UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE VETERINARIA
Departamento de Nutricion y Bromatologia 111
(Higiene y Tecnologia de los Alimentos)

EFECTO DE LA ADICION DE PROTEASAS EN EL
PROCESO MADURATIVO DE LOS EMBUTIDOS
CRUDOS CURADOS

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
PRESENTADA POR

Manuela Fernandez Alvarez

Bajo la direccion de los doctores

Juan Antonio Ordonez Pereda
Lorenzo de la Hoz Perales

Madrid, 2002

ISBN: 978-84-8466-427-7 © Manuela Fernandez Alvarez, 1994



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE VETERINARIA

DEPARTAMENTO DE NUTRICION Y BROMATOLOGIA 111
(HIGIENE Y TECNOLOGIA DE LOS ALIMENTOS)

EFECTO DE LA ADICION DE LIPASA PANCREATICA
EN LA MADURACION DE EMBUTIDOS CRUDOS CURADOS

Memoria que para optar al grado de
Doctor en Veterinaria presenta la
Licenciada Manuela Ferndndez Alvarez.

Madrid, enero de 1994,



TELF. 34 -(9)1-394 37 49
FAX: 34=-(9)1 -394 37 43

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE VETERINARIA

DPTC, DE NUTRICION ¥ BROMATOLOGIA |t
(HIGIENE ¥ TECNOLOGIA DE LGOS ALIMENTGOS)

CIUDAD UNIVERSITARIA
228040 MADRID

JUAN ANTONIO ORDONEZ PEREDA, CATEDRATICO DE
TECNOLOGIA DE LOS ALIMENTOS, Y LORENZO DE LA HOZ
PERALES, PROFESOR TITULAR DE TECNOLOGIA DE LOS
ALIMENTOS DE LA FACULTAD DE VETERINARIA DE LA
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID,

CERTIFICAN:

Que la tesis doctoral titulada "Efecto de la adicion de lipasa
pancreatica en la maduracion de embutidos crudos curados", de la
que es autora la Licenciada en Veterinaria D* Manuela Fernandez Alvarez, ha
sido realizada en el Departamento de Nutricién y Bromatologia 1II (Higiene y
Tecnologia de los Alimentos) bajo la direccién conjunta de los que suscriben y

cumple las condiciones exigidas para optar al titulo de Doctor en Veterinaria.

Madrid, 14 de enero de 1994

Vo

Fdo.: Juan A. Ordoénez Pereda Fdo.: Lorenzo de 1a Hoz Perales

WA T



A mi familia

A mis amigos



AGRADECIMIENTOS:

Al Profesor Dr. Bernabé Sanz Pérez, por su cdlida acogida en el

Departamento que dirigia en ¢l momento de mi incorporacién al mismo.

Deseo expresar mi gratitud al Profesor Dr. Juan Antonio Ordériez
Pereda, actual director del Departamento de Nutricién y Bromatologia III,
por la direccién de esta tesis y por haberme iniciado en el campo de la
investigacion. Igualmente al Profesor Dr. Lorenzo de la Hoz Perales,
codirector de este trabajo, por su paciente asistencia y supervision desde mis
primeros pasos por un laboratorio. Gracias a ambos por su trato cordial, sus

orientaciones y consejos, que han sido decisivos en mi formacién.

A la Profesora Dra. M? Isabel Cambero por su carifiosa ayuda y los
animos que siempre me ha dado. A los Profesores Dres. Gonzalo Garcia de
Fernando, M* Luisa Garcia y M? Dolores Selgas por su constante apoyo y su
buena disposicién a ayudarme siempre que lo necesité y por las agradables

charlas mantenidas a lo largo de estos afios.

Quiero agradecer también a los restantes miembros (profesores y
becarios) del Departamento de Nutricion y Bromatologia III el apoyo vy

companerismo demostrados durante tantas horas.

A Olga, compaiiera de fatigas en el laboratorio desde nuestros inicios.
A Angel, por su afecto y los buenos ratos compartidos. A Maria por sus

detalles.

Gracias a Odoén por sus utilisimos consejos y su "aplastante”
sinceridad; a Daniel, por compartir mis problemas; a Isabel, por sus

innumerables y divertidos "puntitos”; a Gemma, por su desinteresada ayuda; a



Ana, por darme su confianza y a Seve ("becario integrado”), por estar a mi

lado. A todos, por vuestro carifio y amistad.

Al Dr. José Maria Monfort, director del [.LR.T.A. de Monells (Gerona)
por permitirme realizar los andlisis de los compuestos carbonilo por HPLC
en dicho centro. A los Dres. Juan Antonio Garcia-Regueiro e Isabel Diaz, mis

mas sinceras gracias por su ayuda y por hacer tan agradable mi estancia alli.

A Industrias Carnicas Cabo, S.A. por cedernos generosamente sus
instalaciones y las materia primas para la elaboracién de los embutidos

necesarios para la realizacion de esta tesis.

A la Consejeria de Educacién de la Comunidad Auténoma de Madrid,
por la concesién de una Beca de Formacién de Personal Investigador para la
realizaciéon de esta tesis. También quiero agradecer a la Comisién
Interministerial de Ciencia y Tecnologia (CICYT) la financiacion de este

trabajo, incluido en el Proyecto de Investigacién ALIS8/0005.

Al resto de mis amigos "extradepartamentales”, por su apoyo

incondicional y su comprensién. En especial a Luis, por ser como es.

Por altimo, quiero agradecer a mis padres, a mi hermana, a Julio y a
Alicia su carifio y su confianza en mi, fundamentales para la realizacion de

este trabajo.



INDICE

Pagina

I.- INTRODUCCION e 1

I.1.- Generalidades ....................cciiiiiiiiiiiiii e 2
I.2.- Proceso de elaboracion de los embutidos

crudos curados ... 4

[.2.1.- Mezcla de los ingredientes ............................ 4

[.2.1.1.- Ingredientes .......ccccooceiiiiiiiiinnniiininnnn.e. 5

[.2.1.1.1.- Camne  ....ovvviiiiiiiiiiiieieeenn, 5

L2.1.1.2.- Grasa  ...cocovvvveviniiiiniieneieeean, 5

[.2.1.1.3.- Agentes del curado ................. 5

[.2.1.1.4.- Especias y condimentos............ 6

L2.1.1.5.- AdItIvOS oo 7

[.2.1.2.- Formacion de la masa original .................. 10

[.2.2.- Fermentacion ...................ccccoiiiiiiiiiiiiiinenn, 11

[.2.3.- Maduracion o secado ...............ccoovvvrriiinnennnnn. 12
I.3.- Factores que influyen en la calidad de los

embutidos crudos curados...............c.cooiiiiiiiniinienn, 13

1.4.- Cambios que ocurren durante la maduracion

de los embutidos crudos curados ........................eeel. 14

1.4.1.- Cambios microbiolégicos ............................... 15

1.4.2.- Evolucion del pH ... 19

1.4.3.- Desarrollo del color ..., 22

[.4.4.- Deshidratacion ...................c.ccovviiniiiiinniinnnn. 25

[.4.5.- Desarrollo del sabor y aroma ......................... 28

1.4.5.1.- Compuestos voldtiles de los embutidos ........ 31

L.4.5.2.- GIICOLISIS  cevniviiiiiieiriniie e e 39

1.4.5.3.- Proteolisis .o.covviiviiiiiiei e 41

1.4.5.4.- Degradacion lipidica .......o.ooiiiiin. 42

1.4.5.4.1.- Fenémenos hidroliticos .......... 44



[.4.5.4.2.- Fendmenos oxidativos .............. 50

I.5.- Recientes avances en la tecnologia de fabricacion

de los embutidos crudos curados .......................ooeeeee. 62
I.6.- Justificacion del trabajo ............................ 68
II.-MATERIAL Y METODOS ..., 79
II.1.- Material general ...............ccocoiiiiiiiiiieeeens 80
I1.1.1.- Material bioldgico ... 80
I1.1.2.- Material general de laboratorio ................. 80
I1.2.- Productos quimicos ....................ooooiiiiiiiiiiiniiiininnennn.. 83
[1.2.1.- Reactivos ... 83
I1.2.2.- Disolventes y purificacion de los mismos.... 84
I1.2.3.- Soportes cromatograficos .......................... 85
I1.2.3.1.- Cromatografia en capa fina ................ 85

I1.2.3.2.- Cromatografia en fase gaseosa ........... 85

11.2.3.3.- Cromatografia liquida de aita eficacia .. 85

I1.2.4.- Patrones..........oooiiiiiiiiiiiiiic e 86
I1.2.5.- GasSes ..coovviiiiiiiiiiiiiicc e 86
I[.3.-Metodologia ..., 86
I1.3.1.- Procedencia de las muestras ....................... 86
11.3.1.1.- Composicién de los embutidos ........... 87

11.3.1.2.- Fabricacién de los embutidos — ........... 87

[1.3.1.3.- Toma de muestras.........cc.cceeveunevnnenn 89

I[.3.2.- Métodos microbioldgicos ........................... 91
II1.3.2.1.- Preparacion de las muestras ............. 91

[1.3.2.2.- Medios de cultivo utilizados ............. 91

[1.3.2.3.- Realizacion de los recuentos .............. 91



I1.3.3.- Métodos fisicos, quimicos y sensoriales.......
11.3.3.1.- Determinacién del contenido
de humedad ........ccoceoerivirnninnninnnnn.
11.3.3.2.- Determinacion de la actividad de agua..
11.3.3.3.- MedidadelpH .........c...ciivininnnne.
[1.3.3.4.- Extraccién y determinacién del
contenido de grasa..........ccceeevererennne
11.3.3.5.- Fraccionamiento de los lipidos por
cromatografia en capa fina  .............
I1.3.3.6.- Andlisis de la fraccién de dcidos
grasos libres ...
11.3.3.7.- Andlisis de la fraccién de acidos
grasos volatiles ...
11.3.3.8.- Analisis de los aldehidos volatiles........

[1.3.3.9.- Analisis sensorial .........ccocevininan...

ITI.- RESULTADOS Y DISCUSION ...........ccii

II1.1.- Evolucion de la flora microbiana .....................

II1.2.- Evolucién del contenido de humedad ..................

II1.3.- Evoluciéon de la actividad de agua .....................

II1.4.- Evolucién del pH ...
II1.5.- Evolucion del contenido lipidico total...............
I11.6.- Fraccionamiento de los lipidos totales por
cromatografia en capa fina ...
II1.7.- Composicion de acidos grasos de la fraccién
acidos grasos libres.............coooovviiiiiiiniiiiiinini
IT1.8.- Composicion de acidos grasos de la fraccion
acidos grasos de cadena corta.................oocevvivennnns

I11.9.- Evolucion de los compuestos monocarbonilos......



II1.10.-Analisis sensorial

IV.- DISCUSION GENERAL ..

V.- CONCLUSIONES ...........

VI.- BIBLIOGRAFIA ............

....................................................

--------------------------------------------------

...................................................

...................................................



CAPITULO I
INTRODUCCION




INTRODUCCION

I.1.- GENERALIDADES

La Orden Ministerial de 7 de febrero de 1980 (B.O.E. de 21 de marzo
de 1980) establece la "Norma de calidad para los productos carnicos embutidos
crudos-curados en el mercado interior”. Dicha norma define al salchichén
como "la mezcla de cames picadas de cerdo, vacuno o de cerdo y vacuno y
tocino y/o grasa de cerdo, adicionada de sal, especias y aditivos, amasada y
embutida en tripas naturales o artificiales, en su caso, que ha sufrido un
proceso de maduracion-desecacién que le asegura una buena estabilidad, asi
como un olor y sabor caracteristicos”. Definiciones similares a ésta se recogen
en la citada norma para los demds embutidos crudos curados: chorizo, salami y

lomo embuchado.

Probablemente el curado de la carne surgio de forma casual como un
método para su conservacién mediante la adicidon de sal. Parece que la
elaboracion de embutidos se inicié unos 1.500 afios a. C., al observarse que la
vida util de la carne se prolongaba notablemente si, después de picarla
finamente se mezclaba con sal y hierbas aromadticas y se desecaba tras su
embutido (Palumbo y Smith, 1977), lo que proporcionaba ademds un producto
muy apreciado por su agradable sabor. Segin Pederson (1980) los embutidos
crudos curados tuvieron probablemente su origen en el drea mediterrdnea,
cuya climatologia era y es muy favorable para su maduracién. La primera
referencia documental se encuentra en el libro XVIII de "L.a Odisea", escrita
por Homero 900 aiios a. C., en la que se habla de "tripas de cabra rellenas con
sangre y grasa" (Liepe, 1982), si bien tales embutidos difieren bastante de los
actuales. Los romanos heredaron de los griegos, y perfeccionaron, las técnicas
de preparacién de este tipo de alimentos, a los que se fueron incorporando
otros ingredientes. Desde entonces, estos productos se han diversificado y

extendido por todo el mundo.

Hoy en dia, la importancia del curado como método de conservacion de
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INTRODUCCION

la carne ha disminuido como consecuencia del desarrollo de otros sistemas (los
tratamientos térmicos, la refrigeracién y la congelacién), pero en cambio,
segin Guerrero (1993), han adquirido mayor importancia otros aspectos del
proceso de curado como son el sabor y el color. Asi, en la industria camica
actual, el curado consiste en la produccién de un determinado pigmento

carnico termoestable y la obtencién del sabor caracteristico de la carne curada.

Se podria decir que existen casi tantos tipos de embutidos como 4reas
geograficas e incluso como fabricantes y, aunque la base de su fabricacidn es
siempre una combinacion de procesos de fermentacién y desecacidn, existen
claras diferencias regionales. Asi, en los paises mediterrdneos, Portugal,
Hungria y los Balcanes predominan los embutidos elaborados con especias y
secados al aire, mientras que en el centro y norte de Europa, la fermentacion
va acompafiada de un proceso de ahumado, siendo la desecacién menos intensa
y en los Estados Unidos son comunes los embutidos semicurados, fermentados
ripidamente a altas temperaturas y con un corto periodo de secado (Liicke,
1984).

En la actualidad, la fabricacién de embutidos crudos curados representa
una parte muy importante de la industria carnica en la Europa Continental,
siendo su drea de mayor influencia los paises mediterrdneos y Alemania, uno
de los principales paises productores de embutidos, aunque su desarrollo ha
sido tardio (a partir de la segunda mitad del siglo XIX). Hoy en dia, estos
productos carnicos estdn adquiriendo cada vez mayor interés en paises en los
que hasta hace poco apenas se conocian, como Estados Unidos, Australia, Gran
Bretafia, Brasil y Japén. En Espaiia, de acuerdo con los datos del Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacidn, la produccién de embutidos crudos curados
superé en 1992 las 166.000 Tm., lo que representa aproximadamente una
quinta parte de la produccién total de preparados cédrnicos, con un valor de
unos 100.000 millones de pesetas. Estas cifras, unidas al hecho de que se trata

de un mercado todavia en expansion dan una idea clara del destacado lugar que
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INTRODUCCION

ocupan estos productos en la industria alimentaria de nuestro pais.

I.2.- PROCESO DE ELABORACION DE LOS EMBUTIDOS
RUD RAD

Existen diversos articulos de revision bibliografica del proceso de
elaboracion de estos productos, entre los que destacan los de Palumbo y Smith
(1977), Liepe (1982), Liicke (1984) y Frey (1985). En lineas generales la
tabricacion de embutidos comprende tres fases bien definidas: mezcla de los

ingredientes, fermentacion y maduracién o secado.

[.2.1.- MEZCLA DE LOS INGREDIENTES

Durante esta fase, como su nombre indica, se preparan y mezclan los
distintos ingredientes previamente formulados: carne, tocino, sales, especias y
aditivos. Una formulacién tipica de un embutido crudo curado es la recogida
en la tabla I.1., que es una aproximacion adaptada de la composicion descrita
por diversos autores (Liicke, 1984; Nychas y Arkoudelos, 1990) en sus

articulos.

Tabla I.1.- Formulacién tipica de un embutido crudo curado

Ingrediente %
Came magra 55-70
Grasa (tocino) 25-40
Sales de curado y azucares ~5
Especias 0,5

Otros (incluyendo coadyuvantes

iniciadores, acidulantes, etc.) 0,5
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I.2.1.1.- Ingredientes

[.2.1.1.1.- Carne

Segin los hadbitos de consumo, costumbres y gustos de cada zona se
puede emplear carne de cerdo, vacuno, caballo, etc. Su aptitud tecnolégica
dependeri de su pH final, capacidad de retencidn de agua y de la intensidad de
color que se desee en el producto. Debido a €sto, en la practica parece ser muy

recomendable 1a utilizacidn de came de animales adultos (Liicke, 1984).

I.2.1.1.2.- Grasa

En general, debe ser grasa firme, con un punto de fusién alto y, en
definitiva, con un bajo contenido de acidos grasos insaturados, ya que éstos
conllevan un mas ripido enranciamiento y exudacién de la grasa del embutido
(Frey, 1985). Constituyen una excepcién los embutidos elaborados a partir de
cerdo ibérico, cuya grasa se caracteriza por un alto nivel de insaturacion, que
les dota de unas propiedades caracteristicas para el desarrollo de su sabor y

aroma tipicos.

Como los tejidos grasos procedentes de rumiantes son menos aceptables
organolépticamente, en la fabricacién de embutidos crudos curados suele
utilizarse, segin Liicke (1984), grasa de cerdo y en general se emplea el tocino

dorsal.

[.2.1.1.3.- Agentes del curado

Entre ellos se encuentra en primer lugar el cloruro sédico (NaCl).
Esta sal es importante desde el punto de vista del sabor pero también
tecnolégicamente, ya que reduce el valor de la actividad de agua, con lo que

restringe el crecimiento de ciertos microorganismos no deseables, influye en la
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INTRODUCCION

textura al permitir la solubilizacién de las proteinas de la carne y gobierna las
reacciones quimicas y enzimdticas que discurren durante la maduracion de los

embutidos. Se suele afiadir un 2,4-3% del peso total de la masa.

Son también agentes del curado los nitratos y nitritos (NO5-y NO,-),

imprescindibles para el desarrollo del color por interaccion con el pigmento
carnico (mioglobina), la seleccién de la flora microbiana deseable (con la
consiguiente repercusion en el aroma) y la inhibicién de microorganismos no
deseables, ademads de inhibir la autooxidacion lipidica. Los nitratos se formulan
en embutidos de maduracién larga, en cantidades de 200-600 p.p.m. (Liicke,
1984), mientras que los nitritos se incorporan a embutidos de maduracidon mds
corta y su cantidad no suele exceder de 150 p.p.m. Wirth (1973) sefiala que 50
p-p.m. de nitritos parecen ser suficientes para el desarrollo del color y del

aroma derivados de estas sales.
[.2.1.1.4.- Especias y condimentos

Son muy variados: pimienta, pimenton, ajo, enebro, etc. Se utilizan, bien
para reforzar el sabor y aroma 4cido suave tipico de los embutidos (como
suele ser en el caso de la pimienta) o para dotarlos de un sabor peculiar. Se
emplean mds en los embutidos secados al aire que en los ahumados y algunas
especias contienen potentes sustancias antioxidantes (Hammer, 1977; Mendiolea
y col., 1990). Ademais, se ha descrito que ciertas especias ejercen un efecto
estimulante del crecimiento de los cultivos iniciadores (Vandenriessche y col.,
1980), con lo que se acelera el descenso del pH (Nes y col., 1984). Dicho
efecto se ha atribuido al contenido de glucosa y de trazas de manganeso de

estos ingredientes (Farkas y col. 1988).
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1.2.1.1.5.- Aditivos

En la "Lista Positiva de Aditivos y otros productos para uso en la
elaboracion de los productos cdrnicos embutidos crudo-curados y para
tratamiento de superficie de los mismos"” (Orden de 13 de enero de 1986 del
Ministerio de Sanidad y Consumo, B.O.E. de 22 de enero de 1986) se recogen
8 grupos:

1.- Colorantes: cochinilla (dcido carminico), carotenoides, xantofilas,
etc. En el caso de los colorantes artificiales la dosis maxima de uso es 300
p.p.m. solos o en combinacién, mientras que en los naturales la legislacion

hace referencia a las buenas practicas de fabricacion.

2.- Conservadores; por ejemplo el dcido sdrbico y sus sales sddicas y
potasicas. Tienen un efecto conservante que tiende a mantener la superficie del
embutido libre de bacterias y, sobre todo, de mohos. La dosis maxima de uso

es 1.000 p.p.m., expresado en términos de 4cido sérbico.

La legislacion recoge también en este apartado a nitratos y nitritos y sus

dosis maximas son, respectivamente, 300 p.p.m.. y 150 p.p.m.

3.- Antioxidantes: naturales como los tocoferoles o artificiales como
por ejemplo icido ascérbico y ascorbatos. Ademds del efecto antioxidante
proporcionan un medio reductor que favorece la transformacion del nitrato en
6xido nitrico, con lo que mejoran y estabilizan el color. La dosis maxima para
los antioxidantes naturales la establecen las buenas practicas de fabricacion
(B.P.F.) mientras que para los ascorbatos es 500 p.p.m., expresados en

términos de dcido L-ascoérbico.

4.- Estabilizantes, emulgentes, espesantes y gelificantes:

fosfatos (no mas de 3.000 p.p.m. en el producto terminado correspondientes a
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INTRODUCCION

fosfatos afiadidos), caseinatos, proteina de soja, etc.

5.- Potenciadores del sabor: icido glutdmico y glutamatos (dosis
méixima de 2.000 p.p.m.), idcido guanilico y guanilatos (dosis maxima 50

p.p-m.), etc.

6.- Reguladores del pH: 4acido lactico, 4cido citrico,

glucono-4-lactona, etc. La dosis mdxima permitida de esta tltima es 5.000

p.p-m.
7.- Reguladores de la maduracion:
Azicares

Se utilizan glucosa, sacarosa, lactosa, etc. Sirven como fuente de energia
para los microorganismos presentes en la masa, que los metabolizan, con
produccion de acido lactico y el consiguiente descenso de pH. Este dcido
gobierna el establecimiento de una flora fundamental para la adquisicién de
una textura apropiada y participa en el sabor y aroma del producto. Los
azicares se incorporan a la masa en mayor o menor cantidad segtn el grado de
acidificacion deseado, ya que si la misma dependiera de la cantidad residual de
glucosa de la carne, seria minima. Segun Pyrcz y Pezacki (1981) en los
embutidos crudos curados en general no es necesario afiadir mds que un
0,4-0,8% de carbohidratos fermentables, que proporcionan un descenso de pH
hasta valores alrededor de 5,0, lo que asegura una buena estabilidad
microbiana y un rdpido incremento de la firmeza (Klettner y Rodel, 1978). No
obstante, si se utilizan nitratos en lugar de nitritos conviene afiadir menos
azucares (0,2-0,3%) para que el pH no inhiba la actividad reductora de las
micrococaceas. Esta es la cantidad que se suele afiadir en los embutidos crudos

curados europeos (Liicke, 1984).
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Cultivos iniciadores

Los microorganismos juegan un papel decisivo en la maduraciéon de un
embutido, ya que realizan la reduccién de nitratos a nitritos y de éstos a 6xido
nitrico (que estabiliza el color), provocan el descenso del pH de la masa,
intervienen en la formacidn de compuestos arométicos y sdpidos e influyen en

la capacidad de conservacion del producto.

Hasta épocas recientes la elaboracion de embutidos se basaba en una
"fermentaciéon natural”, gobernada entre otros factores por los
microorganismos llegados accidentalmente a la carne y confiando en las
condiciones climdticas de las zonas geograficas donde se elaboraban. El empleo
de cultivos iniciadores en los derivados cdrnicos se desarrollé a partir de su
utilizacién en la fabricacién de quesos. Los primeros estudios fueron
realizados por Cesari (1919) y Cesari y Guilliermond (1920). que
recomendaron el empleo de cultivos puros de levaduras para mejorar el sabor
y aroma de los embutidos, pero fueron Jensen y Paddock (1940) quienes
introdujeron por primera vez en la industria cdrnica el empleo de un cultivo
compuesto por cepas del género Lactobacilius . Hoy en dia los géneros
bacterianos utilizados con éxito como iniciadores cdrnicos son Microccoccus
(Niinivaara, 1955; Nurmi, 1966), Lactobacillus (Nurmi, 1966; Everson y
col., 1970) y Pediococcus (Deibel y Niven, 1957) y su empleo es practica
habitual en la industria como una forma de controlar el proceso madurativo y
conseguir, junto con otros parimetros (temperatura, humedad relativa, etc.) un
producto final de una calidad, consistencia y vida uatil uniformes. No obstante,
ain no se han abandonado completamente los métodos tradicionales y, de
hecho todavia existen fibricas donde se producen grandes cantidades de
embutidos de forma "natural”. En Europa se utilizan principalmente cultivos
de Micrococcus/Staphylococcus con o sin Lactobacillus y/o Pediococcus,
mientras que en Estados Unidos predominan los de Pediococcus (Liepe, 1982).

Esto marca la diferencia entre los embutidos de distintos continentes y paises.
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8.- Aditivos para tratamiento de superficie. Pimaricina (como

maximo 1,2 mg/dm? de superficie del embutido.

1.2.1.2.- Formacion de la masa original

La carne y la grasa se pican y se mezclan con el resto de los ingredientes
procediendo a su amasado. Esta operacion se realiza en frio (2 °C) y el grado
de reduccion de tamafio varia segdn el tipo de embutido, pero, en todo caso,
debe conferir al producto final una adecuada consistencia al corte, sin que se
produzca la separacion de la materia grasa. (Frey,1985). A continuacion, para
favorecer la interaccion entre los componentes de los ingredientes y la ligazon
de la pasta, se deja ésta en reposo en cdmara de refrigeracién durante unas
24-48 horas. Transcurrido este periodo, se procede al embutido de la masa en
tripas. Durante esta operacidn es muy importante excluir de la misma la mayor
cantidad posible de oxigeno, ya que podria interferir en el desarrollo del color
y sabor deseables en el producto final. Esto se consigue, a nivel industrial, con

el empleo de maquinas embutidoras a vacio.

Las tripas que se utilizan pueden ser tanto naturales como sintéticas vy,
aunque muchos fabricantes siguen prefiriendo las naturales, las sintéticas estdn
ganando cada vez mds importancia debido a la falta de problemas en su
manipulacion y a la precision de su calibre. Las propiedades fundamentales de
las tripas utilizadas en la fabricacion de embutidos son su elasticidad y su
permeabilidad al vapor de agua. La elasticidad es decisiva para la retraccion de
la envoltura que se produce al desecarse el embutido, lo que evita la aparicién
de arrugas en la superficie. El coeficiente de difusion del vapor de agua a
través de la tripa también es importante dado que, por ejemplo, las envolturas
que exhiben una gran permeabilidad favorecen una desecacion excesiva de las
partes mas superficiales del producto. Por eso, una vez embutida la masa, las
condiciones ambientales deben graduarse de acuerdo con las propiedades de las

tripas. En este sentido es muy importante el calibre escogido, ya que si no se
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dispone de cdmaras climdticas no son aconsejables las tripas de calibre grueso,
porque dificultan la desecacién y hacen neceario un control muy riguroso de la

humedad relativa ambiental.
[.2.2.- FERMENTACION

Esta fase se lleva a cabo manteniendo los embutidos a 18-26 °C y
aproximadamente un 90% de humedad relativa durante 1-3 dias. El objetivo es
que tengan lugar simultineamente y de forma adecuada dos procesos de origen
microbiano que son cruciales para el desarrollo de las caracteristicas de estos
productos: el descenso del pH de la masa por la accidén fermentativa de las
bacterias ldcticas sobre los azicares y la reduccién de nitratos y nitritos a

cargo de las micrococdceas presentes en la mezcla.

La temperatura y la humedad relativa ambiental son dos parimetros que
hay que regular con precisién para lograr una fermentacién adecuada. A
temperaturas mayores que las mencionadas anteriormente se aceleran las
reacciones previamente descritas pero también existe un mayor riesgo de
crecimiento de microorganismos no deseables (Baumgartner y col., 1980).
Desde el punto de vista microbiolégico hay que tener en cuenta, ademds, que
la acidificacién (es decir, el crecimiento de bacterias lacticas) no sea demasiado
rapida, pues de lo contrario inhibiria el desarrollo de las micrococdceas y no

se reducirian eficazmente los nitratos y nitritos. Por ello, el uso de la

glucono-8-lactona, que permite una acidificacion rdpida al convertirse en dcido
glucdnico, no es muy util para la fabricacién de embutidos, al menos al estilo
europeo. En cuanto a la humedad relativa, si es demasiado baja, puede
producirse una deshidrataciéon excesiva y la formacién de una costra
superficial en el embutido, mientras que si es muy elevada puede dar lugar a
un crecimiento excesivo de mohos en la superficie (Liicke, 1984). De ahi la

importancia de un sistema correcto de control de la temperatura y la humedad,

11
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asi como una ventilacion adecuada. Por estas razones, la produccién de
embutidos se restringia en muchas zonas a los meses de invierno, cuando el
clima era favorable para ello. No hay que olvidar que la fabricacién dirigida
de embutidos no es mds que una imitacion del proceso natural mediante el uso

de camaras climatizadas.

En el caso de los embutidos ahumados, esta operacion se puede realizar
durante el desarrollo de la fermentacién, de modo muy suave a fin de no
inhibir el crecimiento microbiano (hay que recordar que entre los
componentes del humo se encuentran potentes sustancias antimicrobianas
como, por ejemplo, el formaldehido) o después de concluida. lo cual ademas
de un etfecto conservante y aromatizante, produce la inhibicién del
crecimiento de mohos superficiales. Este también se puede controlar
efectuando un drastico descenso de la humedad relativa (hasta un 50%) durante
un corto periodo de tiempo (dos horas) inmediatamente después de terminar la
fermentacion y restableciendo después las condiciones adecuadas para que el

proceso siga su curso normal.

1.2.3.- MADURACION O SECADO

Durante esta fase, el embutido pierde gran parte de su peso original a
expensas de la reduccion del contenido inicial de agua, con lo que se va
desarrollando su textura caracteristica. Ademads, es en esta fase cuando se
generan las sustancias aromdticas y sdpidas mediante la intervencidon de
enzimas, principalmente de origen microbiano pero también procedentes de la
propia carne. Hasta hace no muchos afos el resultado final dependia en gran
medida del azar (gracias a los microorganismos que se instalaban en la masa y
a la benignidad del clima en el momento de la elaboracion del producto), pero
en la actualidad todos estos procesos se controlan con mas rigor merced a la
utilizacién de cultivos iniciadores que se incorporan a la mezcla junto con

otros ingredientes durante la operacion de amasado y al empleo de camaras
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climatizadas.

LLas condiciones ambientales que se establecen durante este periodo son
una temperatura de 12-15 °C y una humedad relativa decreciente de forma
progresiva hasta valores de 70-75%, siendo imprescindible, por supuesto, una
buena ventilacion a efectos de conseguir una desecacion uniforme y homogénea
en los embutidos. La duraciéon de esta fase es variable: alrededor de dos
semanas en los embutidos de maduracién rdpida, entre tres y cuatro los de
maduracion mediana y mas de ocho semanas los de maduracion lenta (Rodel y
Stiebing, 1989), pudiendo llegar hasta varios meses en algunos productos de

gran calibre como, por ejemplo, los embutidos en el ciego de cerdo.

1.3.- FACTORES QUE INFLUYEN_ EN LA CALIDAD DE LOS
EMBUTIDOS CRUDOS CURADOS

La larga vida atil de este tipo de productos radica en la inhibicién de los
microorganismos putrefactivos debida a la accién conjunta del pH icido, la
actividad de agua reducida (resultado de la adicion a la carne de sales, de la
generacion durante la maduracidén de sustancias de bajo peso molecular con
actividad osmética y de la deshidratacion) y, en los casos en que se someten a

ahumado, los agentes antimicrobianos presentes en el humo.

La calidad del producto final estd determinada por el color, la ligazdn, la
consistencia y nitidez al corte, el sabor y aroma y el aspecto general. LEstas
caracteristicas evolucionan a lo largo del proceso de elaboracién en funcion del
curso del desarrollo microbiano, de las transformaciones que llevan a cabo los
microorganismos en los componentes de la masa, a las que tampoco son ajenas
las enzimas musculares y del ritmo de deshidratacion; factores que en
definitiva dependerin de la composicion de los ingredientes y de la tecnologia
utilizada (Burgos, 1981).
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[.4.- CAMBIOS OUE OCURREN DURANTE I.LA MADURACION
DE LOS EMBUTIDOS CRUDOS CURADOS

Durante el proceso de maduracion de los embutidos crudos curados tiene
lugar un conjunto de cambios fisicos, microbioldgicos y bioquimicos (en los
que intervienen tanto enzimas tisulares como microbianas), responsables de la
apariencia, sabor y aroma caracteristicos de estos productos asi como de su
conservabilidad y seguridad. Estas cambios podrian resumirse en los siguientes
(Incze, 1992):

- cambios en la microflora inicial de la masa, en la que pasan a
predominar los géneros Lactobacillus, Micrococcus y Staphylococcus como

consecuencia principalmente de las condiciones de actividad de agua y pH.

- reduccién de nitratos a nitritos y de €stos a oxido nitrico, que reacciona
con la mioglobina de la carne para dar lugar al pigmento nitrosomioglobina,

responsable del color.

- descenso del pH hasta niveles cercanos al punto isoeléctrico de las
proteinas de la carne como resultado de la fermentaciéon microbiana de los

azucares.

- solubilizacién y gelificacién de las proteinas miofibrilares vy
sarcoplasmicas como consecuencia del aumento de la concentracion de sal, lo

que determina la consistencia (Klement y col., 1973; Demeyer y col., 1987).

- deshidrataciéon y, como consecuencia, pérdida de peso que puede

alcanzar desde un 20 a un 40-50% al final de la maduracién.

- fenémenos proteoliticos que ocasionan la fragmentacion parcial de las

proteinas y conducen a la liberacién de compuestos nitrogenados no proteicos,
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que repercuten en el pH y en el sabor y aroma (Mihdlyi y Kérmendy, 1967;
Demeyer y col., 1979).

- fendmenos lipoliticos, con liberacion de dcidos grasos y compuestos
carbonilos, que contribuyen también al pH, sabor y aroma del producto final
(Nielsen y Kemner, 1989; Nieto y col. 1989).

I.4.1.- CAMBIOS MICROBIOLOGICOS

Los microorganismos que se encuentran en la masa inicial de un
embutido juegan un papel fundamental en la calidad del mismo, en tanto que
algunos de ellos intervienen en el desarrollo de sus caracteristicas sensoriales y
en su estabilidad y seguridad a través de distintas reacciones: fermentacién de
los azucares y acidificacién de la masa (bacterias lacticas), reduccion de
nitratos y nitritos y fendmenos lipoliticos y proteoliticos (micrococdceas). En
algunos embutidos, también son utiles los mohos y levaduras, que
proporcionan proteccion frente a la luz, el oxigeno y la deshidratacion
excesiva., ademds de participar en las reacciones que van a determinar la

calidad organoléptica del producto final (Liepe, 1982).

La carga microbiana de la masa fresca depende fundamentalmente de la
que aportan los ingredientes en los embutidos de maduracioén "natural” y de los
anadidos en el cultivo iniciador en el caso que se realice esta operacion. La
carne fresca obtenida en condiciones higiénicas contiene generalmente una tasa
total en torno a 104 ufc/cm? en superficie (Liicke, 1986). Tras su
almacenamiento en refrigeracién y en condiciones de aerobiosis la flora se
compone en su mayoria de bacilos Gram-negativos oxidasa-positivos
psicrotrofos, fundamentalmente Pseudomonas sp., aunque también se ha
descrito la presencia de miembros de otros géneros como Achromobacter sp.,
Flavobacterium sp., etc. (McMeekin, 1982; Gill, 1982). También s¢ pueden

encontrar enterobacteridceas psicrotrofas, levaduras, mohos, etc., mientras que
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los microorganismos Gram-positivos (bacterias lacticas, micrococdceas,

Bacillus sp. etc.) sélo se hallan en nimero reducido (Liicke, 1984).

La contaminacion inicial de bacterias totales de la masa en las
maduraciones "naturales” (sin adicién de cultivos iniciadores) suele cifrarse en
tasas de 105-100 ufc/g de embutido, que proliferan hasta alcanzar valores del
orden de 108 ufc/g al final de la fase de fermentacion. Luego, estos valores se
mantienen en esos niveles durante las dos primeras semanas de la maduracion,
para declinar suavemente hasta el final del proceso (Sanz y col., 1988: Selgas y
col., 1988: Nychas y Arkoudelos, 1990). Por lo que se refiere a los cambios en
la composicion cualitativa de esta flora "natural”, las primeras horas y dias del
proceso de maduracién de los embutidos crudos curadoes son particularmente
criticos, pues en la mezcla inicial no se han estabilizado todavia ni el pH ni la

actividad de agua (a,, ). En esta primera fase del proceso, que corresponde a la

fermentacion, tienen lugar cambios microbiolégicos complejos hasta que
prevalece una flora favorable., aunque también pueden desencadenar
fenémenos alterativos cuando las condiciones ambientales se desvian de las
adecuadas. No obstante, los defectos y alteraciones microbiolégicas son muy
poco frecuentes en los embutidos elaborados de una forma correcta

(Hechelman y Kasprowiak, 1991).

La elaboracion de embutidos crudos curados supone, desde el momento
de la introducion de la masa con los distintos ingredientes en la tripa, un
cambio de las condiciones microambientales en aquélla que favorecen el
crecimiento y desarrollo de una serie de microorganismos distintos a los
predominantes en la carne fresca. La adicion de agentes del curado (cloruro
sodico, nitratos y nitritos) y especias, la reducida tension de oxigeno en la

mezcla y la deshidratacion, crean unas condiciones de ag,, acidez y

anaerobiosis, que, junto con el ahumado (en su caso), favorecen esta "inversion

microbiana”. En tales condiciones, la flora que se desarrollard serdn
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microorganismos Gram-positivos, mds resistentes al descenso de la a,, que la

flora Gram-negativa y anaerobios estrictos o facultativos (Dominguez y col.,
1989): en definitiva, Lactobacilius sp., Micrococcus sp., Staphylococcus sp.,
Pediococcus sp., Leuconostoc sp. y Bacillus sp. en el interior de la masa y
mohos y levaduras en la superficie. Estos dos Gltimos grupos suelen ser muy
tolerantes a bajos niveles de pH y actividad de agua, pero necesitan altas

tensiones de oxigeno para desarrollarse (Hechelmann y Kasprowiak, 1991).

Por el contrario, las condiciones de pH, tension de oxigeno, a,, y

concentracion de sal contribuirdn a inhibir a otros grupos microbianos no
deseables, como Pseudomonas sp. (Hechelman y col., 1977), enterobacteridceas
(Grau, 1981; Gill, 1982), Staphviococcus aureus (Metaxopoulos y col., 1981
a,b; Martinez y col., 1986), Listeria monocytogenes (Hechelmann y

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

Entre los microorganismos favorables, la tendencia general es un
crecimiento precoz de las micrococéceas hasta valores superiores a 100 u.f.c./g
(Selgas y col, 1988) y un poco mads tardio de los lactobacilos, que alcanzan
finalmente tasas superiores, del orden de 108 u.f.c./g y cuyo desarrollo es la
causa principal del declive de aquéllas (Burgos, 1981), ya que son
dcido-labiles. Aunque es dificil generalizar, pues existen diferencias
considerables incluso entre cepas de la misma especie, se puede decir que a
niveles bajos de pH y baja tension de oxigeno los microorganismos
predominantes son del género Lactobacillus. Ademads, muchos lactobacilos
pueden crecer en condiciones de refrigeracion. No obstante, se ha descrito
(Ayroulet y Fournaud, 1976; Sarra y col., 1982) que en algunos embutidos
franceses, italianos y hungaros elaborados con nitratos, sin adicion (o apenas)
de azilcares y sin ahumar, el nimero de micrococdceas puede exceder al de

lactobacilos.
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En los embutidos secados al aire, con muy ligero o nulo ahumado y
siempre que no se utilice una humedad relativa demasiado baja. se forma
durante el proceso de maduracién una capa superficial de mohos y levaduras.
Este recubrimiento superficial es deseable en ciertos productos como algunos
salchichones y fuets espanoles y salamis italianos y hungaros. Dadas las
temperaturas relativamente bajas que dominan durante la fase de secado, la
flora de mohos esta representada principalmente por el género Penicillium
(Leistner y Eckardt. 1979). La presencia de especies del género Aspergillus es
mas frecuente en jamones y embutidos procesados a temperaturas mas
elevadas. En cuanto a las levaduras, se trata fundamentalmente de especies del

género Debarvomyces (Leistner y Bem, 1970; Comi y Cantoni, 1980).

El ahumado tiene un efecto adverso en los mohos superficiales, y, dentro
de las bacterias, actia mas sobre las micrococdceas que sobre los lactobacilos,
no solo por su sensibilidad a ciertos componentes del humo, sino también
porque al necesitar oxigeno para crecer, se desarrollan mejor en las zonas mas

externas del embutido, donde su exposicién al humo es mayor (Liicke, 1986).

Una forma de gobernar la actividad microbiana en el embutido es la
adicion de cultivos iniciadores, que son ampliamente utilizados hoy en dia para
orientdr los procesos madurativos en la direccion deseada, ademads de inhibir el
crecimiento de microorganismos no deseables (Landvogt y Fischer, 1991). Se
trata, como ya se ha citado en el apartado 1.2.1.1.5., de microorganismos
acidificantes (géneros Lactobacillus y Pedicoccus) y nitrato y
nitrito-reductores (géneros Micrococcus y Staphylococcus) y, segin el
producto, mohos y levaduras; todos ellos seleccionados por su actividad y
capacidad de desarrollarse en las condiciones que se crean en los embutidos
durante su maduracién. Cuanto menor sea la carga microbiana espontinea de
la masa del embutido y mayor la cantidad y actividad del cultivo iniciador cabe
esperar mejores resuitados. Dado que se establece competencia por los

nutrientes entre ambas floras, iniciadora y "contaminante” (Katsaras y
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Leistner, 1988), la diferencia la marcard el nimero y actividad de ambas.
Como minimo, la tasa de iniciadores fisiolégicamente activos debe ser 109
ufc/g de masa, aunque la utilizada habitualmente es de 100-107 ufc/g (Incze,
1992).

