pH más bajo en los embutidos tratados con enzima que en los controles la atribuyeron a un

incremento en la cantidad de oligopéptidos ácidos debido a la acción enzimática.

111.3.1.4. CENIZAS.

Respecto al contenido medio de cenizas de los embutidos, véase 111.1.1.4.
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111.3.2. Evolución de la flora microbiana.

La figura 111.26muestragráficamentela evolucióndela flora microbianatotal, la flora

lácticay las micrococáceasde losembutidosfabricadosconaspartilproteinasa.

Los recuentosdela flora total y la lácticaobtenidosenestecontrol, salvolos valores

inicialesrelativosa la flora láctica, fueron bastante similares a los observados enel controlde

los embutidosfabricadoscon pronasaE (figura 111.14). Sin embargo,el recuentode

micrococáceas,comose señalópreviamente(véase111.2.2),fue máselevadoenel controlde

estelote. El númeromayordemicrococáceasseapreciótambiénen losdos lotesconaspartil

proteinasa.

En relación a la evoluciónde la flora y la tasaquealcanzaronlos distintosgrupos

microbianos analizados en el lote control y losembutidosfabricadosconla proteinasa,no se

ha observado hecho alguno que merezca la penadestacar.Obsérveseen la figna 111.26que

las gráficas que muestran su comportamiento son prácticamente iguales, por lo que puede

decirse que la adición de aspartil proteinasa, al igual que la de pronasa E, no influyó en

absoluto en el crecimiento microbiano.

111.3.3. Estudio de la proteolisis: evolución de diversas fracciones

nitrogenadas.

111.3.3.1.NITROGENO TOTAL.

Respecto al contenido de nitrógeno total de los embutidos, véase 111.1.3.1.

III.3.3.2. NITROGENOSOLUBLEENAGUA(NSA>.

Los resultados obtenidos (expresados en gramos de nitrógeno en 100 g de extracto

seco) en la valoración del nitrógeno soluble en agua a lo largo de la maduración en los

embutidos fabricados con aspartil proteinasa se recogen en la figura 111.27.
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Tiempo (días)

6 9 12 15

Figura1111.26. Evolución de los microorganismos
láctica (U) y de las micrococáceas (
proteinasa. A: control 2; B: lote con 800

viables totales ( o ), de la flora
4) en los embutidos con aspartil
U.; C: lote con 4500 U.
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Figura111.27. Efecto de la adición de aspartil proteinasaen la fracción de nitrógeno
solubleen agua(NSA).
Control( o );lotecon800U.(£ );lotecon4SOOU.(U).

Los dos lotes con aspartil proteinasa presentaron un incremento notable del NSA

respecto al control, que se observó sobre todo en la fase fermentativa y se mantuvo hasta el

final dela maduración.Suevolución,además,fuediferente:mientrasqueel NSA del control

aumentósólo ligeramentealo largodel proceso,en los embutidosconproteinasaseprodujo

unaaumentointensoen el períodoinicial, paraluegoestabilizarse,aunqueen el lote aspartil

proteinasa-800U. seobservóun ligero descensoal final delperíodomadurativo.

LastasasdeNSA deestosdos lotessemantuvieronsiemprerelativamentepróximas,

si se tiene en cuentala diferenciade dosisde enzimaquese les afiadió. Sin embargo,el

descenso del lote con 800 unidades al término del proceso hizo quelos porcentajesfinalesde

incremento respecto al controlestuvieranalgomásalejados.En la tabla 111.9 se muestran

dichos incrementos. En la tabla se han incluido también, con fines comparativos,los

incrementoscorrespondientesa los embutidosque se fabricaroncon pronasaE. Puede

observarseque los porcentajesde aumentodel NSA que ocasionóla aspartilproteinasa

fueronsóloligeramentesuperioresa losqueprovocóla pronasaE (téngaseen cuentaal hacer

3 6 9 12

Tiempo (días)
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Proteasa

Incremento(%) al final de la maduraciónrespectoal controlde las
fraccionesnitrogenadas
aspartilproteinasa.

Unidades NSA NNP NSF NSS NBVT

PronasaE
PronasaE

600
6000

35,6
130,2

54,3
162,9

67,7
148,4

143,7
220,6

36,3
71,4

Aspartilproteinasa 800 54,8 206,2 136,4 234,9 83,8
As artil roteinasa 4500 134,9 306,2 175,7 521,9 151,1

NSA: nitrógeno soluble en agua.
NNP: nitrógeno no proteico;
NSF: nitrógeno soluble en ácidofosfotúngsticoal 5%.
NSS: nitrógeno soluble en ácido sulfosalicffico al 5 %.
NBVT: nitrógenobásicovolátil total.
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la comparaciónlas dosis empleadasen cadacaso).Sin embargo,se podríanesperar

diferenciasmásacusadas,yaquela aspartilproteinasaactúaaun pH másfavorablequela

pronasaEdadoel carácterácidodeaquella.Estehechoinduceapensarquepuedaocurriruna

F fuerteregulaciónde las enzimas por acumulaciónde producto,fenómenoal quese ha hecho

menciónenel apartado111.2.3.2.Lascantidadesfinalesde NSA fueron de l,2ógN/lOOg en

el control, I,95gN/lOOgen el lote con800 unidadesdeaspartil proteinasa y de 2,96 gN/lOOg
y-

enel lotequecontenía4500unidades,siempreexpresadoentérminosdeextractoseco.

Si secomparala evolucióndel NSA de estosembutidoscon la descritaen losquer
1. conteníanpronasaE seobservala faltadelpicomáximoqueseaprecióen la fasefementativa.

y En los embutidos con aspartilproteinasael aumentofue progresivo,aunquemayoren el

primertercio de la maduración,a lo largodel proceso.En cuanto a los valores absolutos

r alcanzados, fueron similares para ambas enzimas, a pesar de que la cantidad añadida fuese

algo diferente, lo que explica que, aunque la pronasa Eactúa de forma óptima en tomo a la

F neutralidad, es estable y capaz de actuar a un pH tan bajo como el que se alcanza en los

1— salchichones(Belitz y Grosch,1988),lo queya sehablaapuntadoanteriormente.

111.3.3.3.NITROGENONO PROTEICO(NNP).

La evolución del nitrógeno no proteico en los lotes de embutidos fabricados con

aspartil proteinasa se recogen en la figura 111.28. Los resultados se expresadan en gramos de

nitrógeno por lOOg de extracto seco.

Comoera de esperar, los lotes con aspartil proteinasa presentaron un mayor contenido

en NNP queel control,que fue ademásdependientede la cantidadde enzimaañadida.La

evolución fue similar a la observadaen los lotescon pronasaE (véase111.2.3.3).El mayor

aumentose produjo durantela fasede fermentacióny, mientrasque en el lote aspartil

proteinasa-800 U. los valores se mantuvieron después, en el lote con 4500 unidades de la

enzimaseprodujoun descensohaciael quinto díadel proceso,igual que habíaocurridoen el

lote fabricado con la mayor dosis (6000 U.) de pronasa E. Los valoresfinalesfueronde
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0,48, 1,47y 1,95gNIlOOg de extractosecoen el control,en el lote con 800 unidadesy en el

de4500unidadesdeenzima,respectivamente.

3
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u

WCoo
WC

z
z

2

1

o
15

Figura 111.28. Efecto de la adición de aspartil proteinasa en la
proteico (NNP).
Control ( o ); lote con 800 U. ( £ ); lotecon4500

fracción de nitrógeno no

U.(u).

Los valores del NNPen los dos lotes con aspartil proteinasa se mantuvieron más

próximos entre sí que los correspondientes a los dos adicionados de pronasa E, en los que el

aumento de la dosis de enzima incrementó más cl NNP. Los porcentajesde incremento

finales respecto al controlsemuestranen la tabla111.9.Sepuedeobservarqueel incremento

de la proteolisis fue muy superior al obtenido conla adicióndepronasaE, lo queindicaque,

si bien ambas enzimas son igualmenteeficacesparaprovocarla degradación primaria de las

proteínas(la fracción NSA puedeconsiderarseparecidaen amboscasos),no presentanla

misma eficacia para fragmentar los polipéptidosresultantesdel ataqueprimario.La aspartil

proteinasa a dosis más bajas (como también en el caso del lote fabricadocon4500 U. frente

al de 6000 U. de pronasa E) ocasionó porcentajes de aumento superiores al doble de NNP,

es decir, estaenzimaproducioa una degradaciónextensay profundade las proteínas

musculares.

o 3 6 9 12

Tiempo (días)
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111.3.3.4.NITROGENOSOLUBLEENACIDO FOSFOTUNOSTICOAL 5% (NSF).

La evolucióndel nitrógenosolubleen ácido fosfotúngsticoal 5% a lo largo de la

maduraciónde los embutidosa los quese añadióaspartilproteinasasemuestraen la fugura

111.29. Losresultadosseexpresanen gramosde nitrógenopor lOOg de extracto seco.

1,0

Lb
0,8

0,6

E
~ 0,4

WC

~ 0,2
z

0,0
15

Figura111.29. Efecto de la adición de aspartilproteinasaen la fracción de nitrógeno
solubleen ácidofosfotúngsticoal 5% (NSF).
Control ( o ); lote con 800 U. ( £ ); lotecon 4500U. (U ).

Los dos lotes con aspartil proteinasa presentaron tasas de NSF mucho más elevadas

que las del control y bastante próximas entre ellas. La evolución fue paralela en ambos lotes.

El mayorincrementoseprodujo,al igual queparael NSA y el NNP, en los tresprimeros

díasde maduración, entrando después los valores en una fase de meseta para finalizar con un

ligero aumentoadicionalal final del proceso.Los valoresfinales,en términosde extracto

seco,fueron de 0,33gN/lOOg en el control, 0,Y8gN/IOOg en el lote con 800 unidadesy

0,9lgN/IOOgenel quecontenía4500unidadesde enzima.

La evolución del NSFde los embutidos con aspartil proteinasa fue diferente a la

descritaen los lotes conpronasaE (figura 111.19).En esta ocasiónno se observóel pico
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máximoquesepusodemanifiestocon la pronasaE, sinoquelos valoresseestabilizarontras

el incrementoinicial.

Comosepuedeapreciaren la tabla111.9, los incrementosrespectoal control fueron

intermedios entre los obtenidos para el NSAy el NNP, pero siempre superiores a los que

rindió la pronasa E, lo que indica, de nuevo, la eficacia de la aspartil proteinasa para degradar

los péptidosquevansurgiendo.

El incremento del NSFpor la adición de aspartil proteinasa se produjo de forma

indirecta, ya que estaenzimano da lugara la liberaciónde tú- y dipéptidosni aminoácidos

libres, al no contener carboxi- y aminopeptidasas, como sucedía en el caso de la pronasa E.

No obstante, hay que tener en cuenta que en este ataque pueden participar otras enzimas

presentes en los embutidos, como dipéptido hidrolasas y carboxi-y aminopeptidasas,tanto

de origen tisular (catepsina C) como microbiano.

r 111.33.5. NITROGENOSOLUBLEENACIDO SULFOSALICILICO AL 5% (NSS).

F La figura 111.30 representa la evolución del nitrógeno soluble en ácido sulfosaliciico

al 5%a lo largo de la maduración en los embutidos con aspartil proteinasa. Los resultados se

expresan en mgde nitrógeno por lOOg de extracto seco.

El incrementomásintensode NSS seprodujoen la fermentación,igual queocurrió

en las otras fracciones. Sin embargo, el aumentocontinnóprogresivamentedurantetodala

maduración,siendomás acusado en el lote que contenía la mayor dosis (4500 U.) de enzima,

obteniéndoseunagráficaglobalquemásbien indicaunaaumentoconstantea lo largodela

maduración.En el lote con 800 U. de aspartilproteinasa,trasel incrementoinicial, los

valores de NSSsólo aumentaron después de una forma suave.

Los valoresfinalesde NSSfueronde232,777 y 1443mgN/lOOgde extractosecoen

los lotescontrol,con800 y con4500unidades,respectivamente.
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Figura111.30. Efectode la adición de aspartil proteinasa
solubleen ácidosulfosa]icflico•al 5% (NSS).
Control ( o ); lote con800 U. ( a); lotecon4500U. (U).
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Figura 111.31, Efecto de la adición de aspartil proteinasa
aminoácidoslibres totalesdurantela maduración.
Control(O ); lote con800 U. (a); lotecon4500U. (U).

en la evolución de los

Los porcentajesde incrementorespectoalcontrol(tabla111.9)fueronmuchomayores

quelos obtenidosen lasotrasfraccionesnitrogenadas,observándoseasimismounamayor
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relaciónentrelas dosisde enzimay las cantidadesde NSS liberadas.Al igual que sucedió

con la pronasaE, la adiciónde aspartilproteinasadeterminóun mayorincrementode las

fraccionesmáspequeñas(sobretodo aminoácidos).El aumentotanimportantedel NSS en

estoslotessedebe,posiblemente,a la mayorpresenciade sustratodisponible(péptidos)para

la actuaciónde las enzimasresponsablesde la liberaciónde aminoácidos.

