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Introduccion

El hombre, como perteneciente al grupo de organismos heterétrofos, cubre sus
necesidades nutritivas a partir de numerosos principios suministrados por los alimentos. Los
alimentos que consume el hombre proceden de los reinos mineral, vegetal y animal. La
contribucién del reino mineral se limita, a efecto préicticos, al aporte de agua y ciertas
sustancias minerales. Del vegetal consume tallos, semillaé, hojas, raices, frutos, tubérculos y
bulbos. Del reino animal utiliza ciertas secreciones (leche), el tejido muscular estriado,
visceras y otros subproductos, huevos y miel.

Entre toda esta diversidad de productos, la carne ha sido un alimento muy apreciado
por el hombre desde la antigiiedad; sin embargo, dado su cardcter perecedero, sélo podia
cosumirse en épocas de caza. Por ello, el hombre sintié la necesidad de ampliar su vida itil
desarrollando diversos métodos, como el ahumado, la salazén, el desecado o el escabechado.
En los paises mediterrdneos, dadas las condiciones climdticas del invierno, la fermentacién y
secado de la carne fue uno de los métodos de conservacién mds temprana y ampliamente
utilizado; Erichsen (1983) estima que hace mds de 3000 afios ya se consumian productos
cdmicos fermentados y secos.

Se sabe que griegos y romanos dominaban las técnicas chacineras; en la Roma
precristiana, durante las fiestas florales y lupercales, se consumia gran cantidad de embutidos
("termicina”, "circeli" y "botuli"), elaborados con carne de cerdo, tocino, pimienta y semillas
de comino. Dado ¢l cardcter pagano de estas fiestas, la Iglesia de los primeros siglos de la era
cristiana lleg6 a prohibir la elaboracién y consumo de embutidos por su estrecha relacién con
ellas. La prohibicién se mantuvo hasta el afio 494 d. de C., cuando dichas fiestas se
cristianizaron (Sanz, 1988). Desde entoces los embutidos han ido cobrando una popularidad
cada vez mayor hasta llegar a nuestros dias.

Actualmente la fermentacién y secado de la carne ha dejado de ser un método cuyo
objetivo primero era la conservacién para convertirse en una forma de diversificacién de
productos. La pérdida de la estacionalidad en la disponibilidad de la carne, el desarrollo de la

refrigeracién y congelacién y el de otros procesos tecnolégicos han transformado la
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fabricacién de los embutidos en un método encaminado a la obtencién industrial de
productos muy variados, de alta calidad y con caracteristicas muy distintas a las de las
materias primas originales. A esto se une su prolongada vida qtil sin necesidad de otras
medidas de conservacién y el escaso riesgo sanitario que su consumo conlleva, lo que ha
ocasionado que la produccién de embutidos fermentados y madurados se haya convertido en
uno de los sectores mds importantes de la industria cdrnica europea, y que esté ganando
interés en otros lugares del mundo, tales como Estados Unidos y Australia (Demeyer y col.,
1986).

La estabilidad y el escaso riesgo sanitario de estos alimentos se debe
fundamentalmente a:

- El descenso del pH hasta valores comprendidos entre 5,2 y 4,8 (Bacus, 1986), -
producido por la fermentacioén microbiana de los carbohidratos ya presentes en la carne vy,

sobre todo, los aiiadidos con tal fin a los embutidos.
- El descenso de la actividad de agua (ay), debido a los solutos afiadidos (sal,

carbohidratos, etc.) y, sobre todo, a la deshidratacién parcial que acaece durante la fase de
maduracién, con lo que dicho pardmetro disminuye desde valores iniciales de 0,95-0,96
hasta aproximadamente 0,75 (Burgos, 1981).

- La adici6n de nitratos y nitritos a los embutidos contribuye, junto con los dos

factores anteriores, a prevenir ¢l crecimiento de microorganismos patégenos, entre ellos Cl.
botulinum. Segin Genigeorgis (1978), 50 ppm de NaNO7 son suficientes para evitar su

crecimiento.

- La produccién de sustancias bactericidas y bacteriostdticas, producidas por la flora
lictica predominante en los embutidos, tales como perdxido de hidrégeno, antibidticos y
bacteriocinas (Daeschel, 1989; Rodriguez y col., 1989). Estos compuestos actian como
inhibidores del crecimiento de microorganismos alterantes y patégenos en estos productos.

- Las especias poseen una marcada actividad antimicrobiana debida, parece ser, a los
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aceites esenciales que contienen (Beuchat, 1976; Zaika y Kissinger, 1981).

Todos estos fendmenos y agentes ocasionan conjuntamente el establecimiento de unas
condiciones disgenésicas en las que los microorganismos productores de toxiinfecciones
alimentarias y otros no deseables dificilmente pueden multiplicarse.

Asimismo, la mayoria de estos factores "conservantes” también condicionan el
desarrolio de las caracteristicas sensoriales tipicas, ora por si mismos (endurecimiento por
pérdida de humedad; sabor de las especias), ora por su influencia en la seleccidn de la flora
tipica que se implanta y en ¢l desarrollo de la actividad enzimética y degradativa de los

componentes del embutido durante la maduracién.

I.1. CLASIFICACION DE LOS' EMBUTIDOS.

Los embutidos crudos madurados se pueden clasificar basdndose en diversos
criterios, como la acidez, el tamafio de picado de los ingredientes, adicién o no de cultivos
iniciadores, presencia de mohos superficiales, adicién de unos u otros ingredientes, especias
y condimentos, etc. De acuerdo con Incze (1992), todos estos factores, aparentemente
arbitrarios, influyen decisivamente en las caracteristicas generales de los preductos, por lo
que serfan pardmetros de clasificacién vélidos, ya que implican diversas tecnologias de
fabricacién. Por ejemplo, con arreglo a su acidez se han clasificado en:

1) Productos cdrnicos fermentados de baja acidez: se encuadran los embutidos
europeos tipicos, deshidratados a baja temperatura (Incze, 1987). Son productos de
maduracién larga, con un pH relativamente elevado, generalmente superior a 5,5. Dentro de
esta categoria se incluyen todos los tipos de salami (Leistner, 1990).

2) Productos cdmicos fermentados de elevada acidez: son productos a los que se les
afiaden carbohidratos, consiguiéndose un pH final menor de 5,3. Estos embutidos se
fabrican tanto en Europa como en Estados Unidos, con la diferencia que los primeros se

someten a fermentacién a baja temperatura (20-24°C), mientras que en los segundos se



Introduccién

utilizan temperaturas elevadas (37°C aproximadamente).

El Cédigo Alimentario Espaiiol, por su parte, no clasifica los embutidos fermentados
por sus caracteristicas fisicoquimicas, sino que lo hace con arreglo a los ingredientes
empleados en su fabricacién. Desde este punto de vista, define con el nombre de embutidos
crudos a aquellos que "han sido sometidos Gnicamente al adobo y amasado antes de llenado
en tripa, madurados o no, y sometidos posteriormente al secado y ahumado o no. No
contendrian tejido fibroso, cartilaginoso ni sebos".

Los embutidos crudos fermentados se encuentran clasificados como embutidos de
carne. En esta categoria se incluyen dos elaboraciones tradicionales:

- Chorizo: "es el embutido crudo, curado y encarnado elaborado con carne de cerdo o
de cerdo y vacuno, metido en tripa natural o artificial de didmetro superior a 22 milimetros. El
didmetro inferior se denominard "longaniza”.

- Salchichén: "es el embutido crudo, curado y bianco elaborado con carne de cerdo o
de cerdo y vacuno, con la adicién de cubitos de tocino o tocino finamente picado, metidos en
tripa artificial o natural cular o semicular, porcina o vacuna, de 40 milimetros de didmetro
como minimo. Cuando el didmetro de la tripa es inferior al sefialado, €l derivado cirnico se
denomina "longaniza imperial” o "fuet"".

Es un hecho casi general que el chorizo contenga, entre otros condimentos que
dependen de recetas tradicionales, ajo y pimentdn, y el salchichén pimienta negra en grano o
molida.

Considerando la forma mds comtin de fabricacién, los embutidos crudos fermentados
espaiioles podrian encuadrarse dentro de los productos cdrnicos fermentados de elevada
acidez, ya que la temperatura de fermentacién y maduracién, adicién de sal, pH y adicién de
carbohidratos méis comunmente empleados en estos productos son similares a los resefiados

por Incze (1992) para aquel tipo de embutidos.
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L2. ELABORACION DE EMBUTIDOS.

Se puede decir que la elaboracién de embutidos se realiza en tres fases:
- Picado y mezcla de ingredientes,
- Fermentacidn,

- Secado o maduracidn.

I.2.1, Picado y mezcla de ingredientes.

Consiste bdsicamente en el picado de la carne, su mezcla con sal, especias y otros
ingredientes y el picado de la grasa y su adicién a la masa anterior. Una vez mezclados todos
los ingredientes, la pasta resultante se embute en tripas naturales o artificiales. La forma en

que se realizan estas operaciones define en gran parte las caracteristicas del producto final.

El picado de la carne se sucle realizar a bajas temperaturas, entre -1°C y -3°C, de
forma que ¢l corte sea limpio y no se libere grasa intramuscular en las carnes no magras, lo
que podria producir alteraciones del color durante la maduracién. Las carnes empleadas
deben ser firmes, con capacidades tampén y de retencién de agua dptimas y con valores de
pH entre 5.4 y 6,0 (Pezacki, 1979). Por tanto, no se consideran ttiles en la fabricacién de
embutidos ni las carnes DFD, dada su excesiva capacidad de retencién de agua y elevado pH,
ni las PSE, debido a su bajisima actividad tampén; no obstante estas dltimas pueden
emplearse en la formulacion de algunos tipos de embutidos como ¢l salami (Towsend y col.,
1978). También se prefieren las carnes de animales adultos o incluso viejos (Liicke, 1984)
por su mayor contenido en mioglobina, lo que ocasiona un mejor desarrollo del color.

Como ya se ha sefialado, previamente a la mezcla con €l otro ingrediente mayoritario,
la grasa, se afiaden a la carne otros componentes importantes en las caracteristicas del

producto final, como la sal, especias, carbohidratos, nitratos y nitritos, 4cido ascérbico y
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cultivos iniciadores.

La sal es el ingrediente que se afiade en mayor proporcidn a los embutidos después
de la carne y la grasa, habitualmente entre 2,4 y 3,0% (Liicke, 1984). Desempeiia un papel
muy importante en el desarrollo de distintas caracteristicas de estos productos, destacando,
desde el punto de vista tecnoldgico, su efecto sobre las proteinas, la textura y la potenciacién
del sabor de estos productos. La sal contribuye decisivamente a 1a ligazén de las particulas
del embutido y, por lo tanto, al desarrollo de la textura, permitiendo una mayor solubilizacién
de las proteinas y su posterior gelificacién (véase 1.4.4.1). Su contribucién al sabor es, por
una parte, directa, resaltando el sabor salado y estimulando los receptores, con lo que se
potencia la percepcién del sabor a carne curada (Amerine y col., 1965; Froelich y col.,
1983), y, por otra, indirecta, por su influencia sobre la actividad de las catepsinas musculares
(Baldini y col., 1977; Barret y Kirschke, 1981).

Posee, ademds, una accién bacteriostdtica sobre la flora aerobia responsable de la
alteracidén de la carne fresca, asi como sobre algunos patégenos (Ingram y Kitchell, 1967),

debido a que induce, junto con otros solutos (carbohidratos, nitratos, nitritos, etc.), un
descenso de la ay, hasta valores de 0,97-0,96. Este hecho, de forma indirecta, favorece el
desarrollo de la flora lactica (Pezacki, 1979), ya que las bacterias aerobias Gram-negativas y
la flora patégena son muy sensibles a los descensos de ay, y la lictica se desarrolla

perfectamente en tales condiciones.

Como efecto adverso, puede potenciar los fendmenos autoxidativos de las grasas

{(Goutefongea, 1991).

Las especias se emplean en la mayorfa de los embutidos en proporciones del
0,5-2,0%, utilizdndose mds cantidad en productos secados al aire que en embutidos

ahumados. Se usan la pimienta blanca y negra, piment6n, orégano, ajo, mostaza, etc. Estos
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aditivos poseen distintas propiedades fisicoquimicas que los hacen muy ttiles en la
fabricacién de embutidos fermentados. Tienen un efecto estimulador de la formacién de dcido
ldctico, que parece deberse al elevado contenido en manganeso de algunas de ellas, elemento
necesario para la actividad de algunas enzimas de la cadena respiratoria de los lactobacilos
(Puglia y Seperich, 1983). Ademds, presentan actividad antioxidante, posiblemente por su
capacidad quelante de metales (Lee y col., 1986), inhibiendo la aparicién de la fase inicial de
la autoxidacién (Barbut y col., 1985). Por idltimo, también muestran actividad
antimicrobiana, localizada en la fraccién de aceites esenciales (Beuchat, 1976; Zaika y

Kissinger, 1981; Farag y col., 1989).

Los hidratos de carbono se utilizan en la fabricacién de embutidos fermentados
con objeto de conseguir una fermentacién correcta y un adecuado descenso del pH, sirviendo
como sustrato energético de las bacterias lécticas que, al multiplicarse, logran la inhibicién, al
menos temporal, del crecimiento de bacterias alterantes y crean condiciones para la
generacién de un sabor y firmeza adecuados. Las cantidades de carbohidratos recomendadas
se sitiian entre 0,4 y 0,8% (Pyrcz y Pezacki, 1981); sin embargo, hay que tener siempre en
cuenta el tipo de hidrato de carbono que se afiade, ya que a mayor peso molecular, menor
velocidad de fermentacion: la glucosa fermenta muy rdpidamente, la sacarosa més lentamente
y ain mis despacio la dextrina (Pezacki, 1979). El uso de gran cantidad de carbohidratos
rdpidamente fermentables producird un descenso del pH muy brusco y temprano, y no
permitir4 el desarrollo de las bacterias dcido-sensibles qtiles, las micrococdceas, con lo que el
embutido no adquirird completamente las caracteristicas deseadas. Por el contrario, €l uso
exclusivo de hidratos de carbono de fermentacién lenta provocard un descenso mds lento del
pH y existird el riesgo de que se desarrollen bacterias alterantes. Esto mismo puede suceder si
se afiaden cantidades demasiado pequefias de carbohidratos. Por lo tanto, lo mds

recomendable parece ser afiadir una mezcla de varios tipos de estos compuestos (Pezacki,

1979, Liicke, 1984).
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En la preparacion de embutidos fermentados se utilizan a veces otros tipos de

sustancias acidulantes, como glucono-8-lactona y dcidos orgdnicos encapsulados. La

glucono-&-lactona se transforma en 4cido glucénico en la fase acuosa del embutido,
produciendo un descenso rdpido y acusado del pH a las pocas horas del amasado y estufaje.
Los 4cidos orgdnicos se encapsulan dentro de cubiertas adecuadas para que su liberacién se
produzca en un momento determinado, en generat al elevar la temperatura. El problema del
uso de estas sustancias estriba en que provocan un descenso del pH demasiado rdpido, con lo
que, aunque la calidad higiénica del producto se mejore, puede verse afectada
desfavorablemente la formacién del color debido a la inhibicién de las microcociceas. Por
ello, solamente se recomienda su uso en embutidos fermentados de consumo en fresco

(Liicke, 1984; Incze, 1992).

Los nitritos se aiiaden a los embutidos bien como tales o bien en forma de nitratos.
Su papel en los embutidos fermentados es muy importante, ya que producen el color
rosado-violdceo tipico por su reaccién con la mioglobina; contribuyen a la produccién del
sabor y aroma propios de estos productos; inhiben procesos autooxidativos y tienen una
accién antimicrobiana selectiva, interviniendo, con ello, en €l establecimiento de la flora
gram-positiva apropiada: lactobacilos y micrococéceas (Liicke, 1984). Los nitratos no
realizan estas funciones directamente, sino a través de su reduccifn a nitritos y estos a éxido
nitrico, merced a las micrococdceas presentes.

A pesar de todos estos efectos beneficiosos de los nitritos, existen una serie de
problemas asociados a su uso, como son la formacién de nitrosaminas y las reacciones con
componentes de la carne para dar lugar a productos no bien identificados (Cassens y col.,
1979), aunque estos problemas alcanzan mayor importancia en otros productos cdrnicos,
como en los que se aplica un tratamiento térmico elevado (coccién) y, de forma especial, los

sometidos a fritura para su consumo, como el bacon. Por esto, las cantidades de nitrato estdn
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reguladas legalmente en la mayoria de los paises; en Espafia la cantidad mdxima permitida en
chorizo y salchichén es de 300 ppm de nitrato sédico y nitrato potdsico, y de 150 ppm de
nitrito sédico y nitrito potasico (Resolucién de la Secretaria de Estado para la Sanidad del 21

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

E! acido ascoérbico y ¢l ascorbato sédico se emplean muy frecuentemente en la
fabricacién de embutidos como coadyuvantes del curado, ya que, en cantidades correctas
(0,03-0,05%), mejoran el color, aroma y sabor del producto. El efecto sobre el color se debe
a la accién antioxidante del ascorbato sobre la mioglobina, unido a su capacidad para reducir
los nitritos a 6xido nitrico y transformar el hierro trivalente en divalente, formdndose
nitrosomioglobina (Toth, 1983). Por otra f}arte, la mejora en el aroma y sabor de los
embutidos se atribuye a reacciones entre el 4cido ascérbico y el nitrito, todavia no bien
conocidas (Brown y col., 1974).

Desde el punto de vista sanitario, bloquean la formacién de N-nitrosaminas,
posiblemente al hacer que el nitrito no se encuentre disponible para reaccionar con las aminas

presentes en el medio (Mirvish y col., 1972).

Los cultivos iniciadores se afiaden también en el momento inicial, al mezclarse los
ingredientes. El papel que desempeiian es de médxima importancia y se desarrollard

posteriomente en el apartado 1.3.2.

Ademds de los ingredientes antes sefialados, que son los que se utilizan con mayor
frecuencia en la elaboracién de embutidos madurados, existen una serie de aditivos que
pueden aifiadirse con diversos fines: colorantes (naturales o artificiales), emulgentes
(polifosfatos, proteinas no cérnicas), conservadores (sorbatos), correctores y potenciadores

del sabor (4cidos glutdmico, inosinico y guanilico), etc. (Cenzano,1991).
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El picado de la grasa se efectia, al igual que el de la carne, a bajas temperaturas.
El tamafio de la particulas obtenidas determinaré, junto con otros factores, el tipo de producto
que se obtendrd. El grado de reduccién de tamaiio influye de forma importante en la
eliminacién de agua, que serd mds lenta en los de picado fino respecto a los de picado mds
grueso (Stiebing y Rodel, 1988). La grasa mds adecuada para la fabricacién de estos
productos es la del cerdo y, dentro de esta especie, la que presenta un menor contenido en
dcidos grasos insaturados y, por tanto, con un punto de fusién relativamente elevado, siendo
muy Gtil la procedente del tocino dorsal.

Una vez picados, los ingredientes se mezclan con los aditives en una amasadora para
conseguir una distribucién homogénea de todos ellos. Esta operacién se efectia generalmente
aplicando vacio, para conseguir eliminar la mayor cantidad de oxigeno posible de la masa, ya

que este gas interfiere en la formacién del color y sabor deseables en estos productos.

Inmediatamente después se puede realizar la embuticién en tripas, aunque algunos
fabricantes dejan la pasta en refrigeracién (5-10°C) de 12 a 48 horas antes de embutirla,
inicidndose entonces la multiplicacién de los cultivos iniciadores afiadidos y/o la flora
presente y las reacciones de curado.

La embutici6n se realiza en maquinas a vacfo y con la pasta a una temperatura de unos
2°C (Liicke, 1984). Se pueden usar tripas naturales o sintéticas; en este caso, deben permitir
la difusién de agua desde el interior de la pieza, el paso del humo (en el caso de que el
ahumado se realice) y deben adaptarse a los cambios de tamaifio del embutido durante el
proceso madurativo, debidos a la deshidratacién. Segin el didmetro de tripa utilizado, el
embutido recibird distintos nombres, que variarén segin las regiones (longaniza imperial,
fuet, salchichén, salchichonada, etc). Durante la maduracién, cuanto mayor sea el calibre,
mds lenta es la pérdida de agua y, por ende, més lenta la adquisicién de la consistencia tipica;
el centro del embutido presentard menor deshidratacion, en tanto que la parte externa

contendrd menos agua. En embutidos de calibre estrecho la pérdida de agua es més uniforme

11
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(Stiebing y Radel, 1988).

1.2.2. Fermentacion.

Después de 1a embuticién, las piezas se llevan a secaderos o cdmaras con humedad,
temperatura y velocidad de aire controladas, en las cuales se mantienen a temperaturas de
20-28°C y humedades relativas del 90-95% durante 24-48 horas. De esta forma se facilita el
crecimiento de los microorganismos y se evita la formacién de una costra externa, que
apareceria en el caso de utilizar humedades relativas mds bajas, 1o que dificultaria el secado
posterior de los embutidos.

Durante ¢l perfodo de fermentacién se 'produoen importantes cambios fisicoquimicos y
microbiolégicos: reduccidén de nitratos a nitritos y €stos a 6xido nitrico, que reaccionard con
la mioglobina rindiendo nitrosomioglobina, gracias a la actividad de las microcociceas; las
bacterias l4cticas empiezan a metabolizar 1os carbohidratos, acumuléndose 4cido lctico con el
consiguiente descenso del pH; cuando éste alcanza valores cercanos al punto isoeléctrico de
las proteinas de la carne, éstas pierden capacidad de retencién de agua, facilitindose la
deshidratacién,

En ciertos tipos de embutidos fermentados se efectia un ahumado al final del periodo
de fermentacién. Con ello se consigue modificar el aroma y sabor del producto y se evita el
crecimiento de mohos y levaduras superficiales en aquellos productos en que su presencia no
es deseable, ya que muchos de los componentes del humeo tienen actividad antimicrobiana
(fenoles, compuestos carbonilicos, como formaldehido, y dcidos orgénicos de bajo peso
molecular); ¢l humo también contiene antioxidantes (derivados fenélicos). El humo se
produce por combustién controlada de maderas no resinosas a 350-600°C y se aplica de
diversas formas: ahumado tradicional en frio o en caliente, electrostdtico o por tratamiento

con condensados de humo (Girard, 1991).

12
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1.2.3. Maduracion.

La maduracién de los embutidos se realiza también en cdmaras con humedad y
temperatura controladas, pudiendo utilizarse las mismas empleadas para la fermentacién
aunque cambiando las condiciones. Estas variardn segin el tipo de embutido que se fabrique,
pero generalmente oscilan entre 10 y 17°C de temperatura y 65-80% de humedad relativa. La
velocidad del aire suele ser, aproximadamente, de 1m/s, y éste debe repartirse uniformente
por la sala y alrededor de los embutidos, de forma que el secado sea homogéneo. Este
periodo se prolonga normalmente durante 20-60 dias, dependiendo del embutido que se
desee obtener.

Durante el periodo de maduracién se producen reacciones enzimdticas,
fundamentalmente de origen microbiano, que degradan lipidos y proteinas. También se
produce una fuerte deshidratacién y se desarrolla la textura caracteristica (véase 1.4.4.1). El
contenido en agua desciende hasta el 35% o incluso menos, reduciéndose la actividad de agua
por debajo de 0,90. Bajo estas condiciones, €l crecimiento bacteriano se inhibe si se evita la
condensacién de agua en la superficie del embutido (Liicke, 1984). Hacia el final de la
maduracién se produce un ligero incremento del pH, debido principalmente a la acumulacién
de productos de degradacién de las proteinas, tales como amoniaco y aminas {Liicke, 1984).
Sin embargo, Demeyer y col. (1979) lo atribuyen también al aumento de la concentracién de
compuestos tampén y al descenso en la disociacién de los electrolitos ya presentes.

Las condiciones de temperatura y humedad en las fases de fermentacién y maduracién
antes mencionadas se refieren a los embutidos fabricados en Europa. En Norteamérica se
prefieren productos mds 4cidos, siendo las temperaturas de fermentacién bastante mds
elevadas, entre 32 y 45°C, especialmente en los embutidos semisecos. En algunos casos se
efectia un calentamiento ain mayor al final de la fermentacién, de forma que se alcancen

58°C en el centro de las piezas, para excluir la posible presencia de Trichinella spiralis.