I.4.2.- EVOLUCION DEL pH

La flora lactica presente en la carne metaboliza los carbohidratos, dando
lugar a una serie de compuestos entre los que es mayoritario el acido lactico,
aunque también se pueden originar a partir del piruvato pequefas cantidades
de sustancias volatiles (dcidos formico y acético y etanol), lo que parece estar
gobernado por tasas bajas de los activadores de la lactato deshidrogenasa y de
la piruvato-formato liasa, que desvian el metabolismo del piruvato para la
generacion de otros compuestos distintos del acido lictico (Thomas y col.,
1980). Como resultado de la acumulacidn de 4cido lactico se produce un
descenso del pH de la masa desde niveles iniciales de 5,8-6,2 hasta valores en
torno a 5.3 o inferiores (Liicke, 1984; Incze, 1992) en embutidos muy 4cidos y
5,5-6 en embutidos poco icidos (Radovanovic y col., 1990; Lopez-Bote y col..
1990) tales como salamis hingaros e italianos y salchichones espanoles. Se
calcula que para que se produzca un descenso de una unidad de pH se requieren
2,67 g de dcido lactico por 100 g de proteina cruda (Demeyer y col., 1979). Al
final de la maduracién se produce un ligero incremento del pH como
consecuencia del acimulo de compuestos nitrogenados no proteicos resultado
de la actividad proteolitica de los microorganismos y enzimas de la carne
(Mihilyi y Kormendy, 1967; Demeyer y col., 1979; Verplaetse y col., 1989).

Ademas de su papel sobre el control microbiano, el descenso del pH ya
comentado ejerce una funcidn tecnoldgica importante. EI pH 5,3, cercano al
punto isoeléctrico de las proteinas de la carne, determina su gelificacion
(Klement y col., 1973; Demeyer y col, 1987) con la colaboracién del cloruro

s6dico, que posibilita la solubilizacién de las proteinas miofibrilares y
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sarcopldsmicas, que gelifican formando una trama alrededor de las particulas
de grasa y carne. Esta circunstancia contribuye a incrementar la firmeza

(Klettner y Rodel, 1978) y a facilitar la eliminacién de agua.

Sobre el descenso del pH influyen los siguientes factores:

- carga microbiana inicial de la carne y su composicién, que va a incidir
en su actividad fermentativa. Los lactobacilos son los microrganismos mas
untversalmente implicados en la fermentacion de los azicares (Burgos, 1981),
aunque en algunos tipos de embutidos, como los americanos, son los
pediococos (Liepe, 1982). También se cita de forma ocasional (Burgos, 1981)

a los estreptococos lacticos (actualmente denominados lactococos).

- temperatura y actividad de agua (a,,). Ambos pardmetros tienen un

efecto directo sobre el crecimiento microbiano, de forma que éste es mayor
cuando la temperatura y la actividad de agua son elevadas (Landvogt y Fischer,
1991; Stiebing y Rodel, 1990).

- calibre del embutido y cantidad de oxigeno atrapada en su interior. En
los embutidos de calibre pequeiio se ve favorecida la difusion del oxigeno
atmosférico al interior de la masa, lo que, dado el cardcter microaerdfilo de
las bacterias lacticas, determina una reduccion de la actividad fermentadora
(Demeyer y Verplaetse, 1985; Demeyer y col., 1987). Este efecto se acentia

cuando la operacidon de embutido no se ha realizado a vacio.

- pH inicial de la came. Si éste es inferior a 5.4, la acidificacién es
excesiva, mientras que si, por el contrario, el pH es elevado (igual o superior a
6,0), la acidificacidén sera deficiente, con los inconvenientes que ambas
situaciones conllevan respecto a la deshidratacién y la calidad higiénica. En

este sentido también es importante considerar que el tocino exhibe un pH
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superior al de la carne magra, por lo que las férmulas de alto contenido graso
presentan un pH inicial més alto y una acidificacion final menos intensa (Frey,
1985).

- tipo y cantidad de carbohidratos. En general se puede decir que
azucares como glucosa, sacarosa o maltosa dan lugar a una mayor cantidad de
acido lactico y mas rdpidamente que si se utilizan lactosa, jarabes de almidén o
dextrinas (Klettner y List, [980). En cuanto a su cantidad, si en la masa inicial
hay suficiente concentracién de carbohidratos fermentables, las bacterias
lacticas disminuyen el pH lo bastante como para inhibir a otras bacterias. Sin
embargo, el contenido residual de glucosa de la came fresca tras el "rigor
mortis” no da lugar a una reduccion significativa del pH (Dalrymple y Hamm,
1975; Fischer y Augustini, 1977), por lo que si se quiere conseguir una
acidificacion mayor de 5,5 se deben afiadir carbohidratos fermentables "extra"
(Nychas y Arkoudelos, 1990), cuya cantidad y tipo son importantes en tanto
que determinan el ritmo y nivel de descenso del pH asi como la composicion de

la microflora del embutido.

- utilizacién de acidulantes quimicos como dcidos orgdnicos o

glucono-d-lactona. Ambos tipos de compuestos posibilitan un descenso rapido
del pH en un corto periodo de tiempo aunque, si bien la conservabilidad y
propiedades sensoriales de un embutido acidificado de esta manera son
aceptables, no son las mismas que las de un embutido al que se han afadido
microorganismos iniciadores (Incze, 1992). Ya se ha comentado en pdginas
anteriores el deficiente crecimiento de las micrococédceas si la acidificacion es

muy rapida.

- otros ingredientes que entran a formar parte de la férmula. Algunas
especias tienen efecto estimulante del crecimiento de los microorganismos

lacticos (Vandenriessche y col., 1980; Farkas y col., 1988), al igual que la
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proteina de soja (Demeyer y col., 1987). Por el contrario, el nitrito sddico
puede inhibir los procesos fermentativos (Zaika y col., 1976; Alley y col.,
1992).

[.4.3.- DESARROLLO DEL COLOR

El color rosado-violdceo estable propio de los productos cérnicos
curados es el resultado de la interaccién de los pigmentos de la carne con las
sales del curado (nitratos y nitritos). La sal del curado que tradicionalmente ha
sido incluida en las férmulas (y actualmente sigue siéndolo en fos embutidos de
maduracién larga) es el nitrato potasico, pero para que éste tenga efecto
pigmentante debe ser en primer lugar reducido a nitrito. Esta transformacion
la llevan a cabo en los embutidos ciertos microorganismos, principaimente los
de la familia Micrococcaceae , que se caracterizan porque producen nitrato
(EC 1.6.6.1.-3) y nitrito (EC 1.6.6.4.) reductasas (Liepe, 1982). La actividad
nitrato-reductora de las micrococaceas puede llevarse a cabo sin que el
microorganismo se multiplique masivamente. De hecho, las tasas de
micrococaceas que diversos autores (Palumbo y col., 1976; Sanz y col., 1988;
Selgas y col., 1988) han observado en la fase de fermentacién se sitdan en
torno a 100 u.f.c./g. La proliferacién de estos microorganismos, y por lo tanto
su actividad, se ve favorecida por las relativamente bajas temperaturas y las
altas concentraciones iniciales de cloruro sddico y resulta inhibida por pH
inferiores a 5,0 (Niinivaara y Pohja, 1956; Palumbo y col., 1976) o
concentraciones de acido lactico del orden del 1% (Burgos, 1981). Estas
condiciones favorables corresponden a los primeros estadios de la fase de
fermentacion, cruciales para el desarrollo del color. Una vez formados, los
nitritos deben seguir reduciéndose y en esta transformacion intervienen agentes
reductores quimicos, asi como también los microorganismos, y entre ellos,
ademds de las microcociceas se ha indicado que también pueden participar en
este fendmeno algunos lactobacilos (Collins-Thompson y Rodriguez Lopez,

1981). No obstante, las experiencias realizadas con un método aséptico de
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fabricacion de embutidos (Ordonez y col., 1989) ponen de manifiesto
claramente que cuando el cultivo iniciador estd exento de microcociceas, pero

si existen lactobacilos, no se desarrolla el color (Garcia y col., 1992).

Habitualmente, la flora natural de los embutidos contiene suficiente
actividad nitrato-reductora como para no precisar la adicién de iniciadores,
siempre y cuando se controle el ritmo de produccién de acido lactico, ya que
las micrococdceas son dcido-sensibles. Por este motivo, en la fabricacién
tradicional de muchos embutidos artesanales espaiioles y salamis genuinos no se
incorporaban azlcares, con lo que el descenso del pH era menos acentuado, lo
que facilitaba la actividad de los microorganismos reductores, a pesar de los
problemas sanitarios que puede acarrear un pH relativamente alto. Cuando se
utilizan cultivos iniciadores es necesario llegar a un compromiso para que las
condiciones ambientales, sobre todo la temperatura, sean adecuadas para que se
multipliquen precozmente las micrococdceas sin que se desarrolle ripidamente
la flora lactica. Es asi como se logra un desarrollo rdpido del color y una

acidificacion lenta y gradual.

El desarrollo del color tipico curado tiene lugar en varias etapas. El
color del misculo vivo estd en funcién del estado en que se encuentre la
mioglobina, normalmente en su forma oxigenada (oximioglobina), de color
rojo briltante (Liepe, 1982). Tras el sacrificio del animal, el rdpido consumo
del oxigeno tisular determina la transformaciéon de la oximioglobina en
mioglobina. Durante la operacién de corte de la came, el aumento de la
superficie expuesta al oxigeno da lugar a la formacion de oximioglobina de
nuevo, que es el pigmento dominante en la masa recién embutida. Durante la
fase de fermentacidn la oximioglobina se oxida al reaccionar con el 6xido
nitrico resultante de la reduccion de los nitritos previamente formados a partir
de los nitratos, dando lugar a metamioglobina, de color marrén grisiceo
(Demeyer y col., 1987; Nychas y Arkoudelos, 1990). Esta reaccion ocurre

espontdncamente a temperatura ambiente y se acelera en presencia de agentes
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oxidantes. Una vez formada la metamioglobina, ésta sufre una nueva reaccion
de reduccién bien a cargo de agentes reductores endégenos (como los grupos
reductores de algunos aminodcidos), bien incorporando a la masa sustancias
reductoras como el dcido ascérbico (Liepe, 1982). De este proceso global
resultan mioglobina y oxido nitrico. Ambos compuestos se combinan para
formar nitrosomioglobina, de color rosado-violiceo (Demeyer y col., 1987).
Parte de la nitrosomioglobina formada puede desnaturalizarse durante la
maduracién, dando lugar entonces a otro pigmento, el nitrosohemocromo, que
mejora la estabilidad del color, puesto que el éxido nitrico es menos disociable
del grupo hemo en este compuesto que en la nitrosomioglobina (Liicke, 1984).
Segin algunos autores (Demeyer y col., 1987), el principal compuesto
responsable del color de los embutidos es el nitrosohemocromo y no la
nitrosomioglobina, aunque esta situacidn ocurre realmente en los productos
cocidos, dado que la aplicaciéon de calor conduce a la transformacién del

primer pigmento en el segundo (Nychas y Arkoudelos, 1990).

En cualquier caso, la estabilidad de los pigmentos de los embutidos es
tanto menor cuanto es ¢l pH inferior a 6,0 (Burgos, 1981). Kuchling (19635)
sehala por ejemplo que a pH y potenciales redox bajos el nitrosochemocromo
puede ser oxidado y transformado en colemioglobina por peréxidos
procedentes tanto de la autoooxidacion del tejide graso como de la actividad de
las bacterias lacticas mediante la oxidacion del lactato (Nychas y Arkoudelos,
1990), torndndose entonces el color del producto en grisiceo o marrén
verdoso en presencia de oxigeno (Burgos, 1981; Liicke, 1984; Bacus, 1986).
De ahi la importancia de utilizar tejido graso fresco y firme para formar la
masa original y de excluir de la misma la mayor cantidad posible de oxigeno

durante la operacion de embutido (Liicke, 1984).

Es facil deducir que si se utilizan nitratos, al precisar su reduccion a
nitritos a cargo de las bacterias, el proceso de desarrollo del color es mds lento

que si se utilizan nitritos, ya que es un paso previo para que €stos se
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transformen en éxido nitrico (NO). No obstante, debido a que en los
embutidos crudos curados existe la posibilidad de formacién de nitrosaminas
(compuestos de probado poder carcinogénico) a partir de la reaccién de los
nitritos con aminas secundarias y terciarias presentes en la carne, se ha tratado
de reducir lo mas posible la cantidad de estas sales en la masa. La ventaja de
utilizar microorganismos reductores de nitratos es que sus vias metabdlicas
determinan concentraciones residuales de nitratos y nitritos muy escasas (Pfeil
y Liepe, 1974) y por consiguiente una menor formacion de nitrosaminas. En
relacion con é€sto, segin Skjelkvale y col. (1974) se podria omitir el empleo de
nitritos en los embutidos a cambio de utilizar pequefias concentraciones de
nitrato sédico (<50 p.p.m.), que serian suficientes para el desarrollo del color
y la inhibicién de clostridios. De todas formas, Wirth (1973) y Liicke (1984),
sefialan que los embutidos elaborados sin nitratos y/o nitritos tienen un color
griséceo y un pobre sabor y aroma, ademds de alterarse rdpidamente como

consecuencia del enranciamiento oxidativo.

1.4.4.- DESHIDRATACION

El peso de un embutido al final de su maduracién es siempre
considerablemente inferior al de la masa fresca, ya que, segiin el producto,
puede reducirse por deshidratacién desde un 15-20% hasta un 50% (Incze,
1992). El agua del embutide migra desde el nicleo del mismo hacia la
periferia y se evapora en la superficie, lo que determina una merma de peso
practicamente idéntica a la pérdida de agua, yva que las pérdidas por otros
conceptos (por ejemplo, por goteo de grasa) son insignificantes en una correcta
elaboracion y maduracion (Nagy y col, 1989). Aproximadamente 2/3 de la
merma total de peso corresponde a pérdidas de agua periférica, proporcidn
que se mantiene practicamente constante durante todo el proceso, aunque ya en
los primeros dias de la maduracién se produce una disminucién del contenido
de agua en la zona central, que va acentuandose a medida que aumenta la

pérdida total de peso. Cuanto mayor es la velocidad de secado la cantidad de
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agua que se elimina en la zona central es mayor, al contrario de lo que sucede

con el agua periférica (Stiebing y Rodel, 1988).

La reduccion del contenido de agua obviamente influye en el descenso de

la actividad de agua (a,,). Al inicio de Ia fabricacién y como consecuencia de la

adicion de las sales del curado a la masa original, la a,, se sitia alrededor de

0,95-0,96 (L.otzsch y Rodel, 1974; Serrano Moreno, 1979; Stiebing y Rodel,
1988), para alcanzar niveles finales proximos a 0,90, que podria ser
considerado como un valor comin a la mayoria de los embutidos (Burgos,
1981). No obstante, en salchichones espafioles y muchos salamis hiingaros e
italianos s¢ han determinado valores de 0,78-0,82 (Ledn-Crespo y col, 1978;
Liicke, 1984). El descenso inicial de la a,, hasta valores de 0,95-0,96 por la
adicién de las sales del curado tiene, en opinién de algunos autores (Ordoiiez,
comunicacién personal), una importancia crucial. Es un hecho bien conocido
que la alteracion de la carne fresca refrigerada corre a cargo de bacterias
aerobias Gram-negativas, fundamentalmente Pseudomonas sp. Estas bacterias

son muy sensibles al descenso de la a,, de tal forma que en presencia de los

valores de a,, anteriormente citados son fuertemente inhibidas (Troller, 1987).
Es aqui donde radica que dichas bacterias no puedan crecer y se favorezca el
desarrollo de las bacterias lacticas y las micrococdceas, mas resistentes al

descenso de la a,.

La pérdida de agua del embutido y la velocidad con la que se lleva a cabo
inciden de forma muy importante en la retraccion de volumen y la ligazon de
la pasta (Burgos, 1981) y dependen de una serie de factores de regulacion

externos e Internos:

Entre los factores externos se encuentran la temperatura y humedad

relativa ambientales y el tiempo de maduracién. Los dos primeros estin muy
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relacionados entre si, ya que segin su temperatura, el aire puede retener una
determinada cantidad de vapor de agua hasta alcanzar su grado de saturacion,
de manera que al aumentar la temperatura aumenta la capacidad del aire para
captar vapor de agua (Frey, 1985). Asi pues, es importante que exista un
gradiente de humedad entre el interior del embutido y el aire circundante para
que se produzca la deshidratacion. Si dicho gradiente es muy acusado, la
desecacidn serd muy intensa en la periferia y se formard una costra supertficial
reseca ¢ impermeable que impedird la eliminacion de agua de las capas
inferiores y favorecerd por lo tanto la multiplicacion de los microorganismos
no deseables. En las cdmaras climaticas, un factor muy importante a regular es
la velocidad de circulacion del aire, que permitird una mayor velocidad de
deshidratacién cuanto mayor sea, pero sin sobrepasar ciertos limites que

provocarian también la formacién de costras superficiales.

Como factores de regulacidn internos cabe citar;

- composicion de la masa original. Segin Klettner y Rodel (1980) una
mayor cantidad de tocino en la masa proporciona un menor contenido de
humedad y una mas baja actividad de agua iniciales en la misma, de forma que
la deshidratacién e€s menor. Ademds, estos autores han encontrado influencias
del contenido de grasa en el descenso del pH, con un efecto indirecto en la
velocidad de deshidratacion. La carne de bévido pierde mas agua que la de
cerdo (Rozier, 1969) y la de animales viejos se deshidrata mds lentamente que

la de animales jovenes.

- grado de picado y calibre del embutido. Un picado fino permite una
mayor capacidad de retencién de agua y la desecacion es, por lo tanto, mds
lenta (Stiebing y Rodel, 1988). Los embutidos de tripa estrecha se deshidratan
con mayor rapidez, dado que la relacidn superficie/volumen es mayor
(Burgos, 1981).
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- el pH, a través de su efecto en la capacidad de retencién de agua de las
proteinas de la carne, influye también de forma importante en la
deshidratacion de los embutidos, de forma que la velocidad es mayor cuanto
mds bajo es el pH hasta valores de 4,5-5 en ausencia de sal y de 4 en presencia
de las concentraciones habituaimente utilizadas. En cambio, la accién del
cloruro sédico es controvertida, ya que segin algunos autores incrementa la
pérdida de agua (Rozier, 1969) mientras que para otros no ejerce ninguna
influencia (Palumbo y col., 1976). De todos modos, su efecto en la capacidad
de retencion de agua en combinacidn con el pH hace pensar que la velocidad de
deshidratacién serd mayor a pH inferiores a 5,0 y menor a pH mas altos
(Burgos, 1981).

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

Las sustancias responsables del sabor y aroma de los alimentos se
encuentran presentes en cantidades muy pequeflas, a veces en niveles de p.p.m.
6 p.p.b. (Maarse y Belz, 1981). Muchas de ellos son voldtiles con propiedades
aromdticas y otras no voldtiles con propiedades sdpidas y tactiles. También
intervienen en el desarrollo de estas propiedades sensoriales los potenciadores
y sinergistas (Dviwedi, 1975). Estos son compuestos que por si mismos no
tienen propiedades aromaticas y sapidas, pero refuerzan el efecto de otros que
si las poseen. Entre ellos se encuentran ciertos aminoacidos de 5 dtomos de
carbono y algunos 5'-nucleétidos. Los mas importantes son 4cido glutdmico,

glutamato monosddico y dcido inosinico (Moody, 1983).

La carne cruda presenta un sabor caracteristico y un aroma poco
marcado. En los productos carnicos estas caracteristicas se modifican
dependiendo fundamentalmente de su composicién (Sink, 1979). Las proteinas,
lipidos y carbohidratos de la carne son las principales fuentes de sustancias

aromaticas y sdpidas. Del tipo y la proporcién de estos precursores, asi como
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de otros ingredientes que se afladan y de la forma en que el procesado afecte a

su composicién dependera el gusto caracteristico de cada producto.

El origen de las sustancias responsables del sabor y aroma de los
embutidos crudos curados es variado. Unas se incorporan durante el proceso
de elaboracién (cloruro sédico, especias, componentes del humo), algunas se
forman a partir de sus precursores sin intervencién microbiana (por ejemplo
las sustancias derivadas de las reacciones de autooxidacidn), otras provienen de
la actividad de enzimas propias del misculo (lipasas y proteasas) y un gran
parte proceden de la actividad metabélica de los microorganismos (Liicke,
1984). La flora microbiana produce durante la maduracion profundas
transformactones de las proteinas y lipidos de los embutidos, que, al igual que
algunas de las inducidas en los carbohidratos, afectan sustancialmente a su

sabor y aroma (Burgos, 1981).

En los embutidos de maduracion corta, los compuestos que predominan
son los productos de la fermentacién microbiana de ios carbohidratos,
principalmente 4cido lactico (Liicke, 1984). Cuanto mads se prolonga la
maduracién y mayor es la actividad de los microorganismos, se libera una
mayor variedad y cantidad de componentes aromaticos y sdpidos (Langner,
1972), que proporcionan al embutido un sabor y aroma madas complejo y
caracteristico. Probablemente los productos de la degradacién de las proteinas
(péptidos, aminodcidos libres, etc.), nucledtidos y nucledsidos tienen un efecto
mas pronunciado en el sabor, mientras que los productos de la lipolisis y la
posterior degradacién de los dcidos grasos (acidos grasos volatiles, aldehidos,
cetonas, etc.) serian mas importantes para el aroma final del producto (Stahnke
y Zeuthen, 1992).

En relacién con otros ingredientes de los embutidos esenciales para el
desarrollo de su sabor y aroma, los nitritos y el cloruro sédico son los dos mas

distintivos. El primer estudio riguroso del papel desempefiado por los nitritos
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en el desarrollo del sabor y aroma a "curado” tipico de estos productos fue
realizado por Cho y Bratzler (1970), que compararon el M. {ongissimus dorsi
de cerdo curado experimentalmente en salmueras con y sin niiritos. Estos
autores senalaron, mediante analisis sensorial, la existencia de diferencias
significativas entre ambas muestras. Ademas, las muestras curadas con nitritos
fueron juzgadas como poseedoras de un sabor y aroma a "curado” mads intenso.
También demostraron que la diferenciacién era posible aunque la carne se
ahumara y aunque se eliminara el cloruro sddico de la salmuera. La necesidad
del empleo de nitritos para el desarrollo de un sabor y aroma a "curado”
adecuado ha sido demostrada también en productos camicos picados, como
salchichas tipo Frankfurt (Wasserman y Talley, 1972; Simon y col, 1973) y

jamones curados (Bailey y Swain, 1973).

A pesar de que los nitritos estdn estrechamente relacionados con el sabor
y aroma de los productos carnicos curados es poco lo que se sabe acerca de los
mecanismos implicados. Dichos mecanismos no se han asociado 4 la formacion
de compuestos especificos, sino que para la mayoria de los autores se centra en
su actividad inhibidora de los procesos oxidativos de los lipidos (Pearson y
col., 1977; Price y Green, 1978; Igene y Pearson, 1979; MacDonald y col.,
1980). De esta manera las carnes curadas con nitritos presentarian un sabor y
aroma mas adecuado y, ademas, se retendria mas tiempo debido a la escasez de
sustancias con sabor rancio. Probablemente, las cantidades utilizadas en las
practicas habituales de curado son mayores que las necesarias para el
desarrollo de un sabor y aroma caracteristico (Ingram, 1974; Dethmers y col.,
1975: MacDougall y col., 1975; Williams y Greene, 1979), ya que este efecto
se puede observar con niveles de nitritos tan bajos como 50 p.p.m. (Sato y
Hegarty, 1971; MacDonald y col., 1980). La actividad antioxidante de los
nitritos es el resultado de la interaccién del 6xido nitrico con las
hemoproteinas (Igene y col., 1979), la reaccion del oxigeno con el 6xido
nitrico, la formacién de un antioxidante especifico asociado a los lipidos

polares (Zubillaga y col., 1984) y la terminacién de la cadena de reacciones de
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autooxidacién (Sebranek y Fox, 1985).

En cualquier caso, los niveles de nitritos necesarios para el desarrollo de
un sabor y aroma curado satisfactorio son variables dependiendo del producto
y estdn en funcion de la naturaleza de la carne, las especias afiadidas, el grado
de ahumado y las hdbitos de consumo. El ahumado supone un factor
importante de enmascaramiento en la apreciacion del sabor y aroma de los
productos curados que s¢ someten al mismo. En el andlisis sensorial de
salchichas tipo Frankfurt ahumadas, Wasserman y Talley (1972) demostraron
que se podia diferenciar entre productos preparados con y sin nitritos, pero
que eran mejor juzgadas las muestras ahumadas y sin nitritos que las que

contenian nitritos.

El cloruro sodico, por si mismo, intensifica poderosamente el sabor de
todos los productos carnicos (Wasserman y Kimoto, 1977; Price y Greene,
1978; Froehlich y col., 1983), pero ademas interviene en la produccion de
otras sustancias aromadticas y sdpidas y potencia el gusto general del producto
(Sebranek y Fox, 1985). Para Greene y Price (1975) seria el principal factor
responsable del sabor a "curado”, mds que la "ausencia” de oxidacidn lipidica o
los nitritos. Es un agente prooxidante, lo que determina un acimulo de
compuestos asociados a sabores rancios (Neer y Mandigo, 1977; Rhee y col,
1983), pero también cataliza la formacion de 6xido nitrico, por lo que podria
iniciar procesos inhibitorios en estadios tempranos del procesado vy

contrarrestar su propio efecto oxidante (Sebranek y Fox, 1985).

1.4.5.1.- Compuestos voldtiles de los embutidos

El sabor y aroma de la carne y de sus derivados esta en funcion de una
gran variedad de compuestos volatiles de diferente naturaleza quimica
presentes en determinadas proporciones cuantitativas. La caracterizacion de

dicha fraccién volatil resulta complicada y mucho mds la asignacion a cada una
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de las sustancias de su cuota de participacién en el sabor y aroma. En los
productos carnicos curados, la mayoria de los estudios han sido realizados
antes del desarrollo de técnicas instrumentales adecuadas, como la combinacién
de cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS). Ademas, la falta
de uniformidad de criterios en cuanto a las técnicas de aislamiento y separacion
empleadas para estos compuestos dificulta la comparacion de los resultados de
los distintos trabajos, por lo que deben ser analizados individualmente. No

obstante, se pueden establecer una serie de conclusiones generales.

Las sustancias volatiles responsables del aroma tipico a "curado” residen
fundamentalmente, en opinién de Piotrowski y col. (1970), en el componente
lipidico. Una gran parte de estas sutancias estd relacionada con los cambios
hidroliticos y oxidativos experimentados por dicho componente durante el
periodo de maduraciéon (Nurmi y Niinivaara, 1964; Alford y col., 1971;
Berdagué y col., 1992). En este sentido es importante la composicién de los
lipidos de la carne, pues ello va a determinar la acumulacién de distintos
productos de las reacciones anteriormente citadas. Pero el papel de los lipidos
en el desarrollo del aroma de los productos curados es doble, ya que, ademas
de ser precursores de sustancias voldtiles constituyen el medio en que se
solubilizan y quedan retenidos los componentes aromaticos de naturaleza
apolar, tanto de origen lipidico como no lipidico (Naes y col., 1992). Esta
circunstancia tiene mucha importancia en los productos ahumados (Dwivedi y
col., 1975).

En el aroma tipico de los embutidos crudos curados se puede distinguir,
ademds de dicho matiz "rancio” y "curado", un matiz "dcido-lactico”
relacionado sobre todo con el catabolismo de los carbohidratos y que
predomina en los embutidos de maduracién corta (Liicke, 1984; Berdagué y
col., 1992). Por lo tanto, en la composicién de volatiles de estos productos
influye sustancialmente la actividad de la flora microbiana que coloniza la

masa inicial.
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Los compuestos voldtiles de los productos curados pueden tener up
origen puramente quimico (como es el caso de los productos de la
autooxidacidn de los lipidos) o ser el resultado de procesos enzimdticos. En los
productos no inoculados como el jamén curado, la actividad enzimdtica es
endogena, mientras que en los productos fermentados como los embutidos
intervienen también enzimas exdgenas, es decir, microbianas. Sin embargo, ¢s
muy dificil establecer los papeles respectivos de las enzimas tisulares y
microbianas en el desarrollo del sabor y aroma de los embutidos crudos
curados. Berdagué y col. (1992) han estudiado la influencia de los cultivos
iniciadores en el contenido de volétiles de los embutidos crudos curados,
llegando a la conclusion de que el tipo de microorganismo y especialmente la
especie de Staphylococcus utilizada son los factores que tienen el efecto mas

marcado en la composicion de la fraccion volatil de estos productos.

[La mayor parte de los productos curados son de carne de cerdo o la
contienen como ingrediente principal. Una revision bibliografica realizada por
Shahidi y col. (1986) muestra que en la carne de cerdo curada se han
identificado hasta 135 componentes volatiles, mientras que en la no curada se
han encontrado 314, lo que parece indicar que el proceso de curado tiende a
simplificar la composicién de la fraccién volétil de la carne (tabla L.2.).
Recientemente, Berger y col. (1990) y Stahnke y Zeuten (1992) han aislado ¢
identificado entre 70 y 80 compuestos voldtiles en salamis italianos. La
mayoria de ellos probablemente derivan de la degradacion de los lipidos tanto

por accién de los microorganismos como por reacciones de autooxidacion.

Desde un punto de vista cualitativo, no se han encontrado compuestos
aromdticos peculiares en la carne curada ni tampoco un unico compuesto
responsable del aroma a "curado". Pricticamente todos los compuestos
voldtiles detectados en la carne de cerdo curada se encuentran también en la
carne no curada (Ockerman y col., 1964; Cross y Ziegler, 1965; Bailey y
Swain, 1973; Gorbatov y Lyavskaskaya, 1980; Mottram y col., 1984), excepto
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algunos aldehidos, dcidos carboxilicos y ciertos compuestos azufrados. Lo que
si seiialan todos los autores es la existencia de importantes diferencias
cuantitativas entre ambas fracciones volatiles, que parecen ser la causa
determinante de su distinto aroma. Un ejemplo muy ilustrativo en este sentido
es la investigacién realizada por Lopez y col. (1992). Estos autores estudiaron
la fraccién voldtil de jamones procedentes de cerdos ibéricos alimentados en
régimen de montanera (lo que implica grasa altamente insaturada) y con pienso
(grasa mdas saturada) y detectaron las mismas sustancias voldtiles, pero en
cantidades significativamente mayores en los primeros, atribuyendo la bien
conocida preferencia de los consumidores por jamones ibéricos procedentes de
cerdos cebados con bellotas a una mayor concentracion de sustancias

aromaticas y sapidas presentes en los mismos.

En la fraccion volédtil de los productos curados predominan los
carbonilos (aldehidos y cetonas), alcoholes, acidos carboxilicos y ésteres
(Shahidi y col., 1986).

1.- Carbonilos. Constituyen el grupo mas numeroso. Diversos autores
coinciden en indicar que la principal caracteristica que diferencia el aroma de
las distintas carnes y productos cérnicos es el perfil de carbonilos, tanto desde
el punto de vista cualitativo como, sobre todo, cuantitativo (Hornstein y
Crowe, 1964; Sanderson y col., 1966, MacDougall y col., 1975). Estos
compuestos surgen principalmente de las reacciones de oxidacidn de los lipidos
y, aunque también pueden derivar de otros fenémenos como la reaccion de
Maillard o el metabolismo de los aminodcidos, se ha sefialado (Gorbatov y
Liaskowskaya, 1980; Moody, 1983; Shahidi y col., 1986) que dichas fuentes

tienen una escasa repercusion en los productos cdrnicos curados.

La concentracion de carbonilos aumenta considerablemente durante el
periodo de maduracion, tanto en los embutidos (Demeyer y col., 1974;

Dwivedi, 1975; Burgos, 1981) como en el jamén curado (Ockerman y col.,
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1964). En los embutidos ahumados, Demeyer y col. (1974) sefialan un aumento
de la concentracion de carbonilos durante la primera semana de maduracién,
una posterior disminucién tras el ahumado y un nuevo incremento continuado
hasta el final del proceso. El incremento inicial se ha atribuido a productos de
la tfermentacion de los carbohidratos (DeKetelaere y col., 1974), mientras que
el que ocurre en los dltimos estadios se ha indicado que procede de la

degradacién de los perdxidos lipidicos (Cerise y col., 1973).

En relacion con el perfil de estos compuestos, los monocarbonilos son
mucho mas abundantes que los dicarbonilos, si bien la alta reactividad de estos
ultimos hace que jueguen un importante papel en el desarrollo del aroma
(Mabrouk, 1976).

Los aldehidos, ademas de contribuir directamente al sabor y aroma de los
productos curados, pueden reaccionar con otros compuestos presentes en el
medio para producir otras sustancias volatiles (Ohloff y Flament, 1978). El
bajo umbral olfatorio de algunos aldehidos hace de ellos importantes sustancias

aromdticas en cantidades traza (Ramaswamy y Richards, 1982).

De los aldehidos saturados se dice que dotan de caracteres de fuerza e
intensidad al aroma de los productos en que se encuentran, mientras que los
2-enales y 2,4-dienales determinan matices dulces, afrutados y grasos. Dentro
de los aldehidos saturados, los distintos matices son picante (acetaldehido),
lechoso (propanal), crudo (hexanal), agrio (octanal) y grasiento (endecanal)
(Hamilton, 1989).

Berdagué y col (1992) han detectado 11 aldehidos distintos en embutidos,
mientras que Lopez y col. (1992) y Barbieri y col. (1992) han identificado
15-16 en jamones curados. Los aldehidos ramificados (2-metilpropanal,
2-metilbutanal y 3;metilbutanal) se encuentran en estos productos en cantidades

similares a las presentes en la carne no curada, aunque dichas cantidades son
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considerablemente menores que las de los no ramificados. Estos aldehidos
pueden proceder de reacciones de descarboxilacién-desaminacion (Garcia y

col., 1991) o de biosintesis (Belitz y Grosch, 1987) de algunos aminoacidos.

Los aldehidos de cadena corta (formaldehido, acetaldehido y propanal) se
encuentran también en cantidades similares tanto en la carme curada como en la
no curada (Cross y Ziegler, 1965), aunque Langner y col. (1970) y Halvarson
(1973) creen que la importancia de estos aldehidos de bajo peso molecular en
el aroma de los embutidos es escasa. Segin sefialan algunos autores (Burgos,
1981; Kandler, 1983), aunque su origen puede ser la oxidacién lipidica, estos
compuestos derivan fundamentalmente de los procesos fermentativos de los

carbohidratos.

Los aldehidos de mayor peso molecular (fundamentalmente desde el
pentanal al nonanal o decanal) proceden fundamentalmente de la autooxidacién
lipidica (Grosch, 1988; Berdagué y col., 1991a,b; Frankel, 1991). Estos
compuestos si que desempeiian un papel notable en el sabor y aroma y es muy
probable que dada la distinta composicion de acidos grasos de los lipidos de
cerdo y bovido sean las diferencias en el tipo o cantidad de carbonilos
producidos a través de estos mecanismos el factor responsable de las distintas
caracteristicas aromadticas que presentan los embutidos elaborados sélo con
carne de cerdo y los que contienen ademads came de bovido (Burgos, 1981). El
n-hexanal y el n-pentanal, los principales volatiles del jamoén sin curar, estin
presentes en cantidades mucho menores en el jamén curado (Shahidi y col.,
1986). Se ha sugerido (Cross y Ziegler, 1965; MacDougall y col., 1975) que
las variaciones en el contenido de estos aldehidos constituyen el principal
tactor responsable de las diferencias en el aroma de ambos tipos de carne.
Probablemente esta circunstancia puede hacerse también extensiva a los
embutidos. Estas diferencias se deberian a la inhibicion de los procesos
oxlidativos de los lipidos insaturados a cargo de los nitritos en los productos

curados. No obstante, el ion nitrito es muy reactivo y parece légico pensar que
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reaccione con otros componentes de la carne como compuestos con grupos tiol
0 amino, para dar lugar a otras sustancias volatiles que también contribuyen al

sabor y aroma a "curado” (MacDougall y col., 1975).

Berdagué y col. (1992) y Barbieri y col. (1992) han identificado 11
cetonas distintas en la fraccién volatil de embutidos y jamones respectivamente.
Entre ellas se encuentra la 3 hidroxi-2 butanona (acetoina), probablemente
producto de la descarboxilacion del dcido 2 acetoacético (Belitz y Grosch,
1987).

2.- Alcoholes. Se forman también durante la oxidacion de los lipidos
(Watanabe y Sato, 1971; Frankel, 1982). Entre ellos parece que son los
alcoholes secundarios no ramificados (como el 1-penten-3-ol y el 1-octen-3-ol)
los mas significativos en relacién con el aroma de los productos curados
(Barbieri y col., 1992). Estos compuestos poseen un olor descrito como
"flingico" que contribuiria, junto con algunas cetonas, a suavizar o enmascarar
el matiz rancio propio de algunos aldehidos como el hexanal y sobre todo el
nonanal (Berdagué y col., 1993). Los alcoholes secundarios pueden originarse

también por reduccién de las metilcetonas, que se forman, a su vez, durante la

f3-oxidacién de los 4cidos grasos realizada por mohos (Kinsella y Hwang,
1976). Ambos tipos de sustancias, con un potencial sdpido y aromdtico similar
(Forss, 1972), coexisten en equilibrio y se han encontrado abundantemente en
quesos madurados por mohos (Fosrs, 1979; Frutos y col., 1991). Es posible
que estos compuestos pucdan tener también este origen en embutidos en cuya

superficie se implantan mohos.

3.- Acidos grasos de cadena corta (volatiles). Ademds de grandes
cantidades de 4cido lactico, no volatil, pero de gran repercusion en el sabor, en
estos productos se pueden encontrar concentraciones significativas de dcido

acético, propionico y butirico. Los dcidos grasos volatiles son producto
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Tabla 1.2.- Clasificacién de los compuestos voldtiles de la carne de cerdo

Carne no curada Carne curada
Compuesto n? 2 n? Y%
Hidrocarburos 45 14,3 4 3,0
Aldehidos 35 11,2 29 21,5
Cetonas 38 12,1 12 8.9
Alcoholes 24 7,6 9 6,7
Fenoles 9 2.9 [ 0,7
Acidos carboxilicos 5 1,6 20 14,8
Esteres 20 6.4 9 6,7
Lactonas 2 0.6 - -
Furanos 29 9.2 5 37
Piridinas 5 1,6 - -
Pirazinas 36 11,5 - -
Otros nitrogenados 24 7,6 3 2,2
Compuestos azufrados 31 99 31 23,0
Compuestos halogenados 4 1,3 | 0,7
Otros 7 2,2 11 8,2
Total 314 100,0 135 100,1

Fuente : Shahidi y col. (1986)
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principalmente de la actividad de las lipasas microbianas o musculares sobre
los triglicéridos y fosfolipidos, aunque su origen también puede ser el
catabolismo de los carbohidratos por desviacion del piruvato para formar
acidos grasos de cadena corta (acético y férmico) (Thomas y col., 1980) por
intervencion de las bacterias lacticas o por su formacién en ¢l ciclo de Krebs
en las aerobias. Otra fuente de estos dcidos es la desaminacién de los
aminodcidos liberados por las proteasas microbianas (Dwivedi, 1975) pero,
segin Berdagué y col. (1992), la degradacién de los aminodcidos tiene una

incidencia menor en el contenido de estos volatiles en los embutidos.

4.- Esteres. Se trata fundamentalmente de acetatos, propanoatos y
butanoatos de diferentes alcoholes vy diversos ésteres metilicos y etilicos de
acidos de cadena més larga tanto lineales como ramificados (Peterson y
Chang, 1982). Estos compuestos, en especial los ésteres metilicos ramificados
de cadena corta se encuentran en mayor cantidad en los embutidos sometidos a
periodos de maduracién largos (Careri y col., 1992). Los ésteres sélo se
forman en cantidades importantes en productos donde se desarrolla actividad
microbiana. Esta es una diferencia muy notable entre embutidos y jamones,
pues en estos Ultimos se han encontrado en pequenas cantidades (Garcia y col.
1991; Lépez y col., 1992).

1.4.5.2.- Glicolisis

La cantidad y variedad de productos derivados de la fermentacion de los
carbohidratos en los embutidos depende de varios factores como son el tipo y
ndmero de microorganismos que colonizan la masa (Olsen, 1985; Kato y col.,
1985; Bacus, 1986; Numata y col., 1988a,b), el tipo y cantidad de carbohidrato
afiadido a la masa original (Acton y col., 1977; Olsen, 1985; Lee, 1987; Lois y
col., 1987), el origen y tratamiento previo de las proteinas de la carne

(Townsend y col., 1980; Pezacki y Pezacka, 1987) y la incorporacion de
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ciertos aditivos como glucono-0-lactona (GDL), especias, etc. (Nes y
Skejelvale, 1982; Lee, 1987).

Pediococcus 'y Lactobacillus son los principales géneros de
microorganismos fermentativos de la flora del embutido; fermentan los
carbohidratos por la via Embden-Meyerhoff (EM) (Kandler, 1983; Garvie,
1984; Tetlow y Hoover, 1988), para rendir mayoritariamente icido lactico a
partir del piruvato, mientras gue las micrococaceas utilizan esta via, pero
ingresando el piruvato en el ciclo de Krebs (Strasters y Winckler, 1963;
Blumental, 1972). La relacion de los dos enantidmeros - D(+) y L(-) lactato -
depende de la especie del género Lactobacillus que esté presente (List y
Klettner, 1978; Liicke, 1984). Burcharles y col. (1984) han asociado el sabor

acido de los embutidos a una excesiva presencia de adcido D(+) lactico.

Los microorganismos heterofermentativos, que utilizan la via de los
fosfatos de pentosa, producen cantidades iguales de etanol y CO, y cuando

opera e¢n ellos la via metabdlica "bifida" producen 4cido lactico y acético en
una relacion 2:3 (Gottschalk, 1979). Otros productos de la fermentacion de los
carbohidratos son acetoina, dcido pirivico, etc. (Demeyer, 1982; Thornill y
Cogan, 1984; Tetlow y Hoover, 1988).