111.3.3.6.NITROGENOBASICO VOLATJ7L TOTAL (NBvr.

La figura 111.32 muestrala evolucióndel nitrógenobásicovolátil total duranteel

período madurativo de los embutidos fabricadosconaspartilproteinasa.Los resultadosse

expresanen mgdenitrógenoen lOOgde extractoseco.

—. 400
o
<a‘au,
~ 300
WCoo
— 200

A

E- 100

2:
o

6 9 12 15

Tiempo (días)

Figura111.32. Evolución del nitrógenobásicovolátil total (NBVT> en los embutidos
fabricadosconaspartilproteinasa.
Control ( o ); lotecon800U. ( £ ); lotecon4500U. ( U ).

De igual modoqueocurriócontodaslasdemásfraccionesnitrogenadas,los lotescon

aspartilproteinasaconteníancantidadessuperioresdeNBVT alas del control. Sinembargo,

no se observaron diferencias importantes en relación con la cantidad de enzimaañadida;sólo

al final de la maduración las gráficas de ambos lotesdivergieronclaramente.Los valores

0 3

171



Resultadosy discusión

finalesde NBVT fueronde 119,220 y 300 mg/lOOgde extractosecoen los lotes control,

con800 y con4500unidadesde aspartilproteinasa,respectivamente.

La evolucióndel NBVT fue semejantea la descritaen los lotescon pronasaE,

considerandoun períodode maduraciónequivalente.Noobstante,las tasasfueron en los

embutidos con aspartil proteinasamuchomayoresalos observadosen los lotes fabricados

conpronasaE.

Los porcentajesde incrementorespectoal control (tabla 111.9) fueron muchomás

bajosqueloscalculadosparala fraccióndeNSSquees,porotraparte,el principalsustratoa

partirdelcualseformael NBVT pordesaminación.Estasituacióntambiénsepresentóen los

lotesconpronasaE (tabla111.5),por lo quepuededecirseque,en amboscasos,la formación

de aminoácidos fue másintensaquesu degradación.

111.3.3.7. AMINOACIDOSLIBRES.

La tabla 111.10 muestralos resultadosobtenidosen la determinaciónde los

aminoácidoslibresduranteel períodomadurativode los embutidosfabricadosconaspartil

proteinasa.Los resultadosseexpresanen mgde aminoácidoen10%de extractoseco.

En los dos lotesconaspartilproteinasay paratodoslos aminoácidosseobservóun

aumentocontinuadode sustasasdesdeel principio hastael final de la maduración.Si se

comparacon el lote control, sepuedever queen éstesólo 6 aminoácidosmostraronla

concentraciónmáximaal final delproceso,mientrasqueen los lotesconla proteinasafueuna

normageneral.La formación de aminoácidoslibres fue, por tanto, más intensaque su

degradación,existiendo,encambio,mayordegradacióndecasi todosellosen el control.

Comoerade esperar,y teniendoen cuentalos resultadosobtenidosen la valoración

de las otras fraccionesnitrogenadas,los valoresabsolutosde todos los aminoácidosa lo

largode la maduraciónen los lotesconaspartilproteinasafueronsuperioresalas del control

y tambiénmáselevadosen el lote con4500unidadesde enzimaqueen el quecontenía800

unidades.Los aminoácidosmásabundantesal final dela maduraciónfueroncasi los mismos
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Resultados y discusión

en ambos lotes; en el de 800 U. deenzimalos cinco mayoritariosfueron Lys, Leu, Glu,

His+Thr y Trp y en el de 4500 U., Lys. Leu, Glu, Ala y Trp. Los aminoácidosque

predominaronen el control fueronHis+Thr, Glu, Leu, Ala, Phey Trp. Si secomparancon

los quemásabundaronen los lotesconla proteinasaseobservaqueen éstosaparecela Lys

en primer lugar,aminoácidono presenteentrelosseismásabundantesdelcontrol. Al mismo

tiempo,His+Thr, situadosen el lote controlen primer lugarpasana ocuparposicionesmás

alejadasen los lotescon aspartilproteinasa.El predominiodela lisina tambiénocurrió en los

lotescon pronasaE (véase111.2.3.7).Pareceque la adición de enzimasincide de alguna

formaen la liberaciónmasivadeesteaminoácido.

En los lotes elaborados con pronasa E (véase ¡11.2.3.7) se observó que el aumento de

los aminoácidos no era tan generalizado como en los lotes elaborados con aspartil proteinasa.

En este caso, no se produjo disminución de ningún aminoácido, ni siquiera de tirosina, como

ocurrió en lotes con pronasa E en los que dicho aminoácido se transformó en tiramina (véase

111.2.3.8). No obstante, también en los lotes con aspartil proteinasa se produjo la

descarboxilación de este aminoácido, aunque con menor intensidad, ¿omo lo demuestra el

análisis de las aminas (tabla 111.11).

Quizás convenga también resaltar que la liberación masiva de Asp y Glu en los lotes

con aspartil proteinasa contrastó con el escaso o nulo efecto que ocasionó la adición de

pronasa E (tabla ¡11.6). Es posible que en este hecho radique, al menos en parte, la diferencia

en los valores del pH que se obtuvieron en el lote con 6000 U. de pronasa E y los de aspartil

proteinasaquefueronmayoresen el primer caso.

Los aminoácidos que mostraron un mayor incremento (entre paréntesis se anota los

factores de incremento para el lote de 800 y 4500 U., respectivamente) respecto al control al

final de la maduración fueron los mismos en los dos lotes de salchichones a los que se les

añadió la enzima yen el mismo orden: Ser+Gln (x19, x26), Lys (x14, x19) e Ile (x14, x17).

Después se situaron Met (xlO) y Leu (xlO) en el lote con 800 U. de la proteinasa, y Asp

(xiS) y Met (XIS) en el caso del lote con 4500 U.
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Enla figura111.31 seharepresentado,ademásde la evolucióndela fracciónNSS(en

términos de mgN/lOOg E.S.), los cambiosen las tasastotalesde los aminoácidoslibres

(mg/lOOg E.S.). Aunqueestánexpresadosen términosdiferentes,puedecomprobarseel

paralelismoentrelasgráficascorrespondientes.Además,la relacióndecadapar de valores

delmuestreocorrespondientesemantuvoentre5-7, que permite transformarel pesode

aminoácido en el de nitrógeno del aminoácido correspondiente, que es como se obtiene al

determinar el nitrógeno soluble en 5%de ácido sulfosalicílico (Reiter y col., 1969).

111.3.3.8. AMINAS.

La tabla111.11 muestralos resultadosobtenidosen la determinaciónde lasaminasen

losembutidosfabricadosconaspartilproteinasa.

El análisisde la tablay su comparacióncon la correspondientea lasaminasde los

lotes de embutidos elaborados con pronasa E, permite deducir que la situación es muy

similar, es decir, no se observaron diferencias entre los tres lotes para cada una de las

aminas, excepto en la tiramina. Asimismo, se observó un aumento progresivo de la

putrescina+histaniina. En consecuencia, todas las consideraciones realizadas para las aminas

de los lotes de embutidos fabricados con pronasa E (véase 111.2.3.8) son totalmente

aplicables a los elaborados con aspartil proteinasa.

En cuanto a la tiramina, la evolución de la misma durante la maduración fue,

igualmente, similar a la de los lotes fabricados con pronasa E, aunque los valores absolutos

en este caso fueron mucho más bajos que en los embutidos con pronasa E (compárense las

tablas 111.7 y 111.11). Por ejemplo, al final de la maduración las tasas de tiamina fueron, en

los lotes fabricados con aspartil proteinasa, entre 4y 7 veces más bajos que los alcanzados en

los lotes con pronasa E. Esta situación hay que considerarla totalmente independiente de las

enzimas añadidas y puede atribuirse a la presencia de una flora láctica con actividad tirosina

descarboxilasadiferente.Recuérdesequesehanobservadodiversosefectosdiferentesen los

embutidoscontroles,quese han atribuidoa la implantaciónde una flora lácticadistinta
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derivadade la no adición de cultivos iniciadoresen los embutidosutilizados en las

experienciasquesedescribenen la presentememoria.

Comola acumulaciónde tiraminaesun fenómenoajenoa la actividadde las enzimas

proteolíticasy dependede los lactobacilos,cabepresumirqueen estelote de embutidolas

especies,o cepas, de dichos microorganismos no poseíantantaactividaddescarboxilantede

la tirosina. De hecho,Edwardsy col. (1987) observarondiferenciasentrelas numerosas

cepasqueestudiaron.Así, Lactobadillusdivergeasy Lactobacilluscarnis, actualmente

incluidosen el géneroCarnobacteriumcomo C. divergensy C. piscicola, respectivamente

(Collins y col., 1987),produceunacantidadrelevantede tiramina y de las 10 cepasde

lactobacilosacidúricos(Shawy Harding, 1984)queensayaron,sólounageneracantidades

apreciablesde tiramina, otra mucho másbijas y el restono ocasionanla formaciónde

tiramina. Es necesarioaclararquedichasexperienciasse hanrealizadoen carneobtenida

asépticamentey la disposiciónde tirosina, no cabeduda,esmásbajaqueen el casode los

embutidos.No obstante,es un estudiomuy ilustrativo paradeducirlas diferenciasque

puedenexistirentrecepas.

Desdeel puntode vista sanitario,y segúnlas cantidadesquepuedenocasionar

toxicidad citadaspor Renner(1987),ninguno de los lotes de embutidosfabricadoscon

aspartil proteinasa podrían ocasionar perjuicios a la salud por su contenidoen histamina.Sin

embargo, los contenidos en tiramina sí podrían causar problemas; las cantidades de este

producto que se necesitarían para ingerir los 10 mg que el citado autor considera como

umbrales de toxicidad serian 244 g de embutidos control, 126 g del lote con 800 unidades de

aspartil proteinasa y sólo 63 g del que contenía 4500 unidades de la enzima. Si se consideran

como consumo normal de embutido porciones de entre 50 y 100 g, el control y el lote con

800 U. no provocarían perjuicios ni en los individuos más susceptibles. En cambio, el

consumo de embutidos del lote elaborado con 4500 unidades de aspartil proteinasa sí que

presenta algún riesgo, ya que supera los 6 mg señalados por Ponto y col. (1977), aunque

solamenteen individuos susceptibles.La feniletilamina tampocoestuvopresenteen
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concentracionescapacesde desencadenarmigrañas(3rng; Sandlery col., 1974). Por lo tanto,

desdeel punto de vistasanitario, la adición de aspartilproteinasaen cantidadesno muy

elevadasno incrementael riesgode intoxicaciónal menosenindividuossanos.

111.3.4. Análisis sensorial.

La pruebadediferenciacióntriangularmostróquelosdos lotesdeembutidoa losque

seleshabíaañadidoaspartilproteinasafueronsignificativamentediferentesdel control(p c

0,01).

La tabla 111.12recogelaspuntuacionesobtenidaspor los embutidosen la prueba

preferencial. Las puntuacionestan bajaá de los lotes con proteinasase debieron

principalmenteal excesivoablandamientoqueoriginósuactividadsobrelasproteínasde la

camey deaquílasdiferenciassignificativasqueseobservaronenla pruebatriangular.Ya se

hacomentadoanterionnentequela enzimaocasionaunafuertedegradaciónproteica,tanto en

extensióncomoen profundidad.Esteablandamientofue la razónen que la autorase basó

parasuspenderel muestreotras 14 díasdemaduración,ya queseconsideróque, aunqueel

procesofueramásprolongado,nuncaadquiriríanlosembutidossudurezacaracterística.

A pesardel excesivoablandamientoque, sin duda,influyó negativamenteen el

dictamendelos catadores,la puntuacióndelsabory aromafue máselevadaquela alcanzada

por lasotraspropiedadesanalizadasy mayoren el lote con másproteinasa.Tambiénfue

superiora la conseguidapor el lote con 6000U. de pronasaE (tabla 111.8), el cual, no

obstante,mostróunavaloraciónbastantesimilaren las otrascaracterísticas.Parece,pues,

quela adiciónde aspartilproteinasanoinduceun sabory aromadesagradablesajuicio delos

catadores,si secomparaconlosembutidosqueconteníanunacantidadelevadadepronasaE

o conlas otrascaracterísticassensorialesevaluadas.Hay queteneren cuentaque,además,

dichavaloraciónse realizóen relaciónaun embutidocrudo madurado;esposibleque su

evaluaciónsensorialen un producto cárnicode texturadiferente obtuvieraaún mejores
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Tabla 111.12 Calidadorganolépticaal final dela maduraciónde los embutidos
fabricadosconaspartilproteinasa.