13
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I.3. MICROBIOLOGIA DE LOS EMBUTIDOS MADURADOS Y
CULTIVOS INICIADORES.

I.3.1. Microbiologia de los embutidos madurados.

La composicién de la microflora de los embutidos antes del perfodo de fermentacién
es muy heterogénea, pues depende de los ingredientes utilizados, principalmente de la grasa y
la came, y de las condiciones en que se realicen las operaciones previas a la embuticién.

En la carne y otros ingredientes, y por tanto en un embutido recién preparado, pueden
aislarse lactobacilos, micrococédceas, enterobacterias, Leuconostoc, algunas especies de los
géneros Clostridium, Pediococcus, Pseudomonas, Achromobacter, Flavobacterium,
Bacillus, enterococos, etc., y también mohos y levaduras. Por lo que respecta a
microorganismos patégenos, se han detectado a menudo bacterias del género Clostridium,
Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus (Hechelman y Kasprowiak, 1991). Dada la

diversidad de la flora, las primeras horas de la fase de fermentacién son especialmente
criticas, ya que ¢l producto todavia no se ha estabilizado por el descenso del pH y la ay,. La

carga inicial de microorganismos viables totales suele situarse entre 103-106 u.f.c./g ( Lépez
Lorenzo y col., 1962; Giolitti y Massacra, 1963). Pronto comienza a multiplicarse la flora
tipica (lactobacilos y micrococéceas), lo que provoca cambios drdsticos en €l "ambiente”
interno del embutido: en este periodo se acumula 4cido l4ctico con el consiguiente descenso
del pH, se desarrolla el color rosado caracteristico, se produce la gelificacion de las proteinas
y comienza la generacién de las sustancias que darédn lugar al aroma tipico. Por lo que
respecta a la inhibicién microbiana, se desarrollan condiciones de anaerobiosis en el interior
de las piezas y la sal afiadida a la masa disminuye ¢l agua libre disponible (Hechelman y
Kasprowiak, 1991); a estos factores habrd que unir la accién inhibitoria del nitrito sobre
determinados nﬁcroorganisnios no deseables y el efecto del 4cido lactico.

Al iniciarse la fase de fermentacién, las micrococdceas experimentan un incremento
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muy ripido, alcanzando niveles comprendidos entre 105 y 107 u.f.c./g (Nurmi, 1966; Reuter
y col.,, 1968; Selgas y col.,, 1988). Este crecimiento se detiene pronto debido a la
acidificacion, de tal forma que sus tasas declinan de forma notable a partir de los 15-20 dias

de maduracién (DeKeteleare y col., 1974; Liicke, 1984). Simultdneamente, €l nimero de

lactobacilos aumenta hasta valores del orden de 108 u.f.c./g (Girard y Bucharles, 1991),
obteniéndose recuentos similares a los de la flora total, lo que indica que estos
microorganismos constituyen la flora mayoritaria. Estos niveles se mantienen hasta el final de
la maduracién.

Las bacterias Gram-negativas, en cambio, experimentan un descenso constante para

desaparecer rapidamente (Reuter y col., 1968).

[.3.1.1. LACTOBACILOS.

Los lactobacilos homofermentativos constituyen la poblacién dominante a lo largo de
la maduracién (Coretti, 1958; Hoffman y Scharner, 1980; Sanz y col., 1988), debido
principalmente a su efeto inhibidor sobre otras bacterias. Las especies mds frecuentemente
encontradas en los embutidos crudos curados son Lactobacillus sake, L. curvatus y L.
plantarum (Liicke, 1986).

El papel fundamental de la flora lictica es la fermentacién de los aziicares que
ocasiona la acumulacién de 4cido lactico, cuyas funciones se citardn mds adelante (véase
1.4.1).

Aunque las bacterias l4cticas presentan actividad lipolitica, esta no parece ser muy
marcada (Stadhouders y Veringa, 1973). Dicha actividad es tanto extra- como endocelular,
siendo la dltima mucho mds limitada; recae sobre mono- y diglicéridos, y sobre triglicéridos
con 4cidos grasos de cadena corta (Parejo y col., 1979; Sanz y col., 1988). Teniendo en
cuenta que la concentracién de di- y monoglicéridos es muy baja al principio de la
maduracién, serd necesaria una lipolisis previa, probablemente realizada por las

microcociceas, para que actlen las lipasas de las bacterias lacticas; de aqui que se haya
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postulado la existencia de una accién colaborativa entre ambos tipos de bacterias (Sanz y col.,
1988).

Algunas cepas de lactobacilos aisladas de embutidos fermentados son capaces de
hidrolizar péptidos (Reuter, 1971), al igual que sucede en cepas procedentes de quesos
(Reiter y col., 1969). Sin embargo, sélo presentan una ligera actividad proteolitica sobre
proteinas complejas {Reuter,1971) y, aunque la actividad de las bacterias licticas parece
contribuir al incremento de la tasa de aminodcidos (Montel y col., 1992), su papel concreto

en la proteolisis de los embutidos no estd todavia bien determinado.

[.3.1.2. MICROCOCACEAS.

Las bacterias de la familia Micrococaceae presentes en los embutidos pertenecen a los
géneros Staphylococcus y Micrococcus. En general, los primeros crecen mejor en
anaerobiosis, por lo que son mds abundantes que los micrococos en los embutidos
{Rheinhaben y Hardlock, 1979; Fischer y Schleifer, 1980). Las especies identificadas mds
frecuentemente son S. xilosus y S. saprophyticus, y, en segundo plano, S. simulans y M.
varians (Fischer y Schieifer, 1980).

Durante la fase de fermentacion, las micrococdceas experimentan un gran incremento
previo al que se produce en los lactobacilos (Rozier. 1969), para mantenerse € incluso
descender en etapas posteriores de la maduracion (DeKeteleare y col., 1974). Sélo en el caso
de embutidos preparados con muchos nitratos y pocos carbohidratos, estos microorganismos
pueden llegar a ser la flora mayoritaria (Auroylet y Fornaud, 1976; Sarra y col., 1982), lo
que se debe a que no son capaces de desarrollarse a valores de pH bajos, como los que se
alcanzan en los embutidos después de la fermentacién (Liicke, 1984).

Las principales caracteristicas de las micrococédceas relacionadas con los fenémenos
que acaecen durante la maduracién de los embutidos son:

a) Actividad nitrato v nitrito reductasa: esta capacidad hace que sea posible el

desarrollo del tipico color de curado en estos productos, al reaccionar el 6xido nitrico
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formado con la mioglobina rindiendo nitrosomioglobina, de color rosado (una descripcién
mds detallada del proceso se realiza en el apartado 1.4.2). Las ventajas de la reduccién
realizada por estas bacterias es que no se producen, a partir de los nitritos, nitratos que
permanezcan en la carne, como ocurte con otras sustancias reductoras, sino que los nitritos
se transforman en 6xido nitrico. Realmente, las micrococdceas, de forma natural, tratan de
reducir los nitratos, nitritos y 6xido nitrico a otras formas nitrogenadas mis elementales,
como nitrogeno molecular (Liepe, 1982) o amoniaco (Zaika y col., 1976), pero en los
embutidos este proceso se interrumpe debido a la gran reactividad del 6xido nitrico con la
mioglobina que se encuentra en ¢l medio.

b) Produccién de catalasa: después de la fase de fermentacidn, en los embutidos
existen peréxidos, tanto procedentes de los lactobacilos come originados abiéticamente. La
catalasa tisular pierde rdpidamente su actividad durante dicho periodo (Rozier, 1971), por lo
que no tiene un papel relevante en ¢l desdoblamiento de estas sustancias. Los peréxidos
oxidan el hierro del anillo de porfirina y el color de curado se altera, dando tonalidades
grisiceas o marrones; a altas concentraciones, también el anillo puede ser atacado y se

observan coloraciones verdosas. Por ello, la presencia de catalasa procedente de las

micrococéceas es fundamental para desdoblar el HyO, e impedir estas alteraciones del color.

c¢) Produccién de lipasas: la actividad lipolitica de los micrococos ha sido puesta de
manifiesto por numerosos autores (Cantoni y col., 1967; Debevere y col., 1976; Selgas y
col., 1986). En los embutidos, los 4cidos grasos insaturados de cadena larga, liberados por
la accién de las lipasas, son degradados a carbonilos y dcidos grasos de cadena corta,
formandose peréxidos como metabolitos intermedios (Cerise y col., 1973). De este modo
participan las micrococédceas en la generacién del sabor y aroma (Smith y Alford, 1968).
Recientemente, Berdagué y col. (1992) han confirmado que las microcociceas son los
microorganismos que mds contribuyen al desarrollo del aroma de los embutidos al provocar
la liberacién de compuestos voldtiles.

d) Actividad proteolitica: la actividad proteolitica de las micrococdceas ha sido puesta
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de manifiesto por distintos autores (Sajber y col., 1971; Bacus, 1986), contribuyendo de
forma destacada en la proteolisis en general y en la liberacién de aminoécidos. Cantoni y col.
(1975) les atribuyen un papel principal, aunque otros autores (Demeyer y col., 1992)

consideran que dicha funcién la comparten con las proteasas tisulares.

[.3.1.3. MOHOS Y LEVADURAS.

Los mohos y levaduras colonizan con frecuencia la superficie de los embutidos secos
ligeramente o no ahumados, siempre que la humedad relativa de la cdmara de maduracién no
sea demasiado baja. También se ha detectado la presencia de levaduras en el interior de
productos fermentados (Smith y Palumbo, 1973; Palumbo y col., 1976).

Dependiendo de la temperatura iniclial a la que se sometan estos productos, el
desarrollo de los mohos y levaduras se producird en algunos dias o semanas.

Los efectos favorabies de la presencia de flora superficial son (Liicke, 1986):

1. Efecto antioxidante: reducen la tensién de oxigeno en la superficie, degradan los
peréxidos y protegen del efecto prooxidante de la luz. Todo esto conduce a una inhibicion del
enranciamiento y a una estabilizacién del color de curado.

2. Creacién de un microclima superficial: evitan la formacién de costra superficial y

favorecen la deshidratacién uniforme del embutido.

3. Capacidad lipolitica v proteolitica: conduce a la formacién de sustancias sapidas y

arométicas, contribnyendo al sabor y aroma caracteristicos de los embutidos. Estas sustancias
se difunden bien en embutidos de pequeiio calibre, haciéndolo mds lentamente en los de

mayor didmetro (Leistner, 1987).
4. Modificacién de 1a apariencia de los embutidos: este efecto es positivo en ciertos

paises, sobre todo en el sur de Europa, en donde los consumidores prefieren embutidos con

flora superficial.

En cuanto a los efectos desfavorables, son dos principalmente:

18



Introduccion

a) Posible produccidn de micotoxinas: las micotoxinas son metabolitos secundarios de

ciertas especies fingicas, con DL50 similares a téxicos fuertes, tales como el anhidrido

arsenioso (AspQO3) y el parathion (Fink-Gremmels y col., 1989). La produccién de estos
compuestos sucede tanto en condiciones experimentales como durante la maduracién de los
embutidos. Las micotoxinas pueden difundir hacia el interior del producto y pueden
encontrarse en €l después de eliminar la capa superficial de mohos (Orth, 1977; Leistner y
Eckardt, 1981; Leistner, 1984). Para evitar este efecto adverso se han propuesto distintos
métodos, como el empleo de un cultivo fingico iniciador sin capacidad toxicogénica, el
envasado a vacio de productos con baja actividad de agua (Wirth, 1979) o la impregnacién de
la superficie de los productos con sustancias antifingicas como sorbato potdsico (Leistner y
col., 1975). '

b) Incremento del pH: el pH aumenta de forma apreciable durante la fase final de la
maduracién de los embutidos que presentan mohos y levaduras en su superficie. Esta flora,
en presencia de oxigeno, puede oxidar aminodcidos y dcido ldctico, lo que ocasiona un
aumento del pH hasta valores cercanos a 7 en algunos casos (Liicke, 1986). Hechelmann y
col. (1988) han seiialado que, en estas condiciones, pueden desarrollarse microorganismos

patégenos como S. aureus especialmente en las zonas mds superficiales del producto, ya que

esta bacteria es bastante resistente a condiciones de ay, reducida (Troller y Christian, 1978),

aunque no se ha demostrado la produccién de enterotoxinas por debajo de a,, de 0,93

(Trolier y Stinson, 1975).
1.3.2. Cultivos iniciadores
Liepe (1983) define los cultivos iniciadores como cultivos individuales o mixtos de

cepas seleccionadas, con una determinada actividad enzimdtica, que se afiaden

intencionadamente en cantidades definidas para que transformen un sustrato €n un producto
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alimenticio. Por su parte, Smith y Palumbo (1983) los definen como microorganismos
viables afiadidos directamente a la carne para mejorar su conservabilidad, su estado higiénico
y/o potenciar la aceptabilidad por el consumidor; ademds, la calidad nutritiva del producto
debe mantenerse 0 mejorarse con respecto a la materia prima.

En Europa, a diferencia de lo que sucede en Norteamérica y en otros lugares, el
periodo de fermentacién de los embutidos es mds largo y se realiza a menores temperaturas;
es decir, se prefiere un descenso de pH mds lento que permita el desarrollo de
microorganismos que originen las caracteristicas sensoriales requeridas por sus
consumnidores. Por ¢llo, se suelen emplear mezclas de bacterias ldcticas y microcociceas, e
incluso una pequefia cantidad de las primeras en los pafses del sur de Europa, donde el sabor
dcido es mds bien un efecto negativo.

Se pueden distiguir 2 tipos de cultivos iniciadores, los cultivos iniciadores
propiamente dichos, con los que se intenta inducir cambios sensoriales deseables en el
producto; y los cultivos protectores, utilizados para inhibir la flora microbina no deseable en
los embutidos (Geisen y col., 1992).

La finalidad con la que se aiiaden los cultivos iniciadores a los embutidos secos se
puede resumir de la siguiente manera (Kunz, 1989):

1. Control del proceso madurativo.

2. Inhibicién de microorganismos no deseables.

3. Reduccién de riesgos sanitarios.

4. Incremento de la calidad y normalizacién.

5. Control del sabor y aroma especificos

Los microorganismos que mas frecuentemente se utilizan en la industria son las
bacterias lacticas y las micrococdceas, aunque también empiezan a usarse hongos y
levaduras. También se ha propuesto la inclusion de estreptomicetos (Streptomyces griseus) y
de enterobacterias, como Aeromonas spp en los cultivos iniciadores (Hammes y col., 1985).

Streptomyces griseus es uno de los microorganismos componentes de un iniciador
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comercializado y se considera que mejora el sabor y aroma de los embutidos fermentados
(Eilberg y Liepe, 1977). Sin embargo, en los embutidos fabricados de forma "natural” (sin
afiadir cultivos iniciadores), los estreptomicetos se encuentran en escaso nmero y no crecen
en la pasta durante la fermentacién. Por otra parte, algunas especies del género Aeromonas
parecen ejercer un efecto positivo en las caracteristicas de los embutidos y actualmente se

utilizan en una industria espafiola en la elaboracién de estos productos (Niinivaara, 1991).

I.4. CAMBIOS BIOQUIMICOS EN LOS COMPONENTES DE LOS
EMBUTIDOS DURANTE SU MADURACION, CON ESPECIAL
REFERENCIA A LAS PROTEINAS Y COMPUESTOS NITROGENADOS.

Los principales fendmenos bioquimicos que afectan a los componentes de los
embutidos crudos curados durante la maduracién son la fermentacién de los carbohidratos,
las reacciones de curado, las degradaciones que afectan a los lipidos (lipolisis y oxidacién
lipidica) y a las proteinas (proteolisis). A continuacién se decribird brevemente cada uno de
estos fendmenos excepto el dltimo que, por estar estrechamente relacionado con el tema de

esta tesis, se abordara mds ampliamente en el apartado 1.4.4.

1.4.1. Fermentaciéon de carbohidratos: produccion de Acido lactico.

La fermentacién de los hidratos de carbono se produce con mayor intensidad en las
primeras fases de maduracion y se origina por 1a accién de las bacterias licticas presentes en
el embutido de forma natural o afadidas intencionadamente, dando lugar principalmente a
dcido ldctico. La acumulacién de este dcido provoca un descenso del pH que inhibe el
desarrollo de microorganismos no deseables, acelera el proceso de deshidratacién al
disminuir la capacidad de retencién de agua de las proteinas muscuiares, gobierna las

reacciones enzimdticas e influye en la formacién del color y en su estabilidad. El 4cido
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Iactico, por otra parte, contribuye al sabor de los embutidos, sobre todo los de maduracién
corta (De Keteleare y col., 1974; Liicke, 1986).

La fermentacién de los carbohidratos en los embutidos madurados se puede realizar
de dos formas: por la via homolictica (ruta de Embden-Meyerhof) y la heteroldctica (ruta de
los fosfatos de pentosas o de Warburg-Dickens), pero en los embutidos predomina la
primera, dado que son los lactobacilos homofermentativos los que siempre prevalecen.
Ademads de por estas dos rutas, los azicares se pueden degradar aerébicamente (por los

miCrococos o, si estdn presentes en tasas elevadas, por las bacterias Gram-negativas) siempre

que exista una alta concentracion de oxigeno en la pasta, dando como productos finales CO,

y H,O (DeKeteleare y col., 1974, Demeyer.y col., 1986). Sin embargo, dado que la flora
ldctica es la mayoritaria (del orden de dos unidades de magnitud superior al valor que
alcanzan las micrococdceas (Palumbo y Smith, 1977; Sanz y col., 1988; Selgas y col.,
1988), la gran mayorfa de los carbohidratos se transforman en 4dcido l4ctico.

Aparte de dcido ldctico, pueden producirse también a partir de los carbohidratos
pequeiias cantidades de acético y muy pequefias, pero significativas, de propiénico y butirico
(DeKeteleare y col., 1974) procedentes de las rutas heterofermentativas. La presencia de
otras sustancias, como etanol y 4cido pirtvico ha sido constatada por Pezacki y Szostak
(1962). También se han encontrado pequefias cantidades de acetoina, butanodiol y diacetilo
originados por el metabolismo de lactobacilos y micrococdceas (Pyrcz y Pezacki, 1975).
Algunos autores (Halvarson, 1973; Cantoni y col., 1985) han sefialado que todas estas
sustancias procedentes de degradacién de los aziicares influyen en el sabor y aroma de los
embutidos. Sin embargo, este aspecto estd ain por comprobar, ya que estas sustancias se

producen en pequefia cantidad y su efecto podria quedar enmascarado por otros compuestos

(Deibel, 1974).
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1.4.2. Efecto de los nitritos.

Son tres los efectos bioquimicos principales de los nitritos en los productos curados:
ocasionan el color rosado-violdceo tipico de los productos curados (Demasi y col., 1989),
desarrollan un aroma especifico (Brown y col., 1974) diferente del de los productos a los que
no se afiaden estos compuestos (Liicke, 1984) y, finalmente, el nitrito posee capacidad
antioxidante, constatada por numerosos autores (Younathan y Watts, 1959; Greene y Price,
1975; MacDonald y col., 1980), que obtuvieron valores del indice TBA menores en
productos a los que se habia afiadido nitrito. |

Las sales de curado comercializadas contienen normalmente, ademds de NaCl, una
mezcla de nitrato y nitrito sédico, aungue en algunos embutidos de maduracién larga se
emplean sélo nitratos. Dado que el compuesto activo es €l 6xido nitrico, los nitratos y nitritos
deben reducirse por accién de los microorganismos del producto, principalmente micrococos
y estafilococos (Zaika y col., 1976; Palumbo y Smith, 1977), por lo que es necesario
controlar la formacién de 4cido l4ctico, ya que el crecimiento de las micrococ4ceas se inhibe a
pH 4cido, manteniendo sus valores por encima de 5,4 hasta que se haya reducido suficiente
cantidad de nitratos y nitritos (Niinivaara, 1955). Este fenémeno tiene lugar en las primeras
24-48 horas de la fase de fermentacion.

El pigmento del curado se forma, basicamente, por la unién del dxido nitrico (NO)
con el grupo hemo de la mioglobina (Mb) para originar finalmente nitrosomioglobina
(NOMD). Por ello es necesario que se produzca previamente la reduccién del nitrito a NO.
Sélo la Mb como tal puede unirse al NO directamente. Sin embargo, todos los productos
cérnicos picados contienen oximioglobina (OMb), ya que la Mb entra en contacto y se une al
oxigeno del aire en la superficie de la carne. En presencia de nitrito, el 4tomo de hierro pasa
de la forma divalente a la trivalente dando lugar a metamioglobina (MetMb), de color pardo
(Toth, 1983). Las transformaciones posteriores de MetMb a NOMb han sido descritas de

diversas maneras por diferentes autores. Walters y col. (1967) proponen que la MetMb se
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forma por oxidacién de la Mb por el nitrito. Como paso intermedio se forma
nitrosometamioglobina, que es reducida a su vez a NOMb en las mitocondrias. Mohler
(1984) describe otro modelo en el que todos los compuestos derivan de la MetMb; ésta es
reducida por grupos SH, por los coenzimas NADH y FMN o FAD, o bien por un sistema
deshidrogenasa NADH-dependiente junto con ferrocitocromo-C.

En general, se considera que los nitritos son estabilizantes del color pero su capacidad
de producir dicho color de curado ha sido discutida por algunos autores. Wirth (1973) seiiala
que los embutidos fabricados sin nitrato ni nitrito presentan color grisdceo, muy distinto del
color rosado-viol4ceo tipico. Por otra parte, Cassens y col. (1979) opinan que los nitritos no
proporcionan color a la carne curada sino que cooperan en la estabilizacién del color. Sin
embargo, Toth (1983) y, m4s recientemente, Goutefongea (1991) consideran al nitrito como
un productor del color de curado.

La contribucién de los nitritos al sabor de los productos cdrnicos fue descrita hace ya
bastante tiempo (Brooks y col., 1940) y corroborada posteriormente por numerosos autores
en distintos tipos de embutidos. Asi, Simon y col. (1973) y Hustad y col. (1973) observaron
una mayor aceptabilidad en las pruebas sensoriales de salchichas tipo Francfort a las que se
les habfa afiadido nitritos. Similares resultados obtuvieron Mottram y Rhodes (1973) con
bacon, llegando a la conclusién de que los productos responsables del sabor no aparecian
hasta que el nitrito reaccionaba con los componentes de la carne. Igualmente, Skjelkvéle y
col. (1974) observaron, en embutidos fermentados, una potenciacién del sabor después de 3
meses de maduracién. La modificacién del sabor se logra con cantidades pequeiias de nitrito
(25 ppm), pero si las dosis son muy elevadas (300 ppm) se origina la aparicién de un sabor
anémalo, pqsiblementc debido a fenémenos de oxidacién (Touraille y Goutefongea, 1985).

La contribucién de los nitritos al sabor se ha demostrado con andlisis sensoriales,
pero ain no se han identificado los componentes responsables ni el mecanismo por el que los
nitritos ejercen su accién. Existen miltiples hipétesis que tratan de explicar este hecho.

Algunos autores (Fooladi y col., 1979; Igene y col., 1979; Chen, 1982) lo atribuyen a su

24



Introduccién

efecto antioxidante y en otros trabajos (Bailey y Swain, 1973; Mottram y col. 1984) se han
tratado de identificar los compuestos voldtiles responsables del sabor. Cross y col. (1965)
detectaron mayor cantidad de carbonilos en jamones fabricados sin nitrito. Otros autores
(Cho y Batzler, 1970; Gray y Pearson, 1984) seiialan que el nitrito podria interaccionar con
otros componentes tisulares dando lugar al sabor caracteristico, habiéndose atribuido (Toth,
1983) a la reaccién del nitrito con distintos aminodcidos, como lisina, tirosina o triptéfano.
Debido a la gran cantidad de compuestos voldtiles aislados de las carnes curadas, no es ficil
determinar si la variacion del sabor se debe a la presencia de un compuesto, a su ausencia o
bien a la modificacion de las proporciones de las sustancias detectadas (Goutefongea, 1991).
Segiin Bailey y Swain (1973) podria deberse incluso a la ausencia de algunos "off-flavors"
presentes en embutidos sin nitrito.