El tipo y cantidad de carbohidrato fermentable constituyen un aspecto
importante en tanto que determinan la velocidad de formacién y acumulacion
de dcido lactico. La glucosa y la sacarosa ocasionan un descenso de pH similar
durante la fermentacion de los embutidos, mientras que el descenso es mds
lento si se utiliza lactosa (Liicke, 1984, 1985; Olsen, 1985; Lee, 1987). Olsen
(1985) sefiala ademds que la pauta de descenso del pH en los embutidos no

varia significativamente cuando se afladen cantidades de glucosa entre 0,1 y
1%.
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1.4.5.3.- Proteolisis

Durante la maduraciéon se degrada una parte considerable de las
proteinas. Como resultado, se produce un incremento del nitrégeno no
proteico (NNP) del orden del 20% o superior (Langner, 1972; Dierick y col.,
1974). Durante la fase de fermentacién se produce un aumento de la

concentracion de compuestos nitrogenados de bajo peso molecular (péptidos,
aminoacidos, NH,, etc.), pero tras la misma el nitrégeno peptidico no aumenta,

mientras que si se siguen acumulando las fracciones mas pequefias (Dierick y
col., 1974). Todos estos compuestos tienen repercusion en el sabor de los
embutidos crudos curados, de manera que un cierto grado de proteolisis serd
siempre necesario para la obtencién de un buen producto. No obstante, una
degradacion excesiva de las proteinas puede rendir un producto de baja
calidad.

Los procesos proteoliticos son de naturaleza enzimatica. Hay dos tipos de
proteasas: las endopeptidasas y las exopeptidasas. Las primeras parecen actuar
sobre todo en el periodo fermentativo y las dltimas durante la fase de
maduracion o secado. Su origen es tanto microbiano como tisular (Verplaetse
y col., 1992).

Algunos aminoécidos producto de los fendmenos proteoliticos pueden
sufrir posteriores fendmenos de descarboxilacion, desaminacion, etc., dando
lugar a la acumulacién de amoniaco y aminas, lo que provoca un ligero
incremento del pH del producto (Liicke, 1984). Esta leve alcalinizacion se
observa tanto en productos carnicos ahumados como en los secados al aire vy,
en especial, en los embutidos que presentan un recubrimiento superficicial de
mohos y levaduras, como resultado de la capacidad de éstos de oxidar el acido
lactico. Por otra parte, los aminodcidos, al desaminarse, originan también

dcidos organicos que, a su vez, pueden transformarse en otras sustancias
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vildtiles, como aldehidos, alcoholes, etc.

1.4.5.4.- Degradacién lipidica

Los fendmenos degradativos que afectan a los lipidos se estudiardn mds

detalladamente debido a su relacién con el tema de la presente memoria.

Los lipidos constituyen en general la fraccidn mayoritaria de los
embutidos crudos curados y son precursores de muchas sustancias aromaticas a
través de fenomenos hidroliticos y oxidativos que tienen lugar durante el
proceso de maduracién y que inciden directamente en la calidad organoléptica
de estos productos (Demeyer y col., 1974; Melgar y col., 1990). Las enzimas
bacterianas y enddgenas, ademas de las condiciones ambientales, son los
factores desencadenantes de estos cambios (Coretti, 1965; Cantoni y col.,
1967a,b; Melgar y col.. 1990), para las que la fase de fermentacién o estufaje

es una de las mds delicadas y decisivas (Rozier, 1969; Mendoza y col., 1983).

Por lo tanto, la composiciéon de dcidos grasos en la masa inicial, en
especial la proporcion de acidos grasos saturados € insaturados jugard un papel
fundamental en el desarrollo del sabor y aroma de los embutidos. En la tabla
[.3. se detalla la composicion de dcidos grasos de los lipidos contenidos en los
ingredientes principales: carne magra de vacuno y de cerdo y tocino. Este
altimo esta constituido casi en su totalidad por triglicéridos, mientras que la
grasa del tejido muscular, aunque también estd constituida en su mayor parte
por triglicéridos (62-80%), contiene un elevado porcentaje de fosfolipidos
(16-34%). En ambos casos (tocino y magro de cerdo), alrededor de un 40% de
los dcidos grasos son saturados (de e¢llos una tercera parte es acido estedrico),
un 50% son monoinsaturados (fundamentalmente oletco) y un 10% son
poliinsaturados (PUFA).

La grasa del tejido muscular de vacuno constituye un 2-4% de la grasa
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Tabla 1.3.- Composicién porcentual de acidos grasos de las materias primas

Acido graso

Magro de ternera Magro de cerdo Tocino de cerdo

C10:0
C12:0
C14:0
Cl16:0
Cl6:1
Cl18:0
Cl18:1
C18:2
CI18:3
C20:4

Otros SFA#2
Otros MUFADP

Otros PUFAC¢

Total saturados

3,11
25,96
4,39
13,53
43,88
3.66
0,18
0.54

2,19
2,19
0,37

44,79

Total monoinsaturados 50,45

Total poliinsaturados

4,75

0,16
0,16
1,31
24,39
3,44
11,95
45,50
9,66
0,65
1,31

0,33
1,15

38,30
50,08
11,62

0,10
0,21
1.36
24,92
2,83
14,14
43,14
10,68
1,05

1,05

40,73
47,23
11,73

4SFA, dcidos grasos saturados

bMUFA, dcidos grasos monoinsaturados

¢PUFA, 4cidos grasos poliinsaturados

Fuente : Adaptado de Rhee (1992)
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total corporal y contiene alrededor de un 4% de fosfolipidos (Wilson y col.,
1976). Un 25% de los 4cidos grasos de los fosfolipidos presenta 2 y 3 dobles
enlaces y més de un 19% tiene 4 o mas (Hornstein y col., 1961). Los PUFA de
los triglicéridos (fundamentalmente dcido linoleico) suponen un 3-4% del total
de acidos grasos (Hilditch y Williams, 1964). El contenido global de saturados
es mayor que ¢l de la carmme de cerdo y el de PUFA es significativamente

inferior, en tormo al 5%.

1.4.5.4.1.- Fenomenos hidroliticos

Estos procesos implican principalmente a rotura del enlace éster de los
triglicéridos del embutido a cargo de las lipasas, con la consiguiente
acumulacion de dcidos grasos libres, asi como de monoglicéridos y diglicéridos
o glicerol, si1 la hidrélisis afecta a las tres posiciones de esterificacion del
mismo. Los 4cidos grasos liberados son importantes para el sabor y aroma
tanto por si mismos como por ser precursores de otras sustancias a
través, principalmente, de reacciones de autooxidacién. El resultado es
la generacién de compuestos aromaticos y sdpidos, como las sustancias con
grupo carbonilo (Selke y col., 1980). Los dcidos grasos también pueden ser
liberados a partir de los fosfolipidos de las membranas, mediante la actividad
de las fosfolipasas presentes en las mitocondrias y los lisosomas de las células
musculares (Currie y Wolfe, 1977; Cheah y Cheah, 1981; Cheah y col., 1986),
si bien parece que la importancia de estos compuestos en la acumulacién de
acidos grasos libres en los embutidos es menor que la de los triglicéridos

(Demeyer y col., 1974).

Las lipasas o hidrolasas de los ésteres del glicerol (EC 3.1.1.3) son
enzimas pertenecientes al grupo de las esterasas e hidrolizan tri-, di-, y
monoglicéridos presentes en una interfase lipido-agua, es decir, solo actian
sobre sustratos insolubles. Como todas las esterasas, rompen los enlaces éster

mediante la adicién de agua:
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R—C y OH + R— OH

O O

N

R I(Ij O—R + H,O

éster carboxilico acido carboxilico alcohol

Se pueden encontrar lipasas en numerosos tejidos animales y vegetales y
también las producen muchos microorganismos. En los embutidos, la hidrélisis
de los lipidos se ha atribuido a la actividad de las lipasas microbianas (Cantoni
y col., 1967a,b; Gervasini y Caserio, 1969; Lubienecki v. Schelhorn, 1972;
Demeyer y col., 1974; Palumbo y Smith, 1977; Paleari Bianchi y col., 1985;
Demeyer y col., 1992}, aunque se ha sugerido (Wallach, 1968; Dobbertin y
col., 1975; Ferrer y Arboix, 1986b) que durante los primeros estadios de la
fermentacion existe una intensa actividad de las lipasas del masculo y el tejido
adiposo. Esto es lo que parece demostrar el trabajo de Garcia y col (1992), en
el que se observa que en embutidos experimentales elaborados asépticamente,
la liberacion de acidos grasos es similar, tanto en los lotes inoculados con
lactobacilos y micrococos como en los no inoculados. Por su parte, Montel y
col. (1993) sefialan que las lipasas enddgenas de la carne mantienen un elevado

nivel de actividad a lo largo de todo el proceso madurativo de los embutidos.

Diversos autores han caracterizado lipasas en el misculo de distintas
especies animales (Awad y col., 1968; Cryer y Jones, 1979; Tomita y col.,
1984). Igualmente Weglicki y col. (1971) y Franson y col. (1972) han aislado
distintas fosfolipasas. Segin Sklan y col. (1983) la actividad lipolitica de las
fibras rojas es mayor que la de las blancas y recae principalmente sobre los

irighicéridos.

Existen también numerosos estudios sobre la actividad lipolitica del tejido
adiposo. Segin los de Geyer y Goodman (1970), la actividad lipolitica de dicho
tejido persiste atn a -8 °C, y sobre ella inciden de forma importante factores

como la concentracién salina (Acker, 1962; Guardia y Hass, 1967). Belfrage y
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col. (1984) han caracterizado lipasas intracelulares de adipocitos de cerdo.

Pero la actividad de las lipasas tisulares en los embutidos resulta pronto
trenada por las condiciones que se establecen durante la maduracién, pasando a
dominar la actividad microbiana (Cantoni y col., 1967a.b; Gervasini y Caserio,
1969, Lubienicki v. Schelhorn, 1972; Palumbo y Smith, 1977). Sin embargo,
en otros productos curados parecen intervenir mis intensamente y asi Cantoni
y col. (1970) y Giolitti y col.(1971}) sugieren una importante actividad durante
la maduracién del jamoén, dada la evolucion de la lipolisis y las bajas tasas de

crecimiento que alcanzan los microorganismos lipoliticos durante el proceso.

Muchos microorganismos son capaces de crecer y producir lipasas en
diferentes aceites y grasas, incluyendo las de origen animal (Alford y col,
1971; Andersson, 1980). Las bacterias Gram-negativas presentes en la masa
inictal (Dobbertin y col., 1975), especialmente el género Pseudomonas,
pueden iniciar los fendémenos lipoliticos, ya que dichos microorganismos son
los mayoritarios en la carne refrigerada (Masana y Lasta, 1992), pero. como
ya se ha descrito en apartados anteriores, rapidamente pasan a prevalecer en la
masa otros géneros microbianos, las micrococdceas y las bacterias lacticas, por
lo que las lipasas elaboradas por las pseudomonas no parecen tener gran
transcedencia en los fendmenos lipoliticos que ocurren durante la maduracion

de los embutidos.

LLas micrococdceas son el principal grupo de microorganismos
responsable de la lipolisis en los embutidos (Cantoni y col., 1967b; Demeyer y
col., 1974; Liicke, 1986; Selgas y col., 1986; Nychas y Arkoudelos, 1990).
Selgas y col. (1986) demostraron la capacidad del género Micrococcus de
hidrolizar triglicéridos de dcidos grasos de cadena larga, que son los mas
abundantes en los productos cirnicos. Sin embargo, existen diferencias en el
comportamiento lipolitico segun la especie. Asi, los estudios de Talon y col.

(1992) sobre una especie cominmente utilizada como iniciador, Micrococcus
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varians (Licke, 1986), permiten concluir que, aunque €ste microorganismo
presenta una intensa actividad lipolitica en condiciones experimentales,
probablemente no participa en la hidrélisis lipidica durante la maduracién de
los embutidos. No obstante, la actividad lipolitica de los micrococos se debe
fundamentalmente a lipasas extracelulares (Kilara, 1985), de modo que,
aunque el recuento de microcociceas puede decrecer drdsticamente en los
primeros estadios de la maduracién (Selgas y col., 1988), las lipasas
extracelulares liberadas hasta entonces por ellas pueden seguir actuando y
atacar asi triglicéridos de dcidos grasos de cadena larga, incluso los de 16 y 18
dtomos de carbono (Selgas y col., 1986). En cuanto al género Staphviococcus,
Talon y col. (1992) estudiaron la actividad de dos especies que representan una
parte importante de la flora de los embutidos franceses, S. warneri y S.
saprophyticus , concluyendo que podrian estar implicadas en la liberacion de
acidos grasos durante el pericde de maduraciéon de los embutidos,
especialmente durante los primeros dias. Por el contrario S. xviosus y S.
carnosus muestran solo una ligera actividad lipolitica sobre grasa de cerdo,
cordero y vaca y recae sobre triglicéridos de dcidos grasos de cadena corta
(Nielsen y Kemner, 1939; Nieto y col., 1989). -

Los lactobacilos tienen también la capacidad de producir lipasas. Esta
actividad fue demostrada en principio en lactobacilos aislados de queso
(Stadhouders y Veringa, 1973; Stadhouders, 1974) y posteriormente en
bacterias aisladas de embutidos (Parejo y col., 1979; Sanz y col., 1988), con
resultados similares. Estos autores han estudiado diversas cepas de lactobacilos
aisladas de embutidos en diferentes estadios de maduracion, demostrando en
todas ellas actividad lipolitica tanto intracelular como extracelular. Parejo y
col. (1979) concluyeron en sus estudios que Lactobacillus casei var. alactosus
y Lactobacillus plantarum eran las bacterias que presentaban mayor actividad
lipolitica, siendo precisamente los microorganismos mas abundantes a lo largo
de todo el proceso madurativo. Los sustratos atacados con preferencia por las

lipasas extracelulares son los monoglicéridos, diglicéridos y triglicéridos de
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acidos grasos de cadena corta, mientras que las enzimas intracelulares son muy
poco activas frente a los triglicéridos. En ambos casos no se observé actividad
sobre triglicéridos con 4cidos grasos de mds de 6 dtomos de carbono. A pesar
del contenido relativamente bajo de éstos glicéridos en la grasa de los
embutidos, su cantidad puede aumentar durante la maduracién gracias a la
actividad lipolitica tisular y, sobre todo de las micrococéceas (Sanz y col.,
1988). Esta actividad proporcionaria compuestos (Demeyer y col., 1974) que

podrian ser posteriormente degradados por los lactobacilos.

Muchos mohos (Penicillium, Aspergillus, Rhizopus, Geotrichum, Mucor)
y levaduras (Candida, Torulopsis ) son también lipoliticos (Kilara, 1985). Asi,
dentro de !t flora fungica habitual en los embutidos cabe destacar los géneros
Penicillium y Aspergillus (Leistner y Bem, 1970; Comi y Cantoni, 1980),
que de esta forma contribuyen al sabor y aroma, en especial en productos en
los que se hallan concentraciones particularmente altas de carbonilos (sobre

todo aldehidos de cadena larga) (Langner, 1972).

Las lipasas en general, y las microbianas en particular, pueden dividirse
en dos grupos en funcién de su especificidad posicional. En primer lugar hay
lipasas no especificas, que liberan dcidos grasos esterificados en cualquiera de
las tres posiciones del glicercl. Pueden, por lo tanto, ocasionar la degradacion
completa de los triglicéridos a dcidos grasos libres y glicerol. Tal es el caso,
por ejemplo, de Penicillium cyclopium y Staphylococcus aureus (Kilara,
1985). El segundo tipo de lipasas, como las de Aspergillus niger o
Pseudomonas fragi (Kilara, 1985), hidroliza preferentemente los acidos
grasos localizados en las posiciones snl y sn3 del glicerol para rendir dcidos
grasos libres, monoglicéridos y diglicéridos. Los 2-monoglicéridos .
ocasionalmente, los 1,2- 6 2,3-diglicéridos son inestables y, por migracién del
grupo acilo se transforman en [-monoglicéridos y 1,3-diglicéridos (Kilara,
1985). Una actuacion prolongada de la enzima en las condiciones optimas

puede llegar a producir la rotura completa del triglicérido en dcidos grasos
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libres y glicerol (MacRae, 1983).

Segin los estudios de Alford y col. (1971), las lipasas que actian en los
embutidos se caracterizan en su mayor parte por su especificidad por las
posiciones de esterificacién externas, es decir la Sn 1 y la Sn 3, de la molécula
de triglicérido. La acumulacion de diglicéridos junto con acidos grasos libres
sugiere ademas que es atacada preferentemente una de dichas posiciones. Se
sabe, ademas, que los triglicéridos de las grasa de cerdo muestran una
distribucidn caracteristica de los acidos grasos de forma que la mayor parte del
acido estedrico (en torno al 60%) se encuentra en la posicién snl del glicerol,
el dcido palmitico (60-80%) estd esterificado en su mayoria en la sn2 y un
50-60% de los acidos octadecenoicos se encuentran en la sn3 (Brockerhoff,
1966). De este modo, el grado mas intenso de lipolisis deberia observarse para

los acidos estedrico y octadecenoicos.

También se han realizado estudios sobre la posible especificidad de las
lipasas por la longitud de cadena del 4cido graso. Para Sugiura e Isobe (1975)
los triglicéridos "solidos" (aquellos constituidos por dcidos grasos saturados de
cadena larga) son hidrolizados lentamente por las lipasas microbianas. No
obstante, otros autores (Kilara, 1985) han llegado a la conclusién de que estas
enzimas presentan muy poca o ninguna especificidad por dcidos grasos cuando
se utilizan como sustratos grasas y aceites naturales comunes, excepto cuando

se trata de aceites marinos y/o mantequilla (MacRae, 1983).

En dltima instancia, la lipolisis conduce a un acimulo significativo de
dcidos grasos libres, sin que se lleguen a apreciar signos de enranciamiento
hidrolitico (Nagy y col., 1978; Cavoski y col., 1988). Las tasas que se pueden
alcanzar al final del proceso oscilan entre el 1 y 7% segin el producto
(Demeyer y col., 1974), pudiendo encontrarse niveles elevados de 4cidos
grasos tanto en embutidos muy secos, resultado de periodos de maduracion

largos (Stanculescu y col., 1970; Ferrer y Arboix, 1986b) como en productos
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de maduracién mas corta (Wurziger y Ristow, 1966).
1.4.5.4.2.- Fendomenos oxidativos

1.- Mecanismo y productos de la oxidacién. El principal
problema planteado por la oxidacion de los lipidos en los alimentos reside en la
formaciéon de compuestos volatiles que, cuando alcanzan unas tasas
determinadas, confieren al producto un olor y sabor desagradable, a rancio,
siendo rechazado por el consumidor. Por otra parte, los compuestos que
surgen primariamente durante las reacciones oxidativas son, a su vez, origen
de oxidaciones secundarias de otros compuestos aromadticos, pigmentos,
vitaminas y proteinas, determinando la insolubilizacion de fas mismas (Labuza,
1971). Estos cambios influyen decisivamente, y en general de forma
desfavorable, en la calidad organoléptica y nutritiva del producto. No obstante,
un cierto grado de oxidacion puede contribuir beneficiosamente al desarrollo
del sabor y aroma caracteristicos de ciertos productos como por ejemplo los

Jamones y embutidos.

Los sustratos de estas reacciones son basicamente los dcidos grasos
insaturados, formdndose como productos perdxidos lipidicos (también
llamados hidroperdéxidos), polimeros, epdxidos, furanos, alcoholes,
hidrocarburos y carbonilos (aldehidos y cetonas) volatiles. Entre ellos. los mas
importantes para el aroma de los productos curados son los carbonilos (Alford
y col., 1971; Mottram y col., 1984; Garcia y col., 1991).

La oxidacién de los lipidos comprende tres grupos de reacciones que,
salvo en su comienzo, se desarrollan simultineamente (Cheftel y Cheftel,
1980):

- reacciones de Iniciacién, que dan lugar a la formacién de radicales

libres a partir de 4cidos grasos insaturados o de hidroperdxidos, que son
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sustancias muy inestables y reactivas.

- reacciones de propagacion, que se caracterizan por una cierta
acumulacion de perdxidos lipidicos. Estas reacciones constituyen la etapa de
oxidacion de los lipidos insaturados por el oxigeno y necesitan la intervencién

de radicales libres, pero los crean tanto como los consumen.

- reacciones de paralizacidn, en las cuales los radicales libres,
procedentes en gran parte de la descomposicidn de perdxidos lipidicos, se
asoclian para dar compuestos no radicales, como aldehidos y cetonas, de bajo
peso molecular, responsables del tipico olor "a rancio”. Algunos de estos

compuestos provienen directamente de la degradacion de peroxidos.

La oxidacién comienza en el 4cido graso insaturado con la pérdida de
hidrégeno en el atomo de carbono a-metilénico dando lugar a un radical libre.
Este proceso puede estar catalizado, por ejemplo, por la luz o la presencia de
metales. El radical libre se combina con oxigeno para formar un radical
peréxido, que puede oxidar otro dcido graso insaturado para producir un
hidroperéxido insaturado y un nuevo radical libre, de forma que se propague
la reaccion, que puede terminar por reaccidon entre los radicales libres para

rendir compuestos no activos.

RH > R- + H

acido radical

graso alcoilo

R+ O, > ROO-
radical
peroxido
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v

ROO- + RH > ROOH + R-

hidroperéxido

Los hidroperéxidos formados en las reacciones de propagacién son los
productos primarios de la oxidacién. Estos compuestos no tienen repercusion
directa en el aroma de los alimentos, pues son inodoros ¢ insipidos, pero si
intervienen en él a través de su descomposicién en productos secundarios que
son los principales responsables de los cambios organolépticos. Cada acido
graso insaturado da lugar a radicales libres especificos que se estabilizan por
resonancia y de los que resultan hidroperéxidos isomeros especificos que, al
descomponerse producen también aldehidos especificos (tabla 1.4.). El acido
linoleico es el mas abundante de los PUFA en la mayoria de los alimentos y el

peroxido Cp_13 (13-hidroperoxi-9,11-dieno) es el mayoritario de los que se

torman durante su oxidacién, por {o que el hexanal es el principal aldehido
resultante de la misma. Puesto que este dcido se oxida de 10 a 15 veces mas
rapido que el dcido oleico, la cantidad de hexanal puede ser un buen indicador

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

Los hidroperéxidos del 4cido linolénico se descomponen maés
raptdamente que los de los dcidos oleico y linoleico debido a la presencia de
grupos metileno activos; son los que se localizan entre un doble enlace simple y
un grupo dieno conjugado y pueden perder el hidrégeno ficilmente para
formar dihidroperoxidos, lo que amplia el abanico de productos de la
oxidacién (deMan,1992).

El mecanismo de descomposicion de los hidroperéxidos fue esbozado por

Keeney (1962). El primer paso es una escision homolitica rapida, que da lugar

a la formacion de dos radicales libres muy activos:
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R—CH—R > R—CH—R +-OH
| | radical
OOH O- hidroxilo
radical
alcoxilo

El radical alcoxilo puede sufrir distintas transformaciones. Entre las mds
interesantes para el desarrollo de componentes aromaticos en los embutidos
estd la formacién de aldehidos, que implica la rotura de la cadena en

cualquiera de los lados del radical:

R—CH-—R > R-+ R—CH
| 1l
O- O
aldehido

Segun el punto de rotura de la cadena se puede formar un aldehido
volatil de cadena corta o quedar unido a la parte glicérica de la molécula dando
lugar a aldehidoglicéridos no volatiles, que no tienen aroma pero disminuyen
la estabilidad de las grasas frente a la oxidacion. Los aldehidos voldtiles son
poderosos componentes del sabor y aroma y tienen un umbral de percepcion
muy bajo, algunos del orden de p.p.m. (2-decenal, hexanal) y otros, como el
2.4-decadienal, menor de 1 ppb. (deMan, 1992). En general, la presencia de
un doble enlace en la molécula de aldehido disminuye de forma considerable

dicho umbral.

El radical alcoxilo también puede sustraer un dtomo de hidrégeno de

otro acido graso para dar lugar a un alcohol y un nuevo radical libre:
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R—CH—R +RH > R—CH-—R +R-
| |
O- OH
alcohol

Otra posibilidad es la reaccién entre dos radicales libres, finalizando la

reaccion en cadena y dando lugar a la formacion de cetonas:

R—CH—R + R > R—C—R +RH
| I icido
O- O graso
cetona
R—CH —R + RO- > R— C—R + ROH
| I alcohol
O - O
cetona

Los aldehidos, al contrario que las cetonas, pueden oxidarse facilmente
para dar otros productos terciarios de la oxidacion, entre ellos los acidos
carboxilicos (Morrison y Boyd, 1985; deMan, 1992). Los aldehidos
insaturados son fuente adicional de compuestos voldtiles durante la oxidacion
de los lipidos, entre los que se incluyen, ademads de los acidos carboxilicos,
aldehidos de peso molecular mds bajo y dialdehidos, como el malonaldehido
(Frankel, 1982). Los aldehidos saturados son mucho mas estables (Schieberle y
Grosch, 1981).

Aunque en la came se encuentran en mucha menor cantidad que los
triglicéridos, los fosfolipidos son potencialmente mucho mas sensibles a la

oxidacién (Owen y col., 1975; Wilson y col., 1976). Esto se debe a que tienen
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Tabla L.4.- Productos ecspecificos de degradaciéon de los dcidos oleico,
linoleico y linolénicoa

Producto

Acido Grupo metileno Hidroperéxidos Aldehidos
graso atacado isomeros correspondientes
Oleico 11 1 I-hidroperoxi-9-eno octanal

9-hidroperoxi-10-eno 2-decenal

8 8-hidroperoxi-9-eno 2-undecenal

10-hidroperoxi-8-cno nonanal
Linoleico Il 13-hidroperoxi-9,11-dieno hexanal

| I-hidroperoxi-9,11-dieno 2-octenal

9-hidroperoxi-10,12-dieno 2,4-decadienal

Linolénico 14 [6-hidroperoxi-9,12,14-trieno  propanal
14-hidroperoxi-9,12,15-trieno  2-pentenal
12-hidroperoxi-9,13,15-tricno  2,4-heptadienal

11 13-hidroperoxi-9,11,15-trieno  3-hexenal
1 1-hidroperoxi-9,12,15-trieno  2,5-octadienal
9-hidroperoxi-10,12,15-trieno  2,4.7-decatrienal

4 Sélo se consideran los grupos metileno mas activos

Fuente : deMan (1992)
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mayor proporcién de acidos grasos polienotcos (incluida una mayor cantidad
de polienoicos con mas de dos dobles enlaces) que los triglicéridos. Ademads
son més ubicuos en el tejido muscular, ya que se distribuyen en las membranas
celulares y subcelulares, lo que les hace presentar una superficie relativamente
amplia de exposicién y estar en estrecho contacto con catalizadores
pro-oxidantes como los metales que forman parte de las hemoproteinas, que se
localizan préximas a estas membranas. Por el contrario, los triglicéridos se
localizan aislados en el interior de los adipocitos (Kauffman y Stefanie,
1967), con lo que exponen una superficie relativamente pequefia para su

ataque.

Por lo general, los acidos grasos insaturados se oxidan mds ripidamente
cuando estan libres que cuando forman parte de moléculas de triglicéridos o
fosfolipidos (Cheftel y Cheftel, 1980). Los PUFA son mucho mds susceptibles
de oxidaci6én que los monoinsaturados. Dicha susceptibilidad es mayor que la
que cabria esperar en funcion del nimero de dobles enlaces de la cadena. Asi
por ejemplo, la razén relativa de autooxidacion de metiloleato, linoleato y
linolenato a 20 °C es 1:12:25 (Swern, 1964). Los PUFA se oxidan incluso
durante el almacenamiento de los alimentos en congelacién. Por el contrario,
los saturados se oxidan sélo a temperaturas superiores a 60° C (Cheftel y
Chettel, 1980) por lo que su intervencion en los fenémenos oxidativos en los

embutidos carece, en la practica, de importancia.

2.- La oxidacion lipidica en los embutidos crudos curados. La
gran variabilidad que se observa en el comportamiento de los alimentos frente
a la oxidacién de los lipidos se debe a la influencia de diversos factores

relacionados con su composicién, procesado, etc.

En principio, los productos cdrnicos crudos son menos susceptibles a la
oxidacién que los tratados por el calor, ya que en estos ultimos el

calentamiento es un importante factor que potencia la reaccidon oxidativa y
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ademas produce la rotura tisular que favorece el contacto de los lipidos con los
agentes catalizadores de estas reacciones (Rhee, 1988). En la carne
deshidratada los procesos oxidativos son mucho més lentos que en la carne
fresca debido a su menor contenido de agua (Labuza, 1971). No obstante, estos
fenémenos estdn favorecidos en los productos cdrnicos por las distintas
operaciones de procesado y condiciones de manipulaciéon (picado,
refrigeracion y congelacion repetidas, temperaturas elevadas y almacenamiento

prolongado), asi como por algunos de los ingredientes afiadidos.

El picado de la carne favorece la oxidacién al producirse la rotura de las
membranas celulares, con lo que en primera instancia los fosfolipidos (ligados
a ellas) y también los triglicéridos quedan expuestos al oxigeno atmosférico
(Igene y Pearson, 1979; Igene y col., 1980; Khayat y Schwall, 1983). Ademas,
esta operacion puede acelerar la pérdida de sustancias intermediarias
reductoras como el NAD (Watts y col, 1966; Newbold y Scopes, 1971).

Otra variable relativa al procesado que influye en ¢l grado de oxidacién
de la grasa de los productos cdrnicos es el pH. A medida que su valor
desciende por debajo de 7,0, la velocidad de oxidacién es mayor (Owen y col.,
1975; Yasosky y col., 1984; Tichivangana y Morrissey, 1985). En la came
cruda, cuando el pH es relativamente elevado, la oxidacién de los lipidos
resulta inhibida por los sistemas enzimadticos reductores presentes en las
mitocondrias (Kwoh, 1971). Estos sistemas eliminan el oxigeno y determinan
la formacién de sustancias reductoras, como el NAD, lo que posibilita el
mantenimiento de los pigmentos carnicos en su forma reducida (Stewart y col.,
1965a; b; Saleh y Watts, 1968). En presencia de valores de pH inferiores a 3.5,
tipicos de los embutidos crudos curados, estos sistemas enzimaticos

mitocondriales no tienen actividad (Cheah, 1971).

En relacién con la composicion, conviene recordar que la came de cerdo

se caracteriza por un aito contenido de fosfolipidos (en torno a un 20%), de los
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que ¢l 4cido linoleico representa el 30% de los acidos grasos (Luddy y col.,
1970). Ademas, alrededor del 60% del total de lipidos son d&cidos grasos
insaturados (tabla 1.3). La came de vacuno presenta un 55% de 4cidos grasos
insaturados (tabla 1.3), pero una menor cantidad de fosfolipidos (en torno a un

4%}, por lo que presenta menor importancia en los fenémenos oxidativos.

Un ingrediente caracteristico de los productos cirnicos es el cloruro
s6dico, que se utiliza por sus efectos favorables sobre las propiedades
sensoriales, funcionales e higiénicas, pero es a la vez un importante promotor
de la oxidacién de los lipidos (Ockerman y Ledn-Crespo, 1981; Rhee y col.,
1983a, 1983b). El cloruro potasico, utilizado como sustituto del cloruro sddico
en productos (seasonings) con bajo contenido de éste, puede ocasionar una
reduccién de las reacciones oxidativas (Zipser y col., 1964; Rhee y col.,

1983b), aunque su sabor amargo limita su empleo (Rhee, 1988).

El efecto de los nitritos en las propiedades quimicas y sensoriales de los
productos carnicos ha sido estudiado por diversos autores (Cho y Bratzler,
1970; Hadden y col., 1975; Cassens y col., 1979) pero aunque se admite que
estan estrechamente relacionados con el desarrollo del sabor y aroma de estos
productos, su mecanismo no se conoce aun claramente. Cho y Bratzler (1970)
- en carne de cerdo picada - y Wasserman y Talley (1972) - en salchichas -
sefialan que en las pruebas sensoriales, los paneles de catadores son capaces de
distinguir de forma significativa entre los productos procesados con y sin
nitritos. Por su parte Simon y col. (1973) indican que, en salchichas, existe una
mayor aceptacion por parte de los catadores a medida que se incrementa la

cantidad de nitritos afiadidos desde 0 a 156 p.p.m.

Respecto al mecanismo de accion de los nitritos en el desarrollo del
sabor y aroma de los embutidos, la mayoria de los autores sefialan que su
principal contribucion se debe a su poder antioxidante (Fooladi y col., 1979;
Ockerman y Kuo, 1982). Cross y Ziegler (1965) y Bailey y Swain (1973)
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llegan a esta conclusion comparando las fracciones voldtiles de jamones
curados y no curados y observando que ambas son cualitativamente similares,
si bien existen importantes diferencias cuantitativas. Hadden y col. (1975) han
demostrado que la presencia de nitrito sédico en carne de cerdo picada reduce
significativamente los valores de TBA y la cantidad de algunos de los

compuestos volatiles mayoritarios en la carne exenta de nitritos.

Las lipasas y fosfolipasas también pueden acelerar la oxidacién de los
lipidos, al ser los acidos grasos libres mas susceptibles a ella y asi. aunque
Alford y col. (1971) no han encontrado correlacién entre la producciéon de
lipasas y la actividad oxidativa de los microorganismes, algunos autores
(Cerise y col., 1973) sugieren que los peroxidos y carbonilos de los embutidos
se forman a partir de los dcidos grasos libres (FFA) liberados por la accién de
las lipasas. De ser asi, la hidrélisis selectiva de los dcidos grasos insaturados
puede ser un factor relevante en los fendmenos oxidativos y, por lo tanto, en el

sabor y aroma de los embutidos.

La oxidacién de los lipidos en la carne cruda estd catalizada por sistemas
enzimaticos, asi como por el hierro "no hemo” (incluido el hierro libre) y el
contenido en los pigmentos cdrnicos (Rhee, 1992). Ademads del hierro libre,
son también componentes de la fraccién "no hemo" del tejido muscular la
transferrina, la ferritina y algunos compuestos enzimaticamente activos de la
cadena respiratoria mitocondrial. Los compuestos reductores presentes de
forma natural en la carne, como la cisteina, o afiadidos durante su procesado
(dcido ascorbico) y los agentes quelantes (acido citrico, aminodacidos, etc)
afectan a la actividad del hierro "no hemo" y los demas agentes prooxidantes al
proporcionarles un sustrato mds susceptible a la oxidacién protegiendo asi a los

pigmentos y a los lipidos (Lin y Watts, 1970; Labuza, 1971).

La participacién del hierro en la oxidacién de los lipidos de la carne es

bien conocida, ya sea en su forma libre o como parte del grupo hemo de la
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mioglobina. En este sentido, diversos autores han demostrado su actividad en
homogeneizados de carne de distintas especies (Liu, 1970 a, b: Decker y
Schanus 1986 a, b). Existen ademds numerosos estudios (Govindarajan y col.,
1977, Verma y col., 1984; Rhee y col., 1986; Rhee, 1987) acerca del
importante papel de la mioglobina como catalizador de la oxidacién de los
lipidos en la carne cruda. Con respecto al mecanismo de actuacién, Kanner y
Harel (1985) sugirieron la implicacién directa de las hemoproteinas
(metahemoglobina y metamioglobina) en la oxidacion de los lipidos en el tejido
muscular. Estudiando la fraccién sarcosémica del musculo oscuro de pavo,

estos autores observaron que la oxidacion lipidica era escasa o nula en

presencia de metamioglobina sola o peréxido de hidrégeno (H,0,) solo,
mientras que la interaccién del H,0, con la metamiogiobina generaba

metamioglobina activada, capaz de inicar rdpidamente el proceso. Rhee y
col.(1987), en estudios sobre tejido muscular de ternera, sugieren que actiia

primariamente la metamiglobina activada y secundariamente €l hierro "no

hemo” liberado de la metamioglobina por accién del H,O,.

El H,0, en el miisculo tiene un origen principalmente no enzimatico,
presumiblemente a partir de la oxidacién de oxihemoglobina y oximioglobina
a metahemoglobina y metamioglobina (Wallace y col., 1982; Harel y Kanner,
1985). Puesto que éste es un fenémeno comiin en la carne procesada tras el
corte y especialmente durante el almacenamiento, es razonable pensar que se

produce suficiente H,O, para que la metamioglobina activada inicie la

oxidacién de los lipidos en la carne roja (Rhee, 1988).

En cuanto a la intervencién de enzimas, algunos trabajos recientes (Rhee
y col., 1984a,b; 1985; Rhee y Ziprin, 1987) han demostrado la existencia de
sistemas enzimaticos microsomales en las células que constituyen el misculo
esquelético de diversas especies, entre ellas bovido y cerdo. Asimismo, se han

encontrado sistemas similares asociados a las mitocondrias en el muasculo de la
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trucha (Luo y Hultin, 1986), que presumiblemente también se hallen en el de
bévido y cerdo. Estos enzimas necesitan la intervencidn de cofactores (NADH
y NADPH) y la presencia de ADP y FeZ+ o Fe?* para su méxima actividad. Su
pH oOptimo de actuacion estd en torno a 6,5 (Rhee, 1988), por lo que, en el caso

de los embutidos, el sistema puede hallarse inhibido significativamente.

Con todos estos datos Rhee (1988) sugiere que las enzimas y sistemas
enzimdticos y posiblemente la metamioglobina activada serian los responsables
de la iniciacion de la oxidacion de los lipidos de la carne fresca, mientras que
los catalizadores metdlicos (principalmente el hierro libre) participarian

aparentemente en la propagacion de los radicales libres durante el proceso.

En los productos curados en los que los microorganismos no adquieren
importancia (por ejemplo, el jamén serrano) la oxidacidén corre a cargo
principalmente de los sistemas enzimaticos enddgenos (Berdagué y col., 1992),
mientras que la principal causa de la oxidacion de los lipidos en los embutidos
es el metabolismo bacteriano, y muy especialmente los peréxidos resultantes de
la actividad de lactobacilos y micrococéceas (Demeyer y col., 1974; Burgos,
1981). Estos peroxidos oxidan los dcidos grasos y de esta actividad resulta una
acumulacidon significativa de peréxidos lipidicos y compuestos carbonilos
(Wahlroos y Niinivaara, 1969; Alford y col., 1971). Los perdxidos lipidicos,
producto de fenémenos no enzimdticos, pueden ser posteriormente
metabolizados por las bacterias y transformados en carbonilos y 4cidos grasos
(Smith y Alford, 1969; Cerise y col., 1973).

En las primeras etapas de la fermentacién, los perdxidos sufren un
acusado incremento, mds precoz que el acimulo de acidos grasos libres, para
decrecer después a medida que van apareciendo los carbonilos libres, que
siguen aumentando incluso cuando los peréxidos acumulados inicialmente
desaparecen (Burgos, 1981). Esto no ocurre en los embutidos en los que la tasa

de micrococdceas es muy reducida en relacién con la de lactobacilos. Segin las
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experiencias de Smith y Alford (1969), tanto unas como otros son capaces de
acelerar la descomposiciéon de los peréxidos lipidicos para originar
monocarbonilos, pero s6lo algunos micrococos como el Micrococcus

freudenrichi son capaces de producir estos perdxidos a partir de tocino fresco.

En fase madis avanzadas de la maduracién se siguen acumulando
carbonilos (Cerise y col., 1973; Demeyer y col., 1974) y apenas se detectan
perdxidos. Conjuntamente tiene lugar la autooxidacion de los dcidos grasos
estimulada por la accién prooxidante del cloruro sédico en los lipidos de la
came y el descenso del pH. Los carbonilos de elevado peso molecular de esta
procedencia parecen tener una repercusion notable en el aroma y es muy
probable que, dada la distinta composicion de dcidos grasos de los lipidos de
cerdo y bdvido, sean las diferencias en el tipo o cantidad de carbonilos
producidos a través de estos mecanismos ¢l factor determinante de las distintas
caracteristicas aromadticas que presentan los embutidos elaborados sélo con
cerdo y los que contienen carne de bovido. Langner y col (1970) y Halvarson
(1973) conceden, en cambio, poca importancia a las posibles repercusiones en
el aroma de los carbonilos de bajo peso molecular, como el formaldehido,
acetaldehido y propanaldehido, resultantes de los procesos heterofermentativos
de los carbohidratos (Burgos, 1981).

I.5.- RECIENTES AVANCES EN LA TECNOLOGIA DE
FABRICACION DE LOS EMBUTID R RAD

Como ya se ha sefialado anteriormente, hasta hace bien poco la
tabricacion de embutidos constituia simplemente un método de conservacion de
la camne, pero hoy en dia supone la posibilidad de ofrecer al consumidor una
mayor diversidad de productos carnicos nutritivos y apetecibles. Este cambio
de conceptos ha determinado un interés creciente de la ciencia por los aspectos
fisicos, bioquimicos, microbiolégicos y tecnoldgicos del proceso madurativo

de estos productos, cuyo estudio sisteméatico no se inici6 hasta el segundo tercio
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del siglo XX, y, aunque estos estudios han tenido escasa trascendencia en las
técnicas de elaboracién (que no han variado en lo esencial), si que han
permitido un control tecnolégico de la calidad de estos productos fabricados a
nivel industrial, lo que, si bien no logra reproducir la calidad de los embutidos
genuinos, gastronémicamente mas valiosos, permite evitar numerosos defectos
de fabricactén (Burgos, 1981) y, en todo caso, conseguir una normalizacién
del producto final que, en definitiva, es una meta deseable para cualquier

industria modema.

El desarrollo de las técnicas de fabricacién ha sido hasta fechas recientes
basicamente empirico. A lo largo de la historia se fueron desarrollando en las
distintas zonas geograficas numerosas variedades de productos que diferian en
tamafio, forma, textura, sabor y aroma. Estas diferencias radican
principalmente en la composicién de la carne, especias, sal, etc. y en el proceso

de elaboracion fruto del gusto y la habilidad de cada artesano.

La investigacién en el campo de la tecnologia de los embutidos no ha
seguido el mismo ritmo que en el caso de otros productos fermentados como
los lacteos. La carne constituye un material mucho mds dificil de estudiar que
la leche, ya que, en primer lugar, se caracteriza por su falta de homogeneidad.
En segundo lugar, es complicado trabajar con cultivos puros de
microorganismos, pues resulta poco prdctico experimentar con carnes
asépticas. La carne cruda contiene habitualmente varios millones de
microorganismos por gramo que se encuentran en ella de forma natural y
cuya influencia no se puede eliminar ni ignorar (Niinivaara y col., 1964). Por
altimo, no es posible, como ocurre en la leche, pasterizar la materia prima y
sembrar intencionadamente una flora para hacer un seguimiento de los efectos

que produce durante la maduracién.