Color y
Apariencia

Textura Sabor y
Aroma

Control O 7,4a 6,2a 7,Sa 7,4a

Aspartil-800 800 4,Ob 3,2b 5,9b 5,lb

Aspartil-4500 4500 4,Ob 3,Ob 6,2b 5,2b

a,b: letrasdiferentesrepresentandiferenciassignificativas(pS0,01).
* Para la definición de unidad, ver apanado11.3.1
** Calidad global = Color y Apariencia x 0,1 + Textura x 0,25 + Sabory Aromax 0,65
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resultados.Seconcluyó,por tanto,queabajasdosisestaenzimapodríaserútil paraacortar

el períodomadurativode los embutidoso, alternativamente,potenciarel sabor.
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111.4. EMBUTIDOS CON PAPAíNA DE Carita papaya.

El objetivode las experienciasdescritasenesteapanadoera,de la mismaformaque

con la pronasaE y la aspartilproteinasa,comprobarla posibleutilidad de la papaínaen la

aceleraciónde la maduracióndelosembutidoso enla potenciaciónde susabory aroma.Esta

enzimaesuna tiol proteinasacuyaactividadóptimaseencuentraen valoresde pH cercanosa

la neutralidad.Por lo tanto, enestesentidoesmásparecidaa la pronasaE quea la aspartil

proteinasa.La eleccióndeestaenzimasehizoporqueconstituíaunarepresentantede las tiol

proteinasasy, además,se ha usado ampliamenteen la industria alimentariapara el

ablandamientode lascarnes.

Lasdosisdeenzimaempleadasfueronde 800y 4500unidades(la unidadenzimática

sehadefinido en el apartado11.3.1).La elecciónde estascantidadessebasóenlos resultados

obtenidoscon la pronasaE, siguiendoel mismorazonamientoque el descritoen 111.3parala

aspartil proteinasa,ya que, además,en el caso de esta enzima, se esperabaun

comportamientomásparecidoal de la pronasaE, dado que, como ya se ha dicho

anteriormente,susvaloresdepH óptimosson muy semejantes.

111.4.1. Evolución de los parámetrosfisicoquímicos.

111.4.1.1.EXTRACTO SECO.

La evolucióndelextractosecode los embutidosfabricadosconpapaínasemuestraen

la figura111.33.El contenidoinicial deextractoseco(40,22%)fuesimilar al obtenidoenlos

lotescon pronasaE (véase111.2.1.1)y aspartilproteinasa(véase111.3.1.1),al igual que la

evolución,quefue ascendente,comoeradeesperar,duranteel procesomadurativo.

A diferenciadelos latesconpronasaE y aspartilproteinasa,los embutidoscon 4500

U. de papaínamostraronsiemprevaloressuperioresa los delcontroly alos elaboradoscon

800 U. depapaína,los cualesfueroncasisiemprecoincidentes.Esposiblequeestaenzima,a
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dosiselevadas,generepéptidosque afectenmása la capacidadde retenciónde aguade las

proteínasquelas otrasdasproteasas,lo que explicaríala diferenciaen suextractoseco,más

significativaal final del proceso(un 8% mayorqueen los embutidosdel lotecontrol y de los

de papaína-800U.).
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Figura111.33.Evolucióndelextractosecoen los embutidoselaboradosconpapaína.

Control ( O ); lotecon800 U. ( £ ); lotecon4500 U. (U ).

111.4.1.2.ACTIVIDAD DE AGUA (av).

La figura 111.34muestrala evolución de la actividad de aguade los embutidos

elaboradoscon papaína.El valor inicial de la aw de la masasin embutir fue de 0,97,

semejanteal del lote con aspartilproteinasa(véase111.3.1.2),y descendió,comoerade

esperar,alo largodela maduración.

Al igual queocurriócon los loteselaboradosconpronasaE y aspartilproteinasa,los

embutidoselaboradoscon4500 U. de papaínapresentaronvaloresinferioresalos delcontrol

y a los del lotepapaína-800U. Los embutidosdellote papaína-4500U. presentaronuna

final de 0,77, muy inferior a la detectadaen los lotescon mayorcantidadde pronasaE y
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aspartilproteinasa.Al igual queen el casode estasenzimas,esteefectosepuedeatribuirala

mayorproteolisisobservadaenestosembutidos(véase111.4.3),quecondujoa un aumento

de la concentracióndecompuestosde bajo pesomolecularqueposeenunamayoractividad

osmótica.No obstante,al igual queen la pronasaE, el lote papaína-4500U. mostróvalores

deextractosecoclaramentesuperioresa losotrosdos, lo quetambiénpudo contribuiraque

la aw fueramenor.
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Figura111.34. Evoluciónde la actividadde agua(a~)en los embutidosfabricadoscon
papaína.
Control ( o ); lotecon800 U. ( £ ); lote con4500U. ( U ).

111.4.1.3.EVOLUCION DEL pH.

La evolucióndel pH a lo largode la maduraciónen los embutidosfabricadocon

papaínaseha representadoen la figura 111.35. Dicha evoluciónfue semejanteen todoslos

lotesy típicadeestaclasedeembutidos,como ya seha indicadoen capítulosanteriores.Al

igual queen los embutidoscon aspartilproteinasa(véase111.3.1.3),los valoresfueron

siempremásbajosquelos observadosen los elaboradosconpronasaE incluido el control

(véase111.2.1.3).De la mismaforma queseexplicó paralos lotescon aspartilproteinasa,

estacircunstanciasepuedeatribuira lasdiferenciasen la carneutilizadaen la fabricacióno,
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también,a la distintaactividadde las bacteriaslácticaspresentesenla masa.
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Figura111.35.EvolucióndelpHen los embutidoselaboradoscon papaína.
Control ( o ); lote con 800U. ( a ); lote con4500 U. ( u ).

Las diferenciasen la evolucióndel pH de los tres lotes (control y adicionadosde

papaína)fueronsimilaresalas observadasen losque conteníanpronasaE. Así, los valores

del lote controly los del depapafna-800U. fueronmuy semejantesdurantetodo el proceso

madurativo,aunqueal final susgráficasdivergieranligeramente,mientrasquelosembutidos

con 4500 U. de enzimapresentaronun pH siempremáselevado(unas0,2-0,3 unidades).

Este hechopuede atribuirsea la acumulaciónde compuestosnitrogenadosbásicos

procedentesde la degradaciónproteicaen estelote. Además,los resultadosparecenindicar

que la degradaciónocasionadapor la papaínaadicionadaes, en cierto modo,bastante

parecidaa la provocadapor la pronasaE; en amboscasosseliberancompuestosbásicosen

grancantidady afectanal pH, sobretodoen los lotescongrandescantidadesdeenzimas.Por

otra parte, los productosoriginadospor la actividad de la aspartil proteinasason,

probablemente,distintos,con carácterpredominantementeácido(recuérdesequeel Asp y el

Glu estabanentrelos aminoácidosquemásaumentaban),haciendoqueel pH de estos

embutidossemantuvieraa nivelesbajos.
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111.4.1.4.CENIZAS.

En lo queserefiereal contenidode cenizasdelos embutidos,véase111.1.1.4.

111.4.2. Evolución de la flora microbiana.

La figura 111.36muestragráficamentela evoluciónde la flora microbianatotal, la flora

lácticay lasmicrococáceasde los loteselaboradosconpapaína.

Los recuentosobtenidosen los tres lotesson,como sepuedeobservaren las gráficas,

prácticamentecoincidentes,por lo quesepuededecirque,al igual queen los embutidoscon

pronasaE y aspartilproteinasa,la adiciónde enzimano afectóen absolutoal crecimientode

los microorganismosmásrelevantesenla maduracióndeestosproductos.

Los valaresobtenidosen los recuentosde flora total y lácticafueronen todos los

casossemejantesa los obtenidosen los lotes elaboradoscon las otras dos enzimas

(compáreseal efecto la figura 111.36 y las figuras 111.14 y 111.26). El recuentode

micrococáceasal inicio del procesofue másparecidoal obtenidoen los lotes conaspartil

proteinasay, por lo tanto,máselevadoqueen los queconteníanpronasaE; lo mismosucedió

conlosvaloreshalladosparaestasbacteriasen todala maduración.El controlmostróapartir

del undécimodía, sin embargo,un descensoligero que seprolongó hastael final del

proceso,cosaque no seobservóen ningunode losotros lotesdeembutidosestudiados.

Sepuedeconcluir,porlo tanto,quela adicióndepapaína,al igual que la depronasaE

y aspartilproteinasa,no influyó apreciablementeen el crecimientomicrobiano.

111.4.3. Estudio de la proteolisis: evolución de diversas fracciones

nitrogenadas.

111.4.3.1.NITROGENOTOTAL.

Respectoal contenidode nitrógenototal delos embutidos,véase111.1.3.1.
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Figura111.36.Evolución de los microorganismosviables totales (o), de la flora
láctica(U ) y de las micrococáceas(>)enlosembutidosconpapaína.
A: control3; B: lote con800 U.; C: lote con4500U.
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111.4.3.2.NITROGENO SOLUBLE EN AGUA (NSA).

La figura 111.37 representalos resultadosobtenidosal determinarel nitrógenosoluble

en aguade los embutidosfabricadoscon papaínadurantela maduración.Los valoresse

ofrecenengramosde nitrógenopor 100 g de extractoseco.

Al igual que ocurrióen los lotesconpronasaE (véase111.2.3.2)y aspartilproteinasa

(véase111.3.3.2),losembutidosconpapaínapresentaronun contenidoen NSA máselevado

quesu control. Asimismo, el mayorincrementode estafracción seprodujo durantela

fennentaciónparaluegomantenerse,aunqueconalgunaoscilación,tanto en el controlcomo

en el lote papaína-800U. En el lote papaína-4500U., sin embargo,el incrementocontinuó

hastael día undécimodela maduración,descendiendodespuésy estabilizándoseal final del

proceso.Este tipo de evolución seasemejámás al observadoen los lotescon asparril

proteinasaque al que mostraronlos embutidoscon pronasaE, ya que no sedetectóel

descensoentreel segundoy quinto díade maduración.Losvaloresdel lote papaína-800U.

semantuvieronsiemprepróximosa los del control, aún siendoalgo mayores,y bastante

alejadosde los del lote papaína-4500U..Algo similarocunióen el lote con600 unidadesde

pronasaErespectoal quecontenía6000U. Estecomportamientosepuedeverclaramenteen

los porcentajesfinalesde incrementorespectoal control (tabla111.13).Los embutidoscon

menoresdosisde pronasaE y papaínapresentaronincrementossimilares(35,6 y 36,9%,

respectivamente).Estamayorproximidadalos valoresdel controlpodríaatribuirseaprimen

vista a su carácterde proteasasneutrasantesmencionado.Sin embargo,el incremento

alcanzadoporel lote papaína-4500U. fue superioral de los lotesconmayorescantidadesde

las otrasdos enzimas,lo que indicaque,al igual que la pronasaE, la papaínaesactiva y

estableen las condicionesreinantesen losembutidos.

Losvaloresfinalesde NSA fueronde 1,11; 1,52y 3,29gN/lOOgde extractosecoen

los embutidoscontrol, con800 y con4500unidadesde papaína,respectivamente.

Del mismo modo queocurrió con las otrasdos enzimas,la proteolisis seprodujo

sobretodo al principiode la maduración,tendiendoluegoaestabilizarse.La desaceleración
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TABLA 111.13. Incremento(%) al final de la maduraciónrespectoal control delas
fraccionesnitrogenadasestudiadasen losembutidosfabricadoscon
papaína.

Unidades NSA NNP NSF NSS NBVT

PronasaE 600 35,6 54,3 67,7 143,7 36,3
PronasaE 6000 130,2 162,9 148,4 220,6 71,4

Aspartil proteinasa 800 54,8 206,2 136,4 234,9 83,8
Aspartil proteinasa 4500 134,9 306,2 175,7 521,9 151,1

Papaína 800 36,9 41,2 20 72,5 46,7
Pa ama 4500 196,4 212,9 152,5 457,8 154,7

NSA: nitrógeno
NNP: nitrógeno

solubleen agua.
no proteico;

NSF: nitrógenosolubleen ácidofosfotúngsticoal 5%.
NSS: nitrógenosolubleen ácidosulfosalicílicoal 5 %.
NBVT: nitrógenobásicovolátil total.
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de la actividadproteolíticapuededeberse,comoseha dichoanteriormenteparala pronasaE

(véase111.1.3.2),a los cambiosen las condicionesambientalesde la cámara(descensode la

temperatura),a la bajadadel pH y, posiblemente,a algún mecanismode retroinhibición

enzimática.
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Figura111.37.Efectode la adiciónde papaínaen la fraccióndenitrógenosolubleen agua
(NSA).
Control ( o ); lotecon800 U. ( £ ); lote con4500 U. (U ).

111.4.3.3.NITROGENONO PROTEICO(NNP)

La evolucióna lo largode la maduracióndel nitrógenono proteicoenlos embutidos

elaboradosconpapaínasemuestraen la figura 111.38. Los resultadosse han expresadoen

gramosde nitrógenopor 100 g de extractoseco.