En cuanto a la capacidad antioxidante de los nitritos se han sugerido distintos
mecanismos. Westerberg (1973) apunta que el nitrito, al reaccionar con el hierro heminico, lo
mantiene en forma Fe+ disminuyendo la probabilidad de su presencia en forma Fe3+, que
tiene un mayor efecto prooxidante. Sin embargo, el fenémeno parece ser mds complejo, de
tal forma que Gray y Pearson (1987) proponen una serie de mecanismos alternativos:
formacién de un complejo entre los pigmentos hemo y el nitrito que prevendria la liberacién
de hierro ferroso, el cual tiene un efecto catalitico sobre la oxidacién lipidica; estabilizacién de
los lipidos insaturados de las membranas; accién quelante sobre iones metdlicos, como los
ferrosos, con lo que no estdn disponibles como catalizadores de la reacciones de oxidacién.
Estas tres posibilidades influirian en la inhibicién de la oxidacién, aunque, segin dichos

autores, la primera pudiera ser la mis importante.

L4.3. Lipolisis y oxidacion lipidica.

La grasa es, junto con la carne, el componente mayoritario de los embutidos

fermentados. El conjunto de cambios que se produce en la fraccién lipidica durante la
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maduracién es uno de los factores mds importantes en la formacién del sabor y aroma
caracteristicos de estos productos cdrnicos (Demeyer y col., 1974; DeKeteleare y col., 1974;
Dierick y col., 1974). Estos cambios pueden ser de dos tipos: hidroliticos y oxidativos.
Segun Cerise y col. (1973) la lipolisis se inicia durante la fase de fermentacidn, originando
dcidos grasos libres que se transforman, via fenémenos autooxidativos, en carbonilos y otras
sustancias durante la fase de secado.

Se ha indicado que los cambios hidroliticos en la grasa de los embutidos fermentados
se deben fundamentalmente a la accién de las lipasas bacterianas (Cantoni y col., 1967,
Palumbo y Smith, 1977; Nieto y col., 1989), aunque en los primeros momentos de la
fermentacién se puede producir hidrélisis debida a la actividad de lipasas tisulares (Wallach,
1968; Liicke, 1984). De hecho, en una investigacién reciente (Garcia y col., 1992) en la que
se utiliza un método aséptico para elaborar embutidos experimentales (Ordéiiez y col., 1989),
se indica que las lipasas musculares pueden desempeiiar un papel primordial, debido a que se
observa un incremento similar de la tasa de dcidos grasos tanto en embutidos inoculados
como en los elaborados asépticamente.

Las micrococdceas son los microorganismos que, en general, se han considerado
como los principales agentes responsables de la lipolisis, dado que repetidas veces se han
demostrado en ellos actividades lipoliticas (Selgas y col., 1986; Liicke y Hechelman, 1987;
Talon y col., 1992; Montel y col., 1993). Los lactobacilos presentan también actividad
lipolftica, pero no parece ser muy marcada (Parejo y col., 1979; Sanz y col., 1988). En
levaduras y mohos aislados de los embutidos se ha detectado también actividad lipolitica
(Leistner y Bem, 1970; Comi y Cantoni, 1980; Kilara, 1985a), por lo que estos
microorganismos pudieran también estar implicados en la hidrélisis lipidica.

Durante la maduracidn, la tasa de 4cidos grasos libres se incrementa (Lu y Towsend,
1973), observindose aumentos mayores en las zonas mds externas, sobre todo en embutidos
que presentan mohos superficiales y en etapas tardias de la maduracién (Mihalyi y

Kormendy, 1967). Se produce, por otra parte, una mayor liberacién de 4cidos grasos
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insaturados, como linoleico y oleico, frente a los saturados, como palmitico y estedrico
(Cerise y col., 1973; Demeyer y col., 1974; Melgar y col., 1990). En algunos casos se ha
liegado a observar una disminucién de estos ultimos (Melgar y col., 1990). Esta
particularidad puede atribuirse a la especificidad posicional y/o estructural de las lipasas
microbianas (Alford y col., 1971).

La cantidad de 4cidos grasos libres generados no parece relacionarse directamente con
la duracién del perfodo de maduracién, sino que estd determinada por el tipo de microflora
que se desarrolla en el embutido durante la fase de fermentacién y el inicio del secado (Acton,
1978).

Los 4cidos grasos insaturados liberados durante la fase anterior sufren poteriormente
oxidaciones que dan lugar a la formacién de peréxidos y estos, a su vez, a carbonilos (Cerise
y col., 1973). En los embutidos, la formacién inicial de los perxidos es fundamentalmente
de origen microbiano (LLamanna y Mallette, 1965), detectindose las mdximas concentraciones
durante la fase de fermentacién (Cerise y col., 1972). Tanto las microcociceas como los
lactobacilos producen peréxidos. Sin embargo, en aquellos embutidos que contienen
elevadas tasas de micrococdceas (bacterias catalasa positivas) decrece el contenido, mientras
que en los que sus niveles son mds bajos se mantienen los altos valores iniciales de per6xidos
(Nurmi, 1966).

Acton (1978) considera tres factores que, asociados, contribuyen a la oxidacién de los
dcidos grasos después de la lipolisis: incremento del contenido en peréxidos a consecuencia
del metabolismo microbiano, aumento de la concentracién de NaCl durante el proceso de
secado (consecuencia de la pérdida de agua) y descenso del pH del embutido hasta unos
valores aproximados de 4,8-5,0. El efecto prooxidante de la sal se atribuye en parte a su
capacidad de desplazar los iones hierro de las macromoléculas para que intervengan en las
reacciones de oxidacién. Esta hipStesis se sustenta en que su efecto es inhibido por el EDTA
(Kanner y col., 1992).

Realmente, son muchos los factores y agentes que influyen en la oxidacién de los
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lipidos de la carne (Kanner y col., 1992); entre ellos cabe citar la composicién y frescura de

la carne, la temperatura de procesado y almacenamiento (el calor ocasiona la liberacién de

oxigeno a partir de la oximioglobina, produciendo H,O, (Harel y Kanner, 1985); asimismo,

el nivel de hierro libre aumenta durante el calentamiento, debido a la elevada produccién de

H,0, que rompe la estructura de la porfirina liberando hierro (Rhee y col., 1987; Harel y

col., 1988), destruccion de la estructura del musculo y ¢l tejido adiposo mediante el picado o
la emulsion, que conlleva una mayor exposicién de los fosfolipidos al oxigeno (Igene y
Pearson, 1979; Khayat y Schwall, 1983), y la adicién de otros compuestos, como nitritos,
especias y antioxidantes (dcido ascérbico), ademds de la sal antes mencionada. También se
deben tener en cuenta los compuestos antioxidantes que contiene €l humo, en el caso en que
se realice el ahumado durante la fabricacién del producto.

La oxidacién lipfdica da lugar a una gran variedad de productos finales, como
carbontlos, hidrocarburos, furanos, etc., siendo los primeros los compuestos mds
importantes en el desarrollo del sabor y aroma de los embutidos y también los mds
numerosos de la fraccién voldtil (McDougall y col., 1975; Mottram y col., 1984; Berdagué y
col., 1993). Los compuestos carbonilo se acumulan tanto durante la fase de fermentacién
como en la de maduracién, aunque sus origenes difieren en cada fase. En la primera proceden
de la fermentacién de los carbohidratos y en la segunda de la oxidacién de los 4cidos grasos
(Cerise y col., 1973; Demeyer y col., 1974). Otros autores apuntan una tercera posibilidad de
formacién de carbonilos a partir de los aminodcidos, via la reaccién de Strecker (Halvarson,
1973; Liicke, 1986). Se ha aisiado gran cantidad de compuestos carbonilos a partir de
productos curados. Segiin algunos autores (Nestorov y col., 1982), los mds abundantes
suelen ser las metilcetonas y los menos los aldehidos, aunque estos son mds variados. Sin
embargo, Langner y col. (1970) identificaron 29 compuestos carbonilos a partir de salami
seco, de los cuales el formaldehido y el acetaldehido estaban presentes en mayor proporcién.

Berdagué y col. (1993) identificaron 78 compuestos voldtiles relacionados con el sabor y
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aroma de los embutidos, de los cuales 11 eran aldehidos y 11 cetonas.

I1.4.4, Cambios en las proteinas y proteolisis.

Durante la maduracién de los embutidos, las proteinas y, en general, los compuestos
nitrogenados sufren una serie de transformaciones debidas tanto a la accién de los
microorganismos come a factores propios de la carne y a la tecnologia aplicada durante la
fabricacién del producto. Ya hace tiempo que se observé un aumento progresivo de la
fraccidn nirogenada no proteica a lo largo del proceso madurativo hasta llegar a valores
superiores al 20% del nitrégeno total (Niinivaara y col., 1961; Mihalyi y Kérmendy, 1967).
Este hecho, junto con otros factores, conforman las caracterfsticas sensoriales del embutido,
como la textura y el sabor y aroma caracteristicos del producto fermentado.

Los factores que, conjuntamente, determinan los cambios de las sustancias

nitrogenadas en los embutidos son los siguientes:

[.4.4.1. FACTORES TECNOLOGICOS.

Durante el picado de la carne se produce una ruptura mis o menos intensa de las
fibras musculares, con lo que las proteinas miofibrilares, que constituyen el 83 % del
contenido celular (Offer, 1984), quedan expuestas a la accién de la sal. La presencia de sal
facilita los procesos electrostdticos implicados en la formacién de la pelicula proteica que
rodea los glébulos grasos y favorece el establecimiento de interacciones proteina-grasa y
proteina-proteina. Los iones reaccionan con las cargas de las proteinas y reducen la atraccién
electrostatica entre las cargas opuestas de grupos préximos, facilitando el desdoblamiento y la
disociacién. En fin, se estdn creando las condiciones para la formacién de una red
tridimensional decisiva para la estabilidad de la textura de estos productos (Katsaras y
Budras, 1992).

A lo largo del perfodo de fermentacién, el NaCl, el aumento de la temperatura
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(22-26°C) y el descenso del pH provocan la insolubilizacién de las proteinas sarcopldsmicas
y miofibrilares (Wardlaw y col., 1973; Klement y col., 1974). La insolubilizacién continda
en ¢l periodo de maduracién. Aunque el pH detiene su descenso e incluso aumenta
ligeramente hacia el final (Liicke, 1984) y la temperatura es inferior (11-15°C), la
deshidratacidn se prolonga debido a la baja humedad relativa del entorno, ocasionando una
disminucién de la interaccién proteina-agua y dificultando la solubilizacién (Kenney y Hunt,
1990). Esto conlleva un incremento de la concentracién de NaCl que contribuye, por su
elevada fuerza i6nica, a la desnaturalizacién de las proteinas de la carne, especialmente las
miofibrilares, produciendo cambios profundos en su estructura (Knight y Parsons, 1988).
Las proteinas disueltas por efecto del picado y la adicién de sal dan lugar a agregados en

forma de filamentos que interaccionan entre sf, lo que contribuye a la estabilidad del gel.

[.4.4.2. CAMBIOS DE LAS PROTEINAS Y COMPUESTOS NITROGENADOS DE LOS

EMBUTIDOS A LO LARGO DE LA MADURACION,

1.4.4.2.1. Orige

Los cambios en los compuestos nitrogenados de los embutidos durante el periodo
madurativo se deben principalmente a la actividad de proteasas y peptidasas de origen
microbiano y muscular.

Muchos microorganismos poseen la capacidad de producir enzimas extra e
intracelulares capaces de atacar a proteinas y péptidos (Bacus, 1986). En general, las
bacterias no pueden utilizar las proteinas presentes en el medio; es necesario que sufran
previamente una degradacién a péptidos y aminodcidos hasta formar moléculas de un tamafio
adecuado para que sea posible su transporte al interior de la célula. Posteriormente, los
péptidos son degradados a amino4cidos libres por peptidasas intracelulares (Law, 1980).

En los embutidos fermentados, las bacterias licticas han sido consideradas por

algunos autores (Reuter y col., 1968; Dierick y col., 1974; Guo y Chen, 1991) como los
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principales microorganismos proteoliticos. Sin embargo, Kitchell y Shaw (1975) y Law y
Kolstad (1983) han sefialado que la actividad proteolitica de la flora ldctica es débil y otros
autores (Nordal y Slinde, 1980; Liicke y Hechelman, 1987; Montel y col., 1992) han puesto
de manifiesto que distintas especies de bacterias ldcticas, utilizadas como cultivos iniciadores,
no poseen actividad proteolitica alguna. Montel y col. (1992) han sefialado que las bacterias
l4cticas pueden contribuir al incremento de aminoédcidos libres debido a peptidasas
intracelulares. Por lo que se refiere a la degradacidn de aminodcidos y dipéptidos, Cantoni y
col. (1975) observaron que los lactobacilos pueden hidrolizar la carnosina y descarboxilar la
tirosina, histidina y triptéfano, dando lugar a las aminas correspondientes durante la
maduracién del salami.

Similar controversia gira en torno a las micrococdceas. Sajber y col. (1971), Liicke
(1986) y Donham y col. (1988) han sefialado que estos microorganismos son proteoliticos.
Selgas (1983) observd que algunas cepas aisladas de chorizo presentaban actividad
proteolitica pero otras no; Comi y col. (1992) también detectaron una buena actividad
proteolitica sélo en algunas cepas obtenidas de salami italiano. El incremento de los
aminodcidos libres y de la proteolisis en los embutidos fermentados ha sido atribuida a los
micrococos por varios autores (Sajber y col., 1971; Bacus, 1986; Guo y Chen, 1991).
Recientemente, Selgas y col. (1993) observaron en varias cepas de micrococos aisladas de
embutidos espafioles la existencia de actividad proteolftica tanto intra como extracelular,
siendo en la mayoria de los casos mds intensa la primera que la segunda. Sin embargo,
Niinivaara y col. (1964) no encontraron diferencias en el contenido de aminoé4cidos libres
entre embutidos fermentados de forma natural y otros inoculados con micrococos. Giolitti
(1960) opina que la actividad microbiana es pequefia y que la proteolisis se debe
principalmente a la accién de las enzimas propias de la carne. Mis recientemente, Montel y
col. (1992) detectaron sélo una ligera actividad aminopeptiddsica en especies del género
Staphylococcus y ninguna actividad proteindsica.

Los mohos que cubren la superficie de algunos embutidos fermentados también
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producen proteinasas, sobre todo cuando hay pocos nutrientes disponibles. Geisen y col.
(1992) han comprobado, ademds, que cepas de Penicillium nalgiovense con diferente
actividad proteolitica dan lugar a aromas distintos en embutidos curados. Las levaduras, tanto
las presentes en el interior del producto como las que forman parte de la flora superficial,
presentan también actividad proteolitica (Woods y Kinsella, 1980; Liicke, 1986), aunque
algunos autores aseguran que no es muy acusada (Comi y Cantoni, 1980, 1983).

Las proteasas enddgenas inducen una serie de cambios estructurales y
transformaciones bioquimicas de las protefnas sarcopldsmicas, miofibrilares y del tejido
conectivo en la carne fresca, dando lugar a una serie de modificaciones de las propiedades
sensoriales, siendo la principal el ablandamiento (Asghar y Bhatti, 1987). Verplaetse y col.
(1989) sefialan que los embutidos constituyen un medio 6ptimo para la actividad de las
catepsinas, dado su bajo pH y las temperaturas utilizadas durante su procesado. El hecho de
que las catepsinas se encuentren dentro de los lisosomas no parece suponer un obstéculo para
su actividad, como puede suceder en la proteolisis postmortem del misculo (Koohmaraie,
1992). Durante la fabricacion de embutidos fermentados tipo salchichén o salami, se realiza
un picado mds o menos fino que rompe las fibras musculares y, posiblemente, favorece la
liberacién de estas proteasas. Astiasardn y col. (1990a) detectaron menor actividad
proteolitica en chorizos de picado grueso que en los de picado fino, atribuyéndolo a la mayor
dificultad de actuacién de las enzimas proteoliticas en los primeros.

Pezacki y Pezacka (1986) observaron dos clases de sistemas proteoliticos aislados de
embutidos fermentados: un sistema catepsina y un sistema que denominaron peptidasas
similares a la tripsina por su capacidad de hidrolizar un sustrato desnaturalizado, que
presentaba una actividad mayor que el primero. Sin embargo, no identificaron el grupo de
peptidasa al que pertenecen. En un trabajo previo sefialaron que se observé un incremento en
el contenido de serina, treonina, cisteina y tirosina libres debido a la accién de estas enzimas

(Pezacki y Pezacka, 1980).
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1.4.4.2.2. Cambios en los componentes pitrogenados,

Las condiciones que reinan en el embutido (concentracion de sal, pH, actividad de
agua, etc) dan lugar a la insolubilizacién de las proteinas sarcopldsmicas y miofibrilares
(Acton, 1978). Wardlaw y col. (1973) observaron un aumento de la concentracién de
proteina insoluble de un 36%, debido a su desnaturalizacién durante la fermentacién y
maduracién. Klement y col. (1973) sefialaron un descenso en la solubilidad de las proteinas
miofibrilares del 50-60% y de un 24-47% en las sarcopldsmicas durante la fase de
fermentacién en embutidos americanos. Las proteinas sarcopldmicas se insolubilizaron en
menor extension y mds lentamente que las miofibrilares debido al pH, y a la concentracién
de sal, a lo que no fue ajena la elevada temperatura de fermentacién (Klement y col., 1974,
1975).

En embutidos fermentados de tipo europeo, en los que la temperatura durante la
fabricacion no excede de 22°C, las pérdidas de solubilidad son similares en los dos tipos de
proteinas durante los primeros 10 dfas (Mihalyi y Kérmendy, 1967; DeKeteleare y col.,
1974). Sin embargo, Astiasardn y col. (1990b) han encontrado una mayor insolubilizacién en
las proteinas sarcopldsmicas que en las miofibrilares en salchich6n y salami, mientras que en
el caso del chorizo las dos clases de proteinas se vefan afectadas de igual forma, lo que les
permitié concluir que el grado de insolubilizacién depende también del tipo de embutido.
Similares resultados obtuvo Dominguez (1988} en el chorizo, con descensos del 40-68% y
54-63% en la solubilidad de las proteinas miofibrilares y sarcopldsmicas, respectivamente,
tras 45 dias de maduracién.

El proceso de insolubilizacién continda durante 1a fase de maduracién, aunque en los
embutidos europeos una parte de las dos fracciones proteicas siempre permanece soluble
(Mihalyi y Kérmendy, 1967, DeKeteleare y col., 1974). Algunos autores han observado a lo
largo de este periodo una agregacién de las proteinas miofibrilares con formacién de enlaces
disulfuro (Sokolov y Tchekovskaya, 1971) y un incremento del contenide de grupos

sulfhidrilo (Sandholm y col., 1972). Astisardn y col. (1990a) detectaron una disminucion de
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la concentracién de estos grupos sulfhidrilo a lo largo de la maduracién del chorizo, la que
atribuyeron a su intervencién en la gelificacién de la masa del embutido.

La insolubilizacién de las proteinas de la carne contribuye al desarrollo de la textura y
firmeza caracteristicas de los embutidos crudos curados, aunque el endurecimiento también
estd relacionado con ¢l tiempo de secado, contenido en humedad, didmetro y forma de picado
(Wardlaw y col., 1973; Keller y col., 1974).

La proteolisis implica un descenso de la cantidad de proteinas de elevado peso
molecular y un incremento de las fracciones nitrogenadas de tamafio inferior. De esta forma,
Verplaetse y col. (1989) han sefialado un aumento de 1a concentracidén de polipéptidos con un
peso molecular inferior 2 36000 d. de un 75,9% durante la maduracién, mientras que la
cadena pesada de la miosina disminuyé en un 49% y la actina y la troponina T en un 30%.
Similares resultados obtuvieron Garriga y col. (1988) y Garcia de Fernando y Fox (1991) en
diversas proteinas de la carne durante la maduracién, describiendo una degradacién notable
de éstas y un aumento de la concentracién de péptidos de medio y bajo peso molecular.
Garriga y col. (1988) detectaron un mayor descenso en las proteinas citoplasmadticas, mis
accesibles al atague enzimatico.

Las diferentes fracciones nitrogenadas que forman parte del nitrégeno no proteico en
los embutidos han sido estudiadas por numerosos autores: Wardlaw y col., 1973; Reuter y
Lagner, 1968; Dierick y col., 1974; Cantoni y col., 1985; Ferrer y Arboix, 1986b; Garriga y
col., 1986; Garcia de Fernando y Fox, 1991, etc. Dierick y col. (1974) observaron que, al
principio de la maduracién, la principal fraccién nitrogenada no proteica eran los péptidos,
mientras que los aminodcidos libres predominaban al final del proceso. La tasa de
aminodcidos libres aumentaban més rdpidamente que las del nitrégeno amoniacal y el
peptidico, aunque el amoniaco incrementaba su ritmo de produccién durante el periodo de
secado mientras que el de péptidos decrecia. Los aminodcidos libres que mostraron mayor
incremento de su concentracion fueron la alanina, leucina, valina, serina, glicina y prolina,

existiendo ademds un aumento de los productos de descarboxilacidn de ciertos aminodcidos
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para rendir aminas (histamina, tiramina y putrescina). También observaron un descenso de la
concentracién de nucledtidos y un aumento de la de nucleésidos y bases nitrogenadas.

Por otra parte, Ledén Crespo y col. (1985) encontraron, al final de la maduracién,
incrementos en el nitrégeno no proteico de 1,35 veces respecto tanto a la materia seca como al
nitrégeno total. Estos autores opinan que la evolucién de esta fraccion respecto al tiempo se
ajusta a una curva de tipo logaritmico, lo que difiere de la evolucidn descrita por otros
autores. Asi, los resultados obtenidos por Garriga y col. (1988) muestran un aumento en los
primeros dias de la maduracién, seguido de una inflexién a las 72 horas de fermentacién y un
ligero incremento de los niveles hasta el final de la maduracién. El nitrégeno soluble
experimenté un descenso mayor a las 96 horas y se mantuvo posteriormente, mientras que el
amoniaco presentd un fuerte aumento a las'72 horas, estabilizdndose después. Garcia de
Fernando y Fox (1991) tampoco observaron una evolucién logaritmica en las fracciones que
determinaron (nitrégeno soluble en agua, soluble en 4cido fosfotiingstico y aminodcidos
libres), sino un incremento acusado hasta los 20 dias de maduracién y luego mas moderados.

En embutidos americanos, Wardlaw y col. (1973) observaron un incremento del 60%
aproximadamente en el contenido de nitrégeno no proteico después de un calentamiento a
63°C. Por otra parte, Klement y col. (1973) sélo detectaron un ligero aumento de esta
fraccién en embutidos calentados a 55°C. M4s recientemnente, DeMasi y col. (1990) han
descrito, en embutidos americanos, incrementos del nitrégeno no proteico similares a los
obtenidos en embutidos de tipo europeo (Dierick y col., 1974) aunque en un tiempo de
secado menor, debido, segiin ellos, al uso de temperaturas elevadas durante la fermentacién.
El aumento fue marcado durante este perfodo y muy ligero en la fase de maduracin. Estos
mismos autores sefialaron incrementos de més de Smg/100g de extracto seco en 14 de los 20
aminodcidos determinados, mientras que observaron descensos notables en la concentracion
de arginina, cisteina y glutamina. Reuter y col. (1968), en embutidos europeos, observaron
incrementos mayores en todos los aminodcidos, produciéndose la mayor liberacién durante la

fermentacién y primeros dias de maduracién, particularmente en dcido glutdmico, alanina,
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leucina, histidina y metionina. Entre los dias sexto y vigesimotercero los aumentos fueron
menores €, incluso, existié una leve tendencia al descenso en algunos casos, para volver a
subir los niveles, posteriormente, al final de la maduracién. Por otra parte, Cantoni y col.
(1974) describieron distintas evoluciones de la concentracién de aminodcidos libres en dos
tipos de salami, aunque en ambos casos se produjo una disminucién del contenido de acido
glutdmico, asparagina, ornitina y arginina y la desaparicién de tirosina, que era
descarboxilada a tiramina.