La actividad microbiana es indispensable para el desarrollo de las

caracteristicas cualitativas de un embutido. En todos los embutidos, su
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estabilidad y consistencia depende en primer término de la transformacién de
los azucares en 4cido lactico por las bacterias ldcticas presentes en la carne
(Bacus y Brown, 1981), a las que las condiciones del proceso de fabricacién
permiten un predominio sobre otros microorganismos no deseables, mientras
que el sabor y aroma son resultado de un complejo entramado de reacciones
quimicas y enziméticas con una participacién muy activa de distintos
microorganismoes. Hasta la fecha se han aislado y estudiado como posibles
iniciadores diferentes tipos de microorganismos presentes de forma natural en
los embutidos. El esfuerzo investigador se ha centrado siempre en
microorganismos Gram-positivos, pero, algunos autores han sugerido que en
el desarrollo del aroma también juegan un papel importante algunas bacterias
Gram-negativas (Coretti, 1977;'Pet'a'ja, 1977a,b; Petija, 1980).

Segiin se ha indicado ya en otros apartados de esta memoria, los
microorganismos eminentemente productores del sabor y aroma no son
fermentativos, por lo que se necesita de la accion conjunta de las bacterias
lacticas. La acumulacién rdpida de acido lactico inhibe el desarrollo de estos
microorganismos no fermentativos, pero un sabor excesivo y un pH elevado en
el producto final no son deseables, por lo que para optimizar los efectos de
ambos grupos microbianos se ha desarrollado una serie de mecanismos de
control tanto en la formulaciéon como en el procesado. Estas innovaciones se

refieren fundamentalmente a (Burgos, 1981):

- la aplicacién de técnicas de acondicionamiento del aire que permiten un
control riguroso de las condiciones ambientales (temperatura, humedad
relativa y circulacién del aire) durante la fermentaciéon y

desecacidén-maduracion.

- la utilizacion de cultivos iniciadores, ciertos ingredientes quimicos
(colorantes, aromatizantes, saborizantes, conglutinantes y reguladores del

potencial redox) y envolturas sintéticas o semisintéticas que sustituyan a las
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tripas naturales.

En relacién con con estos avances, la investigacién ha seguido dos
tendencias diferentes en Europa y Estados Unidos dependiendo de sus practicas
tipicas de fabricacién (Bacus, 1984; Nychas y Arkoudelos, 1990):

a) Los fabricantes norteamericanos prefieren una fermentacién rapida a
temperaturas elevadas (entre 28 y 38 °C), lo que determina una mayor acidez
en el producto final, con valores de pH de 4,6-5,. En consecuencia, en Estados
Unidos el trabajo se ha centrado en el desarrollo de cultivos iniciadores de
bacterias l4cticas productoras de una acidificacién mds rdpida con el fin de
acortar la fase de fermentacion (a incluso 6-8 horas) en un amplio rango de
temperaturas (21-46 °C), pero manteniendo la calidad higiénica del producto.
Se minimiza asi el papel de otros microorganismos importantes para el
desarrollo del sabor y aroma caracteristicos de estos productos y se centra la
diferenciacion de los mismos en el contenido de especias y sal y en el control

de los parametros de procesado.

b) Tradicionalmente en la fabricacién de los embutidos europeos la pauta
de fermentacién es mas lenta (3-5 dias) y se realiza a menor temperatura (en
general menos de 24 °C), con lo que se alcanzan valores finales de pH de
5,2-5,6. Asi pues, ademas de en el control de las condiciones ambientales, se ha
investigado (Nychas y Arkoudelos, 1990) una amplia gama de
microorganismos (micrococos, estafilocococos no patégenos, levaduras,
mohos, bacterias Gram-negativas, bacterias lacticas) para conocer su potencial
como cultivos iniciadores. En los embutidos europeos la produccion de dcido
lactico es menor. No obstante, los microorganismos patégenos no presentan

problemas dado que las temperaturas utilizadas en la fermentacion son bajas.

Los fabricantes europeos llegaron ademas a la conclusion de que unas

condiciones de manipulacion extremadamente higiénicas producian una pérdida
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del sabor y aroma tradicionales de las carnes curadas, lo que se puede atribuir
a la reduccion de la microflora natural y a la utilizacién de nitritos
exclusivamente (Puolanne, 1982). La solucién de este problema ha sido la

utilizacion parcial de nitratos y de cultivos iniciadores seleccionados.

Como senalan Ordéfiez y col. (1993), en la actualidad, y desde un punto
de vista comercial, el movimiento de productos alimenticios en la CE y, en
general, en el mercado internacional es cada vez mayor. Los paises de destino
de los productos elaborados son muy exigentes en lo relativo al control de
calidad y a la normalizacién de los mismos, lo que redunda en una
competividad cada vez mayor. Segin Ordéfiez y col. (1993), la posibilidad de
conseguir esta mayor competitividad conlleva el control de una serie de
factores, asi como la introduccién de algunas innovaciones, que, en conjunto

podrian resumirse en;

- normalizacién de la composicién quimica. Partiendo de una materia
prima y unos ingredientes de buena calidad y empleando una formulacién y
una tecnologia definidas se puede conseguir una composicién quimica

normalizada en los embutidos.

- normalizacién de la tecnologia. Los factores ambientales (temperatura,
humedad relativa, circulaciéon del aire, etc.) deben ser controlados,
especialmente en las fases criticas, como la fermentacién y las primeras etapas
de la maduracidn, ya que van a determinar fenémenos tan importantes como el
grado de desecacion del embutido y la actividad microbiana en el mismo. Asi
pues, se hace necesario abandonar los procedimientos de fabricacién
tradicionales, dejando de confiar en las condiciones climaticas de ciertas
regiones geograficas y pasando a utilizar cdmaras climatizadas, que permiten

regular perfectamente las condiciones ambientales.

- utilizacion de cultivos iniciadores. El empleo de estos cultivos (de los
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que se ha hablado con mayor profundidad en apartados anteriores de esta
memoria) en la fabricaciéon de embutidos no estd ni mucho menos tan
desarrollado como en la industria lictea, pero es de esperar que se vayan
introduciendo progresivamente y en un futuro no muy lejano se utilicen

regularmente.

- conservacién del producto final en el mercado. Puesto que en el
producto final no se detienen las actividades enzimdticas y otras reacciones, €s
necesario establecer unas condiciones apropiadadas de almacenamiento, para
gue su calidad organoléptica no sufra modificaciones importantes. En este
sentido, las condiciones ambientales deben de propiciar un enlentecimiento de
estas reacciones, lo que se consigue con temperaturas proximas o inferiores a
las de maduracion, pero sin que se produzca una deshidratacion excesiva (caso
de utilizar temperaturas de refrigeracién y sistemas de ventilacién forzada).
Hoy en dia, es facil evitar dicha deshidratacion excesiva mediante el envasado a
vacio o en atmésferas modificadas utilizando peliculas de muy baja difusion a

los gases.

- maduracidon acelerada de embutidos. El acortamiento del periodo
madurativo de los embutidos conlleva un ahorro de instalaciones y la
disminucién del capital inmovilizado en las fibricas, y por lo tanto, un
producto mas competitivo. Para conseguir este objetivo se pueden afadir a los
embutidos enzimas (proteasas y lipasas) que potencien las actividades
degradativas que ocurren ¢n un embutido en maduracion y, por lo tanto, la
generacion de sutancias aromdticas y sdpidas. Otra posibilidad seria la adicion
de pastas semiliquidas a base de embutidos y la enzima elegida para ser afiadida
como ingrediente. Con ello se conseguiria poner a disposicidon de los
microorganismos una mayor cantidad de sustancias de bajo peso molecular,

para su posterior transformacién en compuestos arométicos y sapidos.

- elaboracién de productos més "saludables”, con menor contenido de
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grasa y sal. No obstante, la importancia tecnoldgica de estos ingredientes
(sobre todo el cloruro sddico) crea una serie de limitaciones que reducen

bastante las posibilidades de fabricacion de estos embutidos.

[.5.- JUSTIFICACION DEL TRABAJO

Todos los avances técnicos anteriormente citados han estado encaminados
a hacer mds predecibles los fendmenos que ocurren durante la maduracion de
los embutidos, con ¢l objeto de conseguir la automatizacién y racionalizacién
de su fabricacion industrial, asi como la normalizacién del producto final.
Pero, puesto que este proceso es gradual y lento, podria ser interesante intentar
acelerarlo. La duraciéon de la maduracién es variable segun el tipo de
embutido, pero, en general, es de uno a tres meses, pudiendo ser, en algunos
casos, superior a los seis meses. Obviamente, la reduccién de este tiempo es un
objetivo deseable, pues supondria una mejor utilizacion de los locales y
equipos, lo que conllevaria una disminucion de los costes de fabricacién y, en

definitiva, una mayor competitividad de estos productos en el mercado.

La bibliografia mas abundante que se posee en relacion con el uso de
enzimas hidroliticas para acelerar un proceso madurativo se refiere a la
elaboracion de quesos. Las estrategias que se han utilizado para intentar
acelerar los procesos madurativos de estos productos licteos han sido:
maduracién a temperaturas elevadas, adicion de enzimas, utilizacién de papillas
semiliquidas y adicién de cultivos modificados. A continuacién se expone

brevemente cada una de ellas.

I.5.1.- Maduracion con temperaturas elevadas

Este método consiste en la utilizacion de temperaturas mds altas que las
empleadas normalmente para la maduracion del producto; tiene la ventaja de

su simplicidad técnica y la inexistencia de trabas legales que obstaculicen su
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aplicacién. Sin embargo, su accién no es especifica sobre los microorganismos
iniciadores, pudiendo favorecer también el crecimiento de especies
microbianas no deseables. Este efecto indiscriminado puede ser negativo tanto

desde el punto de vista tecnologico como sanitario.

En la fabricacion de quesos se han obtenido buenos resultados con este
procedimiento. Law y col. (1979) maduraron queso Cheddar a 13 °C durante
24 semanas y comprobaron que este tratamiento proporcionaba un grado de
maduracién similar al de un queso control mantenido a 6 °C durante 48
semanas. Estos resultados coinciden con los obtenidos por O'Keefe y col.
(1979; 1980) y Aston y col. (1983a; 1985).

En el queso es relativamente facil controlar el crecimiento de los
microorganismos no deseables mediante la pasterizacién de la leche y la
aplicacién posterior de medidas higiénicas estrictas. Sin embargo, en el caso de
los embutidos no se puede, por una parte, someter la masa original a un
tratamiento pasterizante y, por otra, no hay que olvidar que la carne cruda
contiene siempre un nimero muy elevado de microorganismos. Este proceder
quiza sea util en el caso de los jamones curados, menos dependientes de las
actividades microbianas que los embutidos y mas dependientes de reacciones
enzimaticas y quimicas. De hecho, se ha intentado aplicar estas técnicas a la
elaboracién de jamén curado, con resultados contradictorios. Skelley y col.
(1964) sefialaron que se podian obtener jamones muy aceptables
manteniéndolos a 18 °C durante 2 semanas y a continuacién a 35 °C durante 12
semanas, con resultados similares a los de un proceso de curado a 20 ° C
durante 12 meses. Por el contario, Lin y col. (1990a,b) no han tenido éxito con

el empleo de temperaturas de maduracion elevadas en la curacion de jamon.

1.5.2.- Utilizacion de cultivos modificados

La modificacién de los cultivos iniciadores tiene dos vertientes. En una,
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By

las bacterias no se modifican realmente, sino las condiciones de su preparacion,
con lo que producen mds metabolitos que contribuyen a la aparicién de los
efectos deseados. En el queso, lo habitual es tratar un volumen determinado de
leche con una enzima proteolitica, que posteriormente se afnade a la materia
prima; con ello se liberan péptidos y aminoacidos que estimulan el crecimiento

de las bacterias del cutivo iniciador (Vassal y col., 1982).

La segunda posibilidad se refiere a la modificacion propiamente dicha de
los microorganismos por medios fisicos, quimicos o genéticos para alterar su
actividad metabdlica, potenciando algunos enzimas y/o inhibiendo otros. Por
ejemplo, las vias metabdlicas que producen las sustancias aromaticas y sapidas
de los embutidos pueden rendir productos finales no deseados, como diéxido
de carbono. Una minima cantidad de este gas puede ser beneficiosa para la
calidad final, pero una produccién excesiva puede causar problemas de textura,
como la aparicion de burbujas o incluso la expansidn de la masa. El desarrollo
de nuevos cultivos mediante técnicas de ingenieria genética ofrece la
posibilidad de eliminar estos efectos no deseados a la vez que se retienen los
deseados. Asi, en la fabricacién de queso una de las modificaciones genéticas
consiste basicamente en la utilizactén de variantes deficientes en la produccion
de acido lactico (lac = ) (Law, 1984); la inclusién de gran nimero de bacterias
lac ~ (de 2 a 10 veces mas que la tasa normal) en los cultivos iniciadores hace
que existan bacterias no productoras de 4cido lactico que aportan enzimas
degradativos a una concentracidon muy elevada, con lo que se aceleran los
fenomenos hidroliticos y, en consecuencia, ¢l proceso madurativo (Grieve y
Dulley, 1983; Aston y col., 1983b). También se han utilizado mutantes de
lactobacilos, obtenidos por tratamientos con rayos X, que poseian una mayor
actividad proteolitica que las cepas originales. En cualquier caso, las ventajas

obtenidas no han sido muy notables (Law, 1984).

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

investigacién al respecto. En el campo de la ingenieria genética solo cabe
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destacar el trabajo de Gotz y col. (1983) con Staphylococcus carnosus . especie
no patégena, coagulasa-negativa del género Staphylococcus, que se utiliza
habitualmente como iniciador en la produccidon de embutidos. Estos autores
han investigado la posibilidad de emplear tecnologias de ADN recombinante
para el estudio de la organizacién genética de ciertos estafilococos, pero no -al
menos por el momento- con fines de aplicacién en la maduracién de

embutidos.

1.5.3.- Adicion de pastas semiliguidas

Este método es el que ha presentado hasta el momento las mayores
ventajas para acelerar el desarrollo del sabor y aroma en el queso. Fue
introducido por Kristoffersen y col. (1967) y consiste, en esencia, en la
preparacién aséptica de unas cuajadas con NaCl que se mantienen a 30 °C
durante 7 dias en recipientes cerrados y posteriormente se afiaden a [a leche
destinada a la fabricacion del queso o a la misma cuajada. Von Bockleman y
Lodin (1974) han atribuido la aceleracion del proceso madurativo a que la
pasta semiliquida contiene elevadas tasas de lactobacilos. El mayor
inconveniente que tiene este método es la dificultad de controlar la flora
microbiana de la pasta, pues la temperatura de 30 °C favorece el crecimiento
de ciertos microorganismos no deseables. En embutidos, no existe, que la

autora sepa, referencia alguna al respecto.

L.5.4.- Adicion _de enzimas

De todos los métodos posibles de aceleracion de la maduracion, éste ha
sido el mas investigado. La finalidad de este método es acortar el proceso
madurativo sin que se produzcan pérdidas de sabor y aroma (Gatfield, 1988).
[as primeras experiencias con adiciéon de enzimas a la cuajada fueron
realizadas por Iwasaki y Kosikowski (1973), quienes utilizaron 41 enzimas

entre los que se encontraban proteasas dcidas y neutras, descarboxilasas, lipasas
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y lactasas. Estos autores obtuvieron resultados bastante satisfactorios en el
queso Cheddar siempre que no se superasen determinadas proporciones de
enzima. Desde entonces han sido numerosos los trabajos realizados en
diferentes tipos de quesos, siempre con las enzimas (lactasas, proteasas y
lipasas) que actian sobre los componentes mayoritarios de la leche.
Considerando estos antecedentes, las enzimas més interesantes en la aceleracién

de la maduracidn de los embutidos serian las proteasas y lipasas.

[La adicién de enzimas es un método relativamente barato, presenta
accion especifica sobre los precursores de los componentes aromaticos y
sapidos de interés y ofrece la posibilidad de elegir una determinada enzima
para producir un efecto definido. Pero todavia se presentan algunos
inconvenientes asociados a su empleo rutinario, tales como las escasas fuentes
de enzimas ttiles para este fin, el riesgo de producir una sobremaduracion del

producto y las limitaciones legales existentes en algunos paises.

El principal problema tecnolégico que plantea la utilizacion de enzimas
en la fabricacién de queso es su solubilidad, ya que una gran parte se pierde
con el suero. Esta pérdida no puede ocurrir en los embutidos, pues la totalidad
de los ingredientes afiadidos en la formulacién, incluidas las enzimas, se

embuten conjuntamente.

1.5.4.1.- Proteasas

Para acelerar los fenémenos proteoliticos en el queso se han utilizado
distintas proteasas, en su mayoria microbianas, de varios origenes:
estreptococos lacticos y no ldcticos, Bacillus sp., mohos (gé€n. Aspergillus y
Penicillium ), etc. La mayoria de los ensayos se han realizado en queso

Cheddar y quesos egipcios.

En lineas generales la aceleracion de la proteolisis en el queso suele
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determinar la aparicién de defectos en el sabor y/o en la textura. En relacién
con aquél, se presentan a menudo sabores extrafios, sobre todo amargos,
derivados de la rdpida e intensa acumulacion de péptidos hidréfobos de tamario
mediano por hidrolisis de las caseinas. En cuanto a la textura, el defecto tipico
que aparece es la fragilidad y debilidad de la masa debida a la excesiva

hidrélisis de las caseinas, soporte estructural del queso (Law y Wigmore,
1982 a.b; 1983).

La pronasa E es una mezcla de proteinasas, amino- y carboxipeptidasas
(Belitz y Grosch, 1987) producida por Streptomyces griseus. La adicion de
esta enzima al queso produce un fuerte sabor y un relativamente escaso sabor
amargo en comparacion con otras proteasas (Law y Wigmore, 1982b). Eilberg
y Liepe (1977) seialaron que la utilizacién del microorganismo como cultivo
iniciador en la elaboracion de embutidos mejora el color y el sabor de los
mismos, si bien no es habitual su empleo a nivel industrial. Diaz y col. (1993)
concluyen a través de sus experiencias con dicho enzima que puede ser ttil en
la aceleracion de los fendmenos proteoliticos de los embutidos siempre que no
se superen ciertas concentraciones que determinan un ablandamiento excesivo

en el producto final.

De todos modos, Law (1991) observa que la clave para acelerar la
maduracion de los quesos es el control equilibrado de la proteolisis y ésto es
también aplicable a los embutidos. En este control pueden tener importancia
las condiciones fisicas que se establecen durante el proceso madurativo. Por
ejemplo la proteasa neutra de Bacillus subtilis tiene la ventaja de que su
actividad se desvia bastante del punto optimo en las condiciones imperantes en
el queso maduro (es muy poco activa por debajo de 8°C) (Law y Wigmore,

1982 b) con lo que se evita el riesgo de la sobremaduracion.
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1.5.4.2.- Lipasas )

Teniendo en cuenta la importancia de los fenémenos lipoliticos en el
desarrollo del sabor y aroma de los embutidos, es 16gico pretender potenciar

estas reacciones afiadiendo las enzimas responsables de los mismos.

L.a utilizaciéon de lipasas en el proceso de fabricacién de algunos
alimentos no es una técnica completamente nueva. En [talia, tradicionalmente,
se afaden estas enzimas a la leche junto con el cuajo para la elaboracién de
quesos de sabor fuerte tipo Grana, Provolone y Parmesano (Botazzi, 1965).
Pero, aunque estos quesos se fabrican tradicionalmente asi, su sabor puede ser
acentuado aun mas afadiendo lipasas comerciales al cuajo (Bottazzi, 1965;
Moskowitz, 1980), si bien la solubilidad de las lipasas implicaria una gran

pérdida de las mismas en el momento del desuerado.

Las fuentes de estas enzimas son variadas. Se pueden encontrar lipasas en
diversos tejidos y fluidos animales (péncreas y jugo pancredtico, sangre,
plasma, saliva , leche, etc.), en ciertas semillas oleaginosas (soja, girasol, etc.)
y en distintos microorganismos (hongos y bacterias). Las lipasas vegetales no
han tenido préacticamente hasta el momento aplicacién comercial, pero las
microbianas y las de origen animal han sido utilizadas con buenos resultados en

la fabricacién de distintos productos.

La aceleracién de la lipolisis mediante la adicién de lipasas de distinto
origen ha sido ensayada, ademds de en quesos italianos, en el queso azul (Jolly
y Kosikowski, 1975), quesos egipcios (El- Salim, 1978; El Neshewy vy col.,
1983; 1984), biilgaros (Rachev y Panova, 1980) y Cheddar americano (Sood y
Kosikowski, 1979a). También se han utilizado lipasas para modificar la
composicion de distintas grasas y aceites como, por ejemplo, la fosfolipasa
pancredtica porcina A en la preparacion de aceite de pescado enriquecido en

ciertos dcidos grasos (Tocher y col., 1986) o en la interesterificacion de
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grasas de otro origen para producir sucedineos de manteca de cacao (Coleman
y Mac Rae, 1980).

Un punto esencial que hay que tener presente en relacion con el objetivo
pretendido es la especificidad de las lipasas. Asi por ejemplo, la grasa lactea
sometida a lipolisis con enzimas microbianos da lugar a la acumulacion de
distintos tipos y cantidades de acidos grasos libres (Shahani y col., 1976).
Segin estos autores, la lipasa de Achromobacter lipolyticum libera muy
selectivamente acido linoleico, la de Geotrichum candidum libera también de
forma muy selectiva dcido linoleico o dcido oleico en mayor medida que la de
Achromobacter lipolyticum, mientras que la de Aspergillus niger hidroliza
con preferencia el dcido estearico. Como el perfil de dcidos grasos varia
significativamente segun la lipasa utilizada y puesto que el tipo y cantidad de
acidos grasos determina en gran medida el sabor y aroma de un producto, sera

muy importante elegir adecuadamente el enzima a utilizar (Kilara, 1985).

Partiendo de los conocimientos que se poseen sobre el uso de enzimas
para acelerar el proceso madurativo del queso y teniendo en cuenta la
importancia de los procesos enzimiticos (microbianos y no microbianos) en el
desarrollo de las propiedades sensoriales de los embutidos crudos curados,
parece légico intentar acelerar su maduracidn incrementando artificialmente la
concentracion de algunos de los enzimas que juegan un papel fundamental en

dichos procesos.

Tomando esta hipétesis como base se solicité en la convocatoria de 1988
una subvencién a la Comisidon Interministerial de Ciencia y Tecnologia
(CICYT), concedida con fecha 15 de noviembre de 1988. El objetivo final era
investigar la posibilidad de acelerar o potenciar el sabor y aroma de los
embutidos mediante la adicién de enzimas. El proyecto se dividié en dos
subproyectos; en uno se pretendia estudiar la utilidad de las proteasas en dicho

sentido, vy, en el otro, la de las lipasas. Los resultados obtenidos se recogen en
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dos tesis doctorales: los referentes a la adicién de proteasas en la tesis de la que

es autora la Lda. Olga Diaz Rubio, y los de las lipasas, en la presente memoria.

Cuando se ided el proyecto de investigacién antes citado, no existia en la
bibliografia trabajo alguno que se refiriera a la utilizacidén de enzimas
hidroliticos para acelerar el proceso madurativo de los embutidos o para la
potenciacién de su sabor y aroma. Sin embargo, durante el desarrollo del
trabajo experimental del proyecto, se presenté una comunicaciéon al 38th
ICOMST, en la que se estudiaba el efecto de la adicién de una proteasa de
Lactobacillus paracasei subs. paracasei y una lipasa de Lactobacillus plantarum
MFE32 en la maduracion de embutidos (Naes y col., 1992). En relacién con la
proteasa, estos autores observaron que la adicién de esta enzima a los
embutidos determinaba un rdpido descenso del pH y una acusada degradacién
proteica, que alcanzaba en 2 6 3 dias los mismos niveles que unos embutidos
control al cabo de 42 dias de climatizacién. Por eso Naes y col (1992) sugieren
su posible aplicacion para la aceleracion del proceso madurativo de los

embutidos.

Cuando Naes y col. (1992) afiadieron a los embutidos la lipasa de
Lactobacillus plantarum MF32, observaron que se producia un notable
acimulo de acidos grasos insaturados (como cabria esperar en funcién de su
especificidad por las posiciones externas de los triglicéridos), que quedarian
disponibles para sufrir posteriores transformaciones en carbonilos, alcoholes,
etc. Estos son los tnicos datos que existen, que la autora sepa, sobre el empleo
de enzimas para acelerar o potenciar el desarrollo del sabor y aroma de los

embutidos crudos curados.

Se eligi6 la lipasa pancredtica debido a que esta enzima es la mejor
conocida y, dado que su actividad 6ptima se desarrolla a pH 7-8, se pensé que
con los valores de pH que se registran normalmente en los embutidos tras la

fermentacién, su actividad quedaria reducida de una forma importante y, en
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consecuencia, no actuaria de forma notable mas que en 14 masa en los primeros

momentos de la fase fermentativa.

La lipasa pancredtica se produce en las células acinares del pédncreas,
siendo a continuacién liberada en el duodeno, donde facilita la digestiéon y
absorcion de los lipidos. Tiene un peso molecular de 42.000 y presenta, como
la mayor parte de las lipasas animales y microbianas, su pH Optimo de
actuacion en la zona alcalina (8-9), aunque, dependiendo del sustrato y la
presencia de sales y agentes emulsionantes, puede virar hacia pH dcidos (Wills,
1965). Su temperatura 6ptima es 30-40 °C. La presencia de concentraciones de
cloruro sédico superiores a 7mM aumentan la actividad de la lipasa pancreatica
porcina (Kilara, 1985) al igual que la presencia de calcio, que incrementa el
grado de hidrolisis de los triglicéridos, particularmente hacia el final del

ProcCeso,

El sustrato sobre el que actia con preferencia son los ésteres del glicerol
en emulsion e hidroliza mds intensamente los triglicéridos, a continuacion los
diglicéridos y més débilmente los monoglicéridos. Al igual que muchas lipasas
microbianas, presenta especificidad por las posiciones de esterificacién
primarias del glicerol, es decir, libera mds rdpidamente los dcidos grasos
esterificados en las posiciones snl y sn3 que los que se encuentran en la sn2
(Kilara, 1985). Sin embargo, la lipasa pancredtica porcina no tiene
especificidad absoluta por los ésteres del glicerol, sino que también puede
hidrolizar ésteres metilicos vy, asi, la velocidad de hidrdlisis de la tributirina es

sOlo tres veces mayor que la del metilbutirato.

Se cree que la longitud de cadena de los dcidos grasos influye de alguna
manera en la actividad hidrolitica de la lipasa pancredtica, que tiene mayor
actividad frente a triglicéridos esterificados con 4cidos grasos de cadena corta
que de cadena larga, presentando la maxima intensidad con tripropionina y

tributirina y un menor efecto sobre los acidos grasos de mds de 10 dtomos de
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carbono. En cualquier caso, sélo existen diferencias moderadas en cuanto a la
intensidad de hidrélisis de distintos ésteres de acidos grasos de cadena larga

tanto saturados como insaturados (Kilara, 1983).

Puesto que, por definicién, las lipasas actian en las interfases
lipido-agua, cualquier condicién que incremente la superficie de contacto
sustrato-agua, incrementard la actividad de la enzima. Asi, su accién €s mucho
mdas rdpida en productos emulsionados, como la leche homogeneizada

(Whitaker, 1972) o en los productos carnicos picados.
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MATERIAL Y METODOS

IL1.- MATERIAL GENERAL i

I1.1.1.- MATERIAL BIOLOGICO

En la realizacion de este trabajo se han utilizado salchichones a los que se
anadieron distintas concentraciones de lipasa pancredtica. Su elaboracién se
realiz6 en una planta piloto cedida por una industria local (Industrias Cabo
S.A.), tras lo cual fueron transportados al laboratorio para su maduracién

controlada.

II.1.2.- MATERIAL GENERAL DE LABORATORIO

L.a maduracién de los embutidos se realizé en una cdmara climdtica
"Kowell" mod. CC3AFY provista de regulador programable de temperatura y
humedad y un registrador "Sekonic” mod. SD-H50. (1)

Las muestras y sus extractos se conservaron en arcones de congelacion
"Kelvinator” mod. ACK-55 y "Liebherr”, asi como en frigorificos "Philco” y
"Fagor" y cdmaras frigorificas y de congelacion "Frikey" construidas para tal

fin por un proveedor local.

Todas las disoluciones acuosas empleadas se prepararon en agua destilada

que se obtuvo en un aparato "Pobel” mod. 706.

Las pesadas ordinarias se realizaron en balanzas monoplato "AND"
mod. EK-1200 A y las pesadas de precision en balanzas analiticas "Sartorius”
mod. 2443.

(ty La cita de marcas de aparatos, reactivos, etc. no significa que la

autora las recomiende con preferencia a otras marcas del mercado.
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Los pHmetros utilizados fueron "Radiometer” mod. 28 y "Crison" mod.
2001.

La actividad de agua se determiné en un aparato "Decagon” mod. CX1,

basado en la medida del punto de rocio.

La homogeneizacion de las muestras se llevé a cabo con ayuda de
homogeneizadores "Polytron” mod. PTA/20TS y "Calworth” mod. Stomacher
400.

Para la desecacion de las muestras y en la activacion de los soportes

cromatograficos se utilizaron estufas "Heraeus” mod. T 6200 y KTFU-K.

Las esterilizaciones se realizaron en autoclaves "Selecta” mod. Autester
Gy43-G.

Para las incubaciones microbiolégicas se utilizaron estufas “"Heracus"
mod. B 6200 termostatadas a 32°C.

Las centrifugaciones se llevaron a cabo en centrifugas "Sorvall" RC-5B

equipadas con rotores GSA y HS-4 y "Martin Christ” mod. UJ3.

Las determinaciones colorimétricas y espectrofotométricas se realizaron
en un espectrofotéometro UV-VIS "Hitachi” mod. U-2000 de doble haz.

[L.a concentracién de volimenes de disolventes orgdnicos relativamente
grandes se efectud en un rotavapor "Biichi” mod. EL, acoplado a un bario
maria y conectado a una trompa de agua para conseguir una presion de vacio

adecuada. Otros sistemas de vacio utilizados fueron bombas eléctricas "Eyela”
mod. A3-S.
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Los volumenes pequerios de disolventes organicos (menos de 25 ml) se

eliminaron total o parcialmente mediante corriente de nitrégeno.

Las liofilizaciones se realizaron en un aparato Teruzzi-Mevilsa mod.

TP-3 con superficie dtil de carga de 0,3 m?- dotado de equipo de registro,

dispositivo de termovacio y programador.

La cromatografia en capa fina (TLC) se llevé a cabo en cromatoplacas
"Merck”, utilizando para su desarrollo cubetas "Desaga”. La lectura de las

placas una vez desarrolladas y reveladas se realiz6 en un densitémetro
"Shimadzu" mod. CS-9000.

Para la cromatografia en fase gaseosa (GC) se emple6 un cromatografo
"Perkin-Elmer” mod. 8420 provisto de inyector split/splitless de vaporizacion
con temperatura programable (PTV), programador de temperatura del horno,
detector de 1onizacién de llama (FID) y conectado a una impresora
"Perkin-Elmer" mod. GP-100.

La cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) se realizé en un
aparato "Waters" mod. 600 provisto de un inyector "Waters” mod. U6K y de
un detector fotodiodo "Waters" mod. 990, conectado a un ordenador "NEC"

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

[.as columnas cromatogrificas utilizadas fueron suministradas por
"J & W Scientific”, "Phase Sep” y "Waters".

Las microjeringas empleadas fueron de 1 , 5 y 10 pl de las firmas
"SGE" y "Hamilton".

La filtracion de las muestras se efectud a través de diversos modelos de

filtros "Whatman".
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Se utilizaron pipetas y micropipetas automaticas de las marcas "Brand"
mod. D-6980 y "HTL" mod. V-20, V-200 y V-1000 para dispensar voliimenes
de 5 ml, 0-20 ul, 20-200 ul y 1 ml, respectivamente.

El material general de vidrio fue suministrado por "Pobel”, "Afora” y

"Alamo”.

También se han utilizado en el desarrollo de este trabajo otros equipos
de uso general como: refrigerantes, banos de calentamiento, contadores de
colonias, agitadores, mecheros Biinsen, frascos lavadores de gases, desecadores

de vidrio, etc.
I1.2.- D T I
[1.2.1.- REACTIVOS

Todos los productos quimicos utilizados en las experiencias que se
describen eran de calidad reactivo y fueron suministrados por "Merck",

"Panreac” y "Probus”.

La enzima utilizada para este trabajo fue lipasa pancreatica
(Triacylglicerol lipase E.C. 3.1.1.3) cruda tipo II (esteapsina) extraida de
pancreas porcino, con una riqueza del 25%, de "Sigma". Segin las indicaciones
de la casa suministradora, este extracto enzimdtico, contenia ademdas una cierta
actividad proteolitica y amilolitica. Dada su posible repercusion en las
caracteristicas sensoriales de los embutidos, la actividad proteolitica del

extracto se determind utilizando azocaseina como sustrato.

Los productos utilizados en las experiencias microbiolégicas fueron

suministrados por "Oxoid"” ("Unipath").
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[1.2.2.- DISOLVENTES Y PURIFICACION"DE LOS MISMOS

Los disolventes utilizados en las extracciones y cromatografias fueron:
cloroformo, metanol, etanol, éter etilico, éter de petrdleo 50°-70°C y hexano,

suministrados por "Merck” y "Panreac” y acetona , de "Scharlau”.

Todos los disolventes (incluso los de alta pureza analitica) contienen
siempre impurezas, adn a nivel de trazas. La utilizacién de grandes cantidades
de disolventes para la obtencidn, en algunos casos, de pequeiias cantidades de
lipidos puede ocasionar serias contaminaciones en las muestras. Por ello, los
disolventes de los que que se utilizaron grandes volimenes fueron redestilados

en el laboratorio.

El cloroformo se purificé por destilacion fracccionada, utilizando una
columna de rectificacion de Vigreux y eliminando, como es normal, las

fracciones de cabeza y cola.

El éter etilico se deshidraté por adicion de alambre de sodio preparado
por extrusidon en una prensa. Antes de su utilizacién se procedidé a su

destilacién con polvo de hierro reducido para liberarlo de peréxidos.

La acetona se destil6 siguiendo el método descrito por Faure (1954): se
afiadieron unos gramos de KMnO, hasta que la acetona adquiridé un color

violeta persistente; posteriormente se hirvié a reflujo hasta que el color torné a

marrén oscuro y se dejo reposar la mezcla 10-12 horas. El agua contaminante

s¢ eliminé mediante la adicion de K,CO; anhidro y seguidamente se filtré a

través de una placa de vidrio de porosidad 2. Finalmente se realizé su

destilacion fraccionada.

El hexano se destilé por ebullicién a reflujo durante 3 horas en un baifio
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de arena anadiendo lg de NaBH, por cada litro de disolvente. A continuacion

se filtré a través de papel "Whatman" n? 4.

Los disolventes que no se sometieron a destilacidon (etanol, metanol y

éter de petrdleo) eran de calidad analitica y fueron suministrados por "Merck".

[1.2.3.- SOPORTES CROMATOGRAFICOS

I1.2.3.1.- Cromatografia en capa fing (TLC)

Se realizé en cromatoplacas "Merck” de gel de silice G 60 de 20 x 20

cm y 10 x 20 cm, con un espesor de capa de 0,25 mm.

11.2.3.2.- Cromatografia en fase gaseosa (GC)

Para la identificacion y cuantificacion de los dcidos grasos de cadena
corta se utilizé una columna suministrada por "Phase Sep” en silice fundida de
30 m de longitud y 0,53 mm de diametro interno, empaquetada con DB-FFAP

{polietilenglicol acidificado) como fase estacionaria con un espesor de 1,0 um.

Para la identificaciéon y cuantificacién de los ésteres metilicos de los
acidos grasos libres se empled una columna "J & W Scientific” de 30 m de
longitud y 0,25 mm de didmetro interno en silice fundida. La fase estacionaria
era DB-225 (50% de metilcianopropilo y 50% de metilfenilsilicona) con un

espesor de capa de 0,15 um.

I1.2.3.3.- Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

Para la identificacion y cuantificacion de las 2.4 dinitrofenilhidrazonas

deivadas de los aldehidos se utilizé una columna "Waters” "Nova Pak"” C18
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(ODS ligado a silice amorfa, 4 um) de 15 cm de longitud y 3,9 mm de

didmetro Interno.
I11.2.4.- PATRONES

Los patrones empleados para la identificacion de los dcidos grasos de

cadena corta fueron suministrados por "Fluka" y "BDH".

LLos patrones de los ésteres metilicos de los distintos dcidos grasos , asi
como los utilizados en la cromatografia en capa fina (4cidos grasos libres,

mono, di y triglicéridos y colesterol) fueron de "Sigma".

Los patrones utilizados para la identificacion de los aldehidos fueron de

"Aldrich"”, "Sigma", "Fluka", "Scharlau” y "Jansen".
I1.2.5.- GASES

Para la eliminacién de pequefias cantidades de disolventes organicos se

utilizé nitrogeno de calidad industrial suministrado por la Sociedad Espafiola
del Oxigeno (S.E.O.).

Los gases utilizados para la cromatografia en fase gaseosa fueron:
nitrogeno calidad N-48, hidrégeno calidad N-50, helio calidad N-50 y aire
sintético puro, todos ellos de alto grado de pureza e igualmente procedentes de
la S.E.O.

I1.3.- METODOLOGIA
I1.3.1.- PROCEDENCIA DE LAS MUESTRAS

Los embutidos experimentales fueron fabricados en una planta piloto
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cedida por "Industrias Cabo, S.A." de Madrid, siguiendo la técnica utilizada a
nivel industrial. La maduracion o secado se efectud en una cdmara climadtica
(cuya descripcion figura en el apartado I1.1.2) programada con condiciones

similares a las utilizadas en dicha fabrica para este mismo tipo de productos.

I1.3.1.1.- Composicién de los embutidos

La mezcla inicial de ingredientes contenia (% p/p):

-Carmme magradecerdo . ................. 55%

- Carne magrade vaca .................. 12%

-Tocino ... L 25%

- Cloruro sédico (NaCly ... ....... ... . ... 2.5%

- Nitrato sodico (NaNOz). ................ 0,0095%

- Nitrito sédico (NaNO,) . ................ 0,0065%

- Ascorbato s6édico .. ... .. o L. 0,046%

- Glutamato sédico . .................... 0,25%

~Llactosa . . ... 1%

-Glucosa. ... .. e 0,8%

-Dextring ... ... 1,4%

- Pimientanegra . ...................... 0,14%

SAgua . L. 1,5%
I1.3.1.2.- Fabricacion de los embutidos

La carne fue triturada en una picadora "Cutter" hasta conseguir un
grosor de grano medio (5 mm) y, una vez anadidos los aditivos se mezclé
todo en una amasadora. La masa resultante se mantuvo a 8°C durante 48 horas.
Transcurrido este tiempo se ailadié la lipasa pancredtica, diluida en 200 ml de

agua destilada a los lotes correspondientes y se volvié a mezclar,
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Inmediatamente después se procedié al embutido ‘en tripas artificiales de
coldgeno de 4 cm de didmetro, obteniéndose salchichones de 15-20 cm de

longitud.

Siguiendo esta pauta de trabajo, se elaboraron 9 lotes de embutidos, cada
uno de ellos de unos 14 Kg. Cada lote se dividié en dos mitades: una que se
utilizé como control y otra a la que se afiadid lipasa pancredtica. Las cantidades
de enzima utilizadas fueron: 3, 10, 30, 40, 60, 90, 180, 250 y 500 unidades. La
unidad de actividad lipasica se definid como "la cantidad de enzima que
hidroliza 1 miliequivalente de dcido graso a partir de aceite de oliva en 1 hora
a37°CypH 77"

Finalizada la operaciéon de embutido, los distintos lotes fueron
trasladados al laboratorio para su maduracién. Esta se realizé en la cdmara
climatica descrita en ¢l apartado I1.1.2, en condiciones de humedad relativa y
temperatura perfectamente controladas. Asi, los salchichones se mantuvieron
en una primera fase a 22°C y 90% de humedad durante 12 horas. En las 60
horas siguientes se redujo paulatinamente la humedad a un 80% y la
temperatura a 18°C y una vez concluida la fase de fermentacion, se fijaron
valores de 75% de humedad y 12°C de temperatura, condiciones que se
mantuvieron hasta el final de la maduracion, que duré entre 14 y 28 dias segun
los lotes, En la figura II.1 se puede observar més detalladamente el programa
de maduracidén utilizado. Los periodos madurativos de los distintos lotes

fueron:

- lote 3 (control y 3 unidades de lipasa pancredtica): 28 dias.

- lote 10 (control y 10 unidades de lipasa pancredtica): 14 dias.
- lote 30 (control y 30 unidades de lipasa pancredtica): 14 dias.
- lote 40 (control y 40 unidades de lipasa pancredtica): 14 dias.
- lote 60 (control y 60 unidades de lipasa pancreatica): 14 dias.

- lote 90 (control y 90 unidades de lipasa pancredtica): 28 dias.
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- lote 180 (control y 180 unidades de lipasa pancredtica): 28 dias.
- lote 250 (control y 250 unidades de lipasa pancredtica): 28 dias.
- lote 500 (control y 500 unidades de lipasa pancreatica): 28 dias.

Este fue el orden cronolégico de fabricacién de los distintos lotes. El
tiempo de maduracién, la concentracién de enzima afiadida o ambas cosas se
tueron variando de acuerdo con los resultados obtenidos en los embutidos

previamente analizados.

I1.3.1.3.- Toma de muestras

Ademds del dia 0 de maduracion, correspondiente a la masa sin

embutir, la toma de muestras en cada lote se realizd los siguientes dias:

-lotes 1, 6y 7: dias 2,6, 12, 19 y 28.
- lotes 2 y 3: dias 2, 6, 8 y 14.

- lotes 4 y 5: dias 2, 6, 10 y 14,

- lotes 8 y 9: dias 2, 6, 14y 28.

En todos los casos se tomaron como muestra dos salchichones, de los que
se procedié a separar la tripa y pesar las cantidades necesarias para las
distintas pruebas bioquimicas, que fueron conservadas en arcones de
congelacién a -18 °C hasta el momento de Ia realizacion de los andlisis. Para
las determinaciones microbioldgicas, las muestras, de 10 g de salchichon, se

recogieron en condiciones de esterilidad.
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I1.3.2.- METODOS MICROBIOLOGICOS

11.3.2.1.- Preparacion de las muestras

Se homogeneizaron en un "Stomacher” 10 g de salchichén en 90 ml de

agua de peptona estéril en una bolsa estéril durante 5 min. De este
homogeneizado (dilucién 10-1) se tomé | ml, que se transfirié a un tubo con 9

ml de agua de peptona para obtener la dilucién 10-2. Las diluciones sucesivas se

prepararon siguiendo la misma pauta.