Tambiénen estecaso,el contenidoenNNP fue superiorenlos lotesconpapaínaque

enel controly dependientesde la dosisde enzimaañadida,observándoseun comportamiento

similar al de la fracciónNSA, esdecir, los valoresde NNP fueronsólo algomayoresa los

del control (apenassemultiplicaronpor un factorde 1,5) en los embutidosfabricadoscon

800 U. de papaínay claramentesuperiores(casisetriplicaron>cuandoseañadieron4500 U.

dela enzima.
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Figura 111.38. Efectode la adiciónde papaínaen la fracción de nitrógenono proteico
(NNP).
Control ( o ); lote con 800 U. ~£ ); lote con4500U. ( U ).

La evolucióndel NNP en el lotepapaína-4500U. fuebastantesimilara la de los lotes

con mayor cantidadde pronasaE (véase111.2.3.3)y de aspartil proteinasa(111.3.3.3),

existiendoun mayorincrementoenlos primerosdías,un descensoligero despuésy al final

unaestabilizaciónde los valores.La únicadiferenciaquesepodríaseñalaresqueel aumento

inicial no seprodujosólodurantela fermentaciónsinoqueseprolongóhastael quintodíadel

proceso.El lote papaína-800U. mostrómássimilitudes conlos lotes quecontenían600

unidadesdepronasaE y 800unidadesde aspartilproteinasa.

Lastasasal final de la maduraciónfueron0,85; 1,20y 2,66gN/lOOg deextractoseco

en el control, embutidoscon800 y con 4500unidadesdepapaína,respectivamente.

Los porcentajesdeincrementorespectoal control(tabla111.13)fueronmayoresquelos

obtenidosen el NSA y en el NSF, comose veráposteriormente,lo queocurrió tambiéncon

la pronasaE y la aspartilproteinasa.Parecequela adiciónde enzimasproteolíticasinduce

mayoresaumentosen los péptidosde gran tamañomolecularqueen las fraccionesmás

pequeñas.

El incrementodel NNP observadoen todos los lotes con las distintasenzimas

25

(días)
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proteolíticasno ha sido detectado,sin embargo,porN~s y col. (1992) en embutidosa los

queseleshabíaañadidounaproteinasaprocedentedeLacrobacillusparacaselspparacasel,

los cualespresentaroncifrassemejantesalasde los embutidosdereferencia.Sóloregistraron

ligerasvariacionesen el contenidode algunosaminoácidosy en la degradaciónde las

proteínasmusculares.Es posible que las cantidadesde enzimasutilizadas en las

investigacionesque sedescribenen la presentememoria no seancomparablescon las

utilizadaspor N~s y col. (1992)y realmentelasempleadaspor estosautoresseanmucho

menoresquelas usadasen el presenteestudio,Téngaseen cuentaqueennuestrocasoeran

enzimascomericalesy, por tanto,sedisponíadeun suministroabundante,mientrasqueen el

casode los autoresantesmencionadosla proteinasaseobteníade unaespeciede lactobacilo,

quesi biensepuedeextraerunacantidadsuficienteparalacaracterizaciónde la enzima,no es

posibleconseguirunagrancantidadparallevar acaboexperienciasdeestanaturaleza.Esta

situaciónsecomplicasi setieneen cuentaquelas bacteriaslácticas,engeneral,no producen

proteinasasextracelulares,sino ligadasala pared(Exterkate,1975;Laloi y col., 1991;Nrsy

NissenMeyer, 1992), lo que implica unadificultad adicional paralograr unacantidad

suficientedeenzima.

111.4.3.4.NITROGENO SOLUBLE EN ACIDO FOSFOTUNOSTICOAL 5% (NSF).

La figura111.39muestrala evolucióndel nitrógenosolubleen ácidofosfotúngsticoal

5% a lo largodela maduraciónde los embutidosfabricadosconpapaína.Los resultadosse

hanexpresadoenporcentajede extractoseco.

La evolucióndel NSFfue semejantea la observadaen el NSA y el NNP. Asimismo,

los lotes con papaínapresentaronun mayorcontenidoen NSFqueel control,proporcional

ademásala cantidadde enzimaañadida.El mayorincrementono seprodujosólodurantela

fermentación,sino quecontinuó,al igual queen el casodel NNP, hastael quinto día de

maduración,presentandoentoncesun máximo en el lote papaína-4500U. paraluego

mantenerseestable.En el control y el lote papaína-800U. los valoresabsolutosde NSF
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fueronmucho menoresy sólo ligeramentesuperioresa los halladosenel lote control. El

máximo antesmencionadotambiénaparecióen los lotes conpronasaE (véase111.2.3.4),

aunqueseprodujodurantela fasedefermentación.Losvaloresfinalesfueronde 0,41;0,52

y 1,01 gN/100gde extractosecoen el lote control, con800y con4500unidadesde papaína,

respectivamente.
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Figura111.39. Efectode la adición de papaínaen la fracción de nitrógenosolubleen
ácidofosfotúngsticoal 5% (NSF).
Control ( O ); lote con800 U. ( £ ); lotecon4500U. ( U ).

Lasprincipalesdiferenciasobservadasrespectoa los embutidosfabricadosconlas

otrasproteinasas(pronasaEy aspartilproteinasa)son la influenciamásdestacadadela dosis

en el contenidodel NSF y el incrementomás tardío que seprodujo. El porcentajede

incrementorespectoal controldel lote papaína-800U. fue muy reducido (tabla 111.13) y

muchomenorque los obtenidosen los embutidoscon600 y 800 unidadesde pronasaE y

aspartilproteinasa,respectivamente.Apesardequeestadosisdepapaínaindujo un aumento

del NSA similar al de la pronasaE y cercanoal dela aspartilproteinasa,no degradécon la

mismaintensidadqueéstaslos polipéptidosproductode la degradaciónprimaria de las

proteínas.En cambio,el lote papaína-4500U. mostréun incrementosólosuperadoen el lote

aspartilproteinasa-4500U., peseaqueestaúltimaenzimaactuabaencondicionesde pHmás
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adecuadas.Al igual que la aspartilproteinasa,el incrementodel NSF puededebersea una

acción indirectadel enzima,al liberarsemássustratoparala actividadde otrasenzimas

presentesen los embutidos(peptidasastisularesy microbianas>,como ya seexpusoen

111.2.3.4, dado que el extracto comercial de papaínano cuentacon carboxi- y

aminopeptidasas,quesiposeela pronasaE.

111.4.3.5.NITROGENOSOLUBLE EN ACIDO SULFOSALICILICO AL 5% (NSS).

La figura111.40muestrala evolucióndel nitrógenosolubleen ácidosulfosalicílicoal

5% alo largode la maduraciónen los embutidoselaboradosconpapaína.Losresultadosse

han expresadoen mgdenitrógenoen lOOgde extractoseco.

Al igual quehabíasucedidoen las otrásfraccionesnitrogenadasquesedeterminaron,

el NSS se incrementémás en los embutidoselaboradoscon la enzima.El lote con 800

unidadesdepapaínamostró,al igual quelas demásfracciones,unaevolucióncasiparalelaa

la del control, aunquesiempreconvaloresligeramentesuperiores.Losembutidoscon4500

unidadesde papaínapresentaronunaevolucióncrecientehastaalgomásdel undécimodía,

tendiendoa estabilizarsedespués.Al compararla evoluciónde estafracciónconla de los

lotesfabricadoscon las otrasproteinasas(pronasaE y aspartilproteinasa),seobservóque en

el casode la papaínael comportamientodel NSSfue distinto. CuandoseañadiópronasaE

(figura111.20) seprodujoun incrementoexplosivodel NSSenla fasefermentativay, trasun

descensoposterior,seestabilizaronlos valorescorrespondientesaestefracción.En el caso

de la aspartil proteinasa(figura 111.30) el aumentofue progresivoa lo largo de todo el

procesomadurativoy en los embutidoscon papaínapareceque los valoresde la fracción

NSS tiendenaestabilizarsehaciafasesavanzadasde la maduración.Los valoresfinales de

NSSfueron204 mgN/lOOgen el control,352 mgN/IOOgen el lote papaína-800U. y 1138

mgN/lOOgenel papaína-4500U.
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Tiempo (días)

Figura111.40. Efectode la adiciónde papaínaen la fracción
ácidosulfosalicílicoal 5% (NSS).
Control ( o ); lote con 800U. ( & ); lote

de nitrógenosolubleen

con4SOOU.(U).
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Figura111.41. Efectode la adiciónde papaínaen la evoluciónde los aminoácidostotales
durantela maduración.
Control ( O ); lote con800 U. ( £ ); lote con4500U. ( U

Los porcentajesde incrementorespectoal control (tabla111.13)fueron, al igual que

sucedióen los lotes con las otrasdos proteinasas,muy superioresa los del restode las
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fracciones,viéndosetambiénmásafectadospor la variaciónde las dosisde la enzimaque

éstas.Asimismo,mientrasque en el control el contenidode NSF fue superioral de NSS

(unos400y 150 mgN/lOOgE.S.,respectivamente),en los lotesconpapaínalascantidades

de ambasfraccionesfueron muy semejantes.Estacircunstanciatambiénocurrió en los

embutidosconpronasaE (véase111.2.3.5).A la vistade estosresultadossepuededecirque

la adición de papaínaocasionaun mayor incrementode la concentraciónde la fracción

aminoacídica.

111.4.3.6.NITROGENOBÁSICO VOLÁTIL TOTAL (NBVr.

La figura 111.42 muestrala evolucióndel nitrógenobásicovolátil total duranteel

períodomadurativode los embutidos fabricadoscon papaína.Los resultadosse han

expresadoen mgdenitrógenoen lOOgde extractoseco.

400

300ceeo
ce 200
E

> 100

o
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (días)

Figura 111.42. Evolución del nitrógenobásicovolátil total (NBVT) en los embutidos
fabricadoscon papaína.
Control ( o ); lote con 800 U. ( A ); lotecon4500 U. ( U ).

Durantela mayorpartede la maduración,los dos lotescon papaínamostraronun

mayorcontenidoenNBVT que el control.No obstante,al principio del procesoy hastael

quintodía,el lote papaína-800U. presentóvalorescasicoincidentesconlos del control.Este
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comportamientofue similar al observadoen el lote pronasaE-600U. Posteriormente,y al

igual queocurrióen estosembutidos,las tasasde NBVT del lote papaína-800U. aumentaron

másquelasdelcontrolparaterminarsiendosuperiores.El lotepapaína-4500U., en cambio,

mostróvaloresmuchomáselevadosdesdeel períodofermentativoy suevolución fue muy

semejantea la de los embutidoscon 6000 unidadesde pronasaE. El lote aspartil

proteinasa-4500U.,porel contrario,mostróvaloressiemprecrecientes.

Los contenidosfinalesdc NBVT fueron 132,194y 33’? mgN/lOOgde extractoseco

en el control, embutidoscon800 y con4500unidadesdepapaína,respectivamente.

El porcentajedeincrementofinal respectoal control(tabla111.13) del lotecon 800 U.

depapaínafueintermedioentrelos lotespronasaE-600U. y aspartilproteinasa-800U..Sin

embargo,el incrementodel papalna-4500U. fue superioral de losotros lotesconcantidades

de enzimaelevadas.

11L4.3.’7. AMINOÁCIDOS LIBRES.

Los resultadosobtenidosen la determinaciónde los aminoácidoslibresdurantela

maduraciónde los lotesde embutidoselaboradosconpapaínaserecogenen la tabla111.14.

Los resultadossehanexpresadoen mgde aminoácidoen IOOgde extractoseco.

Los lotesconpapaínapresentaron,en general,un mayorcontenidoen aminoácidos

libresqueel control, siendosuperioresen el de papaina-4500U. exceptoen el casode la

cisteina,quealcanzóvaloresmayoresen lote control.Los cinco aminoácidosmayoritariosen

el lotepapalna-800U. fueron(Mu, His, Lys, Leu y Ala, mientrasqueenel papaína-4500U.

lo fuerontres de éstos(Leu, Lys y (Mu) y Trp e Ile. De estosaminoácidos,Glu y Lys

predominarontambiénen el control. En cambio,la Leu sólo fue másabundanteen los dos

lotesconpapaína,mientrasque en el control no se encontrabaentrelos cinco primeros.La

Tyr presentóunaevoluciónsemejanteala observadaenlos lotesconaspartilproteinasa(tabla

111.10),esdecir, semantuveronsus nivelesen el lote papaina-800U., al igual que en el

aspartilproteinasa-800U.. y aumentaronen los dos lotes con mayor cantidadde ambas
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Resultadosy discusión

enzimas.Estecomportamientofue diferenteal observadoen los embutidosconpronasaE

(tabla111.6),en los quesiempredescendió.Al igual queocurrióen los lotesconpronasaE y

aspartilproteinasa,la usinafue uno de los aminoácidospredominantes(véase111.2.3.7y

111337).