Existen miltiples factores que influyen en la concentracién final de nitrégeno no
proteico (pH, grado de picado, tipo de embutido, etc). Lois y col. (1987) estudiaron el efecto
de la adicién de carbohidratos a los embutidos y, por lo tanto, del pH en la proteolisis. Tanto
en el lote con hidratos de carbono (pH mds bajo) como en el que no los contenia (pH més
elevado) la fracci6n nitrogenada no proteica fue aumentando, pero el valor fue 1,65 veces
mayor en el primero y sélo 1,24 veces en el segundo. Estos resultados coinciden con lo
observado por Klement y col. (1974), quienes afirmaron que los valores de pH bajos
estimulaban de forma acusada la hidrélisis de las protefnas miofibrilares, aunque sélo
ligeramente la de las sarcopldsmicas. Astiasardn y col. (1990a) cbtuvieron incrementos
mayores del nitrégeno no proteico en chorizos de picado fino que en los de picado grueso
debido, segin dichos autores, a la mayor liberacién de enzimas proteoliticas endégenas,
aunque también presentaron una bajada mis acusada del pH. También se han detectado
diferencias en la proteolisis entre distintos tipos de embutidos. Asi, Astiasardn y col. (1990b)
detectaron cantidades de nitrégeno no proteico y de amino4cidos libres mayores en el chorizo
que en salchichén y salami, los cuales mostraron valores similares entre s y un indice de
proteolisis un 2% inferior al de aquél.

Finalmente, los aminodcidos libres sufren una serie de reacciones de degradacién,
como desaminaciones y descarboxilaciones, produciéndose compuestos como cetoicidos,
dcidos grasos, amoniaco y aminas. La concentracién de aminas de los embutidos tiene

importancia no sélo por su efecto en el sabor, sino también desde el punto de vista sanitario,
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dado que una cantidad excesiva de aminas biégenas en los alimentos puede constituir un
problema para la salud del consumidor; son especialmente peligrosas para pacientes tratados
con inhibidores de la monoaminoxidasa. Afectan a la presién sanguinea (tiramina e
histamina) y tienen la capaciadad de desencadenar migrafias en pacientes sensibles (tiramina y
2-feniletilamina) (Hanington, 1967; Sandler y col., 1974). Las cantidades capaces de
producir toxicidad son muy variables, oscilando en la tiramina entre 10 y 80 mg y en la
histamina entre 70 y 1000 mg (Renner, 1987).

Las rutas mds probables de formacién de aminas en embutidos crudos curados son
dos:

a) Descarboxilacién de amino4cidos: esta via da lugar sobre todo a la formacién de
poliaminas, aunque también produce algunas monoaminas, tal como la propilamina a partir
de metionina (Smith, 1970). Asi, se forman la cadaverina a partir de la lisina y la espermidina
de la metionina; de la misma manera, la histidina y la tirosina dan lugar a histamina y
tiramina, respectivamente (Tabor y col., 1958; Tabor y Tabor, 1964; Blackwell y Mabbit,
1965; Dierick y col., 1974).

b) Aminacién de aldehidos: esta via parece ser la principal en la formacién de
monoaminas en alimentos (Maier, 1970). Siguiendo esta ruta, ¢l hexanal rinde hexilamina, el
acetaldehido etilamina, etc. (Hartmann, 1967).

Existen otras vias de formacion de aminas en alimentos, tales como la transformacién
de 6xido de trimetilamina en trimetilamina, la descomposicién de fosfolipidos o la
descomposicién térmica de amino4cidos, pero son propias de otros alimentos distintos de los
embutidos (Maga, 1978).

En los productos cdmicos se han detectado diversas aminas, tales como histamina,
tiramina, triptamina, feniletilamina, putrescina y cadaverina (Dierick y col., 1974;
Vandekerckhove, 1977), espermina y espermidina (Spinelli y col., 1974). Dierick y col.
(1974) describieron incrementos de al menos 10 veces en la concentracién de histamina,

tiramina y putrescina en los primeros dias de maduracién, tasas que continuaron aumentando
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hasta el final del proceso junto a un descenso de la concentracién de los aminodcidos
precursores. Estos resultados contradicen los obtenidos previamente por Reuter y col. (1968)
y Langner (1969), quienes observaron un incremento de los tres aminodcidos.
Vandekerckhove (1977) sefiala que la amplia variacién detectada en la concentracién y
composicién de aminas puede verse influida por las condiciones de fermentacién del
embutido y por la actividad de la flora especifica de estos productos.

Los aminodcidos y, en general, los productos de degradacién de las proteinas
contribuyen al sabor de los embutidos crudos curados, aunque su grado de influencia ha sido
discutido por distintos autores. Tanto en péptidos como amino4cidos libres estdn presentes
- los cuatro sabores primarios: dulce, salado, 4cido y amargo, ademds de un quinto sabor, el
"umami”, considerado también por algunos. investigadores como primario (Nishimura y
Kato, 1988). Este término se utiliza para describir ciertos sabores que se caracterizan por ser
sabrosos, suculentos y deliciosos (Baines y Mlotkiewicz, 1984) y que no pueden
reproducirse mezclando los otros sabores bdsicos. Los aminoécidos libres en estado puro
presentan sabores ficilmente clasificables. La mayoria de las formas L muestran gusto
amargo, aunque algunos, como la alanina, glicina o serina, son dulces (Kato y col., 1989).
Se han citado varios compuestos poseedores de sabor "umami”, todos ellos aminodcidos o
5'-ribonucledtidos (Boudreau y col., 1979). En la carne los principales son el 4cido
glutdmico, guanosina-5'-monofosfato (GMP) ¢ inosina-5"-monofosfato (IMP). La mezcla
del primero con un ribonucleétido produce un efecto sinérgico en el sabor (Yamaguchi,
1967). Si a dicha mezcla se le afiaden otros aminodcidos como alanina, cisteina, histidina,
metionina, prolina, valina o glicina, el efecto antes mencionado se potencia (Tanaka y col.,
1969, citado por Nishimura y Kato, 1988).

Aunque el papel de todos estos compuestos en €l sabor de los embutidos no estd bien
caracterizado, s{ que se han observado modificaciones en el sabor de otros productos
obtenidos a partir de proteinas musculares. Asf, Nishimura y Kato (1988), en su estudio

sobre el sabor de caldos preparados con care antes y después de un periodo de
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almacenamiento, concluyeron que el aumento en aminodcidos libres y péptidos contribuye al
incremento del sabor a carne. Cambero y col. (1992) observaron en caldos de carne una
correlacién significativa entre la temperatura de calentamiento y la concentracién de
aminoécidos libres, carnosina e IMP, concluyendo que la mezcla de aminodcidos libres,
péptidos de bajo peso molecular (menor de 300 daltons) e IMP jugaban un papel importante
en la intensidad de sabor de dichos caldos. También se han detectado péptidos con sabor
"umami" procedentes de proteinas musculares de pescado hidrolizadas con pronasa (Noguchi
y col., 1975 ) y en carne de ternera tratada con papaina (Yarmnasaki y Mackawa, 1978).

Los amino4cidos pueden dar lugar también a compuestos responsables del sabor y

aroma en los embutidos de manera indirecta, mediante la degradacién de Strecker. En esta

ruta, los a-aminodcidos son fragmentados por compuestos carbonilo y otros agente

oxidantes, dando como productos finales CO,, aldehidos, amoniaco y otros compuestos

(Davidek y col., 1990). Aunque esta reaccién se produce generalmente a temperaturas
elevadas (unos 90°C), es posible que una cantidad considerable de aminodcidos libres
originados por una proteolisis muy intensa, unido a una baja actividad de agua, puedan
facilitar esta degradacién (Barbien y col., 1992). Asi, la presencia de algunos aldehidos de
cadena ramificada en jamones curados, como el 2 y 3-metilbutanal, ha sido atribuida a esta
reaccién (Garcia y col., 1991; Barbieri y col., 1992). Ventanas y col. (1992) seiialan la
posible influencia de los compuestos resultantes de estas reacciones en el sabor y aroma de
estos productos.

La proteolisis influye también de forma manifiesta en la modificacién de las
propiedades nutritivas de los embutidos, ya que aumenta la digestibilidad tanto de las
proteinas como la de los aminodcidos considerados individualmente. Eskeland y Nordal
(1980) observaron un incremento de la digestibilidad de la proteina més del 90%. El mayor
aumento de digestibilidad en los aminodcidos se registré para la treonina, seguido de la

metionina, asf como para algunos aminodcidos no esenciales (alanina, glicina, prolina y 4cido
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aspartico).

I.5. USO DE ENZIMAS EN LA FABRICACION DE ALIMENTOS.

Desde tiempos remotos, ¢l hombre ha observado cambios en las cualidades de los
alimentos, como la maduracién de las frutas, el ablandamiento y mejora del sabor de la carne
durante el almacenamiento, la precipitacién de la leche y su transformacién en yogur o queso,
etc. Ignalmente, ha aprovechado dichos cambios para obtener otros productos distintos de la
materia prima inicial, como queso, vinos, cerveza o embutidos. Todas estas modificaciones
beneficiosas se producen merced a la intervencién de enzimas de tres procedencias: las
normalmente presentes en el alimento, las procedentes de microorganismos que
accidentalmente alcanzaron el producto o que se afadieron intencionadamente y las
adicionadas premeditadamente.

El uso de enzimas en la fabricacién de los alimentos tiene una serie de ventajas:

- Presentan una gran especificidad de sustrato y de accién, pudiendo modificar un
componente del alimento sin alterar los demds.

- Pueden alcanzar una alta velocidad de reaccién en condiciones suaves de
temperatura, pH, etc., permitiendo reacciones bien gobernadas, rdpidas y continuas (Belitz y
Grosch, 1988), sin que se observen efectos secundarios que podrian aparecer en condiciones
mds extremas.

- Las cantidades necesarias para lograr el efecto deseado son muy pequeitas y, por si
mismas, no alteran las propiedades fisico-quimicas de los alimentos (Garcia de Fernando,

1987).

I.5.1. Finalidades y fuentes de enzimas.

De acuerdo con Fox (1980), las enzimas que se utilizan en la fabricacién de alimentos
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pueden clasificarse de la siguiente manera:

1. Enzimas que participan activamente en el proceso; es, probablemente, el uso m4s
antiguo de estos compuestos y por el que se obtienen productos finales muy distintos de la
materia prima original. En un principio se utilizaron como un medio de prolongar la vida til
de ciertos alimentos, tales como la leche o los zumos de frutas, y m4s tarde como una forma
de diversificacién (Gatfield, 1988). Ejemplos de estos son la fabricacién de quesos y bebidas
alcohdlicas.

2. Enzimas utilizadas para mejorar la calidad de un producto, existiendo o no métodos
alternativos; son las utilizadas para conseguir el ablandamiento de la camne o 1a hidrélisis del
almidén y la lactosa. También se emplean para recuperar ¢l aroma y el sabor perdidos en
algunos alimentos durante el procesado; este efecto se observé al afiadir preparaciones de
enzimas durante la reconstitucién de verduras deshidratadas (Hewitt y col., 1956). Por
tltimo, algunas enzimas de origen fiingico se utilizan para eliminar sabores y aromas no
deseados de los alimentos (Bigelis, 1992). Un ejemplo es la adicién de suifhidriloxidasa de
Aspergillus niger para eliminar sabores extraiios en leche U.H.T. (Swaisgood y Horton,
1989).

3. Enzimas usadas como coadyuvantes o mejorantes tecnoldgicos o econémicos: por
ejemplo, en la fabricacién continua de pan.

4. Enzimas empleadas en la preparacion de ingredientes alimentarios, como jarabes de
almidén y dextrosa, mezclas para pasteleria o en las industrias del café, té y chocolate (Becze,

1970).

Se pueden distinguir cuatro fuentes principales de enzimas en los alimentos (Gatfield,
1988):

a) Enzimas end6genas del alimento: pueden contribuir al sabor y aroma naturales del
alimento, pero muchas de ellas se destruyen durante el procesado de los mismos.

b) Enzimas procedentes de microorganismos contaminantes: su accién puede ser
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fuente de sabores no deseados ("off-flavors").

¢) Enzimas producidas por microorganismos deseables y deliberadamente afiadidos a
los alimentos; realizan muchas funciones en la fabricacién de alimentos. También dan lugar a
la produccién de metabolitos responsables del sabor y aroma (alcoholes, ésteres, aldehidos,
cetonas, etc.).

d) Enzimas afiadidas intencionadamente a los alimentos con fines diversos, distintos a
la generacién de sustancias arométicas y sépidas, como las pectinasas en la clarificacion de
ciertos zumos o la quimosina para la precipitacién de las caseinas,

Algunas aplicaciones concretas de enzimas en la industria alimentaria se recogen en la

tabla L.1.

1.5.2. Enzimas proteoliticas en la fabricacion de alimentos.

1.5.2.1. CARACTERISTICAS GENERALES Y TIPOS DE ENZIMAS PROTEOLITICAS.

Las enzimas proteoliticas se caracterizan por catalizar la hidrélisis de las proteinas
rindiendo cadenas polipeptidicas mds pequeiias y, finalmente, aminoécidos libres. En los
alimentos tienen un papel importante, tanto las que estdn presentes naturalmente en ellos
como las afiadidas intencionadamente como tales o a través de microorganismos.

Las enzimas proteoliticas han sido clasificadas segtn criterios muy variados:
basdndose en el intervalo de pH al que son activas (dcidas, neutras o alcalinas), en su
capacidad para hidrolizar proteinas especificas (colagenasa, elastasa) o en su similitud con
enzimas bien caracterizadas (tripsina, quimosina, catepsina, etc.) (Loffler, 1986). El modo de
clasificacién més adecuado parece ser el basado en el mecanismo de accién (Hartley, 1960),
que ha sido el utilizado por la Comisién de Nomenclatura Bioquimica (Dixon y Webb,
1979). De esta forma se distinguen dos grandes grupos de enzimas proteoliticas: endo y
exopeptidasas (Bergmann, 1942).

A) Endopeptidasas o proteinasas: actian en el interior de la cadena peptidica,
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rompiendo las proteinas en fragmentos mds pequefios.

Existen cuatro tipos de endopeptidasas (Hartley, 1960; Belitz y Grosch, 1988):

1. Serin proteinasas (EC 3.4.21):

Se denominan también proteinasas alcalinas, ya que son activas a valores de pH
comprendidos entre 7 y 11. Presentan en su centro activo un resto de serina y otro de
histidina.

Gran nimero de bacterias y hongos producen serin proteinasas, entre ellos Bacillus
cereus, B. licheniformis, B. subtilis, Streptomyces fradiae, S. griseus y Aspergillus oryzae.
De origen animal son la tripsina, quimotripsina, elastasa y trombina.

La especificidad por el sustrato de cada una de las enzimas pertenecientes a este grupo
es, a menudo, bastante diferente, ya que los grupos especificos implicados en la unién con
dicho sustrato son distintos. Por ejemplo, la quimotripsina presenta especificidad por
sustratos que contengan tirosina, fenilalanina y triptéfano, mientras que la elastasa la tiene
respecto a los que contienen alanina (Whitaker, 1972).

Su mecanismo de accién es, en cambio, similar en todos los casos; al principio se
origina un éster por la reaccién del oxigeno del resto de serina del centro activo y la porcién
acilo del sustrato con la liberacién de la porcion amino de éste. Se produce, por lo tanto, un
compuesto intermedio acil-enzima que posteriormente reacciona con una molécula de agua
para liberar la enzima y el producto de la reaccién (Dunn, 1989).

Las serin proteinasas son inhibidas por compuestos tales como los organofosfatos,
los fluoro sulfonilos, las cumarinas, o por inhibidores proteicos, como €l ovomucoide o ¢l
inhibidor de la tripsina presente en la soja, los cuales se unen reversiblemente a estas enzimas

(Salvesen y Nagase, 1989).
2. Tiol proteinasas (EC 3.4.22):

Son endopeptidasas con cistefna en su centro activo; presentan una zona de actividad
muy amplia, comprendida entre pH 4,5 y 10, encontrdndose su actividad éptima dentro del

intervalo 6,0-7,5. (Belitz y Grosch, 1988). Son bastante estables cuando se las somete a
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temperaturas entre 60 y 80°C a pH neutro (Whitaker, 1972).

Su mecanismo de accién presenta similitudes con el de las serin proteinasas, al
formarse un compuesto covalente intermedio. Se cree que el anién sulfuro de la cisteina estd
implicado en un ataque nucleofilico directo sobre el sustrato carbonilo. La rotura del
compuesto acil-enzima intermedio se realiza por la unién de una molécula de agua (Dunn,
1989). También presentan cisteina e histidina en su centro activo (Whitaker, 1972).

Los inhibidores de Iés tiol proteinasas son péptido diazometanos, péptido epdxidos e
inhibidores proteicos naturales, como la cistatina (Salvesen y Nagase, 1989). También son
inhibidas por iones de metales pesados (Sluyterman, 1967).

Las tiol proteinasas hidrolizan péptidos, amidas, ésteres y especialmente enlaces
peptidicos en los que intervienen aminodcidos bésicos, leucina o glicina (Becze, 1970).

Como representantes tipicos de este grupo se encuentran diversas proteinasas de
origen vegetal, como la papaina (procedente de Carica papaya), bromelaina (de Ananas
comosus) y ficina (de Ficus spp ), y proteinasas procedentes de estreptococos.

La papaina cruda es una mezcla de proteasas de baja especifidad. Puede hidrolizar
desde proteinas hasta sustratos de bajo peso molecular, siendo los enlaces peptidicos mds
susceptibles los formados por grupos carboxilo de 1a lisina y arginina a-amino sustituidas
(Hill, 1965) y el segundo enlace peptidico desde el grupo carboxilo de la fenilalanina
(Schechter y Berger, 1968). La papaina purificada es una Gnica enzima, compuesta por una
cadena polipeptidica sencilla con 212 restos aminoacidicos y cuyo peso molecular es de
23.900 d. La molécula presenta una profunda hendidura que la separa en dos partes. Sélo
tres segmentos de la cadena cruzan esta hendidura, encontrindose a un lado el resto de
cisteina 23, esencial en el centro activo. Durante la reaccidn, el sustrato se sitda en la
hendidura de forma que el enlace susceptible de hidrélisis se coloque en posicién adyacente al
grupo sulfhidrilo. Existe un segundo grupo implicado en el centro activo de la papaina que
estd formado por un grupo carboxilico (Asp-158), un resto de histidina o por ambos

(Whitaker, 1972).
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Recientemente, Baeza y col. (1990) han aislado otro tipo de papaina de Carica
candamarcensis que presenta una elevada actividad proteolitica y esterasa, entre 5 y 8 veces
mayor que la papafna procedente de Carica papaya.

3. Metalo proteinasas (EC 3.4.24):

Son proteasas que presentan iones metdlicos en el centro activo, principalmente Zn2+,
Son activas en el intervalo de pH comprendido entre 6 y 9, y presentan una baja especifidad
(Belitz y Grosch, 1988).

Este grupo de enzimas no forma compuestos covalentes intermedios durante su
actuacién. La proteinasa nativa presenta una moiécula de agua en una de las posiciones de
coordinacién del dtomo metdlico, la cual se desplaza al coordinarse en su lugar el grupo
carbonilo del enlace peptidico atacado. La molécula de agua est4 unida también a un resto de
dcido glutdmico por un puente de hidrégeno, cuyo grupo carboxilo sirve para ayudar al
ataque de esta molécula de agua sobre el carbonilo peptidico (Dunn, 1989).

La mayoria de los inhibidores especificos de este grupo de enzimas basan su accién
en la quelacién del dtomo de Zn2* (por ejemplo ¢l EDTA). Existen también otros inhibidores,
como el TIMP (inhibidor tisular de las metaloproteasas), de naturaleza proteica, o el dodecil
sulfato sédico (Salvesen y Nagase, 1989),

A este grupo pertenecen proteasas bacterianas y fingicas, como las procedentes de
Bacillus cereus, B. subtilis, B. themoproteolyticus (termolisina), Streptomyces griseus
(pronasa) y Aspergillus oryzae.

La pronasa, procedente de Streptomyces griseus, no ¢s realmente una sola enzima
sino una mezcla de al menos siete proteinasas, dos o mds aminopeptidasas y una
carboxipeptidasa (Narahashi y col., 1968). Contiene varias proteinasas neutras estables a pH
entre 7,0 y 7,5 en ausencia de Ca2+ o entre 5 y 9 en presencia de este elemento. Respecto a
su especifidad de sustrato, Morihara y col. (1968) indican que hidrolizan enlaces peptidicos
que contengan un grupo amino de leucina, fenilalanina o tirosina. En la pronasa existen

también tres proteinasas alcalinas (a, b y ). El tipo b es inestable a valores de pH inferiores a
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5, mientras que los otros dos presentan un intervalo de estabilidad mds amplio, entre 4,0 y
6,5.

Las amino y carboxipeptidasas son metaloenzimas y se inactivan, al igual que las
proteinasas neutras, con EDTA (Narahashi y col., 1968; Narahashi, 1970) y son estables a
pH 5-8 en presencia de calcio.

4. Carboxil proteinasas (EC 3.4.23):

Se denominan también proteinasas dcidas, ya que presentan grupos dcidos en su
Centro activo.

Existen representantes de este tipo de enzimas tanto de origen animal como
microbiano. Entre las primeras se encuentran la pepsina y la quimosina, cuyo pH de actividad
6ptima estd comprendido entre 2 y 4, y la catepsina D, que presenta una actividad 6ptima a un
pH entre 3 y 5 (Belitz y Grosch, 1988). A valores de pH superiores pierden rdpidamente
actividad, al sufrir una desnaturalizacién (Whitaker, 1972). Las proteinasas procedentes de
microorganismos presentan su pH 6ptimo de actividad en el intervalo de 1 a 5, y estdn
presentes tanto intra como extracelularmente. Las mdés estudiadas han sido las de origen
fingico y, en menor medida, las bacterianas (Clostridium spp, lactobacilos) y las de
protozoos (Tetrahymena pyriformis ) (Sodek y Hofmann, 1970).

Las proteinasas dcidas microbianas se han dividido en enzimas tipo pepsina, entre las
que se encuentran las producidas por Aspergillus oryzae, A. awamori, A. niger 'y
Penicillium spp ; y las de tipo quimosina, con accidn coagulante de la leche, como las
producidas por Aspergillus usamii y Mucor spp (Belitz y Grosch, 1988).

Se cree que el mecanismo de accién de estas enzimas no se basa en un ataque
nucleofilico de un grupo funcional de la enzima (Hoffmann y col., 1984) y, por lo tanto, no
aparece un compuesto intermedio covalente entre la enzima y un fragmento del sustrato. El
centro activo de estas enzimas contiene dos restos de dcido aspdrtico, que establecen enlaces
de hidrégeno con el sustrato formando un compuesto tetraédrico intermedio. La rotura de éste

da lugar a un producto complejo que contiene dos mitades del sustrato y su disociacién

47



Introduccién

origina un complejo acilo o0 amino (Dunn, 1989).

Tanto la quimosina como la pepsina parecen presentar una especificidad por el
sustrato similar. Esta (ltima muestra una especificidad primaria por el resto aminoacidico que
proporciona ¢l grupo -NH del enlace peptidico susceptible. El resto es, preferentemente, de
fenilalanina, tirosina o triptéfano (Whitaker, 1972).

Estas proteinasas se inhiben con diversos ésteres de diazoacetilaminodcidos, que
reaccionan con los grupos carboxilicos del centro activo (Belitz y Grosch, 1988). Las aspartil
proteinasas aisladas de mamiferos (pepsina, quimosina, catepsina D) son inhibidas por la
pepstatina A, que es un compuesto semejante a un pentapéptido producido por Streptomyces
spp que contiene dos restos del B-amino4cido estatina (Salvesen y Nagase, 1989).

B) Exopeptidasas: actdan bien desde el extremo carboxilo o bien desde el amino,
liberando los aminodcidos terminales uno a uno.