I1.3.2.2.- Medios_de cultivo utilizados

- agar para recuento en placa (PCA) al que se afiadio un 1% de NaCl de
acuerdo con las recomendaciones de Dainty y col. (1975), para el recuento de

viables totales en productos carnicos.

- d4gar manitol-sal (MSA) para el recuento de microcociceas.

- agar MRS (de Man, Rogosa y Sharpe) ajustado a pH 5.6 para el

recuento de la flora lactica (Man y col., 1960).

Para la obtenciéon de las diluciones a partir de las muestras se utilizé

agua de peptona al 1% con un 8,5 %o de NaCL

Todos los medios se prepararon siguiendo las instrucciones de la casa
suministradora (Oxoid). Se ajustaron al pH correspondiente y se esterilizaron

en autoclave a 121 °C durante 20 min.

I1.3.2.3.- Realizacion de los recuentos

Se llevo a cabo por el método de dilucién en placa y las siembras
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siempre se hicieron por duplicado.

Las siembras en PCA y MSA se hicieron en una capa, depositando
primero en la placa 1 ml de las diluciones preparadas de acuerdo con el
nimero de microorganismos viables esperado y afiadiendo a continuacién una
capa de 15-20 ml de agar. Las placas se agitaron suavemente para favorecer
una distribuciéon homogénea de las colonias. Las siembras en MRS se
realizaron en doble capa (afadiendo una segunda capa una vez solidificada la

primera) dado el cardcter microaerofilo de la flora lactica.

Una vez solidificados los medios, las placas se incubaron en posicién
invertida en estufa a 32 °C durante 2-3 dias transcurridos los cuales se efectud
el recuento de las colonias con un contador provisto de registrador. Sélo se
tuvieron en cuenta las placas que contenian entre 30 y 300 colonias. Los

resultados se expresaron por gramo de embutido.

I1.3.3.- METODOS FISICOS, QUIMICOS Y SENSORIALES

I1.3.3.1.- Determinacién del contenido de humedad

Se siguid el método 950.46 B de la A.O.A.C., para lo cual se partid de
muestras de aproximadamente 3 g que se pesaron en una balanza de precisién
de +0.1 mg y se desecaron en estufa a 110 °C hasta alcanzar peso constante.
Para realizar las pesadas de las muestras procedentes de estufa se enfriaron

previamente aquéllas hasta la temperatura ambiente en un desecador de vidrio.
El contenido en agua se determind por diferencia entre ¢l peso de la

muestra fresca y el de la muestra desecada una vez alcanzado el peso

constante.
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I1.3.3.2.- Determinacion de la actividad de agua (ay,)

Se llevd a cabo en un aparato "Decagon” CX-1 a una temperatura de 25
°C. Las medidas se realizaron introduciendo cdpsulas de plastico que contenian

unos 2 g de muestra fresca en la cubeta del higrometro. Al cabo de 1-2 min,

éste proporcionaba la lectura de la temperatura y la ay, de cada muestra.

Previamente a su utilizacidén se comprobd su exactitud con soluciones salinas

saturadas de ayy, conocida (Labuza y col. 1976).

11.3.3.3.- Mgdida del pH

Se realizé6 a temperatura ambiente en un pHmetro equipado con un
electrodo de vidrio que se introdujo en la masa del salchichén y se mantuvo en
contacto directo con la carne. Dado el cardcter heterogéneo de los embutidos
se hicieron 3 medidas por muestra y se obtuvo el promedio. El aparato se
calibro previamente mediante dos tampones de comparactén (pH 7y pH 4) y el
electrodo se limpié cuidadosamente con etanol después de cada medicion
(Hoffman, 1988).

I1.3.3.4.- Extraccion y determinacion del contenido de grasa

La fraccidn lipidica de las muestras fue extraida segin el método de
Hanson y Oilley (1963), que utiliza para ello una mezcla de
cloroformo-metanol-agua (2/2/1) (v/v/v), quedando la grasa recogida en la
fase cloroférmica. La utilizacién de este método es muy recomendable si se
quiere recuperar de las muestras la totalidad de los lipidos (incluidos los de

mayor polaridad) y proceder a una caracterizacién posterior de los mismos.
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Reactivos

- Cloroformo

- Metanol

- Agua destilada

- BHT

- Sulfato sédico anhidro

Procedimiento

Se partié de una alicuota de aproximadamente 20 g de salchichén, cuyo
contenido de agua, de acuerdo con el método de Hanson y Olley (1963), se
ajusté previamente a 16 g y a la que se afiadié una punta de espdtula del
antioxidante BHT. A continuacién se mezclé con 20 ml de cloroformo y 40 ml
de metanol y se homogeneiz6 en un "Polytron” acoplado a un bafio de hielo
durante unos 3 min., al cabo de los cuales se afiadieron otros 20 ml de
cloroformo y 20 ml de agua destilada para volver a homogeneizar durante 2
min. adicionales. Concluido este proceso, se comenzaba a observar en el
homogeneizado final la separacién de tres fases: una capa superior de
naturaleza acuosa, una intermedia de residuo cdrnico y una fase inferior rica
en cloroformo. Para conseguir una mejor separacion de las mismas se realizo

una centrifugacion a 1.000 g durante 20 min. a temperatura ambiente.

Una vez separadas netamente las fases, se descarté la superior vy,
atravesando la del residuo cdmico se recogieron con una pipeta 20 ml de la
fase cloroférmica (compuesta en teoria por 40 ml), es decir, un 50% de la
grasa de la muestra. Para eliminar impurezas y restos de agua, el voumen
recogido fue filtrado a través de sulfato sédico anhidro y trasvasado a viales de
vidrio secos y previamente pesados. La evaporacion de los disolventes se
realizé por burbujeo bajo corriente de nitrégeno y la desecactén se completd

en un desecador a vacio hasta peso constante.
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El porcentaje de grasa de las muestra se calculd de acuerdo con la

siguiente férmula:

% de grasa=P - P'x 100 X 2
M

donde:

P = peso del vial de recogida vacio (gramos)
P' = peso del vial con la grasa desecada (gramos)

M = peso de la muestra fresca (gramos)

El resultado obtenido se multiplica por 2 porque en la técnica sdlo se

recogen 20 ml de los 40 ml tedricos de la fase cloroférmica.

Los extractos lipidicos asi obtenidos se almacenaron en congelacién a -18
°C hasta la realizacién de posteriores andlisis, previamente a los cuales se
mantuvieron en un desecador de vidrio a vacio durante 3 horas para eliminar
la humedad adquirida durante el almacenamiento. Todas las extracciones se

hicieron por duplicado.

I1.3.3.5.- Fraccionamiento de los lipidos por c¢romatografia
en capa fina (TLC)

1.- Placas utilizadas

Se emplearon cromatoplacas de gel de silice G 60 de 20x20 cm y 10x20
cm con un espesor de capa de 0,25 mm preparadas por "Merck"”. Previamente
a su utilizacién, estas placas se activaron en estufa a 120 °C durante un tiempo

minimo de 6 horas.
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2.- Colocacion de la muestra

Se partid de una alicuota de aproximadamente 200 mg de extracto
lipidico (obtenido segun se indica en 11.3.3.5.), que se disolvio en | ml de
cloroformo. La mezcla se agitoé vigorosamente y a continuacion se depositaron
con una microjeringa 5 ul de la disolucién asi obtenida sobre el lecho
cromatografico, teniendo la precaucién de no daiiar la superficie del mismo.
De esta forma las muestras quedaron colocadas como 2-4 manchas de unos 2
mm de diametro y situadas a unos 2 cm del borde inferior de la placa (linea de

origen).
3.- Desarrollo de la cromatografia

Una vez aplicadas las muestras en la linea de origen del lecho
cromatografico, se introdujeron las placas en una cubeta que contenia la fase
mdvil constituida por éter de petréleo/éter etilico/dcido acético (80/20/1)
(v/v/v), que se dejé correr hasta que el frente llegé a 2 ¢cm del borde superior

de la placa.
4.- Revelado y lectura de las placas

Una vez sacadas las placas de la cubeta, se dejaron secar durante 30

minutos y, a continuacién, se rociaron con el reactivo para el colesterol y sus
ésteres (Lowry, 1968), que estd compuesto por FeCl; - 6 H,0 al 0,05% en una

mezcla de agua destilada/acido acético/acido sulfirico (90/5/5) (v/v/v).

A continuacién se llevaron a una estufa donde se mantuvieron a 120 °C
durante 20 min, transcurridos los cuales se procedié a su lectura en un
densitémetro Shimadzu CS-9000 a una longitud de onda de 390 nm. El

colesterol y sus ésteres aparecen como manchas de color rojo-violeta (aquél se
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hace visible antes que éstos), mientras que el resto de manchas adquiere una

tonalidad marrén parduzca.

Para la identificacion de las manchas se utilizaron patrones de colesterol,
acido oleico, monoleina, dioleina y trioleina ("Sigma") y se confeccionaron

graficas patron para cada uno de estos compuestos (figuras 1.2, 1.3, [.4 y L.5)

También se emplearon para la identificacién de los distintos lipidos
apolares reactivos especificos como el de periodato de Schiff (Shaw, 1968) y el

reactivo para los dcidos grasos libres de Dudzinski (1967).

Todos los andlisis se realizaron por duplicado.

11.3.3.6.- Analisis de la fracciéon acid

1.- Obtencion de la fraccion de acides grasos libres

Reactivos

- Eter etilico destilado
- Etanol al 95%

- Agua destilada

- Hidréxido sédico SN
- Cloruro sédico

- Acido clorhidrico 2N

Procedimiento

Se disolvidé una alicuota de aproximadamente 2 g de grasa (obtenida
segin se indica en 11.3.3.5.) en 5 ml de una mezcla de éter etilico/etanol al
95% (1/1) (v/v) y se agitd bien. Se ajusté a pH 10 con NaOH 5 N mientras

se calentaba ligeramente (35 °C) para favorecer la saponificacion de los
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Figura IL2.- Recta patrén utilizada para la determinacion de
monoglicéridos.
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Figura IL.3.- Recta patrén utilizada para la determinacién de
diglicéridos.
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Figura Il.4.- Recta patrén utilizada para la determinacién de dcidos
grasos libres.
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Figura IL.S.- Recta patrén utilizada para la determinacién
de triglicéridos.
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acidos grasos libres y a continuacion se hicieron dos €xtracciones con 40 ml de
una mezcla de cloroformo/agua destilada (1/1) (v/v) centrifugando a 1.000 g
durante 10 min., transcurridos los cuales se logré la separacion de la
mezcla en una fase acuosa superior, una intermedia compuesta por el
exceso de NaOH y una fase inferior rica en cloroformo. De ambas
extracciones se recogieron las fases acuosas (40 ml en total), que eran las que

contenian los 4dcidos grasos libres saponificados.

Los 40 ml recogidos al final de las dos centrifugaciones se saturaron con
cloruro sédico ("salting-out™) y su pH fue ajustado a 2 con acido clorhidrico
2N para liberar los acidos grasos. A continuacion, se trasvasaron a un embudo
de decantacion donde se realizaron tres lavados sucesivos con 40 ml de una
mezcla de éter etilico/agua destilada (1/1) (v/v), recogiendo siempre la fase de
éter etilico. El extracto de acidos grasos libres asi obtenido fue concentrado en
el rotavapor para eliminar la mayor parte del disolvente y luego se evaporo a
sequedad bajo corriente de mitrégeno en viales de vidrio, en los que se
almaceno a -18 °C hasta proceder a su metilacidén. Todas las extracciones se

hicieron por duplicado.

2.- Formacion de los ésteres metilicos de los Acidos grasos

libres

Los 4cidos grasos libres fueron metilados con diazometano segin el

procedimiento descrito por Schlenk y Gellerman (1960).
Reactivos

- Eter etilico destilado
- Eter etilico/metanol (9/1) (v/v)
- Reactivo de M.N.S.A., que se preparé disolviendo alrededor de 2

milimoles de n-metil-n-nitroso-paratoluensulfonamida por
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Figura II.6.- Dispositivo utilizado para la metilacién de los dcidos

grasos libres siguiendo el procedimiento de Schlenk y
Gellerman (1960).
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(metilcianopropilo y metilfenilsilicona 50:50) con 0,135 um de espesor de capa.
Dicha columna se instalé en un cromatografo "Perkin-Elmer” mod. 8420
provisto de inyector "split/splitless” de vaporizacidén con temperatura
programable (PTV), programador de temperatura del horno, detector de
ionizacién de llama (FID) e intregrador, y conectado a una impresora
"Perkin-Elmer" mod GP-100.

Las condiciones de trabajo para la realizacién de los andlisis fueron las

siguientes:

- Flujo del gas portador (helio): 0,5 ml/min.
- Temperatura del bloque de inyeccién: 280 °C.
- Temperatura del horno:
- inicial: 180 °C durante 2 min.
- gradiente: 4°C/min.
- final: 220 °C durante 15 min.
- Condiciones del FID:
- Presion de los gases:
- hidrégeno: 80 KPa (12 PSIG)
- aire: 140 KPa (20 PSIG)
- Temperatura: 280 °C.
- Relacion de split: 10:1
- Volumen de inyeccion: 1 ul

- Duracion del analisis: 27 min

4.- ldentificacion de los acidos grasos

Se llevé a cabo considerando los tiempos de retencién de los picos
cromatograficos obtenidos, que fueron comparados con los tiempos de
retencion de ésteres metilicos patrén de los dcidos palmitico, palmitoleico,
estedrico, oleico, linoleico y linolénico ("Sigma”) analizados en las mismas
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condicliones. -

5.- Cuantificacion de los acidos grasos identificados

Se realizé teniendo en cuenta que el contenido de cada uno de los dcidos
grasos en la muestra es proporcional al area de pico cromatogrifico
correspondiente, considerando ademas la respuesta del detector, para lo cual se
aplic6 a cada acido graso su correspondiente factor de correccién. Dichos
tactores se calcularon mediante 10 anilisis de ésteres metilicos patrén en las
mismas condiciones que las muestras. Los resultados asi obtenidos
proporcionaron el porcentaje de cada acido graso con respecto al total. Para
calcular la cantidad real de cada uno se extrapolaron los porcentajes al

contenido total de dcidos grasos libres hallado mediante cromatografia en capa
fina (TLC).

11.3.3.7.- Analisis de la fraccion de acidos grasos voldtiles

1.- Extraccion de la fracciéon de dcidos grasos de cadena corta

Reactivos

- Agua destilada

- Solucién acuosa de acido hexanoico al 0,6% (p/v)
- Sulfato de zinc al 25%

- Hidréxido sédico SN

Procedimiento

En todas las experiencias se partié de unos 15 g de salchichén que se
homogeneizaron con 45 ml de agua destilada en un "Polytron” acoplado a un

bafio de hielo durante 2-3 min previa adicion de 0,1 ml de una solucién acuosa
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de 4cido hexanoico al 0,6% (p/v) como patrén interno. El homogeneizado asi
obtenido fue centrifugado a 14.000 g durante 10 min a 5 °C , recogiendo el
sobrenadante . El sedimento resultante se resuspendié en un volumen adicional
de 20 ml de agua destilada para centrifugar otra vez la mezcla en las mismas
condiciones. El liquido sobrenadante de la segunda extraccion se mezcl6 con el
de la primera y el volumen se ajust6é con agua destilada a 60 ml, de los que se

tomé una alicuota de 48 ml para el andlisis de los dcidos grasos volitiles.

Para precipitar las proteinas presentes en los extractos acuosos, se
anadieron a éstos 2-4 ml de una solucién de sulfato de zinc al 25%. A
continuacion se procedid a la saponificacion de los dcidos grasos por adicién de
hidréxido sodico 5N, ajustando a pH 10 y calentando los extractos en un bafio
de agua a ebulliciéon durante 20 min. Transcurrido este tiempo, las proteinas
desnaturalizadas se eliminaron por filtracién a través de papel "'Whatman" n®
54 y el liquido resultante se concentré a sequedad por liofilizacién. El residuo
seco asi obtenido (sales sodicas de los acidos grasos volatiles) se resuspendid en
5 ml de agua destilada y se mantuvo en congelacién a -18 °C hasta el momento
de su anilisis por cromatografia de gases. Todas las extracciones se hicieron

por duplicado.
2.- Liberacion de los acidos grasos volitiles
Reactivos
- Cloruro sédico
- Acido clorhidrico 5N

- Eter etilico destilado

- Sulfato sédico anhidro
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Procedimiento

Se partiéo de 2 ml de los extractos obtenidos por el método descrito
anteriormente, que se recogieron en un tubo de vidrio de 5 ml de capacidad y
se saturaron con cloruro sédico para facilitar la liberacion de los acidos
grasos. A continuacién se ajusté el pH a 2 con acido clorhidrico SN para
hidrolizar las sales sddicas de los mismos y se anadié 1 ml de éter etilico
destilado para extraerlos. Se agité bien la mezcla y se centrifugé a 1.000 g
durante 5 min a 2 °C, tras lo cual se observé en la parte superior del tubo la
separacion de la fase etérea que contenia los 4cidos grasos volatiles.
Seguidamente s¢ recogié esta fase y se le afadié una punta de espdatula de
sulfato sédico anhidro con el fin de eliminar los restos de agua que hubieran
podido quedar. procediendo a inyectar ripidamente en el cromatdgrafo de

gases.
3.- Cromatografia gaseosa de los Acidos grasos volatiles

Se uiilizd una columna suminisirada por "Phase Sep” de silice fundida de
30 m de longitud y 0,53 mm de didmetro interno que llevaba como fase
estacionaria DB-FFAP (polietilenglicol acidificado) con 1 pm de espesor de

capa.

L.os andlisis se llevaron a cabo en un cromatégrafo "Perkin-Elmer” mod.
8420 provisto de inyector "split/splitless” de vaporizacion con temperatura
programable (PTV), programador de temperatura del horno, detector de
ionizacién de llama (FID) y conectado a una impresora "Perkin-Elmer” mod.
GP-100

Las condiciones de trabajo para la realizacion de los andlisis fueron las

sigulentes:
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- Flujo del gas portador (helio): 3.5 ml/min.

- Temperatura del bloque de inyeccion: 250 °C

- Temperatura del horno: 120 °C (isotermo)

- Condiciones del FID:

- Presion de los gases:
- hidrégeno: 110 KPa (16 PSIG)
- aire; 120 KPa (20 PSIG)
- Temperatura: 250 °C
- Volumen de inyeccion: [ ul

- Duracién del andlisis: 30 min,
4.- Identificacion de los acidos grasos

Se llev6 a cabo en funcion de los tiempos de retencion de los picos
cromatogrificos obtenidos mediante el andlisis de las muestras, por
comparacion con los tiempos de retencion de dcidos grasos patréon (BDH):
acético, propidnico, iso-butirico, n-butirico, metilbutirico, iso-valérico,
n-valérico y hexanoico (patrén interno), analizados en las mismas condiciones

que las muestras.
5.- Cuantificacion de los acidos grasos identificados

Para ello se tuvo en cuenta el principio que establece que el contenido de
cada acido graso presente en la muestra es proporcional al drea del pico
cromatografico correspondiente, y se calculé a partir de dichas areas la
concentracion exacta de cada uno de ellos por el método del patrén interno
(dcido hexanoico). Se aplicaron los correspondientes factores de correccion
para cada dcido graso, que fueron calculados a partir de 10 analisis de una

solucion de patrones analizadas en las mismas condiciones que las muestras.

El contenido en microgramos por gramo de muestra fresca de cada
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icido graso de cadena corta identificado se calculd a partir de la siguiente

expresion:

Acido graso (ug/g)= Fx . Ax .c
Ac. M

donde:

Fx = factor de correccidn para cada acido

Ax = drea del pico del 4cido correspondiente

¢ = concentracion de acido hexanoico (microgramos)
Ac = drea del pico de acido hexanoico

M = peso de la muestra fresca (gramos)

I1.3.3.8.- Anailisis de los aldehidos volatiles

Se realizé mediante extraccidn de los compuestos monocarbonilos totales
por destilacion de las muestras a 40 °C bajo corriente de nitrégeno, recogiendo
dichos compuestos en forma de sus 2,4 dinitrofenilhidrazonas en frascos
colectores apropiados. Dichas hidrazonas fueron posteriormente analizadas por

cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) en fase reversa.

1.- Extracciéon y cuantificacion de los compuestos

monocarbonilos totales
Se siguid el método descrito por Huertas (1990) basado en los trabajos

de Pippen y col. (1958), Ho (1980), Min y col. (1979) y MacDonald y col.
(1980).
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Reactivos

- Reactivo A: solucién saturada de 2,4 dinitrofenilhidracina en acido
sulfarico 2 N

- Reactivo B: solucién de pirogalol al 15% en hidréxido sddico al 50%

- Reactivo C: solucion de 75 mg de nitrito sédico en 50 ml de cloruro
sodico al 20% en agua destilada (p/v)

- Reactivo D: solucién de 2 g de 2.4 dinitrofenilhidracina en 1 litro de
dcido clorhidrico 2 N

- Hexano libre de compuestos carbonilos (obtenido segin se describe en
el apartado 11.2.2)

- Agua destilada

- Sulfato sodico anhidro

Procedimiento

El dispositivo de destilacion utilizado se componia de 5 frascos lavadores
de gases de 250 mli con placa porosa n® 1 (uno de ellos sumergido en un bafio
de agua) y un vaso de precipitados, todo ello conectado a una fuente de

nitrégeno. El esquema aparece en la figura IL.7.

Se partié de 25 g de salchichén, que fueron homogeneizados con 50 ml
del reactivo C durante 2-3 min en un "Polytron” acoplado a un bafio de hielo.
LLa mezcla resultante se recogié en un frasco lavador de gases (frasco C del

dispositivo de destilacién).

El nitrégeno utilizado para arrastrar los carbonilos volatiles presentes en
el frasco C se purificé haciéndolo circular por los frascos lavadores A y B,
que contenian 100 ml de los reactivos A (frasco A) y B (frasco B). Los
carbonilos, una vez arrastrados por el nitrégeno eran recogidos en tres

recipientes colectores que contenian 100 ml del reactivo D cada uno (D.,E y F).
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Figura 1I.7.- Dispositivo utilizado para la destilacion y obtencion de
los compuestos monocarbonilos totales.
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La destilacion se llevé a caboa 40 °C y su duracién fue de 20 horas, al
cabo de las cuales los compuestos monocarbonilos retenidos en los frascos
D.E y F del dispositivo como sus 2,4 dinitrofenilhidrazonas se trasvasaron a un
embudo de decantacion para su extraccién, Para ello se realizaron cinco
lavados sucesivos con 130 ml de hexano libre de carbonilos y los 650 ml
resultantes se lavaron tres veces con 250 ml de agua destilada, se desecaron

sobre sulfato sédico anhidro y se filtraron a través de papel "Whatman" n® 4.

A continuacién se midié en el espectrofotémetro la absorbancia a 340
nm de la solucién obtenida y se calculé la concentracion total de 2.4
dinitrofenilhidrazonas a partir de la ecuacién de Lambert-Beer utilizando un
coeficiente de extincién molar de 22.500 M-} cm-!. Asimismo se prepard un
blanco agitando 6 ml de reactivo D con 12 ml de hexano destilado. Segun los
estudios de Lawrence (1965) sobre la utilizacién de 2.4 dinitrofenilhidracina
para la evaluacién de pequefias cantidades de carbonilos, se obtienen

porcentajes de recuperacion de 97-100%.

Por ultimo se procedié a eliminar el disolvente en ¢l rotavapor a 30 °C,
seguido de burbujeo por corriente de nitrégeno, tras lo cual las hidrazonas
fueron almacenadas en congelacion a -18 °C en viales de vidrio hasta el
momento de su analisis por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC).

Todas las experiencias se realizaron por duplicado.

2.- Analisis cromatografico de los compuestos

monocarbonilos

Se llevé a cabo por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) en fase
reversa de las 2,4 dinitrofenilhidrazonas (obtenidas como se ha descrito en el

apartado anterior) siguiendo el método de Stan y Reindl (1982).

Se utilizé una columna de fase reversa "Waters" "Nova Pak" C18 (ODS

113



MATERIAL Y METQDOS

ligado a silice amorfa, 4 um) de 15 ¢cm de longitud y 3,9 mm de didmetro
interno. El equipo de HPLC empleado consistid en una multibomba Waters"
mod. 600, un inyector "Waters” mod. U6K, un horno "Kontron" mod. 990 y
un detector fotodiodo "Waters" mod. 990, conectado a un ordenador "NEC"
mod. APC IIl y a una impresora "Waters" mod. 990.

Las condiciones cromatograficas fueron las siguientes:

- Fase movil: acetonitrilo/agua/tetrahidrofurano (75/24/1) (v/v/v/)
- Flujo de la fase mévil): 0,8 ml/min, isocritico

- Temperatura de la columna: 40 °C

- Detector a 360 nm

- Volumen de inyeccién: 10 pl

- Duracién del analisis: 15 min.

Previamente a su inyeccién los extractos de 2,4 dinitrofenilhidrazonas se

diluyeron en 1 ml de fase movil.
3.- Identificacion de los aldehidos

Se efectué por comparacién de los tiempos de retencion de los picos
cromatograficos obtenidos en las muestras con los de 2,4
dinitrofenilhidrazonas de aldehidos patrén ("Aldrich", "Fluka”, "Sigma",
"Scharlau” y "Jansen"): pentanal, hexanal, heptenal, nonanal, decanal,
trans-2-hexenal, trans-2-heptenal, trans-2-octenal, frans-2-nonenal,
trans-2-decenal, trans.trans-2,4-heptadienal, trans,trans-2,4-nonadienal y
trans,trans-2,4-decadienal, todos ellos analizados en las mismas condiciones

que las muestras.
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4.- Cuantificacion de los aldéhidos

Se realizé mediante el método directo, relacionando el contenido de cada
aldehido en las muestras con el drea registrada para el pico cromatografico
correspondiente y utilizando los respectivos factores de correccién (que se
calcularon a partir de 10 andlisis de una solucién de patrones en iguales

condiciones que las muestras).

I1.3.3.9.- Andlisis _sensorial

Se realizaron 2 pruebas: triangular y preferencial.

1.- Jurado de catadores

Entre los miembros del Departamento se seleccioné un jurado
compuesto por 20 catadores, a los que previamente se explicé de forma
detallada el objetivo del presente trabajo y las caracteristicas de las pruebas

que iban a realizar.

2.- Preparacion de las muestras

Al final de la maduracién de los lotes de embutidos se tomd un namero
suficiente de los mismos, que se cortaron en lonchas de alrededor de 1 cm de

grosor inmediatamente antes de la realizacion de las pruebas.

3.- Prueba triangular

Entre las diversas pruebas de diferenciacion existentes se escogid la
prueba triangular, que se realizé de acuerdo con la norma TC 34/SC 12 de la
[.S.0. (International Standards Organisation). Se trata de que el catador

identifique en un trio de muestras codificadas, de las que dos son iguales y una
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diferente, cudl es la diferente. La probabilidad de elegir la muestra distinta al

azar es 1/3 y las combinaciones posibles de colocacién de las muestras son 6:

ABB  BAA
AAB BBA
ABA BAB

Cada lote de embutidos se analizé6 por separado y en cada uno se
compararon los salchichones que contenian lipasa con su control. A cada

catador se le entregé una combinacion de las 6 posibles donde:

A= muestras de salchichén con lipasa pancreatica

B= muestras de salchichén control

Una vez concluida la prueba se interpretaron los resultados de acuerdo
con las tablas especificadas por la norma 1.S.0. para establecer el nivel de

significacion y la probabilidad.

4.- Prueba preferencial

En este caso se trata de que el jurado evalte, de acuerdo con una escala
establecida ciertas caracteristicas organolépticas de la muestra. Asi pues, a cada
catador se le pidié que puntuara por separado ¢l color y la apariencia, la
textura y el sabor y aroma de cada muestra de acuerdo con una escala hedénica

de 1 (muy malo) a 10 (muy bueno).

Finalizada la prueba, se calcul$ la media de las puntuaciones obtenidas
para cada caracteristica. La calidad global de las muestras también se expreso
sobre 10, multiplicando por un factor 0,1 el color y apariencia, por 0,25 la

textura y por 0,65 el sabor y aroma.
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I11.1.- EVOLUCION DE LA -FLORA MICROBIANA

Con el fin de observar si la adicion de lipasa pancreatica ocasionaba, por
ella misma o por la acumulacién de los 4cidos grasos que libera, alguna
variacion en la evolucion normal de la flora microbiana que participa en la
maduracién de los embutidos experimentales (salchichones), se determiné el
namero total de viables, la flora lactica y las micrococaceas, de acuerdo con la
metodologia descrita en el apartado 11.3.2. Los resultados obtenidos se recogen
(expresados en log. u.f.c./g) en la figura IIl.1, en la que se muestra la
evolucién de la flora de un lote de embutidos control y el correspondiente
adicionado de lipasa, madurados ambos a lo largo de 4 semanas. En dicha
figura quedan englobados también los resultados de los embutidos madurados

durante 14 dias.

LLa evolucién observada fue similar en todos los lotes experimentales y se
correspondié con los resultados hallados en otros embutidos por distintos
autores (Palumbo y Smith, 1977; Sanz y col., 1988; Selgas y col., 1988;
Dominguez y col., 1989; Vignolo y col., 1989; Samelis y col., 1993). Lo mas
significativo fue la tasa inicial de bacterias totales de los diferentes lotes,
propia de embutidos elaborados sin la adiciéon de cultivos iniciadores. No
obstante, dicha tasa siempre estuvo comprendida entre 100 y 107 u.f.c./g,
estabilizindose en valores nunca inferiores a 108 u.f.c./g . En el ejemplo de la
figura III.1, la flora total partié de niveles de 107 u.f.c./g, aumentando
explosivamente durante los primeros dias de maduracion (correspondientes a
la fase fermentativa) y se estabiliz6 hasta el final del proceso en valores
préximos a 107 u.f.c./g. Se pueden hacer consideraciones similares respecto a
la flora lactica, que siguié una evolucion muy parecida, aumentando también
de forma acusada durante las primeras 48 horas del proceso madurativo. En
este caso las cifras originales fueron unas 10 veces menores que las de la flora
total, pero alcanzaron niveles finales iguales a éstas. En la figura se comprueba
que las graficas correspondientes a los recuentos en PCA (flora total) y MRS
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Figura IIL.1.- Evolucién de la flora microbiana de un embutido control (OO A ) y de
uno elaborado con 180 unidades de lipasa pancredtica (Il @ A ) a lo largo
del periodo madurativo: Flora total ([J B ); Bacterias lacticas (O @ );
Microcociceas ( A A ).
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(flora lactica) llegan a superponetse, por o que, segiin los resultados propios y
los obtenidos por otros autores (Parejo y col., 1979; Liicke, 1986; Sanz y col.,
1988), los microorganismos principalmente responsables del recuento total en
los embutidos crudos curados son las bacterias lacticas y dentro de este grupo,
siempre de acuerdo con los autores antes mencionados, los lactobacilos

homofermentativos meséfilos.

Por ultimo, las micrococdceas, principales microorganismos lipoliticos
de los embutidos, partieron de tasas iguales o ligeramente superiores a las
bacterias lacticas y aumentaron de forma muy moderada durante los primeros
dias o se estabilizaron desde el principio en niveles en torno a 106-107
u.f.c./g. Estas observaciones coinciden con las de diversos autores (Burgos,
1981; Liicke, 1986; Selgas y col., 1988), que sefalan que el desarrollo de estos
MICroorganismos es precoz, pero se ve pronto frenado por las condiciones de
acidez y baja tensién de oxigeno que se crean en el embutido. En todos los
embutidos elaborados con lipasa pancredtica, el comportamiento de las
micrococdceas fue similar al mostrado en la figura lII.1, no observandose
diferencias apreciables entre los embutidos controles y los elaborados con

enzima.

11.2.- EYOLUCION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD

Los cambios en el contenido de humedad de los distintos lotes aparecen
reflejados en las figuras I11.2, para los saichichones madurados durante 14 dias
y II1.3 para los madurados durante 28 dias. En cada figura se representa como
control el conjunto de los distintos valores medios calculados a partir de todos
los lotes con el mismo periodo de maduracién. A lo largo del presente capitulo
se hard referencia por separado a los embutidos controles y a los elaborados
con lipasa pancredtica. En este punto conviene recordar que la nomenclatura de
los lotes se basé en la cantidad de lipasa pancredtica que se afiadié a cada uno de
ellos y que las cantidades de enzima correspondientes fueron las siguientes:
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Lote 3: 3 unidades; Lote 10;' 10 unidades; Lote 30: 30 unidades; Lote 40: 40
unidades; Lote 60: 60 unidades; Lote 90: 90 unidades; Lote 180: 180 unidades;
Lote 250: 250 unidades; Lote 500: 500 unidades.

Como es I6gico, se observé una reduccion del contenido de humedad de
los embutidos durante la maduracién, lo que obviamente supuso un incremento
del extracto seco. El contenido de humedad registrado inmediatamente después
de la formulacidén representd mds del 60% del producto fresco y descendio
hasta valores del orden del 40-45% en todos los lotes al final del proceso.
Comparando las figuras I11.2 y II1.3 se puede observar que dichas cifras finales
fueron s6lo muy ligeramente superiores en los salchichones madurados durante
menos tiempo, lo que parece indicar que la deshidratacion més intensa tuvo
lugar durante la segunda y tercera semana de maduracién, para luego seguir un
ritmo mas lento hasta el final del proceso de 4 semanas. Este comportamiento
coincide con el observado por otros autores (Incze, 1987; Stiebing y Rodel,
1988). Por otra parte, ¢l contenido acuoso de los lotes 250 y 500 fue también
ligeramente superior al resto de los lotes madurados en las mismas condiciones,
lo que podria estar en relacién con el elevado grado de proteolisis observado en
estos embutidos y su consiguiente efecto en el pH y la capacidad de retencion de

agua de los mismos (Beriain y col., 1993).

Valores finales similares a los registrados en este trabajo han sido
descritos en diferentes embutidos, como diversos tipos de salami (Acton y
Dick, 1976; Genigeorgis y col., 1986; Vignolo y col., 1989) y chorizos
espafioles (Mendoza y col., 1983; Astiasaran y col., 1990). Sin embargo, son
sensiblemente superiores a los citados por Serrano Moreno (1979) en
salchichén esparniol, Liicke (1984) en salchichdn francés y Samelis y col. (1993)
en embutidos griegos, que han observado en el producto acabado cifras
inferiores al 30% de humedad. Recientemente, Beriain y col. (1993) citan
cifras del 30-40% en salchichones espafioles de distintas marcas comerciales.

Como se puede suponer, estas diferencias en el contenido de humedad final
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Figura IIL2.- Evolucion del contenido de humedad (% de peso fresco) de los
lotes de embutidos madurados durante 14 dias: ( O ) Control ;
(A )YLotelD; (&) Lote 30; (O ) Lote 40 ; ( @ ) Lote 60.
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Figura IIL.3.- Evolucidn del contenido de humedad (% de peso fresco) de los
lotes de salchichones madurados durante 28 dias: ( O ) Control;
(W) Lote3; ( A)Lote90; ( A )Lote 180;: ( Q) Lote 250 ;
{ @ ) Lote 500.
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entre los diferentes tipos de embutidos e incluso en un mismo tipo de producto,
van a depender en gran medida de la humedad relativa ambiental, aunque
también hay que tener en cuenta otros factores que se analizardn a

continuacion.

Como consecuencia de la pérdida de agua, en los embutidos
experimentales se observd una merma de peso de un 15-20% al final del
proceso. Estos valores se encuentran dentro del intervalo previsto en este tipo
de productos (Liicke, 1985; Nychas y Arkoudelos, 1990) y corresponderian,
dentro de la clasificacion que hacen estos autores, a la categoria de embutidos
semisecos. No obstante, estas cifras pueden considerarse ligeramente
inferiores a las recogidas en la bibliografia como habituales para un producto
con la denominacién comercial de salchichén (Serrano Moreno, 1979; Liicke,
1984; Beriain y col. 1993). Segin Keller y col. (1974) las pérdidas de peso
superiores al 30% requieren periodos madurativos mas largos, generalmente
de més de 15 dias. Se pueden encontrar diversas explicaciones a los valores de
pérdida de humedad observados en los salchichones experimentales. Asi,
Palumbo y col. (1976) sefialan que los bajos niveles de deshidratacién (y por lo
tanto de pérdida de peso) en los embutidos pueden estar motivados por un
picado muy fino de la grasa o por un elevado contenido de la misma, como es
el caso de los embutidos que fueron objeto de este trabajo. Por ofra parte,
segin Sharma y Mukhopadhyay (1992), la reduccién de peso esta directamente
relacionada con los valores de pH del producto, siendo mas elevada a pH
inferiores a los registrados en los salchichones experimentales. Por dltimo, se
ha sefialado que los productos elaborados solamente con carne de cerdo
pierden humedad mas facilmente debido a la menor capacidad de retencidn de
agua de la proteina de cerdo en comparacion con las proteinas de otras especies
(Bacus, 1984).
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I1.3.- EVOLUCION DE 1A ACTIVIDAD DE AGUA (ay)

Debido al descenso del contenido de agua durante la maduracion de los

embutidos experimentales se pudo observar una evolucion decreciente de la

actividad de agua (ay,) de los mismos. Las figuras 1ll.4 y IIL.5 muestran

los resultados obtenidos en los salchichones madurados durante 14 y 28 dias

respectivamente.

La ay, inicial, proxima a 0,97 en todos los casos, fue disminuyendo de

forma progresiva hasta alcanzar valores de 0,90-0,92 en los lotes de 14 dias de
maduracion.  En los embutidos con un periodo de maduracién mas
largo se alcanzaron valores de 0,86-0,87, tanto en los controles como en los
experimentales fabricados con las distintas cantidades de enzima. De acuerdo

con lo observado en el ritmo de deshidratacién, en estos embutidos se pudo

apreciar una estabilizacién o ralentizacién del descenso de la ay, a partir de la

tercera semana (en los lotes 250 y 500, en 10s que no se tomaron muestras ese
dia), que estd de acuerdo con las observaciones de otros autores (Selgas, 1985;
Sanz y col., 1988).

En general, valores de ay en torno a 0,90 se pueden considerar

caracteristicos de la mayor parte de los embutidos secos (Burgos, 1981). Los
resultados obtenidos en el presente trabajo coinciden con los registrados
recientemente por Beriain y col. (1993) en distintas marcas de salchichdn
espafiol existentes en el mercado y son similares a los citados para salami de
distintas procedencias (Liicke, 1986; Genigeorgis y col., 1986; Stiebing y
Rodel, 1988), chorizo (Sanz y col., 1988; Dominguez y col., 1989; Astiasaran
y col., 1990) y otros embutidos (Palumbo y col., 1976; Ledn Crespo y col.,
1978; Serrano Moreno, 1979; Ziegler y col., 1987).
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Figura IIL4.- Evolucién de la actividad de agua (ay,) de los lotes de

embutidos madurados durante 14 dias: (3 ) Control; { A )
Lote 10; (A ) Lote 30; (O ) Lote 40; ( @ ) Lote 60.
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Figura IILS5.- Evolucidén de la actividad de agua (ay ) de los lotes de

- embutidos madurados durante 28 dias: ( 0 ) Control; ([l )
Lote 3; ( A YLote 90; ( &) Lote 180; ( O ) Lote 250; (@)
Lote 500.
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II1.4.- EVOLUCION DEL PH

La evolucion del pH a lo largo de la maduracion de los embutidos
experimentales se puede observar en la figura I11.6 (correspondiente a los lotes
madurados durante 14 dias) y [I1.7 (correspondiente a los madurados durante
28 dias). El pH de la masa preparada para embutir fue similar en todos los
embutidos (en tormo a 5.9) y descendié de forma muy marcada durante la
primera semana del proceso. A partir de entonces se aprecid una estabilizacion
e incluso un ligero aumento hasta el final del periodo madurativo. Los valores
medios finales de los embutidos control fueron de 5,1, tanto en los lotes
madurados durante 14 como durante 28 dias. Estos valores se registraron
también en los lotes 10, 30, 40 y 60, madurados durante 14 dias. Sin embargo,
en los salchichones madurados durante 28 dias, el pH final oscilé desde 4,9 en
el lote 3 hasta 5,3 en el lote 500. Los valores intermedios fueron de alrededor

de 5.1, similares a los controles.

Los resultados obtenidos en este trabajo se encuentran dentro del amplio
intervalo de valores citado para este tipo de productos, que oscilan desde 4,5
registrado en salami americano por Genigeorgis y col. (1986) hasta cifras
superiores a 6,0 descritas en salami italiano y hingaro (Graner y col., 1983;
Incze, 1987; Nagy y col., 1989) y en el salchichon de Vich (Ferrer y Arboix,
1986). Estas amplias variaciones estdn relacionadas, sin duda, con las distintas
cantidades y tipos de azicares utilizados, el empleo o no de iniciadores, las
condiciones de maduracidén, etc. (Dominguez, 1988). En concreto, la
evolucion del pH observada en los embutidos experimentales es similar a la
registrada en distintos chorizos espaiioles (Lois y col., 1987; Sanz y col.,
1988; Dominguez y col., 1989; Astiasaran y col.,, 1990) y diversos tipos de
salami (Paleari Bianchi y col., 1985; Stiebing y Rdodel,1988) y salchichdn
(Garcia y col., 1992; Beriain y col., 1993) y se puede considerar como normal
para otros embutidos (Acton y Dick, 1976; Nychas y Arkoudelos, 1990,
Samelis y col., 1993). Estas cifras corresponden, dentro de la clasificacion de
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Figura I1L.6.- Evolucidn del pH de los lotes de embutidos madurados durante
14 dias: (O ) Control; ( A ) Lote 10; ( & ) Lote 30; ( O) Lote
40; ( @ ) Lote 60.
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Figura HL7.- Evolucién del pH de los lotes de embutidos madurados durante

28 dias: (O ) Control; ( m ) Lote 3; ( A ) Lote 90; ( &) Lote
180; ( © ) Lote 250; ( @ ) Lote 500.

127



RESULTADOS Y DISCUSION

Incze (1992), a la categoria de embutidos "muy acidos”, caracterizados por un

pH final inferior a 5,3.