Losaminoácidosquemásaumentarondurantela maduraciónfuerondiferentesen los

dos lotes, si bien hay que teneren cuentaque el comportamientode las fracciones

nitrogenadasanalizadasfue tambiénmuy distinto,ya queseobservóunaproteolisismuy

acusadaen el lotequecontenía4500 U. de papaína,mientrasque el que contenía800 U.

estuvobastantepróximoal control. Losmayoresincrementosde losvaloresfinalesrespecto

al control en el lote papaína-800U. se registraronen Gly+Gln (x2,4), Thr (x2,4), Val

(x2,0), Phe (xl,8), Trp (xl,8), Lys (xl;8) y Leu (xl,7), mientrasque en el lote

papaína-4500U. el mayor aumentosepresentóen Asn+Ser(xlS,5), Thr (xlO,5), Met

(xlO,4), Trp (xlO,3) eIle (x9,4).

La Arg mostróun comportamientodistinto en el lote con4500U. de papaínaqueel

queseobservóen los otrosdos(el controly el depapaína-800U.) y diferentetambiénentre

estosdos últimos y el detectadoen los embutidoselaboradosconpronasaE (tabla111.6) y

aspartilproteinasa(tabla111.10>.En la masaoriginal (díaO) sedetectaron24 mg/IOOgE.S.y

posteriormentesólo sedeterminaronindicios en el lote control y en el de papaína-800U.,

mientrasque en el restode los lotes a los que anteriormenteseha hecho referenciase

observéun incrementoalo largodel procesomadurativo.Estehechopuedeestarrelacionado

conla actividadarginina-desamidasade los lactobacilosquesehadiscutidomásampliamente

en el apartado111.1.3.7,queconlíevael descensode los nivelesde Arg. Noquiereestodecir

queen el lotepapaína-4500U. no seprodujeratambiénesteefecto,sinoque,en estecaso,la

velocidadde formaciónde Arg superaala desudegradación.Ya sehadichorepetidasveces

en el presenteapartadoque la proteolisisqueocurrióen el lote papaína-800U., aunque

superiora la del lote control, estuvobastantepróxima a éste,mientrasque en el lote

papaína-4500U. fue muy intensa,
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Resultadosy discusión

En todos los casosse obtuvieronlos valoresmáximosde aminoácidoslibres en

distintosmomentosde la maduracióny no al final de la misma,lo quepareceindicarquela

mayorliberacióndeestoscompuestosseproducedesdeel períodoinmediatamenteposterior

ala fermentación,prolongándosemáso menosen el tiempo.Estehechoestáde acuerdocon

lo observadoen las demásfraccionesnitrogenadasde mayor tamañomolecularque la

aminoacídica,quepresentaronesteincrementoen fasesanteriores,fundamentalmentedurante

el períodofermentativo,estabiizándoseposteriormentesusniveles.Los aminoácidossonlos

compuestosfinalesde la degradaciónproteicacatalizadaporproteasasy, por tanto,deberían

incrementarsecon másintensidaden etapasalgomástardías,ya queseoriginana partirde

los péptidosliberadosen las reaccioneshidrolíticasprevias. Estefenómenoseaprecia

fácilmenteen la figura111.41, en la queseha representadola evoluciónde los contenidos

totalesde aminoácidoslibres. Unaevoluciónsemejanteseobservóen el NSS; unavez más

se puedeafirmar, comoya se hizo anteriormente(véase111.2.3.7 y III. 3.3.7), que la

determinaciónde estafracción da unaideabastanteseguradel contenidoen aminoácidos

libres.

Tambiénparecequeen un determinadomomento,variableconel lote de embutido,

las reaccionesde liberaciónde aminoácidosdejande serintensasy empiezanapredominarlas

de degradaciónde los mismos(desaminacióny descarboxilación),con lo quelos valoresde

aminoácidoslibresseestabilizan.El tiempoenqueseproduceestecambiopuedequizáestar

determinadopor la actividadmáso menoselevadade las enzimasmicrobianasy endógenas

capacesde liberar aminoácidosen cada uno de los embutidos,lo que explicadasu

variabilidadde unoslotesaotros.

111.4.3.8.AMINAS.

La tabla111.15recogelos resultadosobtenidos(mg/lOOg de extractoseco)en la

determinacióndelas aminaspresentesen losembutidosfabricadosconpapaína.

El análisis de los datosde dicha tabla permitededucirque para varias aminas
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Resultadosy discusión

(2-feniletilamina,espennidinay espermina)fueronsimilaresa los registradosen los lotescon

pronasaE y aspartilproteinasa.Sin embargo,en el casode losembutidosconpapaínasí se

observéun incrementoapreciableno sólodetiraminasinotambiéndeputrescina+histaminay

cadaverina.La triptamina tambiénaumentódurantela maduraciónpero de forma menos

acusada que las diaminas anteriores. Los incrementos observadospara la

putrescina+histaminay cadaverinano parecendebersea la adiciónde papaína,ya que la

cadaverinaalcanzóvaloressimilarestantoen el controlcomoenlos lotesdeembutidosque

conteníanpapaínay, en el casodela putrescina+histamina,fue el lote con 800U. de papaína

en el quesealcanzaronlas cifras mayoresy no el el de 4500 U. comoseríade esperarsi el

incrementosedebieraa la acciónde la proteinasa.Por tanto, parecemás lógico atribuir el

aumentoaotrascausas,probablementea laflora microbianaqueseinstaléen la masa,como

ya sehadiscutidoenel apartado111.1.3.8al analizarlas aminasde loscontroles.

Respectoala tiramina, la evoluciónfue similara la observadaen los embutidoscon

pronasaE y aspartilproteinasa,experimentandolos valoresun incrementomásacusado

durantela primeramitaddela maduracióny estabiizádosedespués.Noobstante,losvalores

absolutosfueronmuy inferioresalosdetectadosen los lotescon pronasaE (entre3 y 7 veces

menos)y, en cambio,bastanteparecidosa los quepresentaronlos embutidoscon aspartil

proteinasa.Todaslas consideracioneshechasparalos lotesdeembutidosfabricadosconlos

otrasdosproteinasassonválidas,pues,paraestelote.

Desdeel puntode vistasanitario,paraalcanzarlos valoresmínimosde tiraminaque

cita Renner(1987) comocapacesde producir toxicidad (10 mg) deberíanconsumirse

aproximadamente213 g de embutidoscontrol, 200 g de los que contenían800unidadesde

papaínay sólo 50 g de los embutidoscon 4500 unidades.Si seconsideraun consumo

normalde embutidode 50 a100 g, los lotescontroly papaína-800U. no presentaríanpeligro

ni siquieraparalos individuossusceptibles.En el casodellote papaína-4500U. la ingestión

deestascantidadespodríadesencadenardesórdenesen personassensibles.

Ponto y col. (1977) sefialanque la cantidadmínimade tiramina suficientepava
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interaccionarconlos medicamentosIMAO esde 6 mg; enestecaso,ingestasalgosuperiores

a 100 g de los embutidoscontrol y los de papalna-800U. ya podríancausarproblemas.

Respectoa la producciónde migrañas,se necesitanunos 125 mg de tiramina para

desencadenarel proceso(Hanningtony col., 1970), por lo que se necesitaríaingerir

cantidadeselevadísimasdeestosembutidosparaque sealcanzaranestascifras.

Por lo que refierea la putrescina+histaminay considerando,en estecaso,la cifra

mínimade 70 mg señaladapor Renner(1987)comotóxica, seríannecesarioscasi400g de

embutidosdel lote control, 180 g del de papaína-800U. y aproximadamente250 g delde

papaína-4500U. Pararealizarestecálculo sehaconsideradoquela putrescinaestápresente

encantidadesmínimasy quela cifra detectadacorrespondiómayoritariamenteala histamina,

dadoquelas bacteriaspredominantesen los embutidosno producenputrescina(Dainty y

col., 1986).Soncantidadesquesuperanlas consideradascomonormalesen unaingestade

embutido.

Por lo tanto se puededecir que el lote con 800 unidadesde papaínano era

potencialmentepeligrosoni siquieraparaindividuossusceptiblesy menosaúnparapersonas

normales,capacesde tolerarcantidadesmuy superiores.El lote con 4500 unidades,como

veremosa continuación,no seríaaceptadopor los consumidorespor susdefectosen la

textura,por lo quesutoxicidadno tendríaimportancia.

111.4.4. Análisis sensorial.

La pruebade diferenciaciónporel test triangularmostróqueel lote con800 unidades

de papaínano fue significativamentediferentedel control (p=O,OS).En cambio, los

embutidoscon 4500 unidadessi fuerondiferentes(p.cO,Ol) del control y, por lo tanto,

tambiéndel lotecon800 unidades.Estasdiferenciassedebieronaun ablandamientoexcesivo

de la masacomoconsecuenciade la intensaproteolisis.

La tabla111.16muestralas puntuacionesobtenidaspor losembutidosconpapaínaen
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Tabla111.16.

Lote

Calidadorganolépticaal final dela maduraciónde los embutidos
fabricadosconpapaina.

Unidades
añad¡das*

Color y Textura Sabory
AromaApariencia

Calidad
global**

Control O 7,7a 7,la 7,la 7,la

Papaína-800 800 7,2a 6,2b Lía 6,9a

Papaína-4500 4500 3,5b 2,5c 3,2b 3,Ob

a, b, c: letrasdiferentesrepresentandiferenciassignificativas(p=O,Ol).
* Parala definicióndeunidad,verapartado11.3.1
** Calidadglobal = Colory Aparienciax 0,1 + Texturax 0,25+ Sabory Aromax 0,65
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la pruebapreferencial.El lotecon 800 U. presentópuntuacionesligeramenteinferioresalas

del controlen cuantoa color+aparienciay atextura,siendoestaúltimapeorconsideraday

diferentea la texturade los embutidoscontrol. Sin embargo,amboslotes alcanzaronla

mismapuntuaciónen sabory aroma.La calidadglobalfue algomejoren losembutidosdel

control,aunquela diferenciacon losdellote papaína-800U. fue muy pequeña.

El lotepapaína-4500U. mostró,en cambio,unaspuntuacionesclaramenteinferiores

a las de los otrosdos lotes, lo cual secorrespondecon la diferenciaciónestadisticamente

significativaresultantede la pruebatriangular.El valormásbajo seobtuvoen la evaluación

de la textura,al igual queen los otrosdaslotesconelevadacantidadde pronasaE <véase

111.2.4)y aspartilproteinasa(véase111.3.4),debidoal excesivoablandamientodel embutido.

Encuantoasabory aroma,la puntuaciónfue.mássemejanteala del lote pronasaE-6000U.

quela del aspartilproteinasa-4500U., esdecir,muybaja.

Considerandoestosresultados,sepuededecirquela papaínaempleadaen cantidades

próximasa las 800 unidades(probablementemásbajasdebidoa su efectosobrela textura)

podríaserútil parapotenciarel sabory aromade los embutidos,aunqueseríanecesario

ajustar más la dosis.En cuanto a su uso en la fabricación de productoscárnicosde

característicasdiferentes,tal y comosepropusorespectoa la aspartil proteinasa(véase

111.3.4)estaenzimaseríaen principio descartable,dadoqueencantidadeselevadasempeora

de formaconsiderableel sabory aromadelproducto.
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111.5. APROXIMACION A LAS DOSIS OPTIMAS DE PROTEASAS.

Los resultadosdescritosen los capítulosanterioreshanmostradoquela adición de

enzimasaceleralos fenómenosproteolíticosqueacaecenen un embutidoenmaduracióny, lo

queesmásimportante,produceunagran liberacióndeaminoácidosquesonlassustancias

másrelevantesderivadasde la degradaciónproteicaen lo querespectaal sabory aroma,ya

que, por ellos mismos, contribuyen al sabor o quedan disponibles para sufrir

transformacionesposterioresy partkiparasíenel sabory aromadelproductofmal.

Sin embargo,las dosis empleadasno ocasionaronuna mejora de la calidad

organoléptica,salvo en un caso(lote pronasaE-600U.) y en éstesólo seconsiguióuna

mejoratanligeraen la calidadglobalqueni siquierallegó aserestadísticamentesignificativa.

Por el contrario,exceptoen los embutidosde estelote,el análisissensorialrevelóqueen

todos los demáslotesseproducíanseriosdefectosdela texturadebidosa un ablandamiento

excesivoquederivó,sin duda,de la proteolisistanextensay profundaqueseprodujoy que

llevó ala generacióndepolipéptidos,péptidosy aminoácidoslibresdemayorsolubilidadque

lasproteínasde procedencia.Esteefectofue variabledependiendode la proteinasautilizaday

de la dosisde la mismaempleada,pero en el casode la aspartilproteinasade Aspergiflus

oryzaeestefenómenofue espectacular,ya que inclusoconla dosismásbaja de la enzima

(800U.) el ablandamientofue muy intenso.