Las exopeptidasas comprenden los siguientes grupos de enzimas (Belitz y Grosch,

1988):

a) o-aminoacetilpéptido-hidrolasas (EC 3.4.11):
Escinden los aminodcidos desde el extremo N-terminal. Comprende diversas
aminopeptidasas, como la aminopeptidasa presente en el citosol de las células eucariotas, de

gran actividad sobre péptidos con un resto L-leucina en el extremo N-terminal con un grupo
a-amino libre; y la tripéptido aminopeptidasa, que hidroliza sélo tripéptidos con un grupo
a-amino libre y a-carboxflico libre (Dixon y Webb, 1979).

b) Dipéptido-hidrolasas (EC 3.4.13):

Escinden dipéptidos que presentan tanto ¢l grupo NH, terminal como el grupo

COOH terminal no substituidos. Algunos ejemplos son la carnosinasa, anserinasa,
glicil-glicina dipeptidasa o prolinasa (Dixon y Webb, 1979).
c) Dipeptidilpéptido-hidrolasas (EC 3.4.14):
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Liberan dipéptidos desde el extremo N-terminal. Un ejemplo tipico es la catepsina

C.
d) Peptidilpéptido-hidrolasas (EC 3.4.15):
Escinden dipéptidos del extremo carboxiterminal. En este grupo se encuentra la
carboxicatepsina.

e) Serin-carboxipeptidasas (EC 3.4.16);

Separan aminodcidos desde el grupo carboxiterminal y tienen un resto de serina en
el centro activo. La especificidad de estas enzimas viene determinada primariamente por el
aminodcido que porta el grupo carboxilico libre. La presencia de aminodcidos arométicos en
la tercera posicién desde el extremo C-terminal aumenta considerablemente la afinidad de la
enzima por el sustrato, aunque no el grado de catdlisis (Abranowitz y col., 1967).
Representantes de este grupo son la carboxipeptidasa C y la catepsina A.

f) Metalo-carboxipeptidasas (EC 3.4.17):
Al igual que las anteriores atacan el extremo C-terminal, pero presentan un dtomo

metdlico en el centro activo (Zn* o Co2+). Pertenecen a este grupo las carboxipeptidasas A y

B.

1.5.2.2. PROTEASAS PRESENTES EN LOS EMBUTIDOS DE IMPORTANCIA EN SU
MADURACION.

Como ya se mencioné anteriormente (véase 1.4.4.2.1), las proteasas presentes en los
embutidos proceden de los microorganismos que se encuentran en ellos y de las enzimas
nativas de la carne que forma parte de su composicién.

No se tienen conocimientos muy amplios acerca de las proteasas que producen las
bacterias l4cticas de origen cdrnico, pero sf se sabe mucho mds de las de origen licteo, las
cuales han sido estudiadas mds profundamente. Por ello, se puede inferir que las de origen
cdrnico deben poseer un sistema proteolitico tan complejo como aquellas, ya que ambas son

filogenéticamente similares.
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Respecto a los lactococos, se han realizado numerosas investigaciones y se han
publicado recientemente varias revisiones al respecto (Smid y col., 1991; Tan y col., 1993).
De forma resumida, se sabe que los lactococos producen una proteinasa ligada a la pared
celular (Thomas y col., 1974; Exterkate, 1975) cuya sintesis estd regulada por la presencia en
el medio de aminoécidos y péptidos (Exterkate, 1979). La enzima se libera al medio en
ausencia de Ca2*, lo que sugiere que estos iones son necesarios para estabilizar la unién de ia
enzima a la pared celular (Marshall y Law, 1984) o que el calcio es fundamental para que la
enzima permanezca en una configuracién activa (Exterkate, 1979). Los lactococos elaboran
también una gran variedad de peptidasas, aunque su localizacién es incierta. No obstante,
recientes estudios con anticuerpos monoclonales (Tan y col., 1992) parecen indicar que se
encuentran mayoritariamente en el interior de ia célula. Entre las peptidasas caracterizadas hay
aminopeptidasas (Atlan y col., 1989; Niven, 1991), di- y tripeptidasas (Law, 1979; Bosman
y col., 1990), aril-peptidil-amidasas (Marshall y Law, 1984; Exterkate y de Veer, 1987),
x-propil-dipeptidil aminopeptidasas (Atlan y col., 1990; Bockelmann y col., 1991) y propil
aminopeptidasas (Kaminogowa y col., 1984; Baankreis y Exterkate, 1991).

Las investigaciones que se han realizado con los lactobacilos de origen licteo son
menos numerosas, pero se sabe que elaboran diversas proteinasas ligadas a la pared, como
las serin protecinasas aisladas de Lactobacillus paracasei subsp. paracasei (Hegazi y
Abo-Elnaga, 1987; N&s y Nissen Meyer, 1992) o la metalo proteinasa y la cistein proteinasa
liberadas de la pared de Lb. delbruecki subsp. bulgaricus (Ezzat y col., 1987; Laloi y col.,
1991). Al igual que sucede con la proteinasa ligada a la pared producida por los lactococos,

algunas serin proteinasas de los lactobacilos pueden ser liberadas mediante tampones libres

de Ca2+ (Zevaco y Gripon, 1988). En cuanto a las peptidasas, los estudios tampoco son muy
abundantes, bastante menos que los realizados en los lactococos (Pritchard y Coolbear,
1993). Se han caracterizado diversas metalo-aminopeptidasas (Bockelmann y col., 1992;
Miyakawa y col., 1992), la mayoria de ellas localizadas en el citoplasma y algunas en la

pared celular; y una x-prolil dipeptidil aminopeptidasa (Bockelmann y col., 1991; El Abboudi
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y col., 1992). También se ha purificado una dipeptidasa con propiedades semejantes a la
procedente de los lactococos (Wohlrab y Bockelmann, 1992) y se ha aislado una
carboxipeptidasa (Abo-Elnaga y Plapp, 1987).

Al igual que en el caso de las bacterias lcticas, las investigaciones sobre la actividad
proteolitica de micrococos aislados de quesos son mds numerosas que las realizadas sobre los
de origen cérnico, y se ha observado que algunas cepas de estos microorganismos presentan
dicha actividad. Se han estudiado tanto la actividad proteolitica intra como extracelular de los
micrococos procedentes de quesos (Ducastelle y Lenoir, 1969; Nath y Ledford, 1972),
comprobdndose que todas las proteinasas extracelulares aisladas de distintas cepas
presentaban una actividad dptima a valores de pH alcalinos y que la perdian a pH 4cido
(Robertson y Perry, 1961; Desmazeaud y Hermier, 1968). También se ha observado la
existencia de proteinasas intracelulares, endopeptidasas, aminopeptidasas y dipeptidasas en
estos microorganismos (Bhowmik y Marth, 1989). Ortiz de Apodaca y col. (1993) sefialan
que la actividad proteolitica de las micrococdceas es més intensa conforme se incrementa la
temperatura (dentro de un intervalo de 22 a 45 °C) y se reduce considerablemente a 10°C.
Asimismo, las proteinasas aisladas por estos autores muestran su actividad éptima a pH
alcalino, en tanto que la pierden de forma acusada a pH é4cido (entre 5,0 y 5,5).

En cuanto a las enzimas proteoliticas nativas de la carne, se pueden distinguir tres
tipos:

Calpafnas: Son cisteinproteinasas activadas por Ca2* (Kang y col., 1981; Penny y
col., 1985). Existen dos clases de calpafnas: la calpafna I (WCCANP), que se activa con
concentraciones micromolares de calcio del orden de 50 a 100uM, y la calpaina IT (nCANP),
que se activa con concentraciones de 1 a S mM (Dayton y col., 1981; Penny y col., 1984;
Koohmaraie y col., 1986; Zimmerman y Schlaeffer, 1988). Ambas enzimas se encuentran en
el citosol de las miofibrillas y su pH éptimo de actuacién es de 7,5. A los pHs tipicos de los
embutidos crudos curados (aproximadamente 5,5), la calpaina I presenta un 18% de la

actividad médxima. La calpaina Il es aiin m4s sensible a la acidez (Dransfield, 1993). Por ello,
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es probable que su actividad no sea relevante en los embutidos. Durante 1a fabricacién de
jamones curados, s6lo se detectd dicha actividad en los jamones crudos y tras el salado, no
encontrdndose posteriormente (Sdrraga y col., 1993).

Catepsinas: Se encuentran en los lisosomas de las células musculares. Existen seis
tipos: A, B, C,D, Hy L (Goll y col., 1983). Las catepsinas A y B son carboxipeptidasas y

la C; es una dipeptidilpeptidasa, perteneciendo todas ellas al grupo de las exopeptidasas (Bird

y Carter, 1980). Dentro de las endopeptidasas existen dos tipos de catepsinas (Barret y Mc

Donald, 1980): las tiolproteinasas (catepsinas B, Hy L) y las aspartilproteinasas (catepsina
D).

Las catepsinas tienen un importante papel en la transformacién del miisculo en came.
La catepsina D rompe la linea Z y los filamentos cercanos a la banda H, mientras que la
catepsina L ocasiona la fragmentacién de las miofibrillas y la rotura de las lineas Z y M. Por
la accién conjunta de estas dos enzimas, la estructura lateral de las miofibrillas se deteriora de
forma acusada (Davidek y col., 1990) y la textura de la carne sufre grandes modificaciones.

Los valores de pH dptimos para las diferentes catepsinas se muestran en la tabla L.2.

Tabla 1.2. Valores de pH 6ptimos de actividad de las catepsinas de la camne.

Catepsina pH éptimo
b 2)

A 5.5

B, 4,0-6,5 3,0-6,0
B, 5,5-6,0

Gy 5,0-6,0

D 3,0-5,0 2.5-4,5
H 5,5-6,5 5,0-7,0
L 3,0-6,5 3,0-6,0

Segun: 1) Bird y Carter, 1980; Bartet y McDonald, 1980.
2) Etherington, 1984,

52



Introduccion

Teniendo en cuenta que ¢l pH de los embutidos adquiere valores entre 4,8 y 6,0 a lo
largo de la maduracion, puede deducirse que estas enzimas podrian desarrollar una importante
actividad proteolitica en estos productos. Toldrd y col. (1992) estudiaron la actividad de
diversas catepsinas en sistemas modelo bajo las mismas condiciones que se encuentran en los
embutidos crudos curados. Las actividades de las catepsinas B y B+L fueron elevadas en
medios con concentraciones de sal de 30 g/l, mientras que las de las catepsinas H y D se
vieron més afectadas, al igual que las actividades leucin, arginin y tirosinhidrolasa. Los
nitratos y el dcido ascérbico no influyeron significativamente en dichas actividades. La baja
actividad de agua presente en los embutidos fermentados afecté profundamente a todas las
enzimas, asi como el pH 4cido que se alcanza durante la maduracién. Estos autores concluyen
que la actividad de las catepsinas B, L. y D serfa apreciable durante el amasado y en la
fermentacién, mientras que sélo la catepsina L presentarfa una actividad significativa durante
la maduracién propiamente dicha.

Durante la elaboracién de jamones curados se ha observado la presencia de actividad
catepsina a lo largo de todo el proceso (S4rraga y col., 1993), aunque segin describen Toldra
y col. (1993) dicha actividad varia dependiendo del tipo de catepsina; asf, estaba presente en
las captesinas B, H y L, ain siendo baja, al final del proceso (15 meses), mientras que la
actividad proteolitica de la catepsina D casi desaparecié a los 5-10 meses. Estos autores
concluyeron que las catepsinas B y L eran particularmente activas, especialmente al principio
del secado de los jamones.

Oligopeptidasas: Dentro de ellas se incluyen:

- Carboxipeptidasas: catepsinas A y B,. Hidrolizan la unién carboxi-terminal.

- Aminopeptidasas: hidrolizan el residuo N-terminal de los péptidos. Son la
leucilaminopeptidasa y las arilamidasas 4cida, neutra y bdsica (Bird y Carter, 1980). Se

encuentran todas ellas en el citosol y su pH 6ptimo de actuacion oscila entre 6 y 8.
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- Dipeptidasas: hidrolizan enlaces peptidicos de dipéptidos con los grupos NH; y
COOH libres. Se han aislado glicil-glicina dipeptidasa, glicil-leucina dipeptidasa, prolidasa y
prolinasa (Okitani y col., 1981). Su pH 6ptimo de actuacién oscila entre 7,0 y 8.8.

- Dipeptidilpeptidasas: hidrolizan dipéptidos a partir del extremo N-terminal no
sustituido. Son las dipeptidil aminopeptidasas I, Il y IV. La primera presenta un pH éptimo

de 4,5-6,0, y las otras dos son neutras (Bird y Carter, 1980).

1.5.2.3. APLICACION DE PROTEASAS EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA.

Las proteasas son enzimas ampliamente utilizados en la produccién de alimentos y,
posiblemente, las mds importantes desde €l punto de vista econémico, ya que son
imprescindibles en industrias como la quesera o la cervecera (Kilara, 1985b).

Las mezclas de enzimas proteoliticas usadas con mayor frecuencia en tecnologia
alimentaria contienen endopeptidasas, obtenidas a partir de animales, plantas o
microorganismos (Belitz y Grosch, 1988). Los principales usos de las proteasas hasta el
momento son los siguientes:

1. Participacion en procesos tradicionales de fermentacién:

En muchos casos se desconocen qué proteasas intervienen en estas fermentaciones.
Son fundamentales en la fabricacién de alimentos orientales como miso, tempeh o salsa de
pescado (Nakadai y col., 1977; Impoolsup y col., 1982). Se ha demostrado que las
proteinasas 4cida, alcalina y neutra de Aspergillus spp tienen un importante papel en el
desarrollo del sabor de ciertos productos fermentados orientales, al liberar péptidos y
aminodcidos, especialmente 4cido glutdmico (Loffler, 1986).

2. Fabricacién del pan:

Las proteasas nativas de! grano de trigo presentan escasa actividad (Barrett, 1975), por
lo que se afiaden proteasas exdgenas a la masa asociadas con enzimas amiloliticas (Federici,
1981). Las mds utilizadas son las proteasas procedentes de Aspergillus oryzae, las cuales

hidrolizan y acortan las cadenas del gluten, permitiendo la formacién de peliculas proteicas
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(Loffler, 1986), con lo que se disminuye el tiempo de amasado, aumenta la retencién de gas y

mejora el aroma y la textura del producto final (Underkofler, 1976).

3. Elaboracién de gueso v derivados:

Un paso fundamental en la fabricacién del queso ¢s la formacién de la cuajada debido

a la precipitacién de las caseinas merced a la accién de ciertas proteinasas. Tradicionalmente se
ha utilizado la renina o quimosina procedente del cuajar de terneros lactantes. Dada la gran
demanda de esta enzima y su escasa disponibilidad, se han buscado sustitutos como la
pepsina, extraida de estémagos bovinos y porcinos (Fox, 1982), y proteinasas procedentes de
microorganismos (Mucor mihei, M. pusillus y Endothia parasitica ). Estas ultimas se
emplean cominmente en algunos paises, como Estados Unidos (Law, 1984b).

Las enzimas proteoliticas tienen una gran importancia en el desarrollo de las
caracteristicas sensoriales del queso. Por ello, se ha considerado que la adicién de proteasas
podria ser un sistema ttil para lograr la aceleracién de su maduracién. Esto se tratard més
ampliamente en el apartado 1.6.1.

Otro uso de las proteasas en la industria quesera ha tenido como objetivo la obtencién
de quesos modificados enzimdticamente para ser usados como agentes saborizantes y
aromatizantes en diversos productos, debido al alto precio del queso fabricado por métodos
tradicionales. Se suelen emplear enzimas de origen fiingico, procedentes de especies de los
géneros Rhizomucor, Penicillium y Aspergillus (Bigelis, 1992).

4. Ablandamiento de la came:

Diversas proteinasas microbianas y vegetales se utilizan para acelerar el proceso de

maduracién de la carne y aumentar su blandura. Las més utilizadas son las tiol proteinasas de
origen vegetal: papafna, ficina y bromelaina (Dransfield y Etherington, 1981) y, en menor
medida, las de Aspergillus oryzae y Bacillus subtilis (Bernholdt, 1975). Aunque hace
algunos ailos se pensaba que las proteinasas de origen vegetal actuaban preferentemente sobre
el tejido conectivo, reduciéndolo a una masa amorfa y liberando moléculas que contenian

hidroxiprolina (Wang y col., 1957, citado por Sargeant y col., 1993), actualmente se
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considera que actian también sobre las protefnas miofibrilares. La papaina en particular es
mads activa sobre ellas que sobre las proteinas del tejido conjuntivo, como el coldgeno (Wilson
y col., 1992). La papaina es, precisamente, la enzima mds comunmente utilizada como
ablandador, empledndose en cantidades tales que en la carne se alcance 1 mg/kg
aproximadamente, aunque se han utilizado, a veces, hasta niveles de 4 mg/kg (Sargeant y
col., 1993).

El mayor problema que presenta la utilizacién de ablandadores es ¢l de su aplicacion
homogénea en la came. Se han probado distintos métodos, como afiadirlas sobre la superficie
de la carne, sumergir las piezas en una solucién enzimdtica (Lawrie, 1974) o inyectarlas en el
torrente circulatorio inmediatamente antes del sacrificio de los animales. En la carne liofilizada
se ha empleado la rehidratacién con soluciémes de enzimas (Belitz y Grosch, 1988). Es
probable que el uso de papaina en el tratamiento de la carne, tanto antes como después del
sacrificio, se prohiba en la UE durante el afio 1994 (Sargeant y col., 1993).

5. Preparacién de hidrolizados proteicos.

Los hidrolizados proteicos se obtienen con tres propdsitos principales: inducir
propiedades funcionales deseables en las protefnas, producir péptidos pequefios y
amino4cidos utilizables en alimentos dietéticos (fortificantes) y como agentes saborizantes y
aromatizantes (Kilara, 1985b).

En la elaboracién de hidrolizados proteicos se emplean una gran variedad de proteasas,
tanto de origen animal, vegetal como microbiano. En general no se utiliza un sélo tipo de
enzima, ya que no seria capaz de hidrolizar completamente las protefnas, sino preparaéioncs
combinadas para obtener finalmente aminodcidos y pequefios péptidos (Davidek y col,,
1990). A pesar de que se han elaborado desde la antigiiedad, todavia no es posible explicar
detalladamente los procesos hidroliticos que ocurren, ya que el pescado es un sustrato muy
complejo y contiene grandes cantidades de inhibidores de las proteinasas (Gilberg, 1993). Es
muy frecuente la preparacién de hidrolizados proteicos de pescado para aumentar €l

aprovechamiento de partes o especies poco consumidas, obteniéndose productos derivados
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con buenas caracteristicas de sabor y propiedades funcionales apropiadas; también se obtienen
productos solubles que se utilizan en la elaboracién de sopas, bebidas y alimentos infantiles
(Hale, 1969).

Los hidrolizados se emplean también para incrementar el valor nutritivo de los
alimentos a los que son afiadidos. Un ejemplo de ello es la utilizacién de hidrolizados de
pescado mediante Alcalasa en galletas tipo “cracker” (Yu y Tan, 1990).

6. Fabricacion de cerveza:

Las enzimas proteoliticas se utilizan en la elaboracién de la cerveza para eliminar la
turbidez producida por la precipitacién de proteinas a bajas ternperaturas. Tradicionalmente se
han empleado con este fin la papafna, bromelaina y ficina (Liffler, 1986), aunque pueden ser
reemplazadas por proteinasas microbianas producidas por Aspergillus oryzae y Bacillus

subtilis (Bass y Cayle, 1975).

1.5.2.4. INCONVENIENTES DE LA UTILIZACION DE PROTEASAS EN LOS ALIMENTOS.

Como resultado de la hidrdlisis proteica mediante enzimas pueden aparecer sabores y
aromas anémalos, sobre todo amargos cuando actian sobre ciertos sustratos, como la
caseina, aunque Petritschek y col. (1972) afirmaron que la aparicién del sabor amargo
depende maés de la proteina que de la enzima proteolitica que la ataque. Uno de los problemas
observados a este respecto es la aparicién de sabores amargos en los quesos. Los péptidos
productores del sabor amargo presentan, en general, grupos hidrofébicos hacia el extremo
carboxiterminal de la cadena (Matoba y Hata, 1972). Por otra parte, Ney (1972), Clegg y col.
(1974) y Schalinatus y Behnke (1975) observaron que cuanto mas elevado era el contenido de
aminodcidos hidréfobos, mayor era la tendencia de la proteina a formar péptidos amargos
cuando se sometia a hidrélisis. Los aminodcidos presentes con mayor frecuencia en dichos
péptidos son leucina, fenilalanina, prolina y 4cido piroglutdmico, mientras que la metionina y

la cisteina siempre estdn ausentes (Davidek y col., 1990).
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1.6. MADURACION ACELERADA DE QUESOS Y EMBUTIDOS.

La mayor parte de las experiencias se han efectuado en quesos. Por ello, en este
apartado se describirdn con mayor amplitud los aspectos mds relevantes de los intentos
llevados a cabo para acelerar el proceso madurativo de estos productos. Fue, precisamente, en
los conocimientos que se poseian €n queso en los que la autora de la presente memoria se

basd para realizar la tesis doctoral.

1.6.1. Maduracién acelerada de quesos.

Al igual que ocurre con los embutidos crudos curados, los quesos necesitan un
proceso largo de maduracién para que adquieran las caracteristicas sensoriales tipicas. Esta
maduracién implica una serie de cambios microbiolégicos y bioquimicos, en el transcurso de
los cuales las proteinas de la leche se hidrolizan dando lugar a péptidos pequeiios y
aminodcidos, y los glicéridos a dcidos grasos libres (El Soda y Pandian, 1991).

Al ser un proceso lento, se han intentado acelerar las reacciones bioquimicas que dan
lugar a los componentes del sabor y aroma, asi como las que afectan a la textura, de forma
que la maduracién se acorte. Esto conllevaria grandes beneficios desde ¢l punto de vista
econdémico, debido al ahorro en instalaciones y trabajo y la recuperacién mis temprana del
dinero invertido en el producto. Contribuiria también al incremento de la produccién de queso
en paises en desarrollo, en los que las inversiones en instalaciones para su almacenamiento
constituyen un factor limitante (El Soda, 1986). La consecuencia de todo ello seria la
obtencién de un producto final con un precio de venta mds bajo que incrementaria su
competitividad.

La Federacién Internacional de Lecherfa (FIL) ha clasificado los métodos de

aceleracién de la maduracién del queso en 4 clases (Ferndndez, 1986):
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1. Maduracién a temperaturas elevadas.

Es el método mds sencillo de aceleracién de la maduracién, ya que sélo exige una
ligera adaptacion técnica y, ademds, no existen trabas legales a su aplicacién. Sin embargo,
tiene el grave inconveniente de que el pH, la humedad y la calidad microbiolégica deben ser
casi ideales porque, en caso contrario, se puede favorecer el crecimiento de bacterias no
deseables y originar sabores y aromas anémalos que dan lugar al rechazo del producto por el
consumidor (Law, 1984a). Su uso, por tanto, queda restringido a industrias l4cteas con un
elevado nivel higiénico (El Soda y Pandian, 1991).

2. Adicién de enzimas.

La adicién de enzimas es, en principio, un buen método de aceleracién de la
maduracién, ya que presenta una accién espetifica sobre los sustratos que proporcionaran las
sustancias determinantes de las caracteristicas sensoriales finales del queso, ademds de ser una
técnica relativamente barata. Sin embargo, presenta otra serie de desventajas, ya que existen
impedimentos legales para su utilizacién y su accién es dificil de controlar, pudiéndose
producir una sobremaduracion.

Aunque no como método de aceleracién de la maduracién, se han utilizado enzimas
(lipasas) tradicionalmente en la fabricacién de quesos italianos tipo Grana y Parmesano
(Ferndndez, 1986). Su finalidad es la potenciacién del sabor y aroma de los mismos.

A) Proteasas.

Ya se ha descrito anteriormente la relevancia que alcanzan los fenémenos proteoliticos
en los procesos madurativos. Por ello, sin duda, una de las enzimas utilizadas para acortar la
maduracién de los quesos han sido las proteasas. Los estudios més numerosos se han llevado
a cabo en quesos Cheddar y egipcios, utilizando tanto proteasas producidas por
microorganismos relacionados con el queso como procedentes de fuentes ajenas a este
producto.