El aumento de pH observado en los tultimos estadios de la maduracién, y
mas concretamente a partir de la segunda semana, coincide con las
observaciones de otros autores (Deketelaere y col., 1974 ; Wardlaw y col.
1973 a, b; Liicke, 1988). Este ligero aumento, mas claro en las muestras
que se maduraron durante 28 dias, se debe posiblemente a la accidn
proteolitica bacteriana y a la consiguiente formacion de péptidos, amoniaco y
aminodcidos libres (Dierick y col., 1974; Klement y col., 1974; Demeyer y
col., 1979; Verplaetse y col., 1989). En los lotes 250 y 500, en los que la
cantidad de lipasa afiadida fue muy elevada, habria que afiadir a la actividad
proteolitica mencionada anteriormente, la originada por las impurezas del
extracto enzimadtico utilizado, ya que, segin las indicactones de la firma
suministradora, poseia también una ligera actividad protedsica y amilasica que
probablemente s6lo se refleja cuando se emplea una gran cantidad de dicho
extracto (como en el caso de los lotes 250 y 500). Quizds este hecho sea el
responsable del mayor contenido de humedad determinado en ambos lotes, en
los que al ser mayor el pH, aumenta la capacidad de retencién de agua de la

carne, dificultando la deshidratacion.

ILS.- EVOLUCION DE NTENIDO LIPIDI TOTAL

La materia grasa de los embutidos se extrajo mediante ¢l método de
Hanson y Olley (1963), segin se describe en el apartado 11.3.3.5. Se empled
dicho método porque la extracciéon con cloroformo-metanol permite la
recuperacion de los lipidos mas polares, lo que no sucede al emplear un tnico
disolvente orgdnico, como es el caso del método de Soxhlet. Los extractos asi
obtenidos sirvieron para determinar el contenido lipidico de los salchichones

experimentales, asi como para estudiar su composicién. Los resultados se

128



RESULTADOS Y DISCUSION

expresaron en términos de porcentaje sobre peso fresco (figuras II1.8 y II1.9)

y sobre extracto seco (figuras II1.10 y IIL.11).

Partiendo de un contenido lipidico total en la masa preparada para
embutir de aproximadamente un 23% en todos los lotes, se alcanzaron valores
finales comprendidos entre un 35% y un 39% sobre peso fresco, excepto en los
lotes 250 y 500. En dichos embutidos se obtuvieron cifras finales del 29% vy
26% respectivamente. En cuanto a la evolucién del contenido lipidico referido
a extracto seco, los valores finales oscilaron en todos los lotes (tanto controles
como elaborados con lipasa pancreatica) entre un 59% y un 63%, excepto los
lotes 250 500, cuyos valores, al igual que en términos de peso fresco, fueron
menores durante todo el proceso madurativo, registrindose en cllos cifras
finales de un 53% y un 48% respectivamente. La variabilidad del contenido de
grasa en términos de extracto seco que se observo entre las muestras puede
atribuirse, en su mayor parte, a la falta de homogeneidad en su redistribucion
en el amasado (Melgar y col., 1990). Estos autores seilalan, en el caso del
salami, niveles de contenido de grasa respecto a extracto seco que varian a lo

largo de la maduracién entre un 53.4% y un 61%.

Los resultados obtenidos en los lotes 250 y 500 merecen un andlisis més
detallado. El contenido de grasa que se observé en dichos embutidos fue
significativamente menor que el registrado en el resto. Estos lotes presentaron
a la vez un contenido de humedad superior, por lo que los resultados de la
materia grasa, expresados en términos de peso fresco se podrian atribuir a este
hecho, pero, en ese caso, al transformar estos valores en términos de extracto
seco deberian corregirse las diferencias (figura [1.11). Sin embargo, no
ocurrid asi, por lo que hay que atribuir este menor porcentaje de materia grasa
a otras causas. Para intentar explicar el origen de este descenso del contenido
de grasa se han recogido en la tabla III.1 los valores exactos obtenidos en el
experimento realizado con el lote 500. En dicha tabla se puede observar (de
forma mas clara en los resultados expresados en términos de extracto seco) que
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Figura IIL.8.- Evolucién del contenido lipidico total (% de peso fresco) de los
lotes de embutides madurados durante 14 dias: ( O ) Conatrol;
(A ) Lote 10; ( &) Lote 30; ( O ) Lote 40; ( @ ) Lote 60.
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la cantidad de grasa determinada en el lote elaborado con 500 unidades de
lipasa pancredtica fue mds baja que en el control e, igualmente, menor que en
el resto de los lotes experimentales elaborados con menor cantidad de enzima
(comparense los datos de la tabla III.1 y la figura III1.11), cuando deberian ser
similares. Este hecho se puede atribuir, por una parte, a la actividad de la
lipasa pancredtica que, ademds de escindir los enlaces éster de las posiciones
snl y sn3 de los triglicéridos ataca también la posicidn snl de los fosfolipidos,
dando lugar al correspondiente lisofosfatido con un dcido graso en la posicién
sn2 (Christie, 1982), de mayor polaridad y que por lo tanto puede perderse, al
menos parctalmente, con la fase acuosa. Por otra parte, este menor contenido
de grasa de los lotes 250 y 500 puede atribuirse también a que la cantidad de
lipasa afadida fue tan elevada que se generd una gran tasa de monoglicéridos,
de mayor polaridad que los triglicéridos, que no se extrajeron en su totalidad,
permaneciendo en la interfase de las fases acuosa y cloroférmica, donde se
localiza, ademas, la proteina miofibrilar con la que los monoglicéridos pueden
interaccionar siendo, en consecuencia, dificiles de liberar. Como ya se ha
sefialado en el capitulo de material y métodos, la utilizacién del método de
Hanson y Olley (1963) es muy recomendable si se quiere recuperar de las
muestras la totalidad de los lipidos (incluidos los de mayor polaridad) y
proceder a una caracterizacién posterior de los mismos, pero, realmente, este
método estd disefiado para tejidos en los que el contenido de glicéridos
parciales es muy bajo. Finalmente, junto a estas dos posibilidades existe una
tercera, derivada de la actividad lipasica de las bacterias lacticas que
principalmente recae sobre los glicéridos parciales (Stadhouders y Veringa,
1973; Stadhouders, 1974; Sanz y col., 1988), con lo que se liberaria glicerol en
mayor o menor medida, resultante de la hidrélisis de los monoglicéridos
acumulados. El glicerol es miscible con el agua en todas las proporciones vy,
por lo tanto, no se determinaria junto a la grasa. Este problema de extraccion
se podria haber solucionado, en parte, reextrayendo las interfases, pero solo se
aprecio de forma manifiesta en los dos ultimos lotes, los de mayor cantidad de
lipasa afiadida. No obstante, el efecto de la lipasa en la tasa de triglicéridos se
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TablaIll.1. Contenido de grasa de los embutidos elaborados con 500 unidades de
lipasa pancredtica (lote 500) durante el proceso madurativo

g/100 g peso fresco g/100 g extracto seco
Dia Control Lote 500 Control Lote 500
0 22,69 22,69 57,90 57,90
2 22,41 21,00 55,84 46,00
6 26,72 23,55 63,42 56,15
14 36,25 23,94 61,48 49,67
28 35,94 26,09 60,17 44,64
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deduce también de la evolucién de dicha fraccion lipidica que se recoge en la
figura 1I1.13 (parte inferior) en la que claramente se observa el descenso de

triglicéridos en funcién de la cantidad de enzima afiadida.

Por lo que respecta a los resultados obtenidos puede decirse, en términos
generales, que el contenido de grasa de los embutidos depende de la
formulacién. Por ello no es de extrafiar que en la bibiliografia consultada para
la realizacion de este trabajo se encuentren cifras, en términos de peso fresco,
comprendidas en un amplio intervalo, desde un 15,12% observado en el
Lebanon bologna hasta un 42% en el pepperoni (Acton y Dick, 1976). En
términos de extracto seco., Goussault y Girard (1976) han registrado
contenidos finales del 76,2% en el salchichén francés frente al 35,4% citado
para el Lebanon bologna (Ziegler y col., 1987). Los resultados obtenidos en el
presente trabajo se encuentran, pues, dentro de estos margenes y son similares
a los registrados en salami espafiol (Melgar y col., 1990), belga (Demeyer y
col., 1974; Vandekerckhove y Demeyer, 1975), alemédn (Liicke, 1984),
hungaro (Incze, 1987) y americano (Acton y Dick,1976), asi como en
salchichén de distintas procedencias (Goussault y Girard, 1976; Ferrer y
Arboix, 1986; Beriain y col., 1993) y otros embutidos crudos curados, como
embutidos griegos (Samelis y col., 1993), chorizos espafioles (Dominguez y
col., 1989; Melo y col, 1986) y portugueses (Astiasardn y col., 1990, 1992).

I11.6.- FRACCIONAMIENTO DE 1OS LIPIDOS TOTALES P
CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Con el objeto de estudiar los fendmenos lipoliticos en los distintos lotes
de embutidos experimentales, el extracto lipidico total obtenido se fraccioné
por cromatografia en capa fina (TLC) de gel de silice, para lo que se siguid la
metodologia descrita en el apartado 11.3.3.6. El revelado de las placas
cromatograficas puso de manifiesto la presencia de 8-9 manchas
cromatogrificas correspondientes a otras tantas sustancias en todos los

134



RESULTADOS Y DISCUSION

extractos analizados. Segiin se sefiala también en el citado apartado, se
identificaron de acuerdo con sus respectivos Rf y su comportamiento frente a
reactivos generales y especificos, ademds de por el comportamiento de
patrones cromatografiados en las mismas condiciones. Seis de ellas fueron
caracterizadas como correspondientes a monoglicéridos (Rf=0,01),
diglicéridos (Rf=0,12), colesterol libre (Rf=0,17), acidos grasos libres
(Rf=0.26), triglicéridos (Rf=0,80) e hidrocarburos y ésteres del colesterol
(Rf=0,96). Estos compuestos son los que habitualmente se detectan en la carne
de distintos animales (Chang-Haan y Yeon-Hee, 1982). Dos o tres manchas con
Rf entre el del colesterol y el de los dcidos grasos libres no fueron
identificadas. La lectura de las placas se llevd a cabo por densitometria a 390
nm y la cuantificacidon de las manchas se realiz6 mediante la utilizacién de las
graficas patrén de las sustancias identificadas (figuras I1.2, I1.3, I1.4 y IL.5 del

capitulo de material y métodos).

Para seguir la evolucion de la lipolisis en los embutidos experimentales
se tuvieron en cuenta las manchas correspondientes a los monoglicéridos,
diglicéridos, 4cidos grasos libres y triglicéridos. En el sistema de
cromatografia en capa fina utilizado, la movilidad de los monoglicéridos es
muy baja, por lo que quedaron localizados priacticamente en el origen de las
placas, junto con los fosfolipidos. Por esta razén, ambos tipos de compuestos se
cuantificaron conjuntamente y, considerando que los lipidos polares sufren
s6lo pequefas variaciones a lo largo del proceso madurativo de los embutidos
y, ademds, en fases tardias (Demeyer y col., 1974), a efectos précticos, los
cambios que se observaron en esta mancha se atribuyeron exclusivamente a los

monoglicéridos.

Como se ha sefialado ya repetidas veces a lo largo de este trabajo, es un
hecho bien conocido que en los embutidos crudos curados tienen lugar a lo
largo de la maduracion importantes cambios en el componente lipidico debidos
a la actuacion de lipasas de distinta procedencia (Demeyer y col, 1974; Melgar
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y col., 1990; Masana y Lasta, 1992). Las lipasas (entre ellas la lipasa
pancredtica) se caracterizan por hidrolizar con preferencia los triglicéridos, en

segunda instancia los diglicéridos y mucho mas débilmente los monoglicéridos
(Whitaker, 1972).

En las figuras 111.12 y III.13 se observa la evolucién del contenido de
triglicéridos, expresado en términos de extracto seco (g/100 g E.S.) en los
salchichones experimentales madurados durante 14 y 28 dias respectivamente.
Como era de esperar, los triglicéridos fueron los lipidos mayoritarios de los
embutidos, con cantidades iniciales de alrededor de 44-52 g/100 g E.S. En los
embutidos elaborados sin la adicion de lipasa pancredtica sélo se observd una
ligera disminucién del contenido de triglicéridos a lo largo de la maduracion.
Este efecto no es muy manifiesto pero, teniendo en cuenta los valores iniciales
de triglicéridos se puede deducir que en el control mostrado en la figura I11.12
(valor inicial 43,8 g/100 g E.S. y valor final 41,0 g/100 g E.S.) se produjo un
descenso del 6,4% en 14 dias de maduracion. Del mismo modo. en el control
recogido en la figura III.13 (valor inicial 51,7 g/100 g E.S. y valor final 43,2

g/100 g E.S.) se calculd una disminucién de un 16,4%.

Respecto a los lotes de embutidos elaborados con lipasa pancredtica no se
registraron diferencias notables en relacidn con los controles en los lotes 3 (de
28 dias de maduracion) (Fig. 1I1.13), 10, 30 y 40 (de 14 dias de maduracién)
(Fig. III.12), ya que los valores finales de triglicéridos que se obtuvieron
fueron bastante similares. Sin embargo, cuando la concentracién de lipasa
afiadida fue mayor de 40 unidades (lote 60, recogido en la figura IIL.12 y lotes
90, 180, 250 y 500, recogidos en la figura 1I1.13), si que se puso claramente de
manifiesto el efecto de la enzima vy, asi, se observa que a medida que se afiadia
mds lipasa, la cantidad final de triglicéridos era proporcionalmente menor,
calculdndose porcentajes de disminucion en la tasa de triglicéridos de estos
lotes del 12,7%, 30,1%, 46,5%, 65,06% y 71,7% repectivamente. Ademds, se
pudo apreciar que el descenso fue mucho mds acusado en las primeras etapas
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Figura IIL.12.- Evolucién del contenido de triglicéridos (g/100 g E.S.) de los
lotes de embutidos madurados durante 14 dias: ( O ) Control;
(A )Lote 10; ( &) Lote 30; ( O ) Lote 40; ( @ ) Lote 60.
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Figura IIL13.- Evolucién del contenido de triglicéndos (g/100 g E.S.) de los
lotes de embutidos madurados durante 28 dias: ( O ) Control;
(W) Lote 3(A)Lote90; ( A) Lote 180; (O ) Lote 250;
(@ ) Lote 500 .
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Figura IIL.14.- Evolucidn del contenido de triglicéridos (% de grasa) de los
lotes de embutidos madurados durante 14 dias: ( O } Control;
(A )Lote 10; ( & ) Lote 30 ( O ) Lote 40; ( @ ) Lote 60.

100

90
” 80
O% i
2870
' L
“ 20
S g 60
— -
=Ty
e 50
=
e

=~
jol

(e}
>

1 " i | i 1 M 1 2 | [

20—t
0 4 8 12 16 20 24 28

Dias de maduracion

Figura IIL.15.- Evolucidn del contenido de triglicéridos (% de grasa) de los
lotes de embutidos madurados durante 28 dias: ( O ) Control;
(M) Lote 3(A)Lote90; ( &) Lote 180; ( O ) Lote 250;
(@) Lote 500 .
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del proceso, es decir, durante la fase fermentativa. Este hecho se observo de

una forma mads clara en los tres lotes que contenian las mayores cantidades de
enzima (180, 250 y 500 unidades) (Fig. II1.13).

Tomando como reterencia el contenido lipidico total (Fig. 111.14 vy
II1.15), los triglicéridos constituyeron en la masa preparada para embutir
alrededor de un 80-90% de dicha fraccién y experimentaron en los
salchichones controles una reduccion progresiva hasta valores finales en torno
al 70%. El porcentaje de triglicéridos respecto al total lipidico al final del
proceso en los lotes elaborados con lipasa pancreatica oscild entre el 70 y el
30%, observandose las mayores diferencias en los embutidos elaborados con
mayores cantidades de enzima. En el lote con la cantidad de lipasa mais
elevada (500 unidades) los triglicéridos sufrieron una merma de mds de las 2/3

partes de su contenido inicial.

La evolucién del contenido de diglicéridos de los distintos lotes
experimentales se refleja en las figuras II1.16 y HI.17 en término de extracto
seco y III.17 y III.18 en porcentaje de grasa. Estos compuestos, que se
detectaron en cantidades traza en la masa preparada para embutir, mostraron
en los embutidos controles una evolucién ascendente a partir del
octavo-décimo dia de maduracién desde valores iniciales de 0,013-0,028 g/100
g E.S. hasta alcanzar en el producto final cifras en tomo a 1 g/100 g E.S. Esta
fraccion si que refleja mejor que la de triglicéridos la lipolisis "natural”
(observada en los lotes elaborados sin la adicién de lipasa pancreatica) de los
embutidos que puede deberse a lipasas ajenas a la carne, es decir, de origen
microbiano (Lubienicki v. Schelhorn, 1972; Palumbo y Smith, 1977; Paleari
Bianchi, 1985; Demeyer y col., 1992) o a lipasas procedentes del propio

miisculo, como recientemente han apuntado Garcia y col. (1992).

En todos los embutidos elaborados con lipasa pancredtica se registrd,
ademds de un contenido final de diglicéridos mayor que en los controles, un
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Figura III.16.- Evolucidn del contenido de diglicéridos (g/100 g E.S.) de los
lotes de embutidos madurados durante 14 dias: ( O ) Control;
( A)Lote 10; ( &) Lote 30; (O ) Lote 40; ( @ ) Lote 60.
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Figura IIL17.- Evolucién del contenido de diglicéridos (g/100 g E.S.) de los
~ lotes de embutidos madurados durante 28 dias: ( O ) Control;
(M) Lote3;( A )Lote90; (A) Lote 180; ( O ) Lote 250;

( @) Lote 500.
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Figura IIL18.- Evolucién del contenido de diglicéridos (% de grasa) de los
lotes de embutidos madurados durante 14 dias: ( O ) Control;
( A)Lote 10; ( & ) Lote 30; (O ) Lote 40; ( @ ) Lote 60.
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Figura II1.19.- Evolucién del contenido de diglicéridos (% de grasa) de los
lotes de embutidos madurados durante 28 dias: ( O ) Control;
(m )Lote3: ( A )Lote90; ( A) Lote 180; ( O ) Lote 250;
( @ ) Lote 500.
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aumento mas temprano de los mismos. En el lote 3 (Fig. I11.17) este efecto se
mostré de forma menos manifiesta, ya que los valores de la fraccién
diglicéridos fueron sélo ligeramente superiores a las de un embutido sin lipasa.
En el resto de los lotes si que se observd un incremento claro de la tasa de
diglicéridos en relacién con los controles. Sin embargo, se apreciaron dos tipos
distintos de evolucion. El primer tipo corresponde al lote 3 de la figura I11.17
y a los de la figura II1.16 (lotes 10, 30, 40 y 60), en los que los niveles de
diglicéridos aumentaron gradualmente desde el principio de la maduracién
hasta alcanzar las tasas mdximas al final del proceso. El segundo tipo de
evolucién (la de los lotes representados en la figura II.17, excepto el 3)
corresponde a los embutidos elaborados con 90, 180, 250 y 500 unidades de
lipasa pancredtica, en los que se observé un aumento muy acusado de estos
compuestos durante los 4-6 primeros dias del proceso madurativo, para
estabilizarse o aumentar después mds lentamente. Estos lotes fueron los que se
elaboraron con mayores cantidades de lipasa pancredtica y el aumento de los
diglicéridos en la fase fermentativa concuerda con la disminucién que se
observé en la tasa de triglicéridos (Fig. 1I1.13 y II1.15). Es posible que al
acumularse una gran cantidad de diglicéridos (hay que tener en cuenta que,
partiendo de cifras pricticamente inapreciables, en estos lotes se obtuvieron
valores finales de 9-16 g /100 g E.S.), se produzca una inhibicién de la enzima

por acumulacién de los productos resultantes de la reaccidn.

Las variaciones del contenido de diglicéridos en relacién con el
contenido lipidico total se recogen en las figuras I11.18 y II1.19. Quizas en este
caso se aprecle mejor el grado de lipolisis que se produjo al afiadir las
diferentes concentraciones de lipasa pancredtica. Los diglicéridos
representaron un porcentaje muy bajo (entre el 0,025% y el 0,05%) del
componente graso de la masa fresca y sufrieron un incremento muy elevado en
los lotes experimentales elaborados con lipasa pancredtica, llegando a constituir
desde un 3,0% en el lote 3 hasta un 32,2% en el lote 500, frente a los valores

finales proximos al 2% que presentaron los embutidos utilizados como control.
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En las figuras H1.20 y II1.21 y II1.22 y II1.23 se muestran los cambios
en el contenido de monoglicéridos en los distintos lotes de embutidos
respecto a extracto seco y grasa total respectivamente. En los controles,
esta fraccion experimento ligeras variaciones a lo largo de la maduracién,
duplicando como mdximo su cantidad inicial, desde 2-3 g /100 g E.S. en la
masa fresca hasta aproximadamente 4 g/100 g E.S. en el producto final. Este
moderado aumento fue constante durante los primeros 10-12 dias del proceso,
para luego estabilizarse o incluso disminuir ligeramente hacia el final, por lo
que no existieron grandes diferencias en las tasas finales observadas en los
embutidos controles con distintos periodos madurativos. Entre los embutidos
con lipasa pancredtica, los lotes 3, 10, 30 y 40 se comportaron de forma
parecida a los controles, es decir, no se aprecié la adicién de la enzima. A tal
efecto, en las figuras II1.20 y I1.21 se puede observar que las grificas
correspondientes a los lotes mencionados se entrecruzan o superponen. Sin
embargo, cuando la cantidad de lipasa afiadida fue superior a 40 unidades, si
que se observd la actividad de la enzima. Bl lote 60 (Fig. 111.20) mostrd ya
cifras superiores a los anteriormente mencionados (5.6 g/100 g E.S. al cabo de
14 dias de maduracion) y en el resto de los lotes (Fig. I11.21) los valores
finales duplicaron, en todos los casos, a los de los embutidos control, con cifras

del orden de 7-8 g/100 g E.S. al final del periodo madurativo.

Similares resultados se deducen de las grificas en relaciéon con el
contenido lipidico total. Los monoglicéridos registraron en los embutidos
controles unas oscilaciones entre un 3,9% (en los lotes de 14 dias) y un 5,5%
(en los de 28 dias) inicial y un 6,0% y un 7,2% final respectivamente. Los
lotes 3, 10, 30 y 40 mostraron tasas finales similares, del orden del 6-7%
mientras que en el resto de los embutidos elaborados con lipasa pancreatica los
valores oscilaron entre el 9,0% (en el lote 60) y cifras proximas al 14-15% (en

los lotes 250 y 500 respectivamente) de la grasa total del producto final.
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En definitiva, las variaciones experimentadas por los distintos glicéridos
en los salchichones controles coinciden con la evolucién observada en otros
embutidos por distintos autores (Cerise y col., 1973; Demeyer y col., 1974).
Como era de suponer, en los lotes elaborados con lipasa pancreética estos
cambios fueron méas acentuados, especialmente en los elaborados con 90, 180,
250 y 500 unidades de enzima. Se puede decir, en conclusion, que la lipasa
pancredtica ocasiond una mayor acumulacién de diglicéridos que de
monoglicéridos, lo que indica que esta enzima hidroliza con preferencia los
triglicéridos y a continuacién los diglicéridos y monoglicéridos. Ello que

concuerda con las observaciones anteriormente citadas de Whitaker (1972).

Los acidos grasos libres se detectaron en la masa fresca en cantidades
ligeramente superiores a los diglicéridos, con cifras de unos pocos mg/100 g
E.S. En las figuras I11.24 y II1.25 se puede apreciar la evolucién de su
contentdo en términos de extracto seco en los embutidos experimentales
madurados durante 14 y 28 dias respectivamente, mientras que en las figuras
II1.26 y 111.27 se muestran los resultados en términos de porcentaje de grasa.
En los salchichones controles, la cantidad de 4cidos grasos libres se increment6
progresivamente a lo largo de la maduracién, evidenciando una importante
lipolisis. Al final del proceso se registraron cifras de 0,7 y algo menos de 2
2/100 g E.S. al cabo de 14 y 28 dias, respectivamente. Esto corresponde a
incrementos de unas 30-50 veces en relacidn con las tasas iniciales observadas
(0,028 y 0,045 g/100 g E.S. respectivamente).

La tasa de acidos grasos libres en los lotes de embutidos elaborados con
hasta 60 unidades de enzima y madurados durante 14 dias duplicé y triplico los
valores finales registrados en los controles, con cifras maximas de 2,5 g /100 g
E.S en el lote 40. El lote 3, que contenia la menor cantidad de enzima, registrd
tasas mayores, en torno a 3 g/100 g E.S., probablemente debido a que su
periodo madurativo fue mdas prolongado (el doble que el de los lotes
elaborados con 10, 30, 40 y 60 unidades de lipasa pancreatica). Ldgicamente,
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Figura [II1.20.- Evolucién del contenido de monoglicéridos (g/100 g E.S.) de
los lotes de embutidos madurados durante 14 dias: (O )
Control; ( A ) Lote 10; (A) Lote 30;: (O) Lote 40; (@)

Lote 60.
10(
9-
mﬂ-\
2v O
ol oI
\Q L
= o0
e 61
o
= 5
S 50
= 4
3
2 = |

0 4 3 12 16 20 24 23
Dias de maduracion

Figura III. 21 - Evolucién del contenido de monoglicéridos (g/100 g E.S.) de
los lotes de embutidos madurados durante 28 dias: ([}
Control; (M )Lote 3; ( A ) Lote 90; (A) Lote IBO (O )
Lote 250: ( @ ) Lote 500.
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Figura II1.22.- Evolucién del contenido de monoglicéridos (% de grasa) de
los lotes de embutidos madurados durante 14 dias: (O )
Control; ( A ) Lote 10; ( &) Lote 30;: (O) Lote 40; ( @ )
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Figura IIL.23.- Evolucion del contenido de monoglicéridos (% de grasa) de
los lotes de embutidos madurados durante 28 dias: ((J)
Control; (m ) Lote 3; (A ) Lote 90; (A) Lote 180 (O)
Lote 250; ( @ ) Lote 500.
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I11.24.- Evolucién del contenido de 4cidos grasos libres (g/100 g E.S.)
de los lotes de embutidos madurados durante 14 dias: (O0)
Control; (A )Lote 10; (A ) Lote30( Q) Lote40; (@)
Lote 60.
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Figura 111.25.- Evolucidn del contenido de dcidos grasos libres (g/100 g E.S.)

de los lotes de embutidos madurados durante 28 dias: (O )
Control; ( m ) Lote 3; ( A) Lote 90; ( A ) Lote 180; (O )
Lote 250; ( @ ) Lote 500.
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Figura III.26.- Evolucidn del contenido de dcidos grasos libres (% de grasa)
de los lotes de embutidos madurados durante 14 dias: (3 )
Control; (A )Lote 10; ( & ) Lote 30; (O ) Lote 40; (@)
Lote 60.
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Figura I1L27.- Evolucién del contenido de dcidos grasos libres (% de grasa)
de los lotes de embutidos madurados durante 28 dias: ((2)
Control; (m)Lote 3; ( A)Lote 90: ( & ) Lote 180; (O )
Lote 250; ( @ ) Lote 500.
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al igual que en el caso de monoglicéridos, diglicéridos y triglicéridos las
mayores diferencias se observaron en los lotes 180, 250 y 500, cuyo contenido
final de 4cidos grasos libres se situé préoximo a los 9 g/100 g E.S. También en
este caso el lote elaborado con 90 unidades de enzima mostré un
comportamiento intermedio, con tasas de 7 g/100 g E.S. al final del proceso.
Esta evolucion representé un incremento ¢n los lotes elaborados con lipasa que
oscilo entre 40 y 222 veces el contenido inicial. Como también se puede
observar en las figuras, y en concordancia con lo ocurrido con los glicéridos,
el maximo incremento de la cantidad de acidos grasos libres se produjo
durante la fase de fermentacién, es decir, durante los primeros 2-3 dias del
proceso, lo que estd de acuerdo con las observaciones de otros autores (Cantoni
y col., 1966; Giolitti, 1967; Melgar y col., 1990), que sefialan que la aparicién
de acidos grasos libres suele ser precoz en la maduracién de los embutidos

crudos curados, para luego aumentar su cantidad de forma mas paulatina.

En el total de la fraccion lipidica de la masa antes de embutir, los dcidos
grasos libres representaron un 0,05-0,08%, valores que se incrementaron hasta
cifras del orden del 1% en los embutidos controles madurados durante 14 dias
y ligeramente superiores al 3% en los madurados durante 28 dias. Todos los
embutidos elaborados con lipasa pancredtica presentaron porcentajes finales
mayores, desde un 4,8% en el lote 3 hasta el 18,52% determinado en el lote
500, lo que representé unos niveles entre 64 y 246 veces mayores que los
iniciales, incrementos muy similares a los hallados en términos de extracto

SECo.

El contenido inicial de dcidos grasos libres observado por los distintos
autores es muy variable en los diversos tipos de embutidos y oscila entre el
(,08% citado por Lois (1985) en chorizo y el 1,7% observado por Paleari
Bianchi y col. (1985) en el salami, expresados en gramos de dcido oleico/100
gramos de grasa. Melgar y col. (1990) han descrito valores del 0,68% en

salami y Ferrer y Arboix (1986) 1.3% en el salchichén de Vich en los mismos
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términos (g/100 g de grasa). De acuerdo con las observaciones de Dominguez
(1988), estas diferencias es l6gico que se deban al tiempo transcurrido entre el
sacrificio del animal y la utilizacién de la grasa en la elaboracion del embutido,
tiempo durante el que ésta puede sufrir ya fenémenos de tipo lipolitico

derivados fundamentalmente de la actividad de las lipasas musculares.

Los valores originales observados en este trabajo se encuentran
proximos a los datos recogidos por Lois (1985) en chorizo. Las cifras finales
en torno a 0,7-3 g/100 g E.S. (1,1-4,8 g/100g de grasa) registradas en los
controles y algunos lotes elaborados con lipasa pancredtica se encuentran
dentro del amplio margen citado para estos productos, desde 0,5-1,2 g/100 g
de grasa en chorizo portugués (Melo y col., 1986) hasta cifras de 5,9 g/100 g
de grasa observadas en salami por Melgar y col. (1990) y Paleari Bianchi y
col. (1985). Demeyer y col. (1974) han obtenido en salami belga valores
préximos al 5% del total de acidos grasos del producto final, Cerise y col.
(1973) ha descrito en salami aleman tasas de 2-3 g/100 g de grasa y Lois y col.
(1987) de alrededor de 5 g/100 g de grasa en chorizo al cabo de 100 dias de
maduracidén. Cifras inferiores a éstas han obtenido Ledén Crespo y col. (1977;
1985) en salchichdn y chorizo respectivamente y Garcia y col., (1992) en

salchichones con un periodo de maduracion similar (1,2-1,6 g/100 g E.S.).

Las cifras finales de 4cidos grasos libres (8-9 g/100 g E.S.) que se
detectaron en los embutidos con las cantidades mayores de lipasa ponen de
manifiesto que en los salchichones experimentales tuvo lugar una lipolisis muy
intensa, originandose tasas muy elevadas, que sdlo se describen en la
bibliografia relativa a embutidos madurados durante periodos muy
prolongados, como es ¢l caso del ya previamente citado salchichén de Vich
(Ferrer y Arboix, 1986), en el que se sehalan cifras del 10,60% en términos de
dcido oleico tras 12 meses de maduracion. Es bien sabido que sélo los
embutidos secados al aire durante largos periodos de maduracién, como el

salami hungaro presentan a menudo mas del 5% del peso del embutido en
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forma de acidos grasos libres (Nagy y col. 1989).

Tomando como referencia embutidos espafioles en los que se han
determinado las tasas de dcidos grasos libres, como el salchichén de Vich, en el
que los autores (Ferer y Arboix, 1986) sefalan valores del 10,6% tras 12
meses de maduracién o chorizo artesanal de 100 dias de maduracion, que
presenta tasas del 5% respecto a extracto lipidico (Lois y col., 1987), se puede
decir que, en relaciébn con el primer ¢jemplo citado, esos valores se
consiguieron en los embutidos experimentales al cabo de 28 dias de
maduracién cuando se afiadieron entre 180 y 500 unidades de lipasa
pancreatica. Del mismo modo, los valores citados en el segundo ejemplo se

superaron en 28 dias al adicionar 90 unidades de la enzima.

Como resumen de los fendmenos lipoliticos observados en los embutidos
experimentales, se puede sefialar que en todos los lotes elaborados con lipasa
pancredtica se detecté una lipolisis mdas intensa que en los controles, més
importante a medida que aumenté la cantidad de enzima afiadida a los
embutidos. Esta evolucidn se mantuvo hasta que se afiadieron 180 unidades de
lipasa. La adicién de cantidades pricticamente 3 veces mayores no produjo los
efectos proporcionales esperados. Se aprecié claramente un descenso continuo
de los triglicéridos durante el proceso madurativo, con el correspondiente
aumento de dcidos grasos libres y diglicéridos y, menos marcado, de
monoglicéridos. Estas observaciones coinciden con otros trabajos sobre la
lipolisis en embutidos y otros productos cdrnicos curados (Alford y col., 1971;
Cerise y col., 1973; Demeyer y col., 1974; Vandekerckove y Demeyer, 1975;
Ledn Crespo y Millan, 1977; Leén Crespo y col., 1985).

Coincidiendo con las opiniones de otros autores (Rozier, 1969; Wardlaw
y col., 1973; Mendoza y col., 1983), el estufaje o fermentacién fue una de las
etapas mas delicadas y decisivas para los fenémenos lipoliticos. Segtin Cerise y
col. (1973) es principalmente en esta etapa del proceso madurativo cuando se
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produce la liberacién enzimatica especifica de 4cidos grasos que
posteriormente se transformaran por oxidacién en compuestos voldtiles
cruciales para el desarrollo del sabor y aroma de los embutidos. En todos los
lotes elaborados con lipasa pancredtica, el maximo acumulo de los productos
de la lipolisis se alcanz6 en torno a la segunda semana de maduracién, tras lo
cual los niveles se estabilizaron, aumentaron mucho mis suavemente o incluso
disminuyeron, fenémeno que se puede atribuir a la actividad metabdlica de la
tlora microbiana o a la transformacién quimica de los dcidos grasos en
carbonilos (Alford y col, 1971; Debevere y col., 1976; Naes y col., 1992).

En los embutidos controles no se aprecio el incremento explosivo de la
tasa de acidos grasos libres durante la fase fermentativa que se observo en los
lotes elaborados con lipasa. En estos ultimos, dicho fenémeno se debid
probablemente a que el pH inicial de la masa (ligeramente inferior a 6,0) y las
condiciones de temperatura (18-22 °C) establecidas en esta fase fermentativa
no distaban mucho de las condiciones Optimas de actuacién de la lipasa
pancredtica (37° C y pH 7,0), por lo que su actividad, aunque no la maxima,
todavia era importante. Al modificarse el pH y la temperatura del embutido
durante el proceso madurativo, dicha enzima continué actuando, si bien de
forma mdas moderada. Este hecho., ademds, parece corroborado porque al
triplicar practicamente la concentracion de 180 unidades de lipasa anadida no
se observé una respuesta proporcional en la acumulacion de dcidos grasos
libres. El descenso de actividad de las enzimas es una circunstancia favorable
que permite evitar una lipolisis excesiva que acarrrearia una casi total
degradacion de los lipidos del embutido, lo que repercutiria desfavorablemente

en la calidad final del producto.

Asi pues, de las experiencias realizadas se deduce que durante la fase de
fermentacién tuvo lugar la madxima actividad de la lipasa pancreatica, que
reforzd la de las micrococdceas durante dicha etapa, en la que las condiciones
de temperatura y pH fueron mas préximas a las éptimas. Se sabe que sobre 1d
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actividad y estabilidad de las enzimas influyen, ademds de la temperatura y el
pH, distintos factores: la actividad de agua del producto, la concentracion y el
tipo de sustrato, la presencia de sales (Adler-Nissen, 1986; Adams, 1991;
Greco y col. 1991). Teniendo en cuenta su pH 6ptimo de actuacién, la lipasa
pancreatica se puede considerar una lipasa neutra y este tipo de lipasas
mantienen su conformacion activa a las temperaturas empieadas en el proceso
(Tombs, 1985). Asimismo, la presencia de sales neutras como el NaCl
aumentan su estabilidad (Kristjdnsson y Kinsella, 1991), aunque

concentraciones muy elevadas pueden llegar a producir su inhibicién.

La a,, es un pardmetro clave en la actividad enzimdtica. La a,, de la

carne va disminuyendo conforme avanzan la maduraciéon y desecacién ,
evitando el desarrollo de algunos microorganismos y, ademas limitando las

reacciones enzimaticas propias del proceso madurativo. Sin embargo las lipasas
son enzimas que pueden permanecer activas incluso en medios de una a,, de
0,2 (Caillet y Drapon, 1974; Mutton y Bizot, 1977) a diferencia del resto de
las enzimas que, en general, quedan inactivadas por debajo de a,, de 0,6
(Drapon, 1972). De ahi que en un medio de humedad intermedia, como es un
embutido crudo curado, las lipasas se mantengan funcionales (Omolosho y
Girard, 1983). No obstante, a medida que disminuye 1a a,, se va reduciendo su
actividad, excepto en el caso de las lipasas del tejido adiposo, pues

normalmente éstas se encuentran en su conformacion optima en medios con ay,

reducida (Motilva, 1992).

Ademas de con el descenso de la temperatura y de la a,,, la baja

actividad de la lipasa pancredtica al final de la maduracién podria estar
relacionada con la inhibicién producida por el acimulo excesivo de los
productos finales resultantes de la reaccién (4cidos grasos libres). Este

fenémeno, que ya se ha mencionado en apartados anteriores del presente
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capitulo de resultados y discusién, también se ha descrito en otras enzimas
lipoliticas como la lipasa lipoproteica del tejido muscular (Motilva, 1992) y se
ha explicado de la forma siguiente: el medio adquiere una mayor rigidez al

disminuir la ay,, viéndose dificultada la difusion de los dcidos grasos liberados

desde la interfase hacia el exterior, con lo que aumenta su concentracion en la
zona de formaciodn del complejo enzima-sustrato, dando lugar a la disminucién
local del agua disponible y, en consecuencia, a una inhibicion reversible de la
enzima (Drapon, 1972). Por otro lado, los propios dcidos grasos libres, que
permanecen en la intefase son a su vez sustratos potenciales de reacciones de
esterificacion, compitiendo con los glicéridos por el centro activo de las
enzimas (Ferreira y Patton, 1990). En este sentido no hay que olvidar que la
concentraciéon de 500 unidades de lipasa pancredtica afiadida al dltimo lote de

embutidos tuvo practicamente el mismo efecto que la de 250 unidades.

I1.7.- P LA ACCI
ACID RA LIBRE

Una vez obtenida la fraccién 4cidos grasos libres (véase apartado
[1.3.3.7) se procedid a su andlisis cualitativo y cuantitativo por cromatografia

de gases de sus ésteres metilicos segun se indica en dicho apartado.

Aunque se identificé un nimero mayor de acidos grasos, para seguir la
evolucién de esta fraccidon sélo se tuvieron en cuenta los siete que,
individuaimente, se detectaron en un porcentaje superior al 1%, es decir: acido
miristico (C14:0), dcido palmitico (C16:0), acido palmitoleico (C16:1), acido
estearico (C18:0), acido oleico (C18:1), 4cido linoleico (C18:2) y 4cido
linolénico (C18:3). También se encontraron otros dcidos grasos descritos en la
bibliografia, como el dcido ldurico (C12:0), el 4cido araquidico (C20:0) y el
acido araquidénico (C20:4), pero en cantidades inferiores al 1%.

En los cromatogramas de todas las muestras analizadas aparecieron en

mayor 0 menor medida tres picos extrafios que, en conjunto, llegaron a
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constituir en algunos casos mas del 20% del drea total, aunque no se tuvieron
en cuenta para seguir la evolucidén de los fendémenos lipoliticos en los
embutidos. Dos de estas sustancias eluyeron inmediatamente antes que el acido
palmitico, mientras que la tercera aparecié entre los acidos linoleico y
linolénico. La presencia de estos compuestos en el andlisis cromatografico de
acidos grasos ha sido detectada también por otros autores en distintos
productos cdrnicos curados (Huertas, 1990). Segin Salih y col. (1988) y
Crackel y col. (1988) es frecuente encontrarlos al analizar los dcidos grasos,
fundamentalmente de los fosfolipidos (Grigor y col., 1982; Maxwell y
Marmer, 1983), en distintos productos cdrnicos. En la bibliografia suelen
registrarse como picos no identificados o bien como hexadecanal y octadecanal
(Huertas, 1990), si bien para Salih y col. (1988) y Crackel y col. (1988) se
trata realmente de sus dimetilacetales (DMAs). El hexadecanal y el octadecanal

son aldehidos de cadena larga que se encuentran unidos al glicerol como éteres

o, B- insaturados formando, junto con un dcido graso esterificado también al
glicerol, los plasmalégenos (Lehninger, 1982). Estos lipidos son compuestos
aldehidogénicos, ya que, una vez hidrolizados, rinden un 4cido graso, glicerol,
acido fosférico, un alcohol y el aldehido correspondiente, generalmente
hexadecanal u octadecanal (Lehninger, 1982). Segin los autores citados, los
DMAs correspondientes se forman bajo las condiciones comunmente utilizadas
en la formacién de los ésteres metilicos de los dcidos grasos para los analisis
cromatograficos y pueden llegar a confundirse con éstos porque ambos tipos
de compuestos presentan tiempos de retenciéon muy simtilares cuando se

analizan utilizando una fase estacionaria polar (Igene y col., 1981).

Las proporciones relativas de los principales dcidos grasos y su
evolucion a lo largo del proceso madurativo se recogen en las tablas II1.2 (para
los embutidos madurados durante 14 dias) y II1.3 (para los madurados durante
28 dias). Como se puede observar en las tablas mencionadas, tanto al

principio como al final de la maduracion, el dcido graso mayoritario en todos
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los lotes de embutidos fue el oleico, que en el producto final oscilo entre el 33
y el 40%, seguido del linoleico (15-27%), palmitico (15-22%), estedrico
(8-13%), linolénico y paimitoleico (3-6%) y miristico (1-3%). Esta
composicion de la fraccion de dcidos grasos libres es similar a la descrita por
distintos autores (Cerise y col., 1973; Paleari Bianchi y col., 1985;
Dominguez y Zumalacarregui, 1991; Beriain y col, 1993; Samelis y col.,1993;
Astiasardn y col., 1993) en la mayoria de los embutidos crudos curados, si
bien en el presente trabajo se detectaron cantidades de dacido linolénico
mayores que las habituales. Sin embargo, los resultados obtenidos, al igual que
las observaciones de los autores anteriormente citados, estdn en contradiccion
con uno de los principales estudios sobre los procesos lipoliticos en embutidos
crudos curados (Demeyer y col., 1974), en el que se registra como

componente mayoritario el dcido linoleico.