En otro ordende cosas,el análisisdelasaminaspotencialmentetóxicasrevelóque la

adiciónde algunasde lasproteinasasprovocabaunaliberaciónexcesivadelos aminoácidos

precursoresquequedabandisponiblesparasudescarboxilaciónpor los microorganismos

presentes,lo queconducíaa la acumulaciónexcesivade dichasaminasquealcanzaron,en

algunoscasos,tasasno deseables.

Todasestasconsideracionesllevaronala autoradela presentememoriaaconcluirque

la dosisde proteinasaseran,entodos los casos,excesivas.

En un intentodeprofundizaren la posibilidaddeutilizar proteinasasparaacortarel

205



Resultadosy discusión

períodomadurativode los embutidoso, alternativamente,potenciarel sabory aroma,y

teniendoen cuentalos antecedentesantesdescritos,seprograméla experienciaque se

describeen el presenteapartado.Losresultadosobtenidospreviamenteaconsejarondisminuir

lasdosisde lastresproteinasas.Deestemodo,sepensóquelas dosismásadecuadaspodían

ser de 300 U. parala pronasaE y de 500 U. parala papaína.En el casode la aspartil

proteinasasecreyóconvenientereducirla dosismuchomás,dadoquecuandoseutilizaron

800 U. se produjoun intensoablandamiento.Por ello, seestableciócomoposibledosis

idónealade100 U.

111.5.1. Evolución de los parámetros fisicoquímicos.

En las figuras111.43,111.44y 111.45serepresentanlas evolucionesdel extractoseco,

aw y pH, respectivamente.Noesnecesarioabundaren los resultados;todosfueronsimilares

alosobtenidosenlas experienciasrealizadaspreviamente.Los análisismicrobiológicosno se

realizaronen estasexperiencias,dadoque cantidadesmayoresde las tresenzimasno

afectaronen absoluto(véasefiguras correspondientesde los capítulosanteriores)a la

evoluciónde los microorganismosqueparticipanen la maduración.
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Figura111.43. Evolucióndel extracto
aspartilproteinasay papaína.
Control ( O ); lotecon300 U. depronasaE ( U);
proteinasa( A ); lotecon500U. depapaína(e).
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Figura111.45. Evolución del pH en los embutidoselaboradoscon pronasaE, aspartil
proteinasay papaína.
Control ( O ); lotecon300 U. de pronasaE (U ); lotecon 100 U. de aspartil
proteinasa( A ); lotecon500 U. depapaína( *).

111.5.2. Evolución de las fracciones nitrogenadas.

111.5.2.1.NITROGENO SOLUBLE EN AGUA, NO PROTEICO, SOLUBLE EN ACIDO

FOSFOTUNOSTICO AL 5%. SOLUBLE EN ACIDO SULFOSALICILICO AL 5% Y BASICO VOLATIL

TOTAL.

Las evolucionesde las fraccionesde nitrógenosolubleen agua(NSA), nitrógenono

proteico(NNP) y nitrógenosolubleenácidofosfotúngsticoal 5% (NSF)dellotecontrol y de

los lotesfabricadosconlas tresprotemasasserecogen,entérminosde porcentajedeextracto

seco,enlas figuras111.46, 111.47 y 111.48.
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Figura111.46. Efectode la adición de pronasaE, aspartil proteinasay papaínaen la
evolucióndel nitrógenosolubl~en agua(NSA).
Control ( O ); lotecon300 U. de pronasaE (U ); lotecon 100 U. de aspartil
proteinasa( £ ); lotecon500U. de papaína( e).
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Figura 111.47. Efectode la adición de pronasaE, aspartilproteinasay papaínaen la
evolucióndel nitrógenono proteico(NNP).
Control ( O ); lotecon300 U. depronasaE ( U ); lotecon 100 U. de aspartil
proteinasa( £ ); lotecon500U. depapaína( e).
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Figura111.48. Efectode la adición de pronasaE, aspartilproteinasay papaínaen la
evolucióndel nitrógenosolubleen ácidofosfotúngsticoal 5%.
Control ( o ); lote con 300 U. de pronasaE (U ); lote con 100 U. de aspartil
proteinasa( £ ); lote con500 U. depapaína(e ).

En los treslotesfabricadosconlas proteinasasy paralas tresfraccionesnitrogenadas

seobservó un comportamientosimilar; en todosellos siempre se obtuvieron valores

superioresa loshalladosparael control, siendolos máselevadosen las tresfraccioneslos

quealcanzaronlos embutidoselaboradoscon 100 U. de aspartilproteinasa,apesarde que

fue la enzimaqueseañadióen menorcuantía.En los lotesalos queseañadieronpronasaE

(300U.) y papaína(500U.) sealcanzaronvaloressimilares.No cabedudadequela mayor

proteolisisobservadaen el lotepreparadoconaspartilproteinasasedebeaqueestaenzimaes

unaproteinasaácidaconun pH óptimodeactuaciónpróximo al delos embutidos,mientras

quela actividadóptimadelas otrasdossesitúaen tornoala neutralidad.

Encuantoalos resultadosobtenidosenesteexperimentoenrelaciónconloshallados

enexperienciasanterioresen las queseutilizarondosismayoresdelas tresenzimas(véanse

apartados111.2.3, 111.3.3 y 111.4.3), hay que decir que, en términosgenerales,son

concordantescon la cantidadde enzimaañadidaparalas fraccionesNSA y NNP, es decir,

losnivelesobtenidosdeambasfraccionesfueronsólo ligeramenteinferiores(lote depronasa

0 5 10 15 20 25

Tiempo (días)
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E 300 U. respectoa lote de pronasaE 600 U. y lotede papaína500U. respectoal lote de

papaína800 U. parala ftacciónNSA) o claramenteinferiores(lote aspartilproteinasa100 U.

respecto al de aspartilproteinasa800 U. parael NSA y los lotesfabricadosconlasdosismás

bajasde las tres enzimasrespectoalos elaboradoscondosismayores,parael NINP) a los de

los lotesde embutidosadicionadoscon la correspondienteproteinasapero a dosismás

elevadas.Esteefectopuedeobservarseclaray detalladamenteen la tabla111.17, dondese

expresanlos porcentajesde incrementosal final de la maduraciónrespectoal control.Los

porcentajesdeincremento,tantoparael NSA comoparael NNP,delos lotespronasaE-300,

aspartilproteinasa-100y papalna-500siemprefueronmásbajosquelos correspondientesa

cadaunade las fraccionesdepronasaE-600U., aspartilproteinasa-800U. y papaína-800U.

y, por supuesto,muchomenoresque cuandoseañadierona los embutidos6000 U. de

pronasaE y 4500de aspartilproteinasao papaína.

Losvaloresabsolutosobtenidosparala fracciónNSF(fxg. 111.48)fueron,en cambio,

aproximadamenteigualesa losobtenidosparalascolTespondientestasasbailadasenlos lotes

pronasaE-600U. (figura111.19),aspartilproteinasa-800U. (figura111.29) y papaína-800U.

(figura 111.39). Sin embargo, los porcentajesde incrementorespectoa su control

correspondientefueronsuperioresen los tres casos,comoreflejan los datosde la tabla

111.17.

En la figura 111.49semuestranlos resultadosobtenidoparael nitrógenosolubleen

ácido sulfosalicflico al 5% y en la figura 111.50 la correspondientaa la tasa total de

aminoácidosde los embutidosfabricadoscon 300 U. de pronasaE, 100 U. de aspartil

proteinasay 500 U. de papaína.Estos resultadosson coincidentescon los descritos

anteriromenteparalas otrasfraccionesnitrogenadasanalizadas,ya que los valoresde los

lotesfabricadosconpronasaE y papaínafueronbastantesemejanteseinferioresalos que se

alcanzaronen el lote preparadoconla aspartilproteinasa.
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Proteasa

Incremento(%) al final de la maduración
fraccionesnitrogenadasestudiadasen los
las tresproteasas.

Unidades NSA NNP NSF

PronasaE 600 35,6 54,3 67,7 143,7 36,3
PronasaE 6000 130,2 162,9 148,4 220,6 71,4

Aspartil proteinasa 800 54,8 206.2 136,4 234,9 83,8
Aspartil proteinasa 4500 134,9 306,2 175,7 521,9 151,1

Papaína 800 36,9 41,2 20 72,5 46,7
Papaína 4500 196,4 212,9 152,5 457,8 154,7

PronasaE 300 30,2 36,9 45,2 84,5 28,5
Aspartil proteinasa 100 45,1 148,8 88,1 171,4 64,2

Papaína 500 28,2 28,6 9,5 63,4 39,1

NSA: nitrógenosolubleen agua.
NNP: nitrógenono proteico;
NSF:nitrógenosolubleen ácidofosfotúngsticoal 5%.
NSS:nitrógenosolubleen ácidosulfosalicfficoal 5 %.

NLBVT: nitrógenobásicovolátil total.
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Figura111.49. Efecto de la adición de pronasaE, aspartil proteinasay papaínaen la
evolucióndel nitrógenosolubl~en ácido sulfosalicflicoal 5%.
Control ( O ); lote con300U. depronasaE ( u ); lote con 100 U. de aspartil
proteinasa( £ ); lotecon500 U. de papaína( e).
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Figura111.50. Efectode la adición de pronasaE,
evolucióndelos aminoácidostotales.
Control ( O ); lotecon300 U. depronasaE ( U
proteinasa( A ); lotecon500 U. depapaína( e

aspartil proteinasay papaínaen la

); lotecon 100U. de aspartil

No ocurrió lo mismo en relación con los resultadosdescritosen los apartado
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anteriores,cuandosefabricaronotroslotesde embutidosconcantidadesmayoresde las tres

enzimas.Comparandolos datosde las dos gráficasanteriores(ya se ha comentadoen

111.2.3.7quelas fraccionesNSS son equivalentesa la de aminoácidostotales)con los

correspondientesde los capítulosprecedentespara la pronasaE (figuras 111.20y 111.21),

aspartil proteinasa(figuras 111.30 y 111.31) y papaína(figuras 111.40 y 111.41) sepuede

deducirque los aminácidostotalesliberadosalcanzaronunosvaloresaproximadamente

igualesen todoslos casos.Quiereestodecirquela menoradiciónde cualquierade las tres

enzimasprovoca,en términosgenerales,unamenorfragmentaciónde las proteínaspara

rendir los polipéptidosy péptidoscomponentesde lasfraccionesNSA, NNP y NSFperono

de aminoácidoslibres, lo quepareceindicarqueconmenorcantidaddeenzimasesuministra

unacantidadsuficientede lospéptidosprecursoresde aminoácidos.

Sin embargo,no hubo diferenciasclarasen el nitrógenobásicovolátil total (figura

111.51)entrelos lotes fabricadoscon 300 U. de pronasaE, 100 U. de aspartilproteinasay

500 U. de papaína; puedeobservarseen la figura queal final de la maduraciónlas tasas

alcanzadaspor los tres lotes estuvieroncomprendidasentre150 y 180 mg/lOOg E.S..Es

posible que el NBVT estérelacionadocon la actividadpropia de la microflora que se

implante. No se olvide que la masaoriginal de los treslotescon lasdistintasproteinasasy el

controlera la misma. El hecho de que los valoresdel NBVTsean más bajosen el controlque

enlos lotescon enzimapuedeatribuirseaquehayaunacantidadsignificativamentemenorde

aminoácidosen el controly seproduzca,enconsecuencia,la desaminaciónde los mismosen

menorcuantía.
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Figura111.51. Efecto de la adición de pronasaE, aspartilproteinasay papaínaen la
evolucióndelnitrógenobásicovolátil total (NBVT).
Control ( O ); lote con300 U. de pronasaE ( u ); lote con 100 U. de aspartil
proteinasa( £ ); lote con500 U. depapaína(e ).

111.5.2.2.AMINOACIDOS LIBRES Y AMINAS.

La tabla 111.18 muestralos cambiosen las tasasde aminoácidoslibres en los

embutidosfabricadoscon300 U. depronasaE, 100 U. de aspartilproteinasay 500 U. de

papaína.El análisisdetalladode la tablapermitededucirunaseriede conclusionesgenerales.

Diversos aminoácidos(Glu, His, Ala, Leu y Lys) fueron, en los tres lotes, los más

abundantesal final de la maduración.De estos,la Lys estuvotambiénentre los que

aumentaronde formamásacusadaen los treslotesrespectoa la cantidadfinal halladaen el

control. Otrosaminoácidosquesufrierontambiénun gran incrementofueronel Asp, Pro, fle

y Asn+Seren los tres lotes; la Met en los lotes con aspartilproteinasay con papaína.