Los resultados obtenidos en los estudios en que se han utilizado proteasas de otros

origenes han sido muy variables. Una de las enzimas mds empleadas ha sido la proteinasa
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dcida de Aspergillus oryzae (Sood y Kosikowsky, 1979; Law y Wigmore, 1982). Esta
enzima, incluso a dosis bajas, di6 lugar a sabores amargos sin un incremento significativo del
sabor. En general, las proteinasas 4cidas tienen el inconveniente de permanecer mucho tiempo
activas, dando lugar a una proteolisis excesiva.

Fedrick y col. (1986} estudiaron el efecto de la proteinasa neutra de A. oryzae en el
desarrollo de la proteolisis, sabor, aroma y textura del queso Cheddar durante 6 meses.
Observaron que la proteolisis se incrementaba dependiendo de las cantidades de enzima
afiadidas, al igual que sucedia con la edad estimada de los quesos y su nivel de amargor. Con
el transcurso del tiempo y a elevadas concentraciones de proteinasa, los quesos se hacian més
blandos, frigiles y presentaban menor elasticidad y cohesién. En cambio, la proteinasa neutra
de Bacillus subtilis, a concentraciones idéneas, prbduce un incremento del sabor y aroma sin
que aparezcan defectos (Sood y Kosikowski, 1979; Law y Wigmore, 1982, 1983). Su accién
puede potenciarse con la temperatura. Kataoka y col. (1987) aiiadieron distintas
concentraciones de proteinasas de B. subtilis, Aspergillus melleus, Streptomyces spp y A.
oryzae a queso Gouda. Observaron que diversas fracciones nitrogenadas presentaban a los
dos meses unos valores similares a los obtenidos en quesos control de 4 meses de
maduracién, llegando a la conclusién de gue el contenido en nitrégeno aminico dependia mds
del tipo de proteinasa que de la cantidad afiadida. Més recientemente, Niifiez y col. (1991)
estudiaron el efecto de dos preparaciones comerciales de una proteinasa neutra procedente de
B. subtilis en queso manchego, obteniendo buenos resultados en ambos casos, pero sobre
todo con la preparacién "Neutrase L.", con la que consiguieron la misma intensidad de sabor
en 35 dfas a 16°C que en un queso control madurado durante 90 dias a 12°C. En ningtin caso
aparecieron sabores amargos.

Otras proteasas microbianas empleadas han sido una proteasa de Penicillium spp.
(Kalinowski y col., 1982; Gripon y col., 1982), que ha dado buenos resultados en quesos
duros; la pronasa E de Strepromyces griseus (Law y Wigmore, 1982), posiblemente 1itil a

bajas concentraciones; proteasas de Kluyveromyces lactis y Saccharomyces cerevisiae
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(Grieve, 1982); proteinasa de Pseudomonas fluorescens (Haard y Patel, 1987); etc.

En general, no se han empleado en los quesos proteasas purificadas procedentes de
bacterias ldcticas, sino extractos libres de células. Con ello se ha intentado evitar la aparicién
de sabores amargos y modificaciones en la textura, defectos que si se han detectado al usar
proteasas purificadas (Ferndndez, 1986). Se han estudiado tanto los efectos de extractos de
una sola especie como de un combinado de varias, obteniendo buenos resultados con
proteinasa de Penicillium candidum junto con extracto de Streptococcus lactis (Kalinowski y
col., 1982), con Lactobacillus plantarum (El Soda y col., 1986), con la combinacién de
extractos libres de células de Kluyveromyces fragilis, Micrococcus spp y Lactobacillus casei
(Hassan y Abozeid, 1988), o sélo con extracto de L. casei (El Abboudi y col., 1990).

Otra forma de evitar las alteraciones dé la textura y el sabor al utilizar proteinasas en la
maduracién acelerada de queso serfa afiadir exopeptidasas junto con endopeptidasas. De esta
forma, las exopeptidasas liberarian aminodcidos libres, y la formacidn de péptidos de sabor
amargo seria menos manifiesta (Law, 1985).

B) Lipasas.

La adicién de lipasas ha obtenido buenos resultados en quesos denominados
comunmente "fuertes”, en los que se apreciaron unos incrementos de sabor y aroma notables.
En diversos quesos italianos, a los que ya tradicionalmente se afiadian lipasas durante su
elaboracién, se ha conseguido aumentar o modificar su sabor mediante la adicién de lipasas
comerciales (Botazzi, 1965; Moskowitz, 1980).

Los resultados obtenidos han sido diferentes segin el tipo de queso utilizado. No
obstante, se produce de forma general un aumento de los 4cidos grasos libres y, dentro de
ellos, especialmente de la fraccién voldtil. En el queso egipcio Domiati, Ashour y col. (1986)
observaron la misma intensidad de aroma y sabor en quesos de 4 semanas de maduracion
fabricado con lipasas comerciales, que en los controles de 8 semanas; sin embargo, a
concentraciones de enzima muy altas aparecieron sabores rancios a las 8 semanas de

maduracién. También se han obtenido buenos resultados en quesos azules (Jolly y
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Kosikowsky, 1975; Revah y Lebeault, 1989) y en queso Cheddar americano (Kosikowsky ¢
Iwasaki, 1975; Sood y Kosikowsky, 1979). Sin embargo, el uso de lipasas en el queso
Cheddar inglés ha sido un fracaso (Law y Wigmore, 1985), ya que los dcidos grasos de
cadena larga liberados dieron lugar a sabores jabonosos, y los dcidos grasos de cadena corta,
0 no incrementaron el aroma, u originaron sabores defectuosos a las distintas concentraciones
de enzima empleadas.

C) B-Galactosidasa.

La B-galactosidasa hidroliza la lactosa rindiendo giucosa y galactosa. Diversos autores
(Anénimo, 1977; Weaver y Krager, 1978; Gooda y col., 1983) atribuyen el incremento de la
proteolisis en los quesos tratados con esta enzima al mejor crecimiento de los
microorganismos debido al aumento de la glucosa disponibie, con la siguiente potenciacién
del sabor y aroma. Sin embargo, se ha detectado la presencia de proteasas contaminantes en
una preparacién comercial de esta enzima (Olano y col., 1983) y se han caracterizado diversas
enzimas proteoliticas (Grieve y col., 1983), por lo que los efectos beneficiosos pudieron
deberse a dichas impurezas. Por ello, todavia no se tiene la certeza de si la B-galactosidasa

puede o no influir en la potenciacién del sabor y aroma del queso.

La incorporacién de las enzimas al queso presenta una serie de dificultades debidas a
las caracteristicas de su fabricacién. Para obtener una distribucién totalmente homogénea seria
necesario afiadirias a 1a leche antes formar la cuajada. Pero, en estas condiciones, una gran
parte de la enzima se pierde con el suero y, ademds, impide el uso de este para fines
posteriores. La adicién de proteasas a la leche presenta también el inconveniente de que las
enzimas pueden actuar sobre las proteinas licteas antes incluso de formar la cuajada. Se han
sugerido distintos métodos de incorporacion de enzimas, tales como su adicién en polvo a la
cuajada (Law y Wigmore, 1982) o en forma de inyeccién, pero presentan grandes desventajas
y actualmente se investiga la utilizacidn de enzimas encapsuladas en liposomas o en cdpsulas

de grasa lictea (El-Soda y col., 1989).
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3. Adicién a la cuajada de pastas semiliquidas.

Las pastas son cuajadas preparadas asépticamente a las que se les ailade NaCl y se
incuban a 30°C durante 7 dfas en recipientes cerrados; posteriormente se afiaden a la leche o a
la propia cuajada. Este método fue desarrollado por Kristoffersen y col. (1967) y es el que,
hasta ahora, ha dado los mejores resultados en el incremento del aroma y sabor. El
mecanismo de aceleracion de la maduracion no se conoce todavia, pero se ha atribuido a la
elevada tasa de microorganismos presentes en las pastas (Bockleman y Lodin, 1974). Ei
principal inconveniente de este método es la dificultad de controlar la flora microbiana de la
pasta.

Industrialmente, las pastas semiliquidas se utilizan para producir quesos modificados
enzimdticamente que se emplean en la formulacién de quesos, aperitivos y suceddneos de
productos ldcteos (El Soda, 1986).

4.

La modificacién de los cultivos jniciadores consiste bdsicamente en un cambio en la
capacidad de las bacterias de fermentar la lactosa, conservando o potenciando sus capacidades
lipolitica y proteolitica. De esta forma, un aumento en la poblacién microbiana implicaria el
incremento de dichas actividades sin que se aumentara la produccién de 4cido ldctico.

Existen tres tipos de tratamientos de los iniciadores:

a) Fisicos: consisten en producir un "shock" térmico en las bacterias l4cticas, tanto
mediante la aplicacién de calor como de frio. Se han obtenido mejores resultados con el uso
de altas temperaturas (Petterson y Sjostrém, 1975; Bartels y col., 1985),

b) Quimicos: los iniciadores se someten a la accién de compuestos como n-butanol o
lisozima (Law y col., 1976).

¢) Genéticos: una de las modificaciones realizadas es la obtencién de mutantes con
actividad fermentadora de la lactosa muy disminuida o lac- (Law, 1984a). Otros genes que
posiblemente en el futuro den buenos resuitados son aquellos que codifican proteinas

superficiales (aumento de la lisis proteica), aminopeptidasas (rotura de péptidos y
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desaparicion del amargor) y aquellos que producen autolisis bacteriana (liberacién de enzimas

intracelulares al medio) (El Soda y Pandian, 1991).

[.6.2., Maduracion acelerada de embutidos crudos madurados.

En el caso de los embutidos, hasta ¢l momento se han hecho escasisimos intentos de
acortar el perfodo madurativo de los mismos. Existen, en cambio, mdltiples intentos de
controlar todos aquellos factores tecnolégicos que influyen en €l embutido durante su
fabricacién para obtener productos intachables desde el punto de vista de la normalizacién del
producto final, como calidad de la carne, grado de picado, humedad relativa, temperatura y
ahumado (Weisenfels, 1992).

Respecto a la reduccién del periodo madurativo, la bibliografia hallada es poca y el
tinico sistema empleado ha sido la adicidn de diversas enzimas. Gossling (1990) emple6 un
complejo enzimdtico extraido de Lactobacillus plantarum en embutidos con 0,3% de glucosa
y los comparé con otros fabricados con un cultivo inciador tradicional (Pediococcus y
Micrococcus spp) con un 1% de lactosa y maltodextrina. Las dosis empleadas del complejo
enzimdtico oscilaron entre 0 y 0,4 g/kg carne, obteniéndose una maduracién ligeramente més
corta en estos lotes. Sin embargo, los lotes con cantidades més elevadas del complejo
presentaron un color y aroma menos satisfactorios. Finalmente, Gossling (1990) concluyé
que esta mezcla enzimdtica, usada a concentraciones comprendidas entre 0,15 y 0,25 g/kg con
0,3-0,5% de giucosa, da lugar a un acortamiento de la maduracién sin pérdida de calidad y
con mejora del aroma y color.

Por otra parte, N&s y col. (1991) han probado ¢l efecto de la adicién de lipasas y
proteinasas procedentes de cuatro especies de bacterias lacticas, una de ellas Lactobacillus
casei NCDO151, en las propiedades sensoriales del salami. En los lotes que contenfan lipasa
se detectaron difqrencias significativas, con olores anémalos, color mas claro y més amargor

y viscosidad con respecto al control. Estas diferencias no se apreciaron en los lotes con
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proteinasa. Cuando se compararon los embutidos que contenian la m4ds alta y 1a mds baja
concentracion de proteinasa, estos dltimos resultaron m4s blandos. Los autores lo atribuyen a
una mayor pérdida de agua del lote con elevada concentracién, debido a la reduccion de la
capacidad de retencién de agua ocasionada por la proteolisis. M4s recientemente Nas y col.
(1992) han continuado este estudio, utilizando en esta ocasién la misma proteinasa y la lipasa
procedente de Lactobacillus plantarum MF32. La dnica diferencia apreciada en los lotes que
contenian esta ultima fue un incremento en la concentracién de 4cidos grasos, especialmente
los insaturados.

El lote con proteinasa si que mostré diferencias respecto al control, especialmente al
principio de la maduracién. A lo largo de los 10 primeros dias se observé una clara diferencia
entre ambos lotes, tanto en la mayor palidez del producto como en una caida mds acusada del
pH (de 4,95 en el control a 4,5 en el lote con proteinasa), aunque al final del periodo
madurativo (42 dias) desaparecié esta diferencia. Sin embargo, este hecho no se reflejé en los
resultados obtenidos en el nitrégeno no proteico. Los autores atribuyen esta mayor caida del
pH a un incremento en la concentracién de oligopéptidos dcidos. Por otra parte, el
comportamiento de los compuestos nitrogenados solubles en agua del control después de 42

dias de maduracion fue similar al obtenido a los 2-3 dias en el lote con proteinasa.

1.7. OBJETIVOS PERSEGUIDOS EN EL PRESENTE TRABAJO.

La maduracién de un embutido es un proceso gradual y de larga duracién. El tiempo
de maduracién depende del embutido de que se trate aunque, en cualquier caso, no suele ser
inferior a tres semanas, pudiendo en algunos tipos ser superior incluso a 4 6 6 meses.
Obviamente, la reduccién del tiempo de maduracién seria siempre una circunstancia deseable;
supondria un mejor uso de los locales y equipos requeridos para la fabricacién de embutidos
y, en definitiva, una mayor competitividad en el mercado.

Segiin se ha descrito anteriormente (véase [.6.1), se han realizado numerosos intentos
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para acortar el perfodo de maduracién de los quesos mediante diversos procedimientos (Law,
1984a). Entre ¢llos, la adicién de enzimas ha sido el mds estudiado; se han utilizado para ello
lipasas, proteasas y B-galactosidasa. No obstante, el éxito ha sido sélo parcial, debido
fundamentalmente a la solubilidad en agua de dichas enzimas, lo que les permite escapar con
¢l suero en el momento de formar la cuajada. Por ello, la retencion de la enzima suele ser
escasa y su rendimiento bajo.

Cuando se plantedé la presente tesis doctoral, en 1989, no se habia realizado
investigacion alguna sobre la posibilidad de acortar el perfodo madurativo de los embutidos
mediante la adicidén de enzimas. No obstante, en el curso del desarrollo de la parte
experimental aparecieron tres publicaciones (Gossling, 1990; Nas y col., 1991; Neas y col.,
1992) sobre el tema. Las enzimas utilizadas y los resuitados més relevantes han quedado
recogidos en ¢l apartado anterior.

Por otra parte, la autora de la presente memoria no tiene conocimiento de que hasta el
momento se hayan ensayado enzimas procedentes de microorganismos no relacionados con
los tipicos de estos productos (bacterianos o fingicos) o de origen vegetal.

La inexistencia de trabajos al respecto y el hecho de que la proteolisis tiene una gran
influencia en las caracteristicas sensoriales del producto final, llevé a la autora a establecer la
hipétesis de que, en el caso de los embutidos, la adicién de proteasas podria ocasionar una
aceleracién del proceso madurativo o, por lo menos, un aumento del contenido en compuestos
sdpidos y aromdticos procedentes de la hidrélisis proteica, que podria mejorar las
caracterfsticas organolépticas del producto terminado.

Al contrario que en los quesos, en los embutidos no existe la posibilidad de pérdidas
de enzimas, dado que en la fabricacién de estos productos la totalidad de los ingredientes
afiadidos en la fase de formulacién se embuten conjuntamente y van a participar, de una u otra
forma, en las reacciones quimicas y bioquiticas que acaecen durante la maduracidn.

El objetivo final del presente trabajo era, pues, conocer si la adicién de proteasas

constitufa un método til potenciar el sabor y aroma de los embutidos y/o acortar el perfodo de
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maduracidn de los mismos.

Para el desarrollo del proyecto, era necesario seleccionar las enzimas que se iban a
utilizar. Como se expuso en el apartado 1.5.1, las endopeptidasas se clasifican en cuatro
grupos: proteinasas de serina, tiol proteinasas, proteinasas 4cidas y metaloproteinasas. Se
eligié una enzima representante de cada grupo, excepto las serin proteinasas, ya que las
enzimas de este grupo presentan su actividad dptima a pH alcalino, muy alejado del de estos
productos (en toro a 5,0). De entre todas las proteinasas pertenecientes a los tres grupos
restantes se eligieron las que a continuacion de relacionan [para su eleccién se tuvo presente la
experiencia derivada de las investigaciones realizadas en los quesos (véase [.6.1), excepto la
papaina, que se eligié por su uso en ¢l ablandamiento de carnes):

- Metaloproteinasas: pronasa E de Streptomyces griseus . Se ha observado que su
adicién a quesos conduce a un incremento en ¢l sabor y aroma junto con muy escaso amargor
en comparacién con otras proteasas (Law y Wigmore, 1982). Aunque no se ha empleado
nunca en la fabricacién de embutidos, si se ha utilizado el microorganismo que la produce, S.
griseus, como cultivo iniciador, (Eilberg y Liepe, 1977).

- Proteinasas 4cidas: aspartil proteinasa de Aspergillus oryzae. Esta enzima ha sido
utilizada también para intentar acortar 1a maduracién de los quesos (Law, 1984a).

- Tiol proteinasas: papaina procedente de Carica papaya. Se ha utilizado
frecuentemente como ablandador de carnes y también en 1a eliminacién de la turbidez en la

industria cervecera.

El objetivo global era, como se ha dicho anteriormente, intentar acortar el periodo
madurativo de los embutidos o, alternativamente, potenciar el sabor y aroma del producto
final, lo que incluia otros objetivos parciales:

1. Conocer ¢l grado de degradacién proteica que ocasionaban las enzimas elegidas.

2. Comprobar ¢l efecto de las proteasas en los factores que determinan la calidad

organoléptica de los embutidos (textura y sabor, fundamentalmente).
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3. Determinacién, al menos de forma aproximada, de la concentracién més adecuada

de enzima para conseguir los efectos deseados.

La autora de esta Tesis, al proyectar su realizacién, era consciente de que, desde un
punto de vista aplicativo, los resultados podrian tener un valor limitado, ya que era el primer
intento de esta naturaleza que se realizaba y, por tanto, cabia la posibilidad, por una parte, de
que las enzimas no fueran autorizadas para su uso industrial y, por otra, que los resultados no
fueran todo lo satisfactorios que se esperaba, o también que la eleccién de las enzimas no
hubiera sido la adecuada. No obstante, se acometio el desarrollo del proyecto con la
seguridad, al menos, de que los resultados serian el punto de partida para la realizacién de

estudios posteriores por la misma autora o por otros investigadores.
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Materiales y métodos

I1.1. MATERIAL.

El agua destilada utilizada para realizar las extracciones y para preparar disoluciones
acuosas se obtuvo por destilacién en un aparato "Pobel” modelo 706.

Las pesadas de precisién se realizaron en una balanza analitica "Sartorius” mod. 2443
y las ordinarias en balanzas electrénicas "AND" mod. FX 320 y mod. EK 1200A.

Los pHmetros utilizados fueron "Crison" mod. 2001 y "Radiometer” mod. 28.

L.a homogeneizacién de las muestras para andlisis quimicos se realizé en un
homogeneizador "Polytron” mod. 15/30 PT dotado de un vistago mod. PTA 20 TS. Cuando
se homogeneizaron muestras para andlisis microbiolégicos se empleé un triturador
"Colworth" mod. Stomacher 400 y bolsas estériles "Sterilin".

La esterilizacién de los medios de cultivo se lievé a cabo en un autoclave "Selecta”
mod S-477 a 121°C durante 20 minutos.

Las placas para los recuentos microbianos se incubaron en estufas "Heraeus" mod.
B-6200.

Las centrifugaciones se realizaron en una centrifuga refrigerada "Sorvall” mod.
RC-5B, equipada con un rotor mod. GSA.

El hielo triturado necesario para el bafic empleado en el enfriamiento de los
disolventes para HPLC y para la homogeneizacién de las muestras se obtuvo en una maquina
"Scotsman” mod. AF-10.

La conservacién de las muestras en congelacién (-24°C) se realizé en arcones
"Liebherr” y las mantenidas bajo refrigeracién en frigorificos "Fagor" y "Philco".

Las pipetas y micropipetas automdticas utilizadas fueron "Brand" mod. D6980 y
"High Tech” mod. V-2000, V-200 y V-20, que dispensan volimenes de Smi, 200-1000pl,
20-200ul y 2-20ul, respectivamente.

El material de vidrio empleado en las experiencias fue de tipo "Pyrex”.
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I1.2. PRODUCTOS.

I1.2.1. Reactivos.

Todos los productos quimicos untilizados en las experiencias que se describen en esta
memoria fueron calidad reactivo, suministrados por las siguientes firmas: "Merck”, "Sigma”
y "Panreac”.

Los medios de cultivo utilizados en las experiencias microbiolégicas procedfan de la

firma "Oxoid" y los componentes minerales fueron suministrados por "Panreac”.
I1.2.2. Disolventes y purificacién de los mismos.

Los disolventes utilizados en las extracciones y andlisis de muestras por HPLC fueron
éter etflico ("Probus", "Panreac"”), cloroformo ("Panreac"), butanol ("Merck”), hexano
("Merck"), acetonitrilo ("Carlo Erba"), tetrahidrofurano ("Baker") y metanol ("Carlo Erba").
Aquellos utilizados como disolventes en la cromatografia liquida (acetonitrilo,
tetrahidrofurano y metanol) eran de calidad HPLC.

El cloroformo se purificd en el laboratorio por destilacién fraccionada con una
columna de rectificacion de Vigreux, eliminando las fracciones de "cabeza" y "cola”.

El éter etilico se liberd de peréxidos antes de su uso, destildndolo sobre polvo de

hierro reducido.
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IL.3. METODOLOGIA.
I1.3.1. Determinacién de la actividad de las proteasas.

Las enzimas empleadas en las experiencias que se describen en el presente trabajo
fueron las siguientes:

- Proteasa purificada tipo X1V de Streptomyces griseus (Pronasa E).

- Proteinasa cruda tipo II de Aspergillus oryzae (Aspartil proteinasa dcida).

- Papaina cruda tipo Il de Carica papaya, purificada del litex de papaya.

Todas ellas fueron suministradas por la firma "Sigma".

La determinacion de la actividad de las enzimas comerciales empleadas se realizé a
partir de una solucidn inicial de dichas enzimas con una concentracién de 0,2 mg/ml en
tamp6n TRIS-HC, pH 6.5, con la que se realizaron diluciones decimales.

El sustrato empleado fue una solucién de azocaseina (Sigma) al 0,8% en tamp6n
TRIS-HC1 0,2 M, pH 6,5. La reaccién se realizé mezclando un volumen (1 ml) de cada
dilucién de las tres enzimas y otro del sustrato. Seguidamente se incubaron a 37°C durante
10, 20, 30, 60, 90 y 120 minutos. Asimismo, sé preparé un blanco al que se le afiadié
tamp6n en lugar de la enzima. Transcurrido el tiempo correspondiente, la reaccién se detuvo
aiadiendo a cada tubo 1 ml! de una disolucién de 4dcido tricloroacético al 6%. A continuacién,
la mezcla se filtrd a través de papel Whatman n? 42. Finalmente se midi6 la absorbancia del
filtrado a 440 nm.

Se definié como unidad de actividad enzimética a la cantidad de enzima que produce
un aurnento de 1 unidad de absorbancia a 440 nm en 1 hora a 37°C utilizando como sustrato

azocaseina (0,8 %) en tampén TRIS-HCI 0,2M, pH 6,5.
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I1.3.1.1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA PRONASA E EN DIFERENTES
CONDICIONES.