En cuanto a la evolucién de la concentracion de cada uno de los dcidos
grasos, cabe seflalar que el porcentaje relativo de acido oleico (tablas
I11.2 y II1.3) aumentd en los embutidos controles entre un 6,43% (los de 28
dias) y un 7.95% (los de 14 dias), alcanzando, por regla general, los niveles
maximos en torno al décimo-decimosegundo dia del proceso madurativo, tras
lo que se pudo observar un descenso porcentual hasta cifras similares a las
iniciales, menos evidente en los embutidos madurados durante 28 dias. El
descenso del porcentaje de dcido oleico observado hacia el final del proceso
madurativo ha sido citado también por otros autores (Cerise y col., 1973;
Paleari Bianchi y col., 1985; Astiasaran y col., 1993) Todos los embutidos
elaborados con lipasa pancredtica mostraron esta misma evolucién en el
tiempo, si bien los porcentajes iniciales sufrieron un incremento entre un
26% vy un 37% segun los lotes y los valores finales fueron siempre
claramente superiores a los controles (entre un 10,39% mds que su control en

el lote 10 y un 21,74% mads que su control en el lote 250).

En las figuras II1.28 y II1.29 se puede observar la evolucién del
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Tabla II1.2. Composicion de la fraccion de acidos grasos libres (% relativo) de los
embutidos sometidos a un periodo madurativo del4 dias

Acidos grasos (%)
Lote Dias C14:0 Cle6:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 (Ci18:3

0 1,31 20,65 546 1232 37,58 19,36 3,31
2 1,76 2399 405 11,48 37,75 18,79 2,17
Control 6 383 2205 495 10,57 37,30 17,09 4721
10 1,50 21,39 3,31 10,61 40,57 20,30 2,32
14 1,47 2029 3,63 10,07 3539 22,61 6,52
0 1,31 20,65 546 12,32 3758 1936 3,31
2 1,16 16,58 3,95 9,51 46,34 2033 1,13
Lote 10 6 1,96 21,23 443 10,52 4408 16,36 1,42
8 1,29 21,23 378 13,08 4334 1397 3,31
14 3,02 21,55 596 994 3907 1629 417
0 1,31 20,65 546 1232 3758 1936 3,31
2 450 2641 528 14,19 3251 13,28 2,83
Lote 30 6 4,10 23,22 391 12,66 3982 1292 3,37
8 2,42 21,69 433 992 4511 13,20 3,13
14 2,19 2248 3,81 8§11 4049 17,74 523
0 1,31 20,65 546 1232 3758 1936 3,31
2 1,55 2284 3,58 9,66 40,90 18,09 3,37
Lote 40 6 1,63 23,08 394 10,24 41,87 16,53 2,71
10 1,23 1783 4,15 9,22 4735 16,97 3,26
14 2,15 21,63 398 10,63 3991 1741 4728
0 1,31 20,65 546 12,32 37,58 19,36 3,31
2 380 21,99 456 10,50 3845 16,73 397
Lote 60 6 475 23,02 6,31 12,65 3420 1495 411
10 2,29 20,34 458 11,96 3817 1785 481
14 2,60 1946 421 11,02 3972 1783 5,16
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Tabla IIL.3. Composicién de la fraccién de acidos grasos libres (% relativo) de los
embutidos sometidos a un periodo madurativo de 28 dias

Acidos grasos (%)
L.ote Dias Cl14:0 Cl16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 (C18:3

0 1,17 1921 474 11,28 32,87 27,27 3,54

2 2,60 20,29 4739 8,92 3046 27,73 5,61

Control 6 363 1753 6,28 833 30,86 2696 6,40
12 2,77 18,42 532 8,63 3342 26,04 538

19 1,86 1881 457 981 348% 2497 5,10

28 1,63 18,84 370 11,85 3325 2547 5726

0 1,17 19,21 4,74 11,28 3278 2727 3,54

2 3,03 21,08 501 10,34 34,03 2001 5,55

Lote 3 6 4,14 17,01 6,01 857 3246 2480 6,67
12 098 15,69 294 823 4228 26,77 3,10

19 0,97 1518 349 774 4226 2794 242

28 1,05 17,05 3,53 837 38,13 2743 355

0 1,17 1921 474 11,28 32778 2727 354

2 1,50 1400 3,67 8,70 41,51 26,06 4,56

Lote 90 6 2,82 1691 490 10,11 41,72 1948 4,07
12 1,50 17,12 434 957 4222 21,19 405

19 326 14,73 3,51 11,19 38,73 21,83 6,75

28 2,38 19,87 4,51 0,58 3732 1990 6,44

0 1,17 1921 4,74 11,28 32778 27,27 3,54

2 298 20,72 481 1454 2970 21,86 5,38

Lote 180 6 1,85 1492 480 11,06 41,98 20,23 516
12 1,25 17,23 3,67 10,85 41,34 1942 6,24

19 279 2346 274 1349 33,12 16,72 6,68

28 2,26 21,51 3,31 10,99 3953 17,66 474

0 1,17 19,21 474 11,28 32,78 2727 3,54

2 238 14,69 479 10,53 4308 19,70 481

Lote 250 6 2,13 18,76 453 10,44 4487 1555 3,72
14 230 17,65 530 1096 43,10 16,60 4,08

28 2,62 15,64 6,60 12,39 4048 16,17 6,49

0 LI7 19,21 474 11,28 32778 2727 354

2 1,82 17,94 436 998 4296 1950 342

Lote 500 6 373 16,73 5,84 1093 3924 1948 440
14 2,35 2373 6,15 845 41,83 1431 3,18

28 323 16,08 6,20 1095 40,18 1796 538
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contenido de acido oleico en términos de mg/100 g E.S. en los distintos lotes
experimentales. Si se comparan las grificas de estas figuras con la del glicérido
parcial que se acumulé en mayor cuantia, es decir, la fraccién diglicéridos
(Fig. III.18 y II1.19), se puede observar que ambos modelos de evolucion
fueron similares, lo que indica que durante la maduracién de los embutidos
experimentales se produjo la hidrélisis de triglicéridos y 1a acumulacién de
diglicéridos y la correspondiente liberacién de acidos grasos, en el presente
caso el acido oleico, el mayoritario. Igualmente se observd, como en el caso de
los diglicéridos, que el incremento de este dcido graso fue, en términos
generales, gradual a lo largo de todo el proceso en los lotes de embutidos a los
que se afadié menos cantidad de lipasa pancredtica (lotes 3, 10, 30, 40 y 60),
pero en los elaborados con las mayores cantidades de enzima (lotes 90, 180,
250 y 500), el mayor incremento de 4cido oleico tuvo lugar durante las
primeras 48 horas de maduracién. Se pueden establecer similares
consideraciones si se compara la evolucion del contenido de dcido oleico con la
fraccion acidos grasos libres totales, tanto en términos de extracto seco (Fig.
[I1.24 y 1I1.25) como expresada en porcentaje de materia grasa (Fig. [11.26 y
[11.27). Realmente no se podia esperar un comportamiento distinto, ya que las
concentraciones relativas de dcido oleico en cada uno de los lotes a lo largo de
todo el periodo madurativo, fueron, aunque con algunas fluctuaciones, bastante
regulares (tablas II11.2 y IIL.3).

El acido linoleico presenté cantidades iniciales variables en los
distintos lotes, con cifras del 19,36% (tabla I1.2) y el 27,27% (tabla II1.3) y su
evolucion en los controles también fue irregular. En los embutidos madurados
durante 14 dias experimenté un aumento del 16,78%, mientras que en los de
28 dias de maduracién se observd un ligero descenso, del 6,60%. Excepto en
los salchichones elaborados con la menor cantidad de lipasa (lote 3), cuya
evolucion fue similar a sus controles, en el resto se observé un descenso
progresivo del contenido de este acido graso, tanto mas importante cuanto

mayor era la cantidad de enzima afadida. En el lote 250 este descenso lleg6 al
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41%. Este fendmeno podria estar relacionado con la opinién de Forss (1972),
que sefiala que el dcido linoleico es uno de los primeros sustratos de la
oxidacion y, por lo tanto, es l6gico que se detecte menos cantidad de este 4cido
graso en los embutidos a medida que avanza la maduracién. No obstante, la
evolucion de la concentracion de dcido linoleico descrita en la bibliografia es
contradictoria. Algunos autores registran un aumento de este dcido graso a lo
largo del periodo madurativo (Demeyer y col., 1974, Dominguez vy
Zumalacarregi, 1991; Samelis y col., 1993), mientras que otros (Bianchi y
col., 1985; Melgar y col., 1989; Astiasaran y col., 1993) citan un descenso a
partir de la fase fermentativa hasta el final del proceso. Astiasardn y col.
(1993), comparando distintos métodos de fabricaciéon de chorizo observaron
ademds que este descenso se producia en mayor grado en los embutidos con un

elevado indice de lipolisis.

En las figuras 111.30 y II1.31 se muestra la evolucién del contenido de
acido linoleico en todos los lotes de embutidos a lo largo de la maduracién en
términos de extracto seco. El perfil de las graficas es similar al observado en
el caso del dcido oleico, por lo que, en principio, son validas las mismas
consideraciones. Sin embargo hay un detalle que merece la pena destacar y que
se observd claramente en los embutidos que contenian mayores cantidades de
lipasa (lotes 90, 180, 250 y 500). Si se compara la figura I1.29 (evolucion del
contenido de Aacido oleico en dichos lotes) con la III.31 (evolucion del
contenido de acido linoleico en los mismos lotes), se puede observar la misma
tendencia en ambos 4cidos grasos, pero las diferencias absolutas de los lotes
con lipasa en relacién con los embutidos controles fueron mayores en ¢l caso
del 4cido oleico. Asi, tomando los valores registrados a partir de la segunda
semana de maduracion en dichos lotes 90, 180, 250 y 500 se puede llegar en
cada caso a una relacién "contenido de 4cido oleico del lote elaborado con
lipasa/contenido de acido oleico del lote control” préxima a 5-6 mientras que
la misma relacidn para el caso del dcido linoleico es de alrededor de 3. En

principio esta relacion deberia ser similar en ambos casos, si se asume que la
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lipolisis afecta por igual a los dos dcidos grasos, al encontrarse en su mayor
parte esterificados en la misma posicién (sn3) del glicerol (Brockerhoff,
1966). La menor relacion observada en el caso del dcido linoleico parece
indicar la existencia de una degradacion de este dcido graso, hecho que ya se ha
comentado anteriormente en relacion con el descenso progresivo del mismo

que se observé a partir de los datos derivados del cromatograma (tabla I11.3).

El acido palmitico apenas experimenté variaciones en sus porcentajes
a lo largo del proceso en los embutidos controles, manteniéndose siempre en
torno a las cifras iniciales del 19-20%. En cuanto a su comportamiento en los
embutidos elaborados con lipasa pancreitica, se observd una evolucidon
irregular. En la mayoria de los lotes (del 3 al 180), las concentracidn de este
dcido graso se mantuvo en valores similares durante todo el proceso
madurativo, mientras que en los lotes 250 y 500 se observé un descenso
respecto a su contenido inicial del 18,58% y 16,29% respectivamente. El
aumento de la concentracién de acido oleico y el descenso de la de acido
palmitico coincide con los resultados de Debevere y col., (1976), que sefialan
también dicho comportamiento a medida que aumenta el tiempo de actuacidn
de los enzimas lipoliticos sobre la grasa. Las figuras 111.32 y II1.33 muestran
su evolucién en mg/100 g E.S. y en ellas se puede observar que las graficas
obtenidas fueron, en términos generales, similares a las del acido oleico, por lo

que el andlisis realizado para dicho 4cido graso es extensible al dcido palmitico.

Los porcentajes relativos de acido estearico que se obtuvieron en los
embutidos controles (tablas I11.2 y III.3) no permitieron establecer un patrén
de su evolucién a lo largo del proceso madurativo. Asi, en los lotes de 28 dias
de maduracién, su contenido se estabilizé en cifras finales proximas a las
iniciales, es decir, del orden de un 11%, mientras que en los de 14 dias
disminuyé un 18,26%, desde un 12,32% inicial hasta un 10,07% final. Este
comportamiento irregular ha sido observado también por otros autores

(Astiasaran y col., 1993). En cuanto a los salchichones elaborados con lipasa se
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observé una tendencia decreciente de hasta el 34% en el lote 30, menos
marcada a medida que se incrementaba la cantidad de enzima afiadida y
cercana a la estabilizacién en los lotes 180, 250 y 500. En definitiva, tampoco
en este caso se observé un modelo definido de comportamiento. Las figuras
I11.34 y II.35 muestran la evolucién del contenido de este acido graso en
mg/100 g E.S. en los lotes de embutidos madurados durante 14 y 28 dias,
respectivamente. El perfil de las graficas es semejante al de los acidos grasos

analizados antertormente.

El acido linofénico fue, quizds, el que mostré un comportamiento mas
regular durante la maduracion. Se detectd en la masa preparada para embutir
en cantidades algo superiores al 3% (tablas I11.2 y 1I1.3) y a lo largo de ambos
periodos madurativos sufrié un aumento en todos los embutidos, tanto en los
controles como en los elaborados con lipasa, hasta valores finales entre el 4 y
el 6%. Estas cifras son superiores al 1-2% registrado normalmente en los
distintos trabajos sobre embutidos crudos curados (Paleari Bianchi y col.,
1985; Melgar y col., 1990; Dominguez y Zumalacdrregui, 1991; Astiasardn y
col, 1993). En las figuras 111.36 y II1.37 se observa su evolucién en mg/100 g
E.S. El aumento progresivo del porcentaje relativo de este dcido graso durante
la maduracion no se reflej6 en graficas con un perfil diferente del de los acidos
grasos anteriormente discutidos, sin duda debido al caracter minoritario del

acido linolénico.

El acido palmitoleico disminuy6 un 21,94% en los controles de 28
dias (tabla III.3) y un 33,51% en los de 14 dias (tabla II1.2). Esta evolucion es
s.imiiar a la observada en todos los trabajos citados anteriormente (Paleari
Bianchi y col., 1985; Melgar y col., 1990; Astiasaran y col., 1993)). En el caso
de los embutidos con lipasa esta tendencia decreciente fue siendo menor a
medida que se aumentaba la cantidad de enzima afiadida, observdndose incluso
un incremento en los lotes 250 y 500 hasta cifras finales superiores al 6%. No

obstante, los resultados obtenidos no permiten extraer conclusiones definitivas.
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Los cambios del contenido absoluto de este dcido graso (mg/100 g E.S.) en los
distintos lotes se reflejan en las figuras I11.38 y I11.39., en las que nuevamente
el modelo de grafica se ajusta al observado en el caso de los demds dcidos

grasos.

El porcentaje de acido miristico aumentdé en los controles, desde
valores cercanos al 1% hasta aproximadamente un 3% en el sexto dia de
maduracién, para luego volver a los niveles iniciales al final del proceso
(tablas I11.2 y I11.3). Esta evolucion y los valores registrados son los citados
normalmente para este dcido graso (Paleari Bianchi y col. 1985; Dominguez y
Zumalacdrregui, 1991). En los embutidos fabricados con lipasa se observé una
evolucion mas irregular, en algunos constantemente ascendente, mientras que
en otros fue parecida a los controles. No obstante, en todos los lotes elaborados
con enzima los valores finales fueron ligeramente superiores a los
determinados en los controles. En las figuras 111.40 y 1I1.41 se puede apreciar
su evolucion en mg/100 g E.S.. que, una vez mds, se ajusto al perfil observado

en el resto de los acidos grasos analizados.

A la vista de los resultados obtenidos y como diferencias respecto al
comportamiento de los controles, se puede decir que, a nivel porcentual (4cido
graso/total de dcidos grasos libres) la adicion de lipasa a los embutidos

determind:

una mayor liberacién de 4cido oleico y acido miristico.

una reduccion del contenido de acido linoleico.

un aumento de la cantidad de 4cido palmitico.

una disminucién del contenido de los acidos estedrico y palmitoleico.

No obstante, como en la mayoria de los casos los resultados no
mostraron una evolucidn clara, en lineas generales sélo se puede hablar de

tendencias.
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En el capitulo de introduccién ya se ha sefialado que los triglicéridos de
la grasa de cerdo muestran una distribucion particular de los 4cidos grasos vy,
asi, la mayor parte del dcido estedrico (alrededor del 60%) se presenta
esterificado en la posicion snl, el palmitico (60-80%) e¢n la posicién 2 y los
acidos octadecenoicos (50-60%) en la posicién sn3 de la molécula
(Brockerhoff, 1966). Puesto que la lipasa pancreatica, al igual que las lipasas
microbianas, ataca especificamente las posiciones snl y sn3 (Alford y col.,
1971; Whitaker, 1972), el mayor grado de lipolisis deberia observarse en los
acidos de 18 dtomos de carbono: estedrico y oleico, linoleico y linolénico
(Demeyer y col.,, 1974; Naes y col., 1992). En el presente trabajo, y
parcialmente de acuerdo con estos autores, la adicion de lipasa pancredtica tuvo
incidencia principalmente sobre la liberaciéon de C18:0 y C18:1, aunque
también sobre el C14:0. Sin embargo, no se observé la liberacidn mayoritaria
de 4cido linoleico citada por Demeyer y col., (1974) y mas recientemente por
Samelis y col. (1993). ni siquiera en los embutidos controles, en los que la
actividad lipolitica recae solo en las lipasas endégenas y de origen microbiano.
Por el contrario, se registro un descenso porcentual de este acido graso a lo
largo del proceso madurativo, mds acentuado con la incorporacién de lipasa

a los embutidos.

Asi pues, segiin los resultados obtenidos en los salchichones
experimentales, la lipasa pancredtica parecié mostrar una mayor especificidad
por la posicidén sn3 de los triglicéridos, pero, aunque en ella se encuentran
esterificados tanto el dcido oleico como el linoleico, la actividad hidrolitica se
centré fundamentalmente en el oleico y apenas se manifestd en el caso del
acido linoleico. Dado que ambos 4cidos grasos difieren muy poco en cuanto a
su peso molecular, la acumulacién de dcido oleico libre podria deberse a la
especificidad estructural que presenta la lipasa pancredtica (Whitaker, 1972;
Kilara, 1985), sin olvidar tampoco que el dcido linoleico es el principal
sustrato de la oxidacion lipidica (Fors, 1972), especialmente cuando se halla en

forma libre, de modo que aunque se libere en grandes cantidades, puede que
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Figura IIL.28.- Evolucién del contenido de 4cido oleico (mg/100 g E.S.) de
los lotes de embutidos madurados durante 14 dias: (J)
Control; ( A )Lote 10; ( A ) Lote 30; (O ) Lote 40; (@)

Lote 60,
4000
< 3000
=2
=
y—
VAT i}
33; 2000
L
y—
.
o0
E 1000

0 4 8 12 16 20 24 28
Dias de maduracion

Figura IIL.29.- Evolucién del contenido de acido oleico (mg/100 g E.S.) de
los lotes de embutidos madurados durante 28 dias: ()
Control; { @ ) Lote 3; { A ) Lote 90; ( & } Lote 180; (O )
Lote 250; { @ ) Lote 500.
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Figura IIL.30.- Evolucién del contenido de dcido linoleico (mg/100 g E.S.) de
los lotes de embutidos madurados durante 14 dias: ([OJ)
Control; ( A ) Lote 10; ( A ) Lote 30; (O ) Lote 40:( @)
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Figura II1.31.- Evolucién del contenido de dcido linoleico (mg/100 g E.S.) de
los lotes de embutidos madurados durante 28 dias: (O)
Control; ( ® YLote 3: ( A )Lote 90; ( A ) Lote 180 (O )
Lote 250; ( @ ) Lote 500.
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IT11.32.- Evolucién del contenido de dcido palmitico (mg/100 g E.S.)
de los lotes de embutidos madurados durante 14 dias: ([J)
Control; ( A )YLote 10;: ( &4 )Lote 30; ( Q) Lote 40; (@ )
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IT1.33.- Evolucidn del contenido de dcido palmitico (mg/100 g E.S.)
de los lotes de embutidos madurados durante 28 dias: (J)
Control; ( M )Lote 3; (A )Lote 90; ( A) Lote 180; ( O )
Lote 250; ( @ ) Lote 500.
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Figura IIL.34.- Evolucién del contenido de dcido estedrico (mg/100 g E.S.)
de los lotes de embutidos madurados durante 14 dias: ()
Control; ( A ) Lote 10; (A)Lote 30; ( O ) Lote 40; ( @)
Lote 60.
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Figura II.35.- Evolucién del contenido de dcido estedrico (mg/100 g E.S.
de los lotes de embutidos madurados durante 28 dias: ( O
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Figura III.36.- Evolucién del contenido de dcido linolénico (mg/100 g E.S.)
de los lotes de embutidos madurados durante 14 dias: (0 )
Control; ( A ) Lote 10; ( & } Lote 30; (QO) Lotie 40, (@ )
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Figura IIL37.- Evolucién del contenido de dcido linolénico (mg/100 g E.S.)
de los lotes de embutidos madurades durante 28 dias: (3 )
Control; (B )Lote 3:( A )Lote 90; (A ) Lote 180; (O )
Lote 250; ( @ ) Lote 500.
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Figura I111.38.- Evolucién del contenido de dcido palmitoleico (mg/100 g E.S.)
de los lotes de embutidos madurados durante 14 dias: ((3)
Control; ( A)Lote 10; ( A)Lote 30; (O ) Lote40: (@ )
Lote 60.
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Figura II1.39.- Evolucién del contenido de dcido palmitoleico (mg/100 g E.S.)
de los lotes de embutidos madurados durante 28 dias: ( O)
Control; ( WM )Lote3; (A )Lote 90; (A ) Lote 180; ( O )
Lote 250; ( @ ) Lote 500.
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simultdneamente recaigan sobre el los fenémenos oxidativos y, por lo tanto, no

se detecte su acumulacion.

Como consecuencia de Ia mencionada actividad hidrolitica especifica de
las lipasas microbianas y la lipasa pancredtica, y al igual que observaron
anteriormente Lizdrraga y col. (1989), durante el proceso de curado de los
embutidos se observaron variaciones en la relacién saturacidén/insaturacion de
los dcidos de 16 y 18 4tomos de carbono, 1o que condujo a una serie de
diferencias en el cociente global saturacién/insaturacion. En las tablas I11.4 y
[11.5 se pueden apreciar los cambios producidos en dicho cociente en los
distintos lotes de embutidos durante la maduracién. Los valores observados en
¢l presente trabajo son similares a los obtenidos por otros autores (Chasco y
col., 1993) en diferentes embutidos (chorizo, salchichén y salami), tanto los
referidos al cociente C16:0/C16:1 como a la relacién C18:0/C18:1+2+43. Sin
embargo, el mismo equipo de investigadores (Melgar y col., 1990) han

sefialado cifras unas 3-4 veces superiores en salami para ambos indices.

El andlisis global de las tablas [11.4 y 1I1.5 permite decir que, tanto en
los embutidos controles como en los que contenian lipasa pancredtica los
citados indices de saturacion/insaturaciéon no variaron de forma importante
durante el proceso madurativo. La relacion C16:0/C16:1 oscilé, en términos
generales, entre valores minimos de 3,616 y médximos de 6,462, aunque
ocasionalmente se registrd alguna cifra superior, como la correspondiente al
decimonoveno dia de maduracion del lote 180 (8.,562). El cociente
C18:0/C18:1+2+3 estuvo comprendido entre 0,130 y 0,292 y el cociente global
saturados/insaturados oscilé entre 0,329 y 0,759. Asi pues, no se puede deducir
ningiin efecto manifiesto en relacion con el grado de insaturacion de la
fraccion dcidos grasos libres de los embutidos experimentales ni como
consecuencia de un proceso madurativo convencional ni por la adicidn de
lipasa pancredtica. Las tendencias crecientes o decrecientes que se observaron,

aunque de forma no muy concluyente, en algunos dcidos grasos (tablas II1.2 y
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I11.3) no se reflejaron en el nivel de saturacion/insaturacion. Es posible que el
aumento de algunos acidos grasos, por ejemplo el acido oleico (que deberia
l6gicamente aumentar el grado de insaturacién), se compense en cada caso con
el aumento paralelo de algin 4cido graso saturado o, alternativamente, con la
disminucién de otro con un mayor nimero de dobles enlaces que el oleico (por
haberse liberado en menor cuantia o por haber sufrido procesos oxidativos) o

con la combinacion de ambos fendémenos.

Chasco y col. (1993) indican que durante la fase fermentativa se produce
un aumento del grado de tnsaturacién de la fraccion 4cidos grasos libres y que
posteriormente este fendmeno se invierte. Estos autores obtienen estas
conclusiones a partir de valores del indice C16:0/C16:1 que pasan de 4,738 en
la masa inicial a 4,570 tras la fermentacion en el caso del chorizo y de 4,605 a
4,532 en el caso del salchichdn, obteniendo al final de la maduracidén citras de
5,247 y 5,115 respectivamente. Tgualmente, Chasco y col. (1993) deducen
consideraciones similares de la evolucién del cociente C18:0/C18:1+2+3, con
valores que oscilan entre 0,26 y 0,14. En opinién de la autora del presente
trabajo, estas variaciones no son tan importantes como para llegar a dichas
conclusiones. No obstante, en el trabajo de Melgar y col. (1990) si que se
puede deducir un aumento claro del grado de insaturacién durante todo el
proceso madurativo, ya que, partiendo de valores de alrededor de 15, el indice
C16:0/C16:1 pasa a 7,3 en el producto acabado y el C18:0/C18:1+2+3 pasa de
0,5 inicial a 0,24 final. Por lo tanto, los resultados obtenidos en este trabajo,
tanto en los embutidos controles como en los lotes que contenian lipasa
pancreatica concuerdan con las observaciones de Chasco y col. (1993), pero no
con las de Melgar y col. (1990).

IIL.8.- MPOSICION DE ACID RA DE LA FRACCION
ACID RA ADENA RTA

La obtencién de esta fraccion, asi como la identificacién y cuantificacion
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Tabla I11.4. Relacién de acidos grasos libres saturados/insaturados en los embutidos
sometidos a un periodo madurativo de 14 dias

Acidos grasos

Saturados/
Lote Dias C16:0/C16:1 C18:0/C18:1+2+3 Insaturados
0 3,782 0,204 (0,569
2 5,923 0,196 0,634
Control 6 4,455 0,180 0,622
L0 6,462 0,168 0,530
14 5,590 0,156 0,493
0 3,782 (0,204 0,569
2 4,197 0,140 0,402
Lote 10 6 4,792 0,170 0,545
8 5,616 0,216 (0,587
14 3,616 0,167 0,580
0 3,782 0,204 (),569
2 5,002 0,292 0,928
Lote 30 6 5,939 0,226 0,713
8 4,788 0,161 0,554
14 5,900 0,128 0,517
0 3.782 0,240 0.569
2 6,380 0,155 0,546
Lote 40 6 5,858 0,168 0,572
10 4,296 0,136 0,418
14 5,435 0,173 0,559
0 3,782 0,204 0,569
2 4,822 0,178 0,614
Lote 60 6 3,648 0,238 0,759
10 4,441 0,197 0,569
14 4,622 0,176 0,528
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Tabla IIL.5. Relacién de acidos grasos libres saturados/insaturados en los embutidos
sometidos a un periodo madurativo de 28 dias

Acidos grasos

Saturados/
Lote Dias C16:0/C16:1 C18:0/C18:1+2+3 Insaturados
0 4,053 0,177 0,498
2 4,622 0,140 0,499
Control 6 2,791 0,130 0,459
12 3,462 0,133 0,460
19 4,116 0,151 0,469
28 5,092 0,185 0,505
0 4,053 0,177 0,498
2 4,208 0,174 0,578
Lote 3 6 2,830 0,134 0,465
12 5,337 0,114 0,345
i9 4,350 0,107 0,329
28 4,830 0,121 0,383
0 4,053 0,177 0,498
2 3,815 0,121 0,336
Lote 90 6 3,451 0,155 0,457
12 3,945 0,142 0,418
19 4,197 0,166 0,434
28 4,406 0,150 0,500
0 4,053 0,177 0,498
2 4308 0,255 0,672
Lote 180 6 3,108 0,164 0,413
12 4,695 0,162 0,438
19 8,562 0,239 0,703
28 6,498 0,196 0,561
0 4,053 0,177 0,498
2 3,067 0,156 0,408
Lote 250 6 4,141 0,163 (0,488
14 3,330 0,172 0,485
28 2,370 0,196 0,485
0 4,053 0,177 0,498
2 4,115 0,151 0,451
Lote 500 6 2,865 0,173 0,497
14 3,859 0,142 0,582
28 2,594 0,172 0,476
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de sus componentes se llevd a cabo siguiendo el método de Dainty y Hibbard

(1980) descrito previamente en el apartado 11.3.3.8.

Normalmente los acidos grasos de cadena corta no forman parte (o al
menos no en cantidades significativas) de la composicion de los mono, di y
triglicéridos de la came y la grasa, por lo que su presencia en los embutidos se
debe en general a procesos degradativos de distintos compuestos llevados a
cabo por los microorganismos. Asi por ejemplo, en la carne refrigerada, el
dcido acético deriva en gran medida de la fermentacidn de los carbohidratos
(Dainty y col., 1979; Kandler, 1983), mientras que los acidos iso-butirico e
1so-valérico proceden de las transformaciones microbianas de los aminodcidos
valina y leucina respectivamente (Dainty y Hibbard, 1983). Otros, como el
dcido propidnico y el acido n-butirico parecen no estar relacionados con la
actividad microbiana sino con actividades enzimaticas intrinsecas de la came
(Dainty y col., 1979). En los productos carnicos madurados estas sustancias
pueden tener también un origen microbiano, pero, ademas, pueden derivar de
la oxidacién de los acidos grasos de cadena larga, principalmente de los
poliinsaturados (Dainty y Hibbard, 1980; Ordoéfiez y col., 1989; Berdagué y
col., 1993). En definitiva, la actividad de las lipasas tanto microbianas, como
las propias de la came y, en el presente caso, la lipasa pancreatica, tendria gran
trascendencia, bien como consecuencia de la liberacion de 4cidos grasos de
cadena larga, a partir de los que se formarian dcidos grasos de cadena corta
por la via de la autooxidacién o bien como causa directa de su liberacion a
partir de los lipidos. Hay que recordar que aunque no sean mayoritarios en la
carne, la lipasa pancredtica presenta una mayor actividad frente a triglicéridos
esterificados con Acidos grasos de cadena corta que de cadena larga,
presentando la maxima intensidad con la tripropionina y la tributiring
(Whitaker, 1972).

Los dcidos grasos analizados fueron acético (C2:0), propiénico (C3:0),

iso-butirico (isoC4:0), n-butirico (C4:0), iso-valérico (isoC5:0) y n-valérico
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(C5:0). Las tablas TI1.6 y II1.7 recogen detalladamente el contenido de cada
uno de los acidos grasos voldtiles analizados en los distintos dias de toma de
muestras, expresado en mg/100 g E.S. Como se puede apreciar, en todos los
lotes, y con independencia del dia de maduracién, el acido acético fue siempre
el mayoritario, hallindose valores comprendidos entre 5 y 43 mg/100 g E.S.,
lo que representd en todos los casos desde un 80% hasta mds del 90% del total
de acidos grasos de cadena corta. Del resto de dcidos grasos analizados, s6lo el
n-butirico se detectd en concentraciones proximas o superiores a 1 mg/100 g
E.S. a lo largo de todo el proceso, y, esporadicamente en algunos lotes, el
acido iso-valérico, como por ejemplo en el lote 10 en el segundo dia de
maduracion (1,87 mg/100 g E.S.) o en el lote 30 en el octavo dia de
maduracién (2,20 mg/100 g E.S.)

En cuanto a la evolucidn de los distintos componentes de esta fraccion, se
puede decir que en los acidos propidnico, iso-butirico, iso-valérico y
n-valérico no se observé una tendencia definida, dado que los valores
hallados no se pueden considerar consistentes. No obstante, pese al
comportamiento irregular observado, los valores observados fueron similares
a los descritos por otros autores (Halvarson, 1973; Demeyer, 1982; Ordéiiez y
col., 1989)

El 4cido n-butirico sufrié un ligero descenso a lo largo del proceso
madurativo de 14 dias, desde valores iniciales de 1,29 mg/100 g E.S. hasta
valores finales en torno a | mg/100 g E.S. en los controles e inferiores a estas
cifras en el resto de los lotes, excepto el lote 6(, en los que se registraron
cifras similares a los controles (1,10 mg/100 g E.S.). Este descenso fue mucho
mds evidente en los lotes de 28 dias de maduracién, cuya concentracion final

fue casi siempre inferior a los 0,5 mg/100 g E.S. observados en los controles.

Dainty y col. (1979) han sefialado que en aquellos sistemas en los que las

bacterias lacticas desarrollan una importante actividad, como las carnes
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Tabla II1.6. Composicion de la fraccién de dcidos grasos volatiles (mg/100g E.S.) de los

embutidos sometidos a un periodo madurativo del4 dias

Acidos grasos

Lote Dias acético propidnico iso-butirico n-butirico iso-valérico n-valérico
0 22,66 0,55 0,14 1,29 0,69 0,24
2 30,12 0,44 0,19 1,38 0,80 0,22
Control| 6 19,16 0,42 0,19 1,44 0,63 0,20
10 23,12 0,87 0,36 1,59 1,75 0,22
14 11,23 0,24 0,13 1,05 0,52 0,13
0 22,67 0,55 0,14 1,29 0,69 0,24
2 27,58 0,36 0,32 1,44 1,87 0,31
Lote 10{ 6 14,09 0,22 0,12 1,17 0,38 0,23
8 15,30 0,57 0,45 1,40 1,31 0,27
14 6,78 0,13 0,16 0,96 0,39 0,13
0 22,67 0,55 0,14 1,29 (0,69 0,24
2 24,39 0,86 0,33 1,67 2,28 0,24
Lote 30| © 20,87 0,30 0,17 1,21 0,97 0,19
8 20,04 0,21 0,37 1,04 2,20 0,33
14 7,65 0,14 0,10 0,90 0,35 0,14
0 22,66 0,55 0,14 1,29 0,69 0,24
2 43,49 0,93 0,26 1,64 0,88 0,13
Lote 40| 6 17,24 0,42 0,19 1,16 0,90 0,20
10 16,53 0,39 0,21 1,38 0,46 0,12
14 16,92 0,44 0,14 1,33 1,10 0,22
0 22,66 0,55 0,14 1,29 0,24 0,24
2 34,61 0,72 0,21 1,47 0,13 0,13
Lote 60| 6 12,56 0,42 0,16 1,31 0,20 0,20
10 15,25 0,45 0,19 L13 0,12 0,12
14 19,73 0,80 0,17 1,25 0,22 0,22
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Tabla IIL.7. Composicién de la fraccidn de dcidos grasos voldtiles (mg/100 g E.S.) de los
embutidos sometidos a un periodo madurativo de 28 dias

Acidos grasos

Lote Dias acético propiénico iso-butirico n-butirico iso-valérico n-valérico

0 11,35 0,49 0,11 1,21 0,60 0,17
2 15,38 0,42 0,08 1,05 0,63 0,20
Control| 6 16,68 0,75 0,08 1,01 0,67 0,38
12 11,65 0,48 0,08 0,78 0,40 0,29
19 8,56 0,47 0,08 0,56 0,42 0,24
28 7,68 0,51 0,08 0,54 0,50 0,24
0 11,35 0,49 0,11 1,21 0,60 0,17
2 15,11 0,63 0,13 1,27 0,72 0.21
Lote3 | 6 11,11 0,63 0,04 0,73 0,19 0,51
12 13,99 0,80 0,05 1,00 0,17 0,27
19 6.21 0,44 0,09 0,60 0,50 0,22
28 3,39 0,45 0,11 0,56 0,85 0,29
0 11,35 0,49 0,11 1,21 0,60 0,17
2 17.89 0,67 0,03 0,80 0,62 0,34
Lote 90| 6 1398 072 0,12 0,81 0,45 0,39
12 7,55 0,56 0,05 0,52 0,40 0,40
19 7.45 0,53 0,07 0,48 0,30 0,34
28 7.67 0,47 0,13 0,52 0,64 0,31
0 11,35 0,49 0,11 121 0,60 0,17
2 13,47 0,44 0,07 0,88 0,46 0,28
Lote 180 6 10,21 0,52 0,11 0,71 0,30 0,35
12 7,23 0,62 0,08 0,57 0,34 0,46
19 6,58 0,48 0,07 0,48 0,38 0,36
28 4,95 0,34 0,07 0,32 0,44 0,36
0 11,35 0,49 0,11 1.21 0,60 0,17
2 19,58 0,45 0,05 1,02 0.89 0,29
Lote 250{ 6 11,90 0,71 0,17 0,91 0,77 0,51
14 6,66 0,44 0,07 0,45 0,88 0,35
28 6,56 0,39 0,07 0,36 0,34 0,37
0 11,35 0,49 0,11 1,21 0,60 0,17
2 15,95 0,43 0,05 0,01 0,38 0,21
Lote 500| 6 13,88 0,48 0,07 0,74 0,44 0.36
14 9,24 0,41 0,10 0,45 0,60 0,26
28 5,64 0,33 0,06 0,31 0,51 0,37
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envasadas al vacio, la presencia de dcido n-butirico no esta relacionada con el
metabolismo bacteriano, sino con fendmenos enzimadticos endogenos, es decir,
con la actividad de las lipasas propias del musculo. Es posible que en los
embutidos suceda lo mismo, con lo que el dcido n-butirico detectado en el
presente trabajo se originaria como consecuencia de la actividad temprana de
dichas lipasas, que se desarrollaria en la masa original o durante la
fermentacién, cuando las condiciones de pH y temperatura son mas adecuadas
para ello (en estas etapas coexisten pH elevados, en torno a 6 y temperaturas
relativamente altas, alrededor de 20 °C). El descenso progresivo de este acido
graso que se observé a continuacién, aunque en valores absolutos no fue muy
acusado, podria deberse al cese de la actividad de las lipasas anteriormente
mencionadas como consecuencia de las condiciones ambientales establecidas
durante la maduracién (pH 5,5 y temperaturas mds bajas, en tomo a 12 °C) y a
la volatilizacion del dcido n-butirico que se habia generado previamente. Sin
embargo, partiendo de esta hipotesis, deberia haberse detectado de una forma
regular una mayor cantidad de este idcido graso en los lotes a los que se afiadio
lipasa pancredtica, pues esta enzima tiene gran actividad sobre la tributirina
(Whitaker, 1972), pero ésto no ocurrid, lo que Gnicamente puede justificarse si
se tiene en cuenta que la cantidad de acido n-butirico esterificado en la grasa de
cerdo es sumamente escasa y por lo tanto no seria posible detectarlo, en estado

libre, en cantidades mucho mayores.

Como se ha indicado anteriormente, el acido acético fue el
componente mayoritario de la fraccién 4cidos grasos de cadena corta. Para
observar mas claramente su evolucién durante el proceso madurativo de los
embutidos experimentales se han confeccionado las figuras 111.42 y 1I1.43, que
reflejan los cambios en el contenido de este acido graso (mg/100 g E.S.) en los
lotes madurados durante 14 y 28 dias respectivamente. El contenido inicial
determinado en la masa fresca fue de 11,35 mg/100 g E.S. en los lotes de 14
dias de maduracién y de 22,66 mg/100 g E.S. en los lotes de 28 dias. Estas

diferencias podrian deberse a variaciones en el tiempo de premaduracion de la
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Figura II1.42.- Evolucién del contenido de dcido acético (mg/100 g E.S.) de
los lotes de embutidos madurados durante 14 dias: (3 )
Control; ( A )Lote 10; { & )Lote 30; (O ) Lote 40 (@ )
Lote 60.

o]
h
1

[\
=

tico

(mg/100 g E.S.)
= O

ac. acé

#

wn

0 4 8 12 16 20 24 28
Dias de maduracion

Figura I11.43.- Evolucién del contenido de dcido acético (mg/100 g E.S.) de
los lotes de embutidos madurados durante 28 dias: (7 )
Control; (m )Lote 3; ( A ) Lote 90; (4 ) Lote 180; ( O )
Lote 250; ( @ ) Lote 500.
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masa antes de embutir. Los niveles maximos (que, en general, fueron
ligeramente superiores en los embutidos elaborados con lipasa pancreatica) se
registraron durante la fase fermentativa, tras lo que se observd un descenso
suave y continuado hasta el final de la maduracién. Los valores finales en los
salchichones elaborados con lipasa pancredtica fueron generalmente menores
(entre 3,39 mg/100 g E.S. en el lote 3 y 7,68 mg/100 g E.S. en el lote 90) con
la excepcion de los lotes 40 y 60, que presentaron cifras superiores (16,92 y
19,73 mg/100 g E.S. respectivamente) a su correspondiente control (11,23
mg/100 g E.S.).

En relacién con la evolucion del dcido acético en los embutidos, es
interesante tener en cuenta también datos obtenidos en carne envasada al vacio
(Dainty y col., 1979) y en atmoésferas modificadas (Ordoiiez y col., 1991),
donde las bacterias lacticas (Shaw y col., 1984) y Brochothrix thermosphacta y
las bacterias ldcticas (Asensio y col., 1988) son, respectivamente, los
microorganismos dominantes. Si se asume que la carne fresca contiene
aproximadamente un 25% de extracto seco y se comparan las cantidades
iniciales de 4cido acético descritas en la misma por los autores mencionados
con los valores hallados en la masa antes de embutir (dia O en las figuras I11.42
y 111.43), se puede deducir que éstos son del orden de 3-4 veces mayores que
aquéllos. En principio parece una contradiccién, pero por ejemplo, en el
trabajo de Orddnez y col. (1991) se observa que en el dia 0 (24 horas
"post-mortem"), la tasa bacteriana presente en la carne es del orden de
103/cm?, pero en dias posteriores, cuando las bacterias presentes han alcanzado
valores de alrededor de 109/cm? las cifras de dcido acético detectadas son
simtilares a las registradas en el presente trabajo en la masa inicial, cuya carga

microbiana era del mismo orden.