Asimismo,puededecirsequeotros aminoácidos(Cys, Tyr, Trp y Arg) aumentaronsólo

ligeramenteo semantuvierona nivelesregularesdurantetodo el procesomadurativo.El

hechode que,independientementede la proteinasa,la mayoríadelos aminoácidosmostrara

un comportamientosimilar inclina adeducirque lasproteinasasfragmentanlasproteínas

rindiendopéptidospequeños,quequedandispuestosparaserdegradadosactivamentepor la
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Resultadosy discusión

flora presentequeseencargaríade liberar los aminoácidos.Esta hipótesisquizá pueda

apoyarsepor el curso de los fenómenosproteolfticos que acaecenen un queso en

maduración.En esteproductola quimosina,apartede la acciónprimariade desestabilización

de lascaseínas,actúasobreestasproteínas,de forma panicularsobrela a5 1-caseína,para

rendir péptidosde hastaun tamañomolecularde4.000-6.000d.; no llegamáslejossu acción

proteolítica.Después,dichospéptidossonmetabolizadospor la flora láctica(lactococosy

lactobacilos)durantela maduración(Dalgleish, 1987; Fox y Law, 1991; Steeley Onítí,

1992).

Estefenómenono se habladetectadoen los experimentosdescritosen loscapítulos

anteriores,dadoqueencadauno deellosse4sóla mismaenzimaperoadiferentedosis.Por

tanto,la liberaciónde aminoácidosseatribuyóa la acciónindirectade la proteinasa.Este

fenómenoquizáexpiiquetambiénlasdiferenciasobservadasentrelos aminoácidoslibres de

los lotes anteriores y el lote de esteapanadocorrespondientea la mismaenzima.En este

aspecto,lo primeroquedestacaal compararla tabla111.18conlas tablas111.6,111.10y 111.14

es, para las tresproteinasas,las diferenciastan grandesen el contenidoen Glu que, por

ejemplo,en el lote con 100 U. de aspartilproteinasafuede 696mg/lOOg E.S. y en el de

6000 U. la tasade dicho aminoácidofue más de cuatrovecesmenor. En principio, este

resultadoparecetotalmenteilógico, perosi setieneencuentaqueprocedende fabricaciones

distintassepuede atribuir al glutamatosódicoquese añadeala masaque,evidentemente,se

va adetectaren la cromatografíaHPLC. Seobservatambiénparaotrosaminoácidos,como

His, Ala y Leu, quelas tasasfueronmayoresen ellote conla menorcantidadde pronasa300

U. queen los otrosdos alos queseañadieronmayorescantidadesde la enzima,inclusoel

quese sefabricó con 6000 U. de pronasaE. Esteefecto no sólo se observócon dicha

enzima,sino tambiénconlas otrasdosproteinasase, igualmente,ocurrióenestecontrolen

relaciónconlos delos otros lotes.Parecelógico, pues,no atribuir laselevadastasasde estos

aminoácidosa bisproteinasassinoa causasajenas;de ellas,lasmásprobables,comoseha
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indicadoanteriormente,puedenestarrelacionadasconla actividadaminopeptidásicade la

flora microbianaqueencuentraun sustratoidóneoparaliberardichosaminoácidos.

En la tabla 111.19 se muestranlos cambios en las tasasde aminasdurantela

maduraciónde losembutidosfabricadosconlas tresproteinasasa lasdosisqueseindican.

La niptaniina,al igual queocurrió en los otroslotesa losqueseañadieronproteinasas(tablas

111.7, 111.11 y 111.15), semantuvoa niveles muy parecidosdurantela maduracióno se

observóun ligero aumento.Otras aminas (2-feniletilamina,esperminay espermidina)se

mantuvieronsin apenasvariacióna lo Irgo del procesomadurativo.No sedetectóen

ningunamuestracadaverina,comosucedióenlos embutidoselaboradoscon600y 6000 U.

de pronasaE (tabla111.7)y adiferenciade los loteselaboradosconaspartilproteinasa(tabla

111.11) y papaína(tabla111.15),en los que seobservóun aumentodurantela maduración;

estasdiferenciasentreunoslotesy otrosapesarde quealgunosseelaboraronconla misma

enzimaaunquecondiferentesdosisquizásapoyanel pocoefecto,si alguno,dela adiciónde

proteinasaen la formaciónde aminas,y sugeneracióndependedirectamentede la flora que

seimplanteencadacaso.

Se observaun claro aumentode la putrescina+histamina.Estecomportamiento,

aunquevariaronlosvaloresabsolutos,fue el mismoque paralos lotespronasaE-600U. y

6000U. (tabla111.7),aspartilproteinasa-800U. y 4500 U. (tabla111.11) y papaína-800U. y

4500U. (tabla111.15).Es dificil saberquécantidadcorrespondea unay otra animaperosí la

de sus precursores.La histidina siempre fue un aminoácidoque estuvopresenteen

cantidadesimportantesen todoslos lotesincluidosloscontroles,exceptoenuno (lotecontrol

de los embutidosfabricadoscon 800 U. y 4500 U. de papaína)y fue precisamenteen éste

dondese alcanzaronlas tasasmásbajasde putrescina+histamina.Del mismo modo, la

argininasedetectóendiversoslotes[loscuatrocuyosresultadosserecogenenesteapanado

y en los de papaína-800U. y su control (tabla 111.14)] encantidadesmuy bajas,muchas

vecesen niveles“trazas”y no sóloal principiode la maduraciónsino,aveces,durantetodo
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Resultadosy discusión

el proceso.Sin embargo,las tasasde putrescina+histaminafueron,en esoslotes,realmente

elevadas. Se podrfaargumentarque se irla produciendo la desimidaciónde la argininay

posteriortransformaciónen putrescinaa medidaqueseva generando,peroestefenómeno

debiera manifestarsetambién,al mismoritmo, en los demáslotesde la mismafabricación

comoen el lote papaina-4500U. (tabla 111.15)y posiblementetambiénen otros,pero no se

observó.Parece,pues,atribuir la tasahalladade putrescina+histaminamayoritariamenteal

último aminoácido.No sehadescritoquelos lactobacilosaisladosdecarneenvasadaavacío

produzcanputrescinao histaminaencarneasépticainoculadacondiversascepasaisladasde

aquellafuente(Edwardsy col., 1987)perosí la producciónde histaminaporciertascepasde

lactobacilos(Cantoniy col., 1975)y porLactobacillusbulgaricus,obteniéndosela máxima

concentración(56 ixglg), en caldo MRS, ~apH de 5,5 (Chandery col., 1989). Estas

observacionesapoyanla deducciónanteriorde quela histaminaes la aminamayoritariadel

pico correspondientea putrescína+histamina,que no fue posible separararen la

cromatografíaHPLC.

Finalmente,la tiraminaaumentóentodoslos lotesrecogidosen la tabla111.19y, por

tanto,secomportódelmismomodoqueya sehabíaobservadoen lasfabricacionesdescritas

en apartadosanteriores.En este caso, existenmenosdudasde los microorganismos

responsables;casi segurolos lactobacios,como sehadiscutidopreviamente.

111.5.3. Análisis sensorial.

En la pruebatriangularno seobservarondiferenciassignificativasentreel controly

los embutidosconpronasay papaína,comosucediócon los lotesqueconteníanla dosismás

baja de dichosenzimasen las experienciasrealizadascon anterioridad(véase111.2.3 y

111.4.3).De la mismaforma, seaprecióunadiferenciasignificativa (p =0,01)entreel lote

control y el queconteníaaspartil proteinasa,al igual que habíasucedidoen los lotes

fabricadoscon dosis mayoresde estaproteinasa(véase111.3.4); de nuevose debióa un
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ablandamientoexcesivo.

La tabla 111.20 muestra los resultadosdel análisissensorial(pruebapreferencial)de

los embutidos fabricados con pronasaE (300 U.), aspartil proteinasa (100 U.) y papaína

(500 U.).

LoslotesconpronasaE y papaínaobtuvieronpuntuacionesbastantesemejantesalas

del control. El loteconpronasaE fue valoradoligeramenteinferioral control, adiferenciade

lo queocurrió en el lote pronasaE-600U. (véase111.2.3),lo quepareceindicar que la

cantidadmásadecuadaparaañadiralos embutidoscrudosfermentadosescercanaa 600

unidades,bien por encimao por debajode esevalor. En cuantoal lote con papaína,se

obtuvounapuntuaciónsimilaral loteconpronasaE, ligeramenteinferiorala delcontrolpero

superiorala del lote papaína-800U. Por lo tantosepuededecirque,posiblemente,la dosis

másadecuadadeesteenzimaestámáspróximaalas500 quea las 800 unidadesparalograr

un efectobeneficioso.

El lote conaspartilproteinasarecibió unapuntuaciónmarcadamenteinferior ala del

controlen todaslas característicasorganolépticasevaluadas,debidoal ablandamientoaque

antessehacíareferencia.Sin embargo,aunqueseapreciaronpuntuacionessemejantesen

color+aparienciay en texturaa las obtenidaspor los otroslotesconaspartilproteinasa(tabla

111.12),losresultadosobtenidosen la valoracióndel sabory aromafueroninferioresalos de

aquellos,especialmenterespectoal lote con 4500 unidades.Al parecer,las cantidades

elevadasdeestaenzimadan lugaraun sabory aromafavorables,pesea las alteracionesde

texturay teniendosiempreen cuentaquelos lotessevaloraronrespectoa unareferenciade

embutidocrudo curado.Es posiblequeestaproteinasapuedaser útil empleándolapara

aportar,desdeel principio, aminoácidoslibres,dadoqueproporcionaun saboraceptable,o

bien quepuedausarseen la elaboraciónde nuevosproductoscárnicos,diferentesen su

aparienciay texturaa los salchichones(estosaspectossediscutenmásextensamenteen la

discusióngeneral).
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Tabla 111.20. Calidadorganolépticaal final de la maduracióndelos embutidos
fabricadosconpronasaE, aspartilproteinasay papaína.

Color y
Apariencia

Textura Sabor y
Aroma

Control O 7,Sa ‘7,la 7,6a 7,5a

Pronasa-300 300 7,4a 7,Oa 7,4a 7,3a

Aspartil-100 100 4,lb 3,2b 4,9b 4,4b

Papafna-500 500 7,2a 6,7a 7,5a 7,3a

a, b: letrasdiferentesrepresentandiferenciassignificativas(p=O,OI).
* Parala definicióndeunidad,verapartado11.3.1

** Calidadglobal = Colory Aparienciax 0,1 + Texturax 0,25+ Sabory Aromax 0,65
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No cabedudade que la proteolisisesuno de los fenómenosque alcanzamayor

relevanciaenlos productossometidosa maduración(quesos,embutidos,etc.).La proteolisis

provocaunafragmentaciónparcialde las proteínasmusculares,tantodela miosinacomode

la actinay troponinaT (Garrigay col., 1988; Verplaetsey col., 1989;Garcíade Fernandoy

Fox, 1991) y probablementetambiénde lasproteínassolubles(Garrigay col., 1988).Como

resultadode esteataqueprimariode la proteínasaumentantodaslas fraccionesnitrogenadas

inferiores, como nitrógenono proteico,nitrógeno peptídico,nitrógeno aniínico y los

aminoácidoslibres. Así ha sidopuestode manifiestopor numerososautores(Wardlawy

col., 1973; Reutery col., 1968; Dierick y col., 1974; Cantoni y col., 1985; Lois y col.,

1987; Ferrey Arboix, 1988; Garrigay col., J988; DeMasiy col., 1990,etc.). Los péptidos

de pequeñotamañomoleculary los aniinácidospueden,por sí mismos,contribuir al sabor

del producto final o sufrir transformacionesposteriores,como descarboxilaciones,

desaminaciones y transaminacionesmercedala actividaddela flora microbianapresentepara

rendir sustanciasvolátiles (ácidosorgánicos,aldehídos,nitrógenobásicovolátil, etc)o no

(otrosaminoácidosy aminasno volátiles).Todosestosfenómenosafectantantoa la textura

(seproduceunaprogresivasolubilización)comoal sabory aroma.

Ante estosacontecimientos,es razonableplantearla hipótesis que al añadir

intencionadamenteproteinasasalosembutidossepodríancatalizarlasreaccionesproteolíticas

y, en consecuencia,lograrunapotenciacióndel sabory del aroma,lo quepodríaconllevarun

acortamientodelprocesomadurativo.Basándoseen estahipótesis,sehainvestigadoel efecto

de la adiciónde tresproteinasas(pronasaE de S:reptomycesgriseus,aspartilproteinasade

Aspergillusoryzaey papaínade Caricapapaya)en lasdegradacionesdelas proteínas.

Los resultadosobtenidoshan mostradoque, efectivamente,la adición de las

proteinasasocasionóun aumentoconsiderablede todaslas fraccionesnitrogenadasantes

mencionadasy que se producía,en términos generales,durantela fase fermentativa

fundamentalmente. En este sentido, no cabedudade quese logra un acortamientode la
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maduración,ya queen esospocosdíasseconsigue,con las tresenzimasy con todaslas

dosisempleadas,unosnivelesde lasdistintasfraccionesnitrogenadassuperioresa las que se

logran al final de la maduraciónen los embutidosutilizados comocontrol. Similares

resultadossehanobtenidoparalosquesos,comoen el Cheddar,en el quesehadescritoun

porcentajede aceleraciónde la maduracióndIc 25-66% al añadirunaproteinasaneutrade

Aspergillusoryzaey utilizando la evaluaciónde aminoácidoscomo índicede maduración

(Fedrick y col., 1986) o en el quesoGouda,en el que se obtuvieronporcentajesde

aceleracióndel 10-24% con proteinasasde distintosmicroorganismos(Bacillus subtllis,

Aspergillus¿nelleus, Streptomycessp y Aspergillusoryzae)utilizando como índices las

fraccionesnitrógenosolubleen agua.nitrógwo solubleen ácidotricloroacéticoy nitrógeno

aminoacidico(Kataokay col., 1987).