Para la prueba de actividad con distintos valores de pH se prepararon varias
soluciones de concentracién 4 pug/ml de pronasa E en tampén TRIS-HCl a pH 5.0, 5.5, 5.8
6,0, todos ellos cercanos a los alcanzados por los embutidos con pronasa E. El sustrato
empleado fue una solucién de azocaseina (Sigma) al 0,8% en tampén TRI-HC1 0,2M con los
mismos valores de pH que los de las soluciones de proteinasa. La reaccidn se realizo
mezclando 1 volumen (1ml) de cada solucidn de pronasa E con otro de la soluicdn de sustrato
con ¢l pH correspondiente. Seguidamente se incubaron a 25°C durante 60 minutos,
preparando ademds un blanco al que se le afiadié tampén en lugar de la enzima. Transcurrido
el tiempo, la reaccién se detuvo afiadiendo a cada tubo 1 ml de una disolucién de 4cido
tricloroacético al 6%. Después la mezcla se ﬁltré a través de papel Whatman n? 42 y se midié
la absorbancia del filtrado a 440 nm.

La prueba de la actividad de 1a pronasa E a distintas temperaturas se efectud de igual
forma pero utilizando soluciones de enzima y sustrato a pH 5,0 y 7,0, e incubédndolas a 5,

10, 15 y 25°C durante 60 minutos.

I1.3.2. Preparacién de las muestras.

11.3.2.1. FABRICACION DE LOS EMBUTIDOS.

La fabricacién de los embutidos se realizd en una planta piloto localizada en una
industria local. Se parti6 en todos los casos de una porcién de la masa preparada por dicha
industria y empleada en la elaboracién de productos comerciales. Para ello, se separé de la
cadena de produccién la cantidad necesaria de dicha pasta. Su composicién (% p/p) es la que

a continuacién se ofrece:
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Carne magra de cerdo 56
Carne magra de vaca 12
Tocino 25
Dextrosa 0,8
Lactosa 1,0
Dextrina 1.8

Sal 2,5
Glutamato sédico y/o potdsico 0,25
Nitrato sédico y/o potésico 0,0085
Nitrito sédico y/o potdsico 0,0065
Pimienta negra molida 0,14
Ascorbato 0,046

Tanto la carne de cerdo y vacuno como el tocino procedian de producto previamente
congelado. Posteriormente se picaron por separado a temperatura de refrigeracién, hasta
obtener un tamafio de particula de 5 mm aproximadamente. A continuacién se afiadio el resto
de ingredientes a la carne picada y todo e:llo se mezclé después con el tocino en una
amasadora. La pasta as{ obtenida permanecié 48 horas en refrigeracion. Previamente a su
embuticidn, se afiadieron las cantidades programadas de cada una de las proteasas objeto de
estudio. Después se amasd en una mezcladora para conseguir un repario homogéneo.

Se realizaron 4 experiencias:

Se afiadieron a los embutidos dos concentraciones de pronasa E de Strepromyces
griseus : 600 unidades enzimdticas/kg salchichén (la unidad ha quedado definida en I1.3.1) y
6000 unidades/kg salchichén. Al lote control no se le afiadié enzima.

Se prepararon embutidos con dos dosis distintas de aspartil proteinasa de Aspergillus
oryzae. Se elaboraron tres lotes: el control, otro con 800 unidades enziméticas/kg salchichdén
y el tercero con 4500 unidades/kg salchichén.

Se afiadieron a los embutidos dos concentraciones diferentes de papaina, procedente de
Carica papaya: 800 unidades/kg salchichén y 4500 unidades/kg salchichdn. Igualmente se

prepard un lote control sin enzima.
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Se afiadié a la masa antes de embutir la concentracién de cada una de las proteinasas
anteriores que, de acuerdo con los resultados, se consideré mds adecuada. Estas fueron 300
unidades/kg salchichén de pronasa E, 100 unidades/kg salchichén de aspartil proteinasa y

500 unidades/kg salchichén de papaina. El lote control no contenia enzima.

Previamente a su adicién a la masa, las proteinasas se disolvieron en 100-200 ml de
agua destilada a fin de conseguir un reparto mds homogéneo, a excepcién de la papaina, que
se disolvié en un volumen igual de tampén fosfato 0,1M y pH 6,6. A todos los lotes
controles se les afiadié un volumen igual de agua destilada para que su contenido inicial de
humedad fuera lo mds parecido posible.

Seguidamente, la masa de cada uno de los lotes se embutié en tripa artificial de
coldgeno, obteniéndose piezas de 40 mm de didmetro y 15 cm de longitud, con un peso
aproximado de 200g, obteniéndose un peso total por lote de alrededor de 5 kg.
Inmediatamente se transportaron a una cdmara climética "Kowell” mod. CC31 equipada con
un registrador "Sekonic" mod. SD-H50 a temperatura, humedad y velocidad de aire

controladas, en la cual se realizé el proceso de maduracién.,

11.3.2.2. CONDICIONES DE MADURACION DE LOS EMBUTIDOS.

Las fases de fermentacién y maduracién se llevaron a cabo en la cdmara antes
mencionada, bajo condiciones de temperatura, humedad y velocidad de aire controladas.
Inicialmente, la temperatura se mantuvo a 22°C durante 24 horas y la humedad relativa al
90% durante 12 horas. Transcurrido este periodo, la temperatura y la humedad relativa se
redujeron gradualmente hasta alcanzar, al cuarto dfa de maduracidén, 12°C y 75%,
respectivamente. Estos valores se mantuvieron constantes hasta el final del proceso. La

velocidad de aire se mantuvo a 1m/s durante todo el periodo de maduracién.

75



Materiales y métodos
11.3.3. Toma de muestras.

Las muestras necesarias para las determinaciones fisicoquimicas y microbiolégicas se
obtuvieron periédicamente durante la maduracién, y consistieron en un salchich6n de cada
lote (alrededor de 200g).

Para cada determinacién se recogieron muestras de distintos puntos de los salchichones
(centro, zona superficial y extremos de cada pieza) a fin de que fueran lo mds representativas
posible. Después de tomar la porcidn correspondiente para los andlisis microbioldgicos se
conservaron, al igual que los extractos obtenidos a partir de ellas, a temperatura de

congelacion (-24°C) para su posterior andlisis.

I1.3.4. Determinaciones fisicas y fisicoquimicas.

I1.3.4.1. DETERMINACION DEL EXTRACTO SECO.
Se pesaron con exactitud aproximadamente 3g de muestra en cdpsulas de porcelana,
introduciéndolas en una estufa "Heraeus" mod. T-6200 a 110°C hasta peso constante. Las

determinaciones se efectuaron por triplicado.

I1.3.4.2, DETERMINACION DE CENIZAS.
Se determinaron por triplicado, a partir de muestras (pesadas con exactitud) de 3g
aproximadamente en un horno mufla "Heraeus" mod. MR 170 a 500°C durante 24 horas.

Posteriormente se pesaron las cenizas residuales.
11.3.4.3. DETERMINACION DEL PH.

Se efectuaron diversas medidas por muestra introduciendo el electrodo en distintos

puntos del embutido.
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I1.3.4.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE AGUA.

Se llevé a cabo en un higrémetro de punto de rocio "Decagon” mod. CX-1 (Decagon

Devices Inc. Pullman, Washington. U.S.A.), a 24°C. Antes de la medida de la a,,, las

muestras, introducidas en las cdpsulas suministradas con el aparato, se dejaron reposar en

una cdmara a 24°C durante 15-20 minutos para que alcanzaran dicha temperatura.

I1.3.5. Seguimiento de la proteolisis: determinacion de distintas

fracciones nitrogenadas.

11.3.5.1. DETERMINACION DEL NITROGENO TOTAL.

El contenido de nitrégeno total de las muestras se determiné mediante el método de
Kjeldahl. Los tubos de digestién con aproximadamente 1,5g de muestra, 20 ml de 4dcido
sulfiirico concentrado, unas perlas de vidrio y un catalizador compuesto de sulfato potésico y
sulfato de cobre (Kijeltabs CK, Thompson & Capper Ltd., England) se calentaron en un
digestor "Biichi" mod. 425 durante el tiempo necesario para que la digestién fuera completa
(1,5-2 horas). Una vez digerida la muestra se diluyé con agua destilada y se llevé a una
unidad de destilacién "Biichi” mod. 315. El amoniaco destilado se recogié en una solucién de
dcido bdrico al 4%. Se utiliz6 como indicador una disolucién al 0,2% de rojo de metilo y
0,1% de azul de metileno en alcohol etilico (96% v/v). Este indicador vira de violeta a verde a
pH 5,4. A continuacién se valord con una solucién de dcido clorhidrico 0,5 N.

El porcentaje de nitrégeno se calculé mediante la férmula:

% nitrogeno =V x N x 14,007 x 100 / mg muestra
donde

V = volumen {ml) de HCI empleado ¢n la valoracién

N = normalidad de la disolucién de HCI.

Los resultados finales se expresaron en téminos de porcentaje de extracto seco.
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I1.3.5.2. PREPARACION DE LAS MUESTRAS UTILIZADAS EN LA DETERMINACION DEL
NITROGENG SOLUBLE EN AGUA, NO PROTEICQ, SOLUBLE EN ACIDO FOSFOTUNGSTICO AL
5%, SOLUBLE EN ACIDO SULFOSALICILICO AL 5% Y BASICO VOLATIL TOTAL.

Las muestras de salchichén, de 40g de peso las del primer dfa de maduracién (masa sin
embutir) y de 30g las de los dias siguientes, se homogeneizaron en agua destilada hasta
conseguir un volumen final de 350 ml durante el tiempo necesario para obtener una
consistencia semiliquida. Seguidamente, se centrifugaron a 6500 x g a 4°C durante 6
minutos. El liquido sobrenadante se filtr$ a través de papel Whatman n? 4. El sedimento se
sometié a una reextraccion con 100 ml de z;gua en las mismas condiciones. Este segundo
sobrenadante se filtrd y se unié al primero, registrando el volumen final. Después se

conservé en congelacién para su posterior andlisis.

11.3.5.3. DETERMINACION DEL NITROGENO SOLUBLE EN AGUA (NSA).

Una parte alicuota (25ml) del extracto obtenido segiin se ha detallado en 11.3.5.2. se
evapord a sequedad en una estufa a 110°C de temperatura. Sobre la muestra desecada se
determiné el porcentaje de nitrégeno por el método Kjeldahl, como se describe en I1.3.5.1.
Las determinaciones se efectuaron siempre por triplicado y el resultado final se expresé en

gramos de nitrégeno por 100 g de extracto seco.

11.3.5.4, DETERMINACION DEL NITROGENO NO PROTEICO (NNP),

A 50 ml del extracto obtenido segiin se ha descrito en 11.3.5.2, se afiadi6 un volumen
igual de una solucién de dcido tricloroacético al 25%. Se dejé en reposo 30 minutos a 4°C'y
después se filtr6 a través de papel Whatman n® 2. El filtrado se sometié a desecacion a 110°C

durante 12-15 horas. Posteriormente, se determind el contenido en nitrégeno por el método
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Kjeldahl, segin se ha descrito en [1.3.5.1. El resultado final se expresé en gramos de

nitrégeno por 100g de exwracto seco.

I1.3.5.5. DETERMINACION DEL NITROGENO SOLUBLE EN ACIDO FOSFOTUNGSTICO AL
5% (NSF).

A partir del filtrado obtenido segiin se ha apuntado en I1.3.5.2, se tomd una parte
alicuota de 50 m! a la que se afadié otro volumen igual de una solucién de icido
fosfotingstico al 10% para precipitar las proteinas y los péptidos de peso molecular superior
a 600 D. Se dejo reposar la mezcla durante 30 minutos a 4°C y después se filtré a través de
papel Whatman n? 2, El filtrado obtenido se evaporé a 110°C durante 12-15 horas. El
nitrégeno se determind por el método Kjeldahl, como se ha descrito en I1.3.5.1. Los

resultados se expresaron en gramos de nitrégeno por 100g de extracto seco.

11.3.5.6. DETERMINACION DEL NITRGGENQO SCLUBLE EN ACIDO SULFOSALICILICO AL
5% (NSS).

La cuantificacion del nitrdgeno soluble en 4cido sulfosalicilico al 5% se realizé
utilizando el reactivo de ninhidrina, que se prepard mezclando partes iguales de ninhidrina al
4% en etilén glicol monometiléter y de cloruro estannoso al (,16% en tampén citrato 0,2M a
pH 5.

Las muestras empleadas fueron partes alicuotas del extracto obtenido segin se ha
descrito en 11.3.5.2. A un volumen de dicho sobrenadante se aitadié otro volumen igual de
una solucién de 4cido suifosalicilico al 10% para precipitar las proteinas, péptidos e incluso
diaminodcidos, permaneciendo solubles los aminodcidos libres (Reiter y col., 1969). La
mezcla se dejé reposar 17 horas a 0-1°C. Posteriormente se filtr6 a través de papel Whatman
n? 2 y su pH se ajusté a 5 con NaOH. Después se realizaron diluciones de las muestras en
matraces aforados de 25 y 50 ml de capacidad, dependiendo de la concentracién de nitrégeno

soluble en 4cido sulfosalicilico al 5% esperada. A 1 volumen de cada muestra asi preparada

79



Materiales y métodos

se anadieron 3 volimenes del reactivo de ninhidrina. Después de agitados, los tubos se
introdujeron en un bafio de agua hirviendo durante 30 minutos. A continuacién se enfriaron
al chorro de agua y se anadieron 8 ml de alcohol n-propilico al 50%. Se agitaron los tubos
enérgicamente, se dejaron reposar 10 minutos a temperatura ambiente y se leyd su
absorbancia en un espectrofotémetro "Kontron" mod. Uvikon 820 o "Hitachi" mod U-2000
a 570 nm. La lectura obtenida se interpol$ en una curva pétrén (figura IL.1), hecha con
diferentes concentraciones de glicina y confeccionada cada vez que se preparé el reactivo,
calculdndose después la cantidad de NSS en mg Gly/100g de extracto seco. Para facilitar la
comparacién con otras fracciones nitrogenadas, los resultados finales se expresaron en
mgN/100g de extracto seco. El peso molecular de la glicina es de 75,1, del que 14,007
corresponde al dnico 4tomo de nitrégeno que posee dicho amino4cido. Por tanto, el 18,65%
de la molécula corresponde al nitrégeno. El cdlculo se realizé aplicando la siguiente férmula:
NSS (mgN/100g E.S.) = C x P /100
donde,
C : cantidad de NSS expresada en mg de glicina en 100g de extracto seco.

P: porcentajé de la molécula de glicina correspondiente al nitrégeno.
20r
1.5
1.0

0.5

Absorbancia (570nm)

0,0 M 1 " 1 A 1 A 1 A 1 P |

0 10 20 30 40 50 60
Glicina (mg/l)

Figura II.1. Grifica patrén para la determinacién de! nitrégeno soluble en 4cido sulfosalicilico
al 5% mediante el reactivo de ninhidrina.
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11.3.5.7. DETERMINACION DEL NITROGENO BASICO VOLATIL TOTAL (NBVT),

La determinacién se realizé segun la técnica descrita por Pearson (1973).

Para preparar el reactivo del dcido bérico de Conway se mezclé un volumen (100 ml)
de una disolucién al 5% de 4cido bérico en alcobol etilico del 95% con 3,5 volitmenes de agua
destilada. Cuando el dcido se hubo disuelto, se afiadieron 5 ml de un indicador compuesto por
una solucion alcohdlica (p/v) de rojo de metilo al 0,066% vy verde de bromocresol al 0,033%.
Después se aitadié NaOH hasta obtener un color rojizo ténue y alcohol etilico (96%, v/v) hasta
alcanzar 5 volimenes.

Para determinar ¢l nitrégeno bésico volatil total se colocaron 2 ml del reactivo de 4cido
bérico en el compartimento central de una unidad de microdifusién de Conway y se deposité 1
ml del sobrenadante obtenido segtin se ha descrito en 11.3.3.2 en ¢l compartimento exterior.
Después, el lado esmerilado de ia tapa de la unidad se cubrié con grasa para esmerilados y se

coloc6 sobre la placa dejando una pequefia abertura en ei compartimento exterior. A través de

este hueco se afiadié 1 ml de una solucién saturada de K,CO3 y se deslizé la tapa hasta
conseguir un cierre hermético. La unidad se dej6 reposar una noche a temperatura
ambiente. Al dia siguiente se titulé el nitr6geno béasico volatil fijado por el reactivo del 4cido
bérico con una solucién de 4cido sulfiirico 0,0143N.

El célculo de la cantidad de nitrogeno bésico se realizé teniendo en cuenta que 1 mi de
0,0143N de 4cido sulfiirico gastado en la titulacidn equivale a 0,2 mg de nitrégeno.

El resultado se expresé como mg de nitrégenoc en 100g de extracto seco. Todas las

determinaciones se hicieron por triplicado.
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11.3.5.8. DETERMINACION DE AMINOACIDOS LIBRES.

I1.3.5.8.1. Preparacién de las muestras.

En todas las experiencias se parti6 de 10g de saichichén. La muestra, junto con 50 ml
de agua destilada y 0,5 ml de una disolucién en HCI 0,2N de norleucina de concentracion
10mg/ml (estindar interno), se trituré en un homogeneizador "Polytron™ hasta que adquirié
una consistencia semiliquida. Se midié el volumen alcanzado y se centrifugé a 6500 x g
durante 6 minutos a 4°C. El liquido sobrenadante se filtré a través de papel Whatman n® 2.

Una parte alicuota (10 ml) del sobrenadante se precipité con 10 ml de una solucion de
4cido sulfosalicilico al 10% y se dejé en reposo durante 17 horas a 4°C. De esta manera se
consiguid la precipitacién de la mayoria de los compuestos nitrogenados, permaneciendo los
amino4cidos libres en disolucién. El sobrenada;lte se filtr a través de papel Whatman n®2 y se
tomaron 10 mi. Después se ajusté el pH a 7 con NaOH, teniendo siempre en cuenta el

volumen afiadido para la realizacién de los cdlculos.

I1.3.5.8.2. Preparacién de la solucién patrén de aminodcidos.

Las soluciones patrén se prepararon a partir de productos "Sigma".

Se utilizaron aquellos aminodcidos que estdn presentes naturalmente en la carne, es
decir, las formas L de dcido aspértico, dcido glutdmico, hidroxiprolina, asparagina, serina,
glicina, glutamina, histidina, treonina, alanina, prolina, arginina, cisteina, tirosina, valina,
metionina, isoleucina, leucina, fenilalanina, triptéfano y lisina, mds el aminodcido utilizado
como estdndar interno (norleucina). La solucién patrén se preparé disolviendo la cantidad
adecuada de cada uno de ellos en una solucién de HC! 0,2 N para obtener una concentracion
final de 1 mg/ml.

La solucién patrén de L-norleucina (estdndar interno) se preparé de igual forma, pero

la concentracién final fue de 10 mg/ml.
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I1.3.5.8.3. Derivacidn de los aminodcidos,

La obtencién de los derivados de los aminodcidos se realizé siguiendo el método
descrito por Yang y Sepiilveda (1985) con algunas modificaciones.

La solucién de marcado se preparé, inmediatamente antes de su uso, con alcohol
etilico absoluto, trietilamina y fenilisotiocianato en proporcién 7:2:1. La derivacién de los
aminodcidos se realizé de la signiente forma: se mezclaron 200 pl de la solucién de marcado
con 20ul de la muestra preparada como se ha descrito en [1.3.5.8.1. De igual forma se derivé
la disolucién patrén todos los dfas en que se realizé la cromatografia.

La mezcla se agit y se dejé reposar durante 10 minutos y después se evaporé hasta
sequedad en corriente de nitrégeno en un bafio de agua a 52°C durante 20-30 minutos (Beaver
y col., 1987). Més tarde se procedi6 a la resuspensién de los derivados en 500ul de tampdén
fosfato 0,5 M, pH 7.4 con 5% de acetonitrilo p'ara el patrén y en 200 pl para las muestras.

Antes de su inyeccion en el cromatdgrafo, tanto las muestras como los patrones, se
filtraron a través de filtros "Millipore” de 0,45um de tamafio de poro y se conservaron en

refrigeracién hasta su uso. Finalmente, se inyectaron 20 pl en el cromatégrafo.

I1.3.5.8.4. Cromatograffa de los aminodcidos.

Los amino4cidos se analizaron por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)
en un cromatdgrafo "Beckman” mod. 3390 provisto de un programador mod. 420, dos
bombas mod. 110 y un detector de luz ultravioleta mod. 160. El cromatdgrafo estaba
conectado a un registrador-integrador "Hewlett-Packard” mod. 3394. Se emplearon columnas
metilicas rellenas de Pellicular ODS-2 sobre Spherisorb sumistradas por la firma "Symta" y
columnas rellenas de Supelcosil LC-18, de "Supelco"”. Ambos tipos de columna tenian un
tamafio de particula de Spum y unas dimesiones de 4,6x250 mm. La columna se termostaté
incluyéndola en un dispositivo de vidrio disefiado por la autora a tal fin. El dispositivo contenia
en ambos extremos sendos conductos para la circulacidn de agua impulsada por un bafio

termostado.
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I1.3.5.8.5. Disoluciones empleadas en el andlisis de los aminodcidos libres,
Disolvente A: Acetato sédico 0,03 M, pH 6,8, con 0,05% de trietilamina (v/v).

Disolvente B: Acetonitrilo y agua (90/10) (v/v).

El agua destilada necesaria para preparar las disoluciones se obtuvo en un sistema de
purificacién de agua "Milli-Q" de Miilipore.

Los rectivos utilizados fueron calidad HPLC y se desgasificaron antes de su
utilizactén por ultrasonicacion en un aparato "Bransonic” mod. 42, efectuando vacio mediante
una bomba "Eyela" mod. A-36.

Las disoluciones de sustancias inorgdnicas se filtraron a través de filtros "Millipore”
HA y 0,45um de didmetro de poro y las or_génicas a través de filtros "Millipore" FH y
0,50um.

11.3.5.8.6. Condiciopes cromatogrdficas.

La fase mévil estaba formada por una mezcla del disolvente A y el disolvente B (su
composicion puede verse en 11.3.5.8.5).

La elucién comenz6 con un flujo de la fase mévil de 1ml/min y ¢l gradiente de elucidn
se inicié con un porcentaje de la solucién B del 4%, alcanzando a los 32 minutos el 38,5%.
Después se fue incrementando hasta el 99% y 1,5ml/min de flujo en 5 minutos, manteniéndose
estas condiciones durante otros 15 minutos. Desde los 52 a los 57 minutos ¢l flujo se redujo a
Iml/min y el porcentaje de la solucién B descendi6 a un 4%. Estas condiciones permenecieron
constantes hasta los 67 minutos, restableciéndose asi las condiciones iniciales de la
cromatografia. La separacion se efectud a una temperatura constante de 35°C,

La deteccidn se realizd con un detector ultravioleta a una longitud de onda de 254 nm.

11.3.5.8.7. Identificacion v cuantificacion de los aminodcidos,

La identificacién de los aminodcidos se realizé basdndose en los tiempos de retencidn
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de los aminodcidos analizados. Estos tiempos se compararon con los obtenidos con los
aminodcidos patrones cromatografiados en iguales condiciones.

La cuantificacién se realizé baséndose en que la concentraci6én de cada uno de los
aminodcidos separados y detectados a partir de la muestra es proporcional al 4rea comprendida
dentro del pico correspondiente obtenido en el cromnatograma.

Se calculd un factor de respuesta para cada aminodcido en los patrones empleados en
la calibracion de la siguiente forma:

FR = Api /Apa
donde,

FR = factor de respuesta para el amino4cido correspondiente.

Api = area correspondiente al estdndar interno (L-norleucina) en el cromatograma de
la disolucién patrén. .

Apa = area correspondiente al aminoécido en el cromarograma de la disolucién patrén.

La concentracién de cada amino4cido en la muestra analizada se determiné aplicando
la siguiente expresion:

Aminodcido (ug/g) = Fr x Ama x Cpi x 1000/ Ampi x M
donde,

Fr = Factor de respuesta para cada aminodcido

Ama = Area de cada aminoécido en la muestra

Cpt = Concentracion del estdndar interno en la muestra (Uug)

Ampi = Area del estdndar interno en la muestra

M = pg de muestra de embutido en el volumen inyectado

Los resultados se expresaron finalmente en mg de aminodcido por 100 gramos de

extracto seco.
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I1.3.5.9. DETERMINACION DE AMINAS.

I1.3.5.9.1. Extraccidn de Jas aminas.

La extraccién de las aminas se realizd segin la técnica descrita por Spinelli y col.
(1974).

En todas las experiencias se parti6 de muestras de 10g de embutido. La
desproteinizacion se realizé homogeneizando la muestra con 40 ml de dcido perclérico 0,6 N.
Al mismo tiempo se afiadié 1 ml de 1.6 hexanodiamina como estdndar interno. Una vez
conseguida una consistencia semiliquida, el homogeneizado se centrifugé a 6500 x g durante 6
min. a 4°C. El liquido sobrenadante se filtr6 a través de papel Whatman n® 54 y el sedimento se
volvid a extraer con agua destilada. Finalmente, ] agua procedente de la segunda extraccion se
mezcl6 con el filtrado obtenido del liquido sol;renadante y se adiciond KOH 6 N a la mezcla
resultante hasta obtener un pH de 6,0.

Las sales inorgénicas de perclorato se precipitaron después por enfriamiento en un
baiio de hielo picado durante 20 minutos. A continuacién se filtré el liquido sobrenadante, el
precipitado se lavé con agua destilada y se mantuvo durante 15 min. en un baifio de hielo
picado. El liquido de lavado del precipitado se filtré y el filtrado resultante se mezcld con el
liquido sobrenadante obtenido anteriormente. La mezcla obtenida se saturé con NaCl a
temperatura ambiente y su pH se ajusté a 13 con NaOH 10 N; a continuacién, se le
adicionaron 60 ml de una mezcla de cloroformo/n-butanol (1/1) (v/v) (Farm y Green, 1965).
La mezcla final se agit6 vigorosamente en un embudo de decantacién, retirindose la fase
orgdnica. Posteriormente, los restos de la mezcla saturada con NaCl se lavaron con 60 ml
adicionales de la mezcla de cloroformo/n-butano! (1/1) (v/v) y el extracto obtenido se mezcld
con la fase acuosa resultante, procedente de la decantacién anterior. La mezcla se agitd
vigorosamente en un embudo de decantacién, desprecidndose la fase acuosa.

Las fases orgdnicas obtenidas en las dos decantaciones se mezclaron y depdsitaron en

un matraz que contenia 15 ml de HC1 0,2 N, A continuacién, la mezcla se vertié en un embudo
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de decantacion y se le afiadieron 100 ml de hexano. Tras agitar vigorosamente, la fase acuosa
(inferior) se pas6 a un matraz de rotavapor y la fase orgdnica se lavé con 15 ml mds de HCI
0,2 N. Tras agitar la mezcla, la fase acuosa se deposité en el matraz que contenia la primera
fraccion acuosa y se procedié a su evaporacién a sequedad en un rotavapor "Biichi” mod. EL,
acoplado a un bafio termostatado y conectado a un sistema de vacio proporcionado por una

bomba similar a la utilizada en la desgasificacién (ver apartado 11.3.5.8.5).

El concentrado resultante se disolvié en 5 ml de una disolucién saturada de NaHCO;.

Tras agitar la disolucién, se procedié a la derivacion del extracto aminico.

I1.3.5.9.2. Preparacién de los derivados dansilo.

Del matraz que contenia los extractos de aminas se pipetearon 250 pl y se vertieron
sobre 5 ml de una solucién de cloruro de dansilo en acetona (5 mg/ml, p/v). La mezcla se
mantuvo a temperatura ambiente durante toda la noche.

Los patrones se derivaron aiadiendo 25 ! de la disolucién que contenia las aminas a

5 ml de cloruro de dansilo en acetona (5 mg/ml, p/v).

11.3.5.9.3. Extraccidn de las aminas dansiladas,

Una vez obtenidos los derivados dansilo, se disolvieron en 15 ml de agua y se
extrajeron dos veces con otro volumen igual de éter dietilico. La fase etérea se evapord a
sequedad mediante corriente de nitrégeno en un bafio termostatado a 50°C. El extracto se

disolvi6 en Smi de acetonitrilo y se inyectaron 20 pl de esta solucién en el cromatdgrafo.

11.3.5.9.4. Cromatograffa de las aminas.

Las aminas se analizaron por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) en el

aparato Beckman y en las columnas cromatogréficas especificados en el apartado 11.3.5.8 4.
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I1.3.5.9.5. Disoluciongs empleadas e el andlisis de las aminas.
Disolvente A: Acetato sédico 0,01 M, pH 4,2 y tewrahidrofurano (95/5) (v/v).

Disolvente B: Acetonitiilo y tetrahidrofurano (90/10) (v/v).

Los productos utilizados fueron calidad HPLC y se desgasificaron por ultrasonicacién
a vacfo (ver 11.3.5.8.5). Las disoluciones de sustancias inorgénicas se filtraron a través de
filtros "Millipore” HA y de 0,45 nm de didmetro de poro y las orgdnicas en filtros "Millipore”
FH y de 0,5 um.

11.3.5.9.6. Condiciones cromatogrificas,

Se obtuvo una buena resolucién cromatogréfica eluyendo las muestras con una fase
mévil formada por una mezcla de las disoluciones A y B cuya composicién se cita en
11.3.5.9.5. La elucién se realizé a flujo constante de la fase mévil (1,5 ml/min) con un
gradiente de elucién que comenzd con un porcentaje de la solucién B del 50%, aumentd
gradualmente hasta alcanzar el 90% a los 25 minutos y se mantuvo asi hasta el minuto 27.
Desde los 27 a los 32 minutos, el porcentaje de la disolucién B bajé a un 50%, permaneciendo
asi hasta los 38 minutos para reestablecer las condiciones iniciales de la cromatografia.

La separaci6n se efectué a una temperatura constante de 35°C, que se consiguié
introduciendo la columna en una camisa de vidrio construida con tal fin y conectada a un bafio
termostatado.

La deteccidn se realizé con un detector ultravioleta a una longitud de onda de 254 nm.

11.3.5.9.7.

Las soluciones patrén se prepararon a partir de productos "Sigma”.

Se utilizaron las siguientes aminas patrones: triptamina, putrescina, cadaverina,
tiramina, espermina, espermidina, feniletilamina e histamina, y, como estdndar interno, 1,6
hexanodiamina.

Tanto las disoluciones patrén como la del estdndar interno se prepararon disolviendo
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la cantidad adecuada de cada amina en una disolucién de HCl 0,1 N para obtener una

concentracidn final de 10 mg/ml.

11.3.5.9.8. Identificacion de las aminas.

La identificacién de las aminas se Hevé a cabo basdndose en los tiempos de retencién
de las aminas analizadas. Estos tiempos se compararon con los de las aminas patrones

cromatografiadas en las mismas condiciones.

11.3.5.9.9. Quantificacién de las aminas identificadas,

La determinacidn cuantitativa se basa en el principio de que los pesos de cada uno de
los componentes separados en la mezcla son proporcionales a las dreas comprendidas dentro
de los picos cotrespondientes del registro gré.ﬁéo.

Los factores de correccién de la mezcla de calibracién de las aminas utilizadas se
determinaron caiculando el drea del pico de cada amina y aplicando posteriormente la
expresion:

Fx = X.Ac/C. Ax

donde,

Fx = Factor de correccién para la amina correspondiente.

X = Concentracién de la amina patrén correspondiente.

Ac = Area medida para el estdndar interno (1,6 hexanodiamina).

Ax = Area medida en el registrador para el correspondiente patron.

C = Concentracién del estdndar interno (1,6 hexanodiamina).

La tasa de cada amina de las muestras se¢ determind de acuerdo con la expresién:

Aminas (ug/g) = Fx.Ax.C/Ac.M
donde,
Fx = Factor de correccién para cada amina, obtenido como se ha descrito en el parrafo

anterior. .
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Ax = Area medida en el registro para la amina correspondiente.

C = Concentracion del estdndar interno (ug).

Ac = Area medida en el registro para el estdndar interno.

M = Peso de la muestra de embutido (g).

Los resultados se expresaron finalmente en mg de aminodcido por 100 gramos de

extracto seco.

I1.3.6. Métodos microbiolégicos.

I1.3.6.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS.
Se obtuvieron asépticamente 10 g de embutido y se trituraron en un homogeneizador

“Stomacher" con 90 ml de agua de peptona al 1% estéril .

11.3.6.2. PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO.
Se efectué de acuerdo con las instrucciones de la casa sumninistradora ("Oxoid"). En el
caso del agar MRS se ajust6 el pH a 5,6 con 4cido acético glacial. Todos los medios se

sometieron a un tratamiento térmico de 20 minutos a 121°C en autoclave.

I1.3.6.3. MEDIOS DE CULTIVOQ UTILIZADOS.

Los medios de cultivo empleados en los recuentos fueron:

a) Agar para recuento en placa ({PCA) con 1% de NaCl. Se empleé como medio para
recuento de microorganismos viables totales.

b) Agar de Man, Rogosa y Sharpe (MRS). Se utiliz6 para el recuento y aislamiento de
bacterias licticas (Man y col., 1960), ajustando el pH a 5,6 y haciendo las siembras en doble
capa.

¢) Agar manitol sal (MSA). En ¢l se realizé el recuento de las microcociceas presentes

en el embutido.
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I1.3.6.4. PREPARACION DE LAS DILUCIONES.

Las diluciones se prepararon a partir de la muestra homogeneizada como se describe
en [1.3.6.1, tomando de ella 1 ml que se deposité en un tubo que contenia 9 ml de agua de
peptona estéril al 1% con 0,85% de NaCl. Después de agitado el tubo, se tomé 1 mi que se
afiadié a un nuevo tubo con 9 ml de agua de peptona estéril y asi sucesivamente, hasta

conseguir la dilucién deseada.

I1.3.6.5. SIEMBRA EN PLACAS.

De acuerdo con el nimero de microorganismos viables esperado, se tomé 1 ml de las
diluciones deseadas y se depositd en placas de Petri. A continuacién se vertié una cantidad
suficiente de dgar a unos 45°C para cubrir el fondo de la placa; después, éstas se agitaron
suavemente para homogeneizar la muestra y el 4gar. En los recuentos de bacterias ldcticas en
dgar MRS, una vez solidificado el 4gar, se afiadié otra capa de medio para crear condiciones
microaerdfilas. En todos los casos se sembraron 2 placas de cada dilucidn.

La incubacién de microorganismos viables totales y de micrococéceas se efectud en
una estufa a 32°C durante 48 horas, y la de bacterias lécﬁcas a la misma temperatura durante 72
horas.

Tras la incubaci6n se realizé el recuento de las colonias presentes en las placas,
considerando vélidos los valores comprendidos entre 30 y 300 colonias. Los resultados finales

se expresaron en log u.f.c./gramo de muestra.

IL.3.7. Anslisis sensorial,

I1.3.7.1. PANEL DE CATADORES.
El jurado se componia, como minimo, de 18 catadores, a quienes previamente se

explicé con detalle las caracterfsticas de las pruebas a realizar.
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I1.3.7.2. PRUEBAS SENSORIALES.

11.3.7.2.1. Prueba triangular,

Esta prueba de diferenciacién se realizé de acuerdo con la norma TC 34/SC 12 de la
1.S.0. (International Standards Organization).

A cada catador se le presentaron tres muestras y se le informé que dos de ellas eran
iguales y debian identificar la distinta. La probabilidad de elegir al azar la muestra distinta es de
1/3.

Las respuestas se interpretaron segin las tablas especificadas por la norma 1.5.0.

11.3.7.2.2. Prugba preferencial.

Se presentaron al mismo grupo de catadores una muestra distinta de cada lote de
embutidos fabricado. El jurado debia calificar el color, apariencia, textura y sabor, con arreglo
a una escala hedénica de 1 (muy malo) a 10 (muy bueno). Después se calcul6 la media de las
puntuaciones para cada una de las caracteristicas examinadas y se determiné el valor de la

calidad global de cada lote con arreglo a la siguiente ecuacién:
Calidad global = P53 x 0,1 + Py x 0,25 + Pfx 0,65
donde,

Pca = puntuacién media del color y apariencia.
Py = puntuacién media de la textura.

Pr = puntuacién media del sabor.
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Resultados y discusion

II1.1. EMBUTIDOS DE LOS LOTES CONTROL.

El presente trabajo se planed con el objetivo global de estudiar el efecto de la adicién
de proteinasas exdgenas en la maduracién de los embutidos con el fin de conocer si son titiles
para acortar ¢l proceso madurativo o, alternativamente, potenciar el sabor y aroma del
producto final. Para ello, se realizaron una serie de experiencias consistentes en la
elaboracién de embutidos experimentales a los que se afiadieron diversas enzimas
proteoliticas en diferentes dosis. Evidentemente, en cada experiencia se elaboré un lote de
embutidos sin adicionar proteinasa, que sirvié como control en cada caso.

La autora opina que, en investigaciones de esta naturaleza, es necesario también
comprobar que la evolucién de los pardmetros seleccionados para su andlisis, derivados de
los fendmenos que acaecen durante el proceso madurativo se ajusta a lo que ocurre
normalmente en un embutido convencional. En definitiva, este primer capitulo se ha
preparado con el fin de analizar el comportamiento de los embutidos controles. Ademads, los
resultados obtenidos con estos lotes se discuten conjuntamente para evitar asi repeticiones
innecesarias en los capitulos correspondientes a cada una de las proteinasas usadas en ¢l

trabajo.

IILI.1.1. Evolucién de los pariametros fisicoquimicos.

II1.1.1.1. EXTRACTO SECO.

La evolucién del extracto seco de los embutidos controles se recoge en la figura II1.1.
Las gréficas que se obtuvieron fueron similares en todos los lotes. Los valores iniciales
fueron siempre en torno al 40% y la pérdida de humedad se produjo de forma constante y
gradual a lo largo de la maduracién llegdndose a cifras finales muy parecidas, aunque el
control 1 alcanz§ un valor ligeramente mayor. No obstante, en la figura puede observarse que

los resultados intermedios que més se desviaron (alrededor de un 10%) fueron los del control
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3 respecto a los otros tres lotes. Obviamente, la pérdida de humedad depende estrechamente
de la humedad relativa de la cdmara de maduracién pero, como el programa de dicha cdmara
fue en todos los casos semejante, las diferencias intermedias observadas entre los lotes
pueden atribuirse a la heterogeneidad de la muestra y, de forma particular, a la materia grasa
que, muchas veces, no estd distribuida homogéneamente, lo que origina fluctuaéiones enla

composicion de 1a materia grasa que repercuten en el extracto seco.
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Figura III.1. Evolucién del extracto seco en los embutidos controles durante la

maduracidn.
Control 1 ( O ); control 2 (@ ); control 3 ( A ); control 4 ( @ ).

En el lote 2 el perfodo de maduracién duré sélo 14 dias, mientras que en los otros se
prolongé hasta 26. La raz6n de acortar el perfodo madurativo de dicho lote fue el excesivo
ablandamiento observado en el mismo, debido a la actividad de la aspartil proteinasa (véase
111.3.4). Este defecto aconsejé no seguir con la experiencia. Si el proceso hubiera sido més
largo, los resultados finales de extracto seco se habrian acercado, con toda seguridad, a los
obtenidos para los otros lotes.

Teniendo en cuenta sélo los resultados finales de los extractos secos,

independientemente del tiempo de maduracién al que fueron sometidos, s¢ puede decir que
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los valores registrados en el control de los lotes 1 y 4 fueron similares a los citados por
Wardlaw y col (1973) en embutidos americanos, por Baumngartner y col. (1980) en
productos madurados a 15°C y por Santamaria y col. (1992b) en chorizo de Pamplona
comercial. En los demds lotes, los resultados obtenidos se ajustan mdés a los resefiados por
Mendoza y col. (1983) en el chorizo a los 34 dias de maduracién y por Incze (1987) en
salami hingaro. Ferrer y Arboix (1986b) describieron resultados similares en el salchichén
de Vich, pero después de varios meses de maduracién. Es posible que la menor pérdida de
agua en embutidos de largos periodos de maduracién esté relacionado, ademés de con la
humedad del entorno, con la ausencia de carbohidratos, como el caso del salchichén de Vich,
lo que ocasiona un menor descenso del pH y, por lo tanto, menor desnaturalizacién proteica
(Gokalp, 1986) y una pérdida menor de agua, dado que se estd mds lejos del punto
isoeléctrico de las proteinas cérnicas. Asimismo, se han descrito valores de extracto seco
superiores a los hallados en este trabajo, como los ofrecidos por Barranco y col. (1985) y
Dominguez y col. (1988) para chorizo.

A pesar de estas diferencias, puede decirse que los resultados obtenidos en este
trabajo caen de lieno en el amplio intervalo de valores descritos para el extracto seco de
diferentes embutidos fermentados. Es dificil que las tasas de extracto seco coincidan
plenamente; ya se ha comentado anteriormente Ia dependencia de este pardmetro de la

humedad relativa del entorno y de la heterogeneidad de la muestra.

I11.1.1.2. ACTIVIDAD DE AGUA (ay).

La representacién grafica de la evolucién de la actividad de agua de los embutidos
controles se recoge en la figura I11.2.

Los valores iniciales fueron pricticamete iguales en todos los casos (0,96-0,97).
Todos los embutidos mostraron una evelucién lineal descendente y los resultados finales
fueron muy semejantes (0,86-0,87). El lote 2, madurado durante 14 dias, presenté unos

valores semejantes a los otros tres lotes en un tiempo de maduracién equivalente.
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Los resultados obtenidos al final de 1a maduracién son muy similares a los reseftados

por Santamaria y col. (1992a) en diferentes marcas comerciales de chorizo de Pamplona,
aunque la ay, fuera ligeramente mayor en aquéllos (0,95) que en éstos (0,93) al final del

estufado. También son semejantes a los obtenidos a lo largo de la maduracién por Stiebing y
Roédel (1988) en embutidos de 60 mm de calibre, si bien los salchichones objeto del presente
estudio tuvieron un calibre mds reducido (30 mm). Una evolucién semejante es la descrita

por Baumgartner y col. (1980) en embutide Cervelat de 60 mm de calibre y madurado a 15°C

durante 28 dias. Astiasardn y col. (1990a) estudiaron la a,, de chorizos de picado de diferente
grosor. Los valores de a,, de los salchichones del presente trabajo (de picado fino) se parecen

mds a los de los chorizos de picado grueso (0,89) de los autores antes citados que a la de los

chorizos de picado similar (0,83), lo que se puede atribuir a que, en el presente trabajo, la
temperatura de secado fue mas baja (12°C frente a 15-18°C), perdiéndose una cantidad menor

de agua.

0,96
-3
o 092
0,88
084 PR Pa— | & 1 M 1 A 1 PR |
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (dias)

Figura ITL.2. Evolucién de la actividad de agua (ay,) en los lotes de embutidos controles

durante la maduracién. Control 1 ( O ); control 2 ( @ ); contrel 3 ( & );
control 4 ( @ ).
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I11.1.1.3. EVOLUCION DEL pH.

La evolucién del pH de los controles a lo largo de la maduracién se recoge en la figura
II1.3. En todos los casos se produjo un marcado descenso del pH en las primeras 48 horas de
maduracién, registrdndose el valor minimo entre los dfas quinto y undécimo, para sufrir
posteriormente un ligero aumento hasta el final del proceso. Los valores iniciales fueron

inferiores a 6,0 en tres lotes (1, 2 y 3) y algo superior (6,1) en el cuarto.
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Figura IIL3. Evolucion del pH en los lotes de embutidos controles durante la maduracién.
Control 1 ( O ); control 2 (® ); control 3 ( & ); control 4 ( @ ).

Los valores del pH que se registraron en el lote 1 fueron diferentes de los observados
en el resto; la caida del pH fue mds lenta y el valor menor (5,4) mis elevado (alrededor de 0,4
unidades), logrdndose a los 10 dias de maduracién. En la bibliografia se han descrito valores
del pH de este orden (Ferrer y Arboix, 1986b; Lois y col., 1987; Astisardn y col., 1990z;
Garcia de Fernando y Fox, 1991) y, por tanto, pueden considerarse como normales. No
obstante, resulta realmente extraifio el comportamiento del lote 1 respecto a los demds, mucho
mds si se tiene en cuenta que todos los lotes se fabricaron en la misma industria. El pH final

mds elevado del lote 1 se debe, sin lugar a dudas, a una menor produccién de 4cido lactico
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que, a su vez, podria derivar en principio de una tasa mis baja de los microorganismos que
componen la flora ldctica. Sin embargo, esto no ocurrié; compdrese a tal efecto la evolucién
de la flora microbiana en todos los lotes (figuras IIL4 y I1.5) y podrd concluirse que, en

todos los casos, las tasas de dichas bacterias alcanzaron valores similares (algo superiores a

108 u.f.c./g). En consecuencia, hay que concluir que !a flora que prevaleci6 en el lote 1 no
produjo 4cido l4ctico con la misma eficacia que las bacterias ldcticas dominantes en los otros
tres lotes. En este sentido, los lactobacilos de origen cdmico se han clasificado en acidiricos
y no acidiiricos en relacién con el pH final al que pueden dar lugar (Shaw y Harding, 1984).
Es aqui donde hay que buscar las causas de las diferencias observadas en el pH. En relacién
con este hecho, puede concluirse la conveniencia de afiadir cultivos iniciadores para la
fabricacién industrial de embutidos (la indusiria en que se elaboraron los lotes utilizados en
esta investigacién no los adicionan) para controlar al méximo la produccién.

Similares consideraciones pueden hacerse respecto al pH de la materia prima; en el
lote 4 fue 0,3 unidades superior (6,1) a los otros tres (5,8), aunque al final fuera el normal.
Es otro pardmetro que conviene controlar en la produccién industrial de embutidos.

En todos los casos se observé un ligero incremento en el valor del pH al final de la
maduracién. Liicke (1984) lo atribuye al aumento de la concentracién de amoniaco y aminas.
Demeyer y col. (1979) opinan, sin embargo, que no sélo se debe al aumento en la formacién
de amoniaco, sino también al aumento de la concentracién de compuestos tampén y al
descenso en la disociacién de los electrolitos ya presentes.

La evolucién de los valores del pH hallada en este trabajo es semejante a la resefiada
por otros autores, tales como Mendoza y col. (1983) en chorizos fermentados a 20-22°Cy
madurados a 15°C (condiciones muy similares a las empleadas en los embutidos
experimentales) y Garcia de Fernando y Fox (1991) en embutidos fermentados a 30°C,
aunque en este caso los valores finales (aproximadamente de 5,4) fueron mds elevados que
los observados en todos los lotes excepto el correspondiente al lote 1. Lois y col. (1987)

describen una evolucién y unos resultados similares a los de este trabajo en chorizos a los
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que se les afiadieron azicares (pH final de 5,0), mientras que los valores correspondientes al
lote elaborado de forma tradicional (sin adicién de aziicares) por dichos autores fueron
bastante mds elevados (pH final de 5,7). Lo mismo sucedié en las experiencias con
salchichén de Vich (sin carbohidratos) realizadas por Ferrer y Arboix (1986b). En los
controles 2, 3 y 4 los valores de pH finales fueron menores que los citados por Gokalp
(1986) en "soudjouk” turco (5,1-5,3), por Nagy y col. (1989) en salami hingaro (mayor de
5.75) y por Astiasardn y col. (1990b) en salchichén (6,0), y similares a los descritos por
Acton y Dick (1976) en embutidos tipo "Thuringer"”, americano y salami (5,08, 5,09 y 5,02,

respectivamente).

IIL1.1.4. CENIZAS.

El contenido medio (media aritmética de las muestras tomadas en cada lote) de cenizas
expresado en porcentaje de extracto seco de los controles fue de 9,43 %, 9,15 %, 8,99 % y
9,41%. Las pequeiias variaciones observadas entre los lotes se deben, probablemente, a
ligeras modificaciones en la composicién de 1a masa inicial. Estos resultados son ligeramente
superiores a los obtenidos por Acton y Dick (1976) en diversos embutidos comerciales, por
Barranco y col. (1985) y Dominguez y col. (1988) en chorizo, y por Cid y col. (1992b) en
chistorra. Cifras algo més elevadas han sido citadas en salchichén de Vich por Ferrer y

Arboix