Durante las primeras 48 horas del proceso, correspondientes a la fase
fermentativa, los niveles de acido acético de los embutidos experimentales

aumentaron hasta que la flora lactica alcanzé sus niveles maximos (Fig. IIL.1),
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pero a partir de este momento se observo un descenso progresivo hasta el final
de la maduracion. Esta evolucién fue similar en todos los embutidos, tanto los
controles como los elaborados con lipasa pancreética. Por lo tanto, se puede
llegar a la conclusiéon que la enzima no produjo ningiin efecto en el contenido
de este dcido graso, lo que confirma que procede fundamentalmente de la
fermentacién de los carbohidratos (Dainty y col., 1979; Kandler, 1983). El
descenso posterior de la cantidad de acético que se observd puede atribuirse a
su papel como intermediario de diversos procesos bioquimicos, por lo que
puede transformarse en maltiples compuestos o también (como en el caso del
acido n-butirico) a una progresiva desparicion por volatilizacién, siempre que
su produccién no se vea frenada (lo que es muy posible), tras el aumento
explosivo de las bacterias l4cticas en la fase fermentativa. Dominguez y col.
(1991) citan una evolucién similar de este dcido graso en el chorizo, partiendo
de valores iniciales infertores a 60 mg/100 g E.S., con un acusado incremento
de su contenido durante los primeros 15 dias de maduracién, en especial
durante la fase fermentativa, seguido de un descenso suave en las ultimas fases
del proceso. Halvarson (1973) y Demeyer (1982) han observado también un
rapido incremento de este dcido graso volatil durante las primeras fases de la

maduracion en distintos embutidos crudos curados.

Finalmente, en este apartado conviene apuntar que, en el andlisis
cromatografico de los dcidos grasos volatiles, se comprobd que junto al acido
iso-valérico elufa también el acido metil-butirico, aunque a la hora de
expresar los resultados el correspondiente pico se considerd sélo como acido
iso-valérico, ya que éste es el tnico descrito en la bibliografia consultada al
respecto (Halvarson, 1973; Demeyer, 1982; Ordéiiez y col., 1989; Ordoénez y
col.,1991). Este compuesto se detectd en la masa fresca en niveles proximos a
0,6-0,7 mg/100 g E.S. y evoluciond, al igual que el resto de dcidos grasos de
cadena corta, de forma irregular, sin que se observara una tendencia clara. Los
valores finales fueron de 0,24-0,52 mg/100 g E.S., excepto el lote elaborado

con 40 unidades de lipasa pancredtica cuyo contenido final fue 1,10 mg/100 g
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E.S.

IL9.- EVOLUCION DE LOS COMPUESTOS MONOCARBONILOS

Como se ha indicado repetidas veces a lo largo de la introduccién, la
oxidacion de los lipidos es uno de los fendmenos implicados en la formacioén de
compuestos voldtiles en los productos camicos curados. Estos procesos afectan
principalmente a los acidos grasos insaturados que se hallan en forma libre,
aunque también pueden oxidarse cuando estin esterificados (Frankel y col.,
1990; Neff y col., 1990) y conducen a la generacién de distintos compuestos
carbonilos a través de la descomposicion de los hidroperdxidos formados en
primera instancia, sin descartar que estas sustancias volatiles se puedan
desarrollar por mecanismos diferentes (Shahidi y col. 1987). El anilisis de
carbonilos ha sido frecuentemente realizado por diversos autores dada su
importante contribuciéon al sabor y aroma de todos estos productos.
Concretamente, en los embutidos existen numerosos trabajos al respecto
(Cantoni y col., 1966; Wahlroos y Niinivaara, 1969; Langner y col., 1970;
Halvarson, 1973; Demeyer y col., 1974; Gokalp, 1986; Melgar y col., 1990;
Dominguez y Zumalacarregui, 1991; Chasco y col., 1993).

El objeto del andlisis de estos compuestos en el presente trabajo fue
el de estudiar si la actividad hidrolitica de la lipasa pancredtica afiadida a los
embutidos determinaba un aumento de la concentraciéon de carbonilos
volatiles, asi como la acumulacion especifica de algunos de ellos. Teniendo
en cuenta los resultados que ya se habian obtenido referentes a la evolucién de
otros pardmetros analizados en los salchichones experimentales, la
determinacion de los compuestos carbonilos se llevd a cabo solamente, como
lotes representativos, en los elaborados con 60, 90, 250 y 500 unidades de

lipasa pancredtica y en sus respectivos controles.

En la figura II1.44 se recoge la evolucion del contenido de los
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Figura IIL45.- Evolucién del contenido de compuestos monocarbonilos
totales (umoles/100 g E.S.) de los lotes de embutidos
experimentales: ( 0 ) Control de 14 dias de maduracion; ( W )
Control de 28 dias de maduracion; ( A ) Lote 60; ( &) Lote 90;
( O ) Lote 250; ( @ ) Lote 500.
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compuestos monocarbonilos totales obtenidos en los embutidos experimentales
siguiendo la metodologia descrita en el apartado I1.3.3.9. Esta técnica detecta
los elementos mas volatiles de esta fraccién y por lo tanto los que mds pueden
contribuir al aroma de estos productos (Huertas, 1990). Los valores se

expresan en micromoles por 100 g de extracto seco (umoles/100 g E.S.).

L.a masa fresca antes de embutir presentd un contenido medio préximo a
45 umoles/100 g E.S. de monocarbonilos totales. En los embutidos controles,
estos valores aumentaron acusadamente durante la fase fermentativa,
determindndose en el segundo dia del proceso tasas unas 3 veces superiores a
las iniciales. A este aumento siguid un incremento mds moderado y una
estabilizacién a partir de la segunda semana de maduracién en valores
préximos a 200 umoles/100 g E.S. En este sentido, si se comparan las tasas
alcanzadas por el control de 14 dias de maduraciéon con el de 28 dias de
maduracidn, se observa que en el segundo, el valor registrado el dia 14 fue
similar al obtenido en el primero, permaneciendo a continuacién en esos
niveles hasta el final del proceso. El contenido de monocarbonilos de los
salchichones elaborados con lipasa pancredtica mostré una evolucién creciente
mas marcada que los respectivos controles. En todos ellos los valores maximos
se alcanzaron al final del proceso y fueron claramente superiores a los
registrados en los controles. El contenido final del lote 60 tras 14 dias de
maduracién fue 312,05 umoles/100 g E.S. frente a 221,18 pmoles/100 g E.S.
de su control. En cuanto a los embutidos de 28 dias, los valores mas altos
correspondieron a los lotes 90 y 250, con cifras que duplicaron los valores del
control (199,07 umoles/100g E.S.). El lote elaborado con 500 unidades de
lipasa presentd cifras menores que las anteriores, correspondientes a
embutidos a los que se habia afiadido menos lipasa. Este altimo es un resultado
extraiio, que no se puede justificar en relacién con los fendmenos normales
asociados a la maduracién de los embutidos. La dnica explicacién podria
hallarse en una circunstancia ajena al proceso, relacionada con las impurezas

(proteasas y amilasas) que contenia el extracto enzimdtico utilizado y de las que
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la firma suministradora (Sigma) informaba en la etiqueta. La actividad
proteolitica del extracto se determiné incubando el mismo con azocaseina a dos
temperaturas distintas (24 °C y 12 °C) durante 2 horas, tras lo cual se realizé
una determinacion espectrofotométrica a 440 nm. Se definié la unidad de
actividad proteolitica como la que determinaba una absorbancia de 1,0 a 440
nm después de 2 horas de incubacién a una temperatura concreta y se observé
que el extracto presentaba su mayor actividad (de 0,25 unidades por mg) a 24
°C, siendo a 12°C del orden de 3 veces menor. Teniendo en cuenta que al lote
500 se incorporaron 10,72 g de extracto enzimético, las unidades afiadidas a
dicho lote (a 24 °C) fueron 2680. De esta forma, al afiadir dicha cantidad de
lipasa a los embutidos se incorpord al mismo tiernpo una importante cantidad
de proteasas procedentes de las impurezas del extracto, lo que ocasiond, sin
duda, un aumento de los productos derivados de la proteolisis, sobre todo en la
fase fermentativa, que es cuando dicho fenédmeno se manifiesta con mayor
intensidad (Diaz y col., 1992). Entre estas sustancias se pueden encontrar
aminodcidos, que al reaccionar con los carbonilos (Cordoba, 1990) podrian

evitar su deteccidon al analizar esta fraccion.

En la bibilografia consultada se describen amplios mirgenes en el
contenido de compuestos carbonilos en los distintos embutidos crudos curados.
Estos limites oscilan entre los 75 umoles/100 g E.S., observados en chorizo de
Ledn (Dominguez y Zumalacdrregui, 1991) y valores de hasta 1400
umoles/100 g E.S. citados por Langner (1972) en distintos tipos de salami. Los
resultados obtenidos en el presente trabajo concuerdan con los citados por
Demeyer y col. (1974) y Deketelaere y col. (1974) en embutidos belgas,
Gokalp (1986) en el "soujouk” turco y también con los obtenidos por

Dominguez y Zumalacédrregui (1991) en chorizo artesanal de Ledn.

En la mayoria de los trabajos existentes sobre este tema se refleja un
aumento generalizado del contenido de compuestos monocarbonilos a lo largo

de la maduracion, si bien algunos autores (Dimick y Macneil, 1970; Dimick y
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col., 1972; Harris y Lindsay, 1972; Bothast y col., 1973; Misock y col., 1979;
Gokalp, 1986) han sefialado un descenso en las ultimas etapas del proceso
madurativo de distintos productos curados (incluidos los embutidos), descenso
que atribuyen a su destruccion por los microorganismos durante esta fase final.
Otros investigadores explican este descenso mediante la reaccién de los
carbonilos con aminodcidos (especialmente aminodcidos basicos) que se liberan

a partir de las proteinas musculares (Cérdoba, 1990), hecho que se ve

favorecido por las condiciones fisico-quimicas (sobre todo pH y a, ) que se

crean en estos productos durante la maduracién ( Lépez-Bote y col., 1990).

Entre los compuestos carbonilos, los aldehidos se caracterizan porque
presentan muy bajas concentraciones umbral de respuesta olfatoria. Por ello, y
a modo de guia de los procesos oxidativos de los embutidos, tras la obtencion
de la fraccion de monocarbontilos totales se procedid al analisis de los aldehidos
constituyentes de la misma por cromatografia liquida de alta eficacia (HPL.C)

segin se indica en el citado apartado 11.3.3.9.

En las muestras analizadas se detectaron los siguientes componentes:
n-hexanal (C6), 2-hexenal (2C6), n-heptanal (C7), 2-heptenal (2C7), n-octanal
(C8), 2-octenal (2C8), n-nonanal (C9), 2-nonenal (2C9), 2.4-nonadienal
(2,4C9) y 4-decenal (4C10). Los tres ultimos se detectaron muy
irregularmente a lo largo de la maduracién de todos los lotes, por lo que no se
tuvieron en cuenta para los cdlculos finales. Tampoco se hizo hincapié en el
andlisis de los aldehidos con meﬁos de 6 dtomos de carbono, ya que, segin
Loury (1972), estos compuestos aparecen en cantidades muy reducidas cuando
s¢ utilizan temperaturas moderadas de maduracion. La composicion, en
porcentajes relativos, de la fraccion de aldehidos de los embutidos

experimentales a lo largo de la maduracién se recoge en las tablas 1.8 y I1I 9.

En todas las muestras se detectaron los mismos aldehidos, a lo largo del

proceso madurativo, pero se observaron variaciones en la contribucion relativa
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Tabla II1.8. Aldehidos (% del drea del cromatograma) de los embutidos experimentales
sometidos a un periodo madurativo de 14 dias

Aldehidos (%)

Sat./

Lote Dias Cé6 2C6 C7 2C7 C8 2C8 C9 Insat.

0 93,38 0,30 0,88 0,17 0,28 0,16 0,30 150,54

2 95,39 0,80 1,85 0,65 0,83 0,15 0,33 61,50

Controll 6 95,67 1,08 1,83 0,62 0,45 0,11 0,21 54,23

i0 96,28 1,16 1,13 0,39 0,50 0,19 0,39 56,49

14 90,27 2,02 3,30 1,58 1,21 0,63 0,58 22,54

0 93,38 0,30 0,88 0,17 0,28 0,16 0,30 150,54

2 95,65 0,84 1,13 0,23 0,21 0,10 0,18 83,05

Lote 60 6 91,20 443 2,32 0,51 0,70 0,10 0,45 18,78

10 93,18 1,33 3,34 0,90 0,79 0,17 0,27 40,66

14 89,41 1,30 3,78 1,80 1,63 0,91 0,94 23,88
C6 n-hexanal
2C6 2-hexenal
C7  n-heptanal
2CT7  2-heptenal
C8 n-octanal
2C8 2-octenal
C9 n-nonanal
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Tabla II1.9. Aldehidos (% del drea del cromatograma) de los embutidos experimentales
sometidos a un periodo madurativo de 28 dias

Aldehidos (%)

Sat./

Lote Dias Cé 2C6 C7 2C7 C8 2C8 C9 Insat.

0 95,81 0,11 1,26 0,42 0,73 0,55 0,95 91,44

2 88,86 3,66 1,34 1,42 1,00 2,22 1,17 - 12,65

Control} 6 92,49 0,81 1,56 1,37 0,98 1,60 0,97 2540

12 92,94 0,68 1,15 1,12 0,71 1,35 0,82 30,36

19 93,59 1,03 1,22 1,37 0,61 1,16 0,69 27,00

28 91,71 1,08 1,37 1,84 0,91 1,87 0,90 19,81

0 95,81 (0,11 1,26 0,42 0,73 0,55 0,95 91,44

2 88,05 1,34 1,80 2,63 1,39 3,01 1,40 13,27

Lote90{ 6 91,12 0,88 1,75 1,55 1,18 2,07 0,94 21,11

12 89,11 4,22 1,49 1,81 0,83 1,46 0,73 12,30

19 88,34 1,57 2,40 2,75 1,42 2,51 0,72 13,60

28 91,76 2,34 1,40 1,11 0,84 1,59 0,75 18,80

0 95,81 0,11 1,26 0,42 0,73 0,55 0,95 91,44

2 84,45 1,62 2,51 2,54 1,40 3,19 3,28 12,47

Lote 254 6 85,06 3,05 2,91 2,97 1,42 2,72 1,47 10,40

14 92,20 0,78 2,23 1,56 1,01 1,21 0,85 27,12

28 96,64 0,63 1,64 0,48 0,30 0,14 0,16 78,99

0 95,81 0,11 1,26 0,42 0,73 0,55 0,95 91,44

2 77,28 1,66 4,46 4,16 1,08 4,25 4,10 8,63

Lote 50 6 90,28 1,47 2,81 1,08 1,44 1,04 1,59 26,77

14 90,97 0,59 3,12 1,46 1,52 1,08 1,10 30,90

28 95,74 1,35 1,65 0,41 0,42 0,18 0,24 50,54
C6  n-hexanal
2C6  2-hexenal
C7  n-heptanal
2C7  2-heptenal
C8  n-octanal
2C8  2-octenal
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de los mismos a esta fraccién. Los aldehidos saturados fueron los mas
abundantes en todas las muestras analizadas y el mayoritario fue stempre el

hexanal, que constituyd siempre mds de las 3/4 partes del total.

Como se puede observar en la tabla II1.8., en los embutidos madurados
durante 14 dias el porcentaje de hexanal siempre fue superior al 90%, mientras
que el resto de los aldehidos analizados se detectaron en concentraciones
iniciales inferiores al 1%. Los insaturados fueron los minoritarios. A lo largo
del proceso madurativo se registr0 un aumento generalizado y progresivo de
todos los aldehidos, excepto el hexanal, cuyo contenido final fue ligeramente
inferior que el inicial, lo que, l6gicamente, compensé el aumento de los demas.
Por otro lado, los valores finales del lote elaborado con 60 unidades de lipasa
pancredtica fueron en general, ligeramente superiores a los del control. En los
embutidos de 28 dias de maduracién (tabla II1.9) se observé un hecho similar,
aunque de forma menos manifiesta, ya que en los lotes 250 y 500. los

porcentajes finales de hexanal fueron parecidos a los originales.

Puesto que el origen de estos compuestos es principalmente la
descomposicion de los productos primarios y secundarios de la oxidacion de
los lipidos, conviene recordar que el hexanal es uno de los productos
principales de la degradacién de los dcidos grasos de la serie n-6, sobre todo
del acido linoleico (Peerson y Von Sidow, 1973; Henderson y col., 1980;
Frankel, 1991). El 2,4-decadienal es también un producto tipico de la
oxidacion de este dcido graso, aunque estudios previos sefialan gue el n-hexanal
predomina entre los volatiles originados en la oxidacion de los lipidos a bajas
temperaturas (como es el caso de los embutidos), mientras que a mayor
temperatura se forma mas 2.4 decadienal (Nawar, 1989). En la oxidacion del
acido oleico se forman alcanales de cadena mds larga (n-heptanal. n-octanal,
n-nonanal, 2-decenal), con proporciones muy pequefias de aldehidos de 6 6
menos atomos de carbono (Loury, 1972; Labuza, 1976; Ladikos y Lougovoits,

1990), mientras que el 4dcido linolénico y sus homdlogos de la serie n-3 se
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consideran precursores de aldehidos insaturados y propanal (Grosch, 1987).

Estos resultados concuerdan con los registrados por los distintos autores
que han trabajado en este tema. El absoluto predominio de los aldehidos
saturados (hexanal) sobre los insaturados es un hecho observado en la mayoria
de los trabajos al respecto de la oxidacién lipidica en distintos productos
carnicos (Dimick y col., 1972; Moerck y Hershell, 1979; Gadzheva y col.,
1982; Melgar y col., 1990; Antequera y col., 1992; Chasco y col., 1992). De
todos modos y a pesar de ser mayoritario entre los aldehidos, el hexanal,
principal componente de los voldtiles de las carnes no curadas, va
desapareciendo gradualmente durante la maduracién de los productos curados
(Shahidi y col., 1986). Su contenido parece ser directamente proporcional al
valor TBA (TBARS), que es el indice de enranciamiento de la grasa mas
utilizado, por lo que la cantidad de hexanal se puede considerar como un
buen indicador del grado de oxidacion lipidica a lo largo de la maduracion
(Shahidi y col., 1987).

ITL10.- ANALISIS SENSORIAL

Al final de la maduracién de cada lote, una vez concluido el andlisis
quimico y microbiolégico y el estudio de los fendmenos lipoliticos de los
embutidos experimentales, se realizé un andlisis sensorial del producto
acabado, con el fin de observar desde el punto de vista del consumidor las
posibles diferencias relacionadas con la adicién de distintas concentraciones de
lipasa pancreatica a los embutidos. Se efectuaron dos pruebas, una triangular
(para observar si existian diferencias significativas entre los embutidos con
lipasa y sus respectivos controles) y una preferencial (mediante la que los
catadores evaluaron distintos atributos de calidad de los embutidos: color y
apariencia, textura y sabor y aroma o "flavor”). El protocelo seguido para la
realizacion de estas pruebas se recoge mas detalladamente en el apartado
11.3.3.10.
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Los resultados de la prueba triangular se recogen en la tabla II1.10.
De acuerdo con las especificaciones de la norma 1.8.0. TC/34CS 12, esta
prueba revel6 diferencias significativas con un nivel p<0,001 en el lote 500.
[.os lotes 60 y 90 presentaron diferencias con un nivel p<0,01, mientras que
tanto en el lote 40 como en el 180 se observaron también diferencias pero con
un nivel p<0,05. En el resto de los embutidos ¢laborados con lipasa pancredtica
no se llegd al nimero minimo de respuestas correctas requerido para poder
establecer diferencias significativas con los embutidos controles. Las
diferencias significativas observadas en los lotes 40, 60, 90 y 180 y las del lote
500 deben analizarse desde dos puntos de vista distintos. De la prueba
preferencial (como se expondrd en parrafos siguientes) se puede deducir que
las diferencias observadas en los lotes 40-180 fueron positivas, mientras que en
el lote 500, los resultados fueron negativos, ya que se debieron a defectos en
las caracteristicas organolépticas originados por la adicién de lipasa

pancreatica y que se discutiran detalladamente mas adelante.

Los resultados de la prueba preferencial se recogen en la tabla II.11.
En ella figuran las puntuaciones obtenidas por las 3 caracteristicas sensoriales
evaluadas en todos los lotes, asi como la calidad global (obtenida segin se
indica también en el apartado IL.3.3.10). Para todas estas caracteristicas se
utlizd una escala de 1 a 10. En la citada tabla figura como control una media
de todos los embutidos controles, ya que el panel de catadores puntué de igual

manera tanto los madurados durante 14 dias como los de 28 dias.

Analizando individualmente las diferentes caracteristicas evaluadas, el
color y la apariencia alcanzaron una puntuaciéon comprendida entre 7,40 (lotes
60 y 90) y 6,42 (lote 30), intervalo en el que también se incluyeron los
embutidos elaborados sin lipasa pancredtica (7,34). El lote 500 obtuvo
solamente un valor de 4,38, derivado probablemente de la separacién de la
tripa que en €l se observo, unida a una manifiesta consistencia "filante" al

corte, con la fluidez de un gel.
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Tabla II1.10. Resultados de la prueba triangular a la que se sometieron los
embutidos experimentales frente a un jurado de catadores
compuesto por 20 miembros

Unidades Nivel
Lote anadidas % de acierto de significacion
(p<)
Lote 3 3 40,0 n.s.
Lote 10 10 30,0 n.s.
Lote 30 30 35,0 n.s,
Lote 40 40 55,0 < 0,05
Lote 60 60 65,0 < 0,01
Lote 90 90 65,0 < 0,01
Lote 180 180 55,0 < 0,05
Lote 250 250 40,0 I.s.
Lote 500 500 100,0 < 0,001

n.s.: no significativo (p>0,05)
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En el caso de la textura, todos los lotes elaborados con lipasa pancredtica
registraron puntuaciones inferiores a los controles, en especial los embutidos
elaborados con mayor cantidad de enzima. El lote 500 obtuvo la peor
puntuaciéon, mientras que los embutidos mejor evaluados fueron los
correspondientes a los lotes 3, 40, 60 y 90, con valores comprendidos entre
6,28 y 6,62, no muy alejados del registrado en el control (6,80). No se observé

una relacidon lineal con la cantidad de enzima anadida.

Las bajas puntuaciones obtenidas por la textura de los lotes elaborados
con los mayores niveles de lipasa pancredtica (lotes 180, 250 y 500) se debid
postblemente a un ablandamiento excesivo de la masa, que el jurado de
catadores evalud negativamente. Ademds, como ya se ha hecho referencia en
parrafos anteriores, el lote 500 se caracterizé por una fluidez manifiesta en el
producto final. Este fenomeno puede atribuirse, con toda probabilidad, al
contenido de acido oleico libre. El punto de fusion de este acido graso es de
+4°C (Merck, 1989); cuando se encuentra esterificado, contribuye, de acuerdo
con su concentraciéon y en combinacion con los demds dcidos grasos, a que la
grasa de cerdo presente un punto de fusién de 36-48 °C (Casares, 1954), que
por lo tanto es sélida a temperatura ambiente. Sin embargo, como
consecuencia de la accién de la lipasa pancreédtica, se produce una gran
liberacién de este 4cido graso, que, si se acumula en grandes cantidades,
permite que la grasa presente un estado fluido. En este sentido hay que tener
en cuenta que el dcido oleico es el mayoritario de la grasa de cerdo y que en el
lote 500 se detectd, en estado libre, en niveles proximos al 9% sobre extracto
seco. Esta circunstancia es la que determindé que el jurado de catadores
otorgara puntuaciones tan negativas tanto a la apariencia como a la textura del
lote 500. En el lote 250, aunque en el andlisis sensorial no se detectd este
fenémeno de una forma tan manifiesta, si que se pudo apreciar una mayor
viscosidad de la muestra durante su manipulacién para la realizacién de los

andlisis correspondientes.
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Tabla ITI.11. Efecto de la adicién de distintas concentraciones de lipasa pancredtica
en las caracteristicas sensoriales de los embutidos experimentales
(escala 1-10) evaluadas por un jurado de catadores compuesto por
20 miembros

Color
Unidades y Calidad
Lote afiadidas apariencia  Textura "Flavor" global
Control 0 7.34 6,80 7,03 7,00
Lote 3 3 6,84 6,62 6,99 6,88
Lote 10 10 6,70 5,28 7,18 6,66
Lote 30 30 6,42 5,70 7,23 6,77
Lote 40 40 7,30 6,40 7,25 6,91
Lote 60 60 7,40 6,28 8,02 7,52
Lote 90 90 7,40 6,40 7,30 7,08
Lote 180 180 7,20 5,60 7,10 6,73
Lote 250 250 6,74 5.12 6,87 6,42
Lote 500 500 4,38 3,24 4,49 4,17

Calidad global = (color y apariencia x 0,1} + (textura x 0,25) + ("flavor" x 0,65)
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Por otra parte, el mayor ablandamiento observado en los lotes 180, 250
y 500, ademéds de deberse a la mayor viscosidad del producto producida
por la liberaciéon de acido oleico, es posible que derive, también, de las
impurezas que contenia el extracto enzimatico utilizado (aunque era de gran

calidad) y a las que ya se ha hecho referencia en el apartado I11.8.

El "flavor" es la caracteristica sensorial que mds influye en la calidad
global de un producto (en este trabajo se ha estimado en un 65%) y esta
intimamente relacionado con la fraccién lipidica de los productos cdrnicos
curados (Piotrowski y col., 1970; Alford y col., 1971; Palumbo y Smith, 1977;
Liicke, 1988; Naes y col., 1992), lo que parece corroborar el hecho de que
fue, en general, la cualidad mejor puntuada en todos los lotes con lipasa
pancredtica, aunque en los embutidos del lote 500, algunos miembros del
jurado apreciaron la existencia de un sabor amargo, lo que determiné
puntuaciones mas bajas que en el resto. En este sentido, la adicién de lipasa
pancredtica en niveles entre 10 y 180 unidades se puede considerar como
favorable para el desarrollo del sabor y aroma de los embutidos, ya que las
puntuaciones otorgadas por el jurado de catadores a los lotes corespondientes
fueron superiores a las del control (7,03), en especial el lote 60 cuya
puntuacion (8,02) fue la mas alta. Este comportamiento del lote 60 podria estar
ligado a las mayores concentraciones de aldehidos detectadas en dicho lote al
final del proceso madurativo, aunque fue s6lo de 14 dias, en relacién con su
control. Similares consideraciones pueden hacerse en el lote 90, al que los
catadores puntuaron en segundo lugar. El resto de concentraciones de enzima
utlizadas determinaron puntuaciones menores que las de los dos lotes citados y,

menores también, que la puntuacién media de los embutidos control.

Por iltimo, la cglidad global. calculada a partir de las caracteristicas
sensoriales descritas anteriormente, mostrdé que solo dos lotes, los elaborados
con 60 y 90 unidades de lipasa pancredtica, superaron la puntuacion media

alcanzada por los embuttidos controles. Los lotes 10, 30, 40 y 180 no llegaron
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(aunque alguno registré valores muy proximos) a la puntuaciéon de 7,0 del
control, a pesar de que su "flavor” fue calificado, en todos ellos, con una nota

superior.

En definitiva, los resultados obtenidos en la prueba preferencial del
andlisis sensorial coinciden totalmente con los de la prueba triangular; los lotes
60 y 90 fueron los que mostraron las diferencias significativas a una mayor
nivel (p<0,01) respecto al control. Las diferencias observadas en el lote 500

(p<0,001) no merecen comentarios, puesto que fueron negativas.

Por lo tanto, del andlisis sensorial se desprende que la adicion de lipasa
pancredtica a los embutidos influyé positivamente en el desarrollo de las
caracteristicas sensoriales de los mismos cuando se utilizaron 60 y 90 unidades
de la enzima, independientemente de la duracién del proceso madurativo,
mientras que el empleo de mayor cantidad de enzima determiné un descenso de
la calidad global. Estas observaciones ratifican parcialmente los resultados

obtenidos en el andlisis del material lipidico.

Puesto que los lotes de embutidos experimentales correspondientes a la
adicién de 60 y 90 unidades de lipasa pancredtica, fueron los que presentaron
mejores caracteristicas sensoriales, parece conveniente recordar brevemente

los resultados relativos a dichos lotes.

En primer lugar, la adicion de las citadas cantidades de enzima no
determind modificaciones significativas ni en la evolucién de la flora
microbiana habitual ni en los parametros quimicos generales que caracterizan a
este tipo de productos (pH, aw, contenido de humedad), pero si que produjo
notables diferencias en las caracteristicas del material lipidico en comparacién
con los embutidos que se utilizaron como controles. Estas diferencias se

podrian resumir en las siguientes:
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- se registré una mayor acumulacion de los productos de la hidrélisis de
los triglicéridos que la que se observé en los salchichones controles. Las
cantidades finales de dichos compuestos en los embutidos del lote 60 fueron del
orden de 1,5 veces (en el caso de los monoglicéridos) y de 3 veces (en el caso
de los diglicéridos y &cidos grasos libres) superiores que en los controles. En
el lote 90 fueron del orden de 2 (monoglicéridos), 3,5 (acidos grasos libres) y

9 veces (diglicéridos).

- en cuanto a los porcentajes relativos de los siete dcidos grasos
mayoritarios en la fraccidon de acidos grasos libres (miristico, palmitico,
palmitoleico, estedrico, oleico, linoleico y linolénico) al final de la
maduracion, los dcidos oleico y miristico alcanzaron los valores mayores en
comparacion con los controles, se observé un aumento mds moderado de
estedrico y palmitoleico y un descenso del resto, més destacado en el caso del
acido linoleico. No obstante, debido al mayor contenido de 4acidos grasos libres
de estos embutidos, todos los acidos grasos principales duplicaron como
minimo las concentraciones presentes en los embutidos controles, siendo este
incremento mds evidente en el caso del dcido miristico (5,20 en el lote 60 y
5,20 en el lote 90), palmitoleico (3,37 en el lote 60 y 4,33 en el 90), oleico
(3,26 en el lote 60 y 4.0 en el 90) y estedrico (3,18 en el lote 60 y 3,0 en el
90).

- en el analisis de los dcidos grasos de cadena corta no se observaron

diferencias importantes que permitieran extraer conclusiones definidas.

- por 1ltimo, en relacién con ¢l contenido de monocarbonilos totales, en
los lotes 60 y 90 las tasas finales superaron en un 40% y un 90%,
respectivamente, las de los respectivos controles. La composicion porcentual
de esta fraccién no mostré grandes diferencias con la de un salchichén control.
No obstante, quiza sea esta fraccién la que contribuy6 en mayor medida a la

mejor puntuacion que se logrd en estos dos lotes en el aspecto del "flavor”, lo
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que posiblemente se debié a los procesos oxidativos que sufrié el dcido
linoleico, dado que el hexanal fue el monocarbonilo mayoritario de los

analizados.
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DISCUSION GENERAL

Un embutido en maduracién es un sistema biogquimico muy complejo
donde se establecen numerosos equilibrios y se entrecruzan multiples rutas de
degradacion y sintesis, en las que el producto de una de ellas se convierte, con
frecuencia, en sustrato de otras. La composicién de un embutido sufre, por
ello, gran cantidad de cambios a lo largo de todo el proceso. En ¢l curso de la
maduracién se modifica la textura y se van acumulando los distintos
compuestos que contribuyen al sabor y aroma (péptidos, aminodcidos, aminas,
aldehidos, cetonas, dcidos grasos libres y otros dcidos organicos, etc.). Estas
sustancias (muchas de ellas ausentes y otras presentes en bajas concentraciones
en las carne y grasa originales) surgen como consecuencia de las
transformaciones quimicas y bioquimicas de los componentes mayoritarios de
la materia prima (proteinas y grasa) a las que no son ajenas otras sustancias
intencionadamente afadidas (azlcares, especias y otros condimentos) al

preparar la masa inicial.

Sin restar importancia a los procesos de sintesis, especialmente de
aldehidos, acidos orgdnicos, etc., es indudable que durante la maduracién de
los embutidos predominan los procesos hidroliticos: glicolisis, proteolisis y los

fenémenos degradativos que afectan a la grasa (lipolisis y autooxidacion).

La glicolisis corre a cargo de la flora lactica que espontaneamente se
instala en la masa original o que se afade intencionadamente a la misma. Estos
microorganismos metabolizan los azicares afiadidos, lo que se traduce
fundamentalmente en la acumulacién de 4cido lactico, que ocasiona un
descenso del pH, aunque también se produce la generacién, en pequeiia cuantia,
de otras sustancias, como el acido acético, que contribuyen al sabor y aroma

finales o pueden potenciar otras reacciones.

La proteolisis provoca una fragmentacién parcial de las proteinas
musculares, forméandose fracciones nitrogenadas de mas bajo peso molecular.

Es un proceso gradual que puede alcanzar distintos niveles: formacion de
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polipéptidos de diferente tamaiio en primer lugar y generacion posterior de
oligopéptidos y aminodcidos libres bajo la accién catalitica de enzimas
apropiadas procedentes del propio misculo o de los microorganismos
dominantes. Los aminodcidos pueden sufrir reacciones de descarboxilacién,

desaminacion o transaminacion, rindiendo, respectivamente, aminas, amoniaco

y el a-cetodcido correspondiente y otros aminodcidos. Todos estos fendmenos

proteoliticos afectan tanto al sabor y aroma como a la textura, ya que producen

una progresiva solubilizacion de las proteinas de la masa.

La lipolisis, en cambio, no afecta a la textura, a menos que sea muy
intensa, y se manifiesta, en primer lugar, por la rotura del doble enlace éster
de los triglicéridos -los lipidos mayoritarios- rindiendo glicéridos parciales y
acidos grasos libres que se acumulan en el medio o quedan dispuestos para
sufrir transformaciones posteriores, via quimica mediante reacciones
autooxidativas que rinden aldehidos, cetonas, dcidos grasos, etc. o via
microbiana, en la que los mohos superficiciales pueden jugar un importante
papel (Geisen y col., 1992; Jansen y col., 1992) en el sabor y aroma al
ocastonar la formacién, entre otras sustancias, de metilcetonas y alcoholes

secundarios (Fors, 1979; Frutos y col., 1991).

Ante este panorama, es razonable pensar que al afiadir
intencionadamente a los embutidos enzimas de la misma naturaleza que los que
participan en el proceso madurativo (proteasas y lipasas fundamentalmente) se
podria incrementar la accidn catalitica de los mismos y, en consecuencia,
lograr una potenciacién del sabor y aroma o, alternativamente, acortar el
periodo madurativo de estos productos. Con esta base se ha investigado el

efecto de la adicidén de lipasa pancreatica a los embutidos.

Los resultados obtenidos han mostrado que la adicién de lipasa

pancreitica ocasionaba, como era de esperar, un incremento de la tasa de

o
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dcidos grasos libres durante la maduracién, aunque no de forma proporcional
a la cantidad de enzima anadida. Igualmente, se observd un incremento del
contenido de compuestos monocarbonilos, que influyen poderosamente en el
sabor y aroma. Sin embargo, no se aprecié un incremento de los dcidos grasos
de cadena corta. Todos estos resultados han permitido la obtencién de algunos
lotes de embutidos con unas caracteristicas sensoriales mejores que las de los
controles, sobre todo en lo referente al sabor y aroma. En definitiva, se ha
demostrado la hipétesis planteada inicialmente, habiéndose establecido las
cantidades de lipasa pancredtica mas idoneas para tal fin en 60 y 90 unidades,
entendiendo por 1 unidad de actividad de la enzima como "la cantidad de la
misma que hidroliza |1 miliequivalente de 4cido graso a partir de aceite de
olivaen | hora a 37 °Cy pH 7.,7".

Sin embargo, los efectos no han sido espectaculares; en principio cabia
esperar diferencias mds marcadas entre los embutidos controles y los
elaborados con la enzima. El anilisis sensorial mostré que los resultados eran
significativamente diferentes (p<0,01) entre los lotes 60 y 90 y los controles,
pero la puntuacion global alcanzada por aquéllos no fue tan distinta como para
concluir que la mejora obtenida era manifiestamente importante. Por lo tanto,
no se puede aconsejar categdricamente que la adicién de lipasa pancreitica
pueda, desde un punto de vista industrial, aportar unos beneficios notables que
permitan obtener productos competitivos con los elaborados por métodos

tradicionales.

Se podia esperar que el aumento considerable de la tasa de acidos grasos
libres que se logrd en los embutidos con lipasa (los niveles de acidos grasos
libres presentes en los embutidos controles se multiplicé por un factor de 3 y
3.5 en los lotes elaborados con 60 y 90 unidades de lipasa pancredtica
respectivamente) ocasionara un correspondiente aumento de muchas de las
sustancias que contribuyen al sabor y aroma de los embutidos y que en ¢l

presente trabajo se evaluaron mediante la determinacidén y andlisis de los
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compuestos monocarbonilos. Sin embargo, en el caso mas favorable en el que
la adicidén de la enzima no produjo efectos negativos (lote 90), el contenido de
estos compuestos se multiplicé por un factor de 2, mientras que los dcidos
grasos libres lo hicieron por un factor de 3,5. Asi pues, hay que deducir que la
generacién de este tipo de sustancias es lenta y gradual y no parece posible que
se pueda acelerar mediante el aumento de la tasa de dcidos grasos libres. Quiza
el empleo de periodos madurativos mas largos que los utilizados en el presente
trabajo (28 dias como maximo) permita obtener diferencias mas marcadas
entre embutidos ¢laborados con y sin lipasas. Cabe sefialar al respecto que en la
maduracion de queso Parmesano se afade, junto con el cuajo, lipasa
pancredtica para potenciar el sabor (Botazzi, 1965; Moskowitz, 1980), pero su

proceso madurativo es muy largo, pudiendo llegar, incluso a los 2 afnos.

Por ultimo, también es posible que otras lipasas, tanto microbianas como
de otro origen, proporcionen resultados mas destacados, sobre todo si su
especificidad recae sobre los enlaces donde estdn esterificados los dcidos grasos
poliinsaturados. Por otra parte, manipulando las condiciones de la maduracién,
sobre todo las referentes a las temperatura, quizds podrian obtenerse
diferencias més notables. Estas consideraciones son simplemente especulativas,
pero pueden servir de punto de partida para ampliar los estudios descritos en
esta memoria, porque lo que si es seguro es que en las condiciones en las que
se ha utilizado la lipasa pancredtica no se mejor6 ostensiblemente el resultado
final modificando la dosis de enzima, teniendo en cuenta que se utilizé un

amplio intervalo de cantidades (de 3 a 500 unidades).

En otro orden de cosas, se observé que el aumento de la liberacién de
dcidos grasos al afadir lipasa pancreética a los embutidos se manifestod
principalmente en las primeras 48 horas del proceso madurativo, es decir,
durante la fase fermentativa. Puede que este hecho esté relacionado con ¢l pH
de la carne (en torno a 6) y la temperatura de maduracidn (superior a 20 °C)

imperantes durante dicha fase. Cabe pensar, pues, en la posibilidad de afiadir la

205



DISCUSION GENERAL

enzima a la masa original antes del periodo de reposo en refrigeracion de 24
horas que habitualmente se utiliza previamente al embutido, dejdndola un

cierto tiempo en premaduracion.

Finalmente, sélo queda por volver a destacar que con anterioridad no se
habia realizado investigacién alguna sobre el tema. Por lo tanto, los datos
recogidos en esta memoria son resultados previos, que pueden, en un futuro,
servir de base para investigaciones posteriores en diversas direcciones, algunas

de las cuales ya se han enunciado en este apartado.
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Cuarta.

Quinta.

CONCLUSIONES

El analisis de los parimetros microbioldgicos (flora total, flora
lactica y microcodceas) y fisico-quimicos (pH, aw y contenido de
humedad) que caracterizan a los embutidos crudos curados
demostré6 que la adicién de lipasa pancredtica no ocasiona
modificaciones importantes en dichas caracteristicas, siendo
similares a las observadas en los embutidos utilizados como

control.

En los embutidos elaborados con lipasa pancredtica, como era de
esperar, se pudo apreciar una mayor acumulacion de los productos
de la hidrélisis de los triglicéridos, en especial de diglicéridos y de

icidos grasos libres.

La actividad hidrolitica de la lipasa sobre los triglicéridos
determiné principalmente la liberacién de los 4cidos grasos oleico
y linoleico. Se observé un notable incremento del contenido
porcentual de acido oleico en todos los lotes experimentales,
mientras que el de dcido linoleico descendié progresivamente a lo
largo de la maduracién, probablemente debido a su degradacion

como consecuencia de fenémenos autooxidativos.

Los resultados referentes al andlisis de la fraccion 4dcidos grasos de
cadena corta de los embutidos experimentales no fueron
consistentes, lo que hace suponer que la lipasa pancredtica no afecta

a la composicién de dicha fraccién.

En todos los lotes de embutidos elaborados con lipasa pancreitica
se observd un aumento del contenido de compuestos
monocarbonilos, siendo el hexanal el componente mayoritario. No
obstante, este incremento no se correspondid linealmente con el

aumento de los dcidos grasos libres, posiblemente debido a que la
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generacion de monocarbonilos es un proceso mds lento y gradual

que la hidrélisis de triglicéridos.

El analisis sensorial unicamente reflejé diferencias positivas con un
nivel alto de significacion entre los embutidos controles y los
elaborados con 60 y 90 unidades de lipasa pancredtica. La
caracteristica sensorial mejor evaluada fue el sabor y aroma, io que
se relaciond con el elevado contenido de monocarbonilos de dichos
fotes; por ello, se puede concluir que la adicién de lipasa
pancredtica a los embutidos ejerce un efecto positivo (aunque no

muy marcado) en relacion con dicha caracteristica.

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, s¢ puede
afirmar que, de todas las cantidades de lipasa pancredtica utilizadas,
las mas adecuadas para la mejora de las caracteristicas sensoriales
fueron las de 60 y 90 unidades. No obstante, los resultados no
tueron totalmente concluyentes, por lo que estas investigaciones
iniciales pueden servir de base para experiencias futuras.
Probablemente el empleo de otras condiciones de maduracion y/o
de otras lipasas, microbianas o de otro origen, pueda proporcionar

resultados mas favorables.
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