Muy distintos son los resultadosquesehanobtenidoen el análisis sensorial. El

incrementode las fraccionesnitrogenadasno setraduceen unamejoraostensiblede la calidad

organolépticaglobal; sólo en un caso,cuandose añadieron600 U, de pronasaE, se

obtuvieronembutidosqueorganolépticanientesuperaronla puntuacióndelos controlesy aún

así no se obtuvieron diferenciassignificativas. En otros casostambiénse lograron

puntuacionespróximasa la de los embutidoscontroles(lote de pronasaE-300U. y lote

papalna-500U.) en el análisis sensorial.Sin embargo,esnecesarioindicar quea veces,

sobretodo cuandoseañadióla aspartilproteinasadeAspergillusoryzaeacualquierade las

dosis ensayadas(100, 800 y 4500 unidades)la calidad organolépticaglobal fue muy

deficiente, derivada de un ablandamiento excesivo de la masa, sin duda debido a la profunda

proteolisisque seoriginó. Estos resultadoscoincidenparcialmentecon los halladosen

quesosen los quetambiénseha observadounaconsistenciamásblanda(Fedrick y col.,

1986; Hayashiy col., 1990)junto con otros defectoscomotexturaquebradiza(Fedrick y

col., 1986) y saboresamargos(Law y Wigmore, 1982; Alkhalof y col., 1987; ArdÓ y

Petterson,1988),el último posiblementedebidoa la acumulaciónde péptidoshidrófobos
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derivadosde la ~-caseina(Lemieuxy Simond,1992).No obstante,en algunoscasos,como

con la proteinasaneutrade Bacillus subtilis, seha podidoincrementarel sabortípico del

quesosin queaparezcael amargormedianteun ajustecuidadosodela dosisde enzima(Law

y Wigmore, 1982)por lo que,en opiniónde Law (1984a)esnecesario,enel casodel queso,

elegir cuidadosamente la enzima y la dosis a añadir si no sequiereobtenerun sabory aroma

desequilibradoy la aparicióndesaboresamargos.

A pesarde todos estosproblemas,otros autores(Frey y col., 1986; Núñezy col.,

1991) han tenidomáséxito y opinanque la adiciónde proteinasasesun métodoútil para

acortar el período madurativodel quesosin queseoriginendefectosenel sabory aroma,de

forma panicularen quesoselaboradoscon lechede oveja (Núñezy col., 1991),cuyas

caseínassonmenossusceptiblesde originarsaboresamargos(Pelissiery Manchon,1976).

Encualquiercaso,en una recienterevisiónsobreel tema(El Soday Pandian,1991)

seconcluyequeaúnseestánllevandoacagoinvestigacionesacercadela adicióndirectaala

lechedeenzimasindividualeso unamezcladeenzimasparaacelerarla maduración,apesar

dequesesabequedichaadiciónconduceconfrecuenciaa unadisminucióndelrendimientoy

quesepierdemásdel 80%de la enzimaenel momentodel desuerado(Kirby y col., 1987).

Sin embargo,la adiciónde la enzimaala cuajadapuederealízarsecon un éxito relativoen el

casodelquesoCheddar,dondela proteinasasemezclaconla sal, lo queno puederealizarse

enotrasvariedadesdadoquelaspiezasdequesosesalanpor inmersiónen sailmuera.

Sin lugar a dudas, las desventajascitadas anteriormentede disminución del

rendimientoy la pérdidade enzimano sevanaproduciren el casode los embutidos,yaque

todos los ingredientesañadidosa la mezclaseembutenconjuntamentey ademásno sehan

detectadosaboresamargos.No obstante,como se ha demostradoen este trabajo, los

resultadosno hansidotan satisfactorioscomocabriaesperar.Ya seha comentadoquese

aceleróla proteolisisinclusohastael nivel deaminoácidos,perono sereflejópositivamente

en la evaluaciónsensorial.Ante estosresultadoscabehacerel siguienterazonamiento:los
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aminoácidoslibrescontribuyenal saborde un determinadoalimento,aunquesu gradode

influenciaha sidodiscutidopordiversosautores(Bainsy Mlot kiewicz, 1984; Nishimuray

Kato, 1988; Kato y col., 1989). Ya en la décadade los 60 (Kiely y col., 1960; Johnsony

col., 1966) sehabíaasociadocadaaminoácidocon un sabordeterminado(por ejemplo

alaninaanuez,prolinaapastas,argininaa palomitasde maíz”, leucina,argininae histidinaa

pan,fenilalaninaacaramelo,etc.) peromezcladoso junto anucleátidospuedemodificarseel

saborde forma marcada(Yamaguchi,1967; Nishimuray Kato, 1988; Camberoy col.,

1992).Sin embargo,en el casode los embutidosparecequeel efectode los aminoácidos

libresen el saborno pareceadquirirunagranrelevancia,dadoquecuandoenlosembutidos

seconsiguierontasaselevadasde ellosno condujoa un cambiomanifiestoen el sabor.Es

posiblequequedesolapadopor otros ingredientes,comolas especias.Porello, quizássean

másimportantesla transformacionesquepuedensufrir los aminoácidos,las cualesdependen

de la actividad de la flora microbianapresente(Vandekerckhove,1977) a través de

descarboxilacioneso desaminaciones,o tambiénmerceda reaccionesquímicascomo la

degradaciónde Streclcer,que rindealdehídos,amoniacoy otrassustancias(Davldek y col.,

1990), pudiendoverse facilitada por una cantidadcosiderablede aminoácidoslibres

originadospor unaproteolisisintensaunidoa unabajaactividaddeagua(Barbieri y col.,

1992).Así, la presenciade algunosaldehídosde cadenaramificadaen jamonescurados,

comoel 2 y el 3-metilbutanal,ha sidoatribuidaaladegradaciónde Strecker(Garcíay col.,

1991;Barbieriy col., 1992),pudiendoinfluir poderosamenteen el sabory aromadedichos

productos(Ventanasy col., 1992).

En los embutidoselaboradosconlas tresproteinasascoexistendichossustratos(una

gran cantidadde aminoácidoslibres), agentes(una elevadatasade microorganimos,tanto

internamente, flora láctica y otras bacterias, como superficialmente, flora fúngica) y factores

(reducidaactividadde agua)pero,sin embargo,no segeneraronla suficientecantidadde

sustanciasaromáticasy sápidasparapotenciarel sabory aromadel productofinal, dadoque
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no sereflejéenel análisissensorial.¿Quépuede,pues,haberocurrido?.No esfácil contestar

a estapreguntay la únicarespuestaqueseha halladoestárelacionadacon el tiempo de

maduración.Aunquelas condicionesparaqueseproduzcanestasreaccionesseanfavorables

esposible que no se puedanacelerar,ya que, por unaparte, la tasade bacteriasestá

estabilizadadesdequeconcluyela fermentacióny, porotra, la temperaturade maduraciónes

baja para que las reaccionesquímicas(la degradaciónde Strecker es un fenómeno

temperaturadependiente)seproduzcanconrapidez.Dehecho,enel casodeljamóncurado

los tiemposde maduraciónson muy largos(másde 12 meses).Así pues, hayquededucir

que, aunqueseacelerela proteolisis,no pareceposibleacortarde forma significativa la

maduraciónde los embutidosmediantela adiciónde proteinasas.Quizásel empleode

períodosmadurativosmás largosque los utilizadosen el presentetrabajo (26 díascomo

máximo)permitaobtenerdiferenciasmásmarcadasen lo referenteal sabory aromaentre

embutidoselaboradosconproteinasasy sin ellas. Esposibletambién queotrasproteinasas,

tantomicrobianascomodeotro origen,proporcionenresultadosmásdestacados.Puede,por

otraparte,quemanipulandolascondicionesde maduración,sobretodo las referentesa la

temperatura,ocasioneefectosmáspositivos. Estas consideracionesson simplemente

especulativas,peropuedenservirde puntode partidaparaampliarlos estudiosdescritosen

estamemoria.

No obstante,cabe también otra posibilidad que merecela pena destacar

separadamente.Sehadichoanteriormentequela flora seestabilizatranscurridaslasprimeras

24-48horas.Esjustamenteen esteperíodocuandoseproduceel incrementoexplosivodela

microflora y es tambiénen estetiempo cuandola temperaturaalcanzalos valoresmás

elevados(22-250C).Porello, sehapensadoquesi los microorganismosdispusierandesdeel

principio de un gran suministro de aminoácidoslibres pudieran descarboxilarlosy

desaminarlosmasivamentedurantesu multiplicaciónexplosiva,e inclusopudieraparticipar

en estosfenómenos,ademásde la flora láctica, las micrococáceas,dadoqueéstasya no
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puedenhacerlomástardedebidoasu descenso progresivo tras la fase fermentativa (Selgas y

col., 1988). Se formaríanasísustanciasderivadasde los aminoácidosqueseacumularíano

estaríanexpuestasa otras reacciones,como las oxidativas.Si estos acontecimientos

ocurrieranasí,esposible que sepudierapotenciarel sabory aroma.El suministrode

aminoácidoslibresseharíafácilmentemezclandocon la masaoriginaluna“papilla” preparada

previamentemediantela adición de la proteinasamás adecuada;en otraspalabras,los

embutidosfinalesobtenidosdela formaquesehadescritoen estamemoriasepodríanutilizar

comoun ingredientemásqueseañadiríaen el momentode la fabricaciónde un lote de

embutidos.Es una investigaciónabiertaquela autoradeseallevar acaboen el futuro,
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Conclusiones

1. La adiciónde pronasaE de Streptomycesgriseus,aspartilproteinasadeAspergillus

oryzaey papaína de Carica papaya a embutidoscrudosfermentadosorigina, inclusoen

pequeñascantidades,un incrementoconsiderabledela proteolisis,queconduceaun aumento

de todaslasfraccionesnitrogenadas.De las tresenzimas,la aspartilproteinasadeA. oryzae

es la queprovocaunamayoraceleraciónde la proteolisis,inclusoadosispequeñas.

2. El incrementode la proteolisisseproduce,en todoslos casos,durantela fasede

fermentacióndel embutido.Tras esteperíodo,los fenómenosdegradativosno progresan

significativamente,por lo queel riesgode unaexcesivaproteolisisque desencadenela

sobremaduracióndel productoesmínimo.

3. La adición de cualquierade las tresproteasasen dosis elevadasprovoca un

ablandamientoexcesivode la masadelembutido,por lo queel empleode cualquieradeestas

enzimas,y probablementeel de otras,requiereun ajustecuidadosode la dosis.

4. El incrementode la proteolisisno setraduceen unaaceleraciónde la maduración,

dado que en el análisis sensorial no serefleja unapotenciacióndel sabory aromade los

embutidosni unamejoraapreciablede la calidadorganolépticaglobal. No obstante,los

embutidoselaboradoscon600U. depronasaEpresentanmejorescaracterísticassensoriales

aunquesin diferenciasestadísticamentesignificativasrespectoal control.

5. La elaboraciónde diversoslotes de embutidoscon cadauna de las proteasas

empleandola mismamateriaprima e igualescondicionesde maduraciónorigina una

liberaciónsimilar de la mayoríade losaminoácidos.Sededuce,pues,queposiblementela

flora microbianade losembutidosesla principalresponsablede la liberacióndelos mismosa

partirde lospéptidosgeneradospor lasproteasas.
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6. Desdeel punto de vista sanitario,y a pesarde queseproduceun aumentodel

contenidoen aminasbiógenas,la concentraciónde estassustanciasno espeligrosapara

potencialesconsumidoresinclusolos mássusceptibles,a no serquela dosisde proteasasea

muy elevada,lo quelos análisissensorialesdesaconsejandebidoal ablandamientoexcesivo

de la masa.

7. De formahipotéticasehaconcluido,ala vistade la falta depotenciacióndel sabory

aromaal añadirenzimasproteolíticas,que la transformaciónde aminoácidoslibres en

sustanciasaromáticasy sápidaspuedeocurrir de forma acusadaen la fasede crecimiento

logarítmicode la flora, durantela fennentación.En consecuencia,seha abiertounanueva

posibilidad que seña interesanteexplorar: la utilización de embutidospreviamente

hidrolizadosmedianteproteinasascomo ingredientesde la masaoriginal; con ello, se

inocularíael cultivo iniciador y sesuministrarlaunaelevadatasade aminoácidoslibres

dispuestos parasertransformadosduranteel crecimientoexplosivodela flora.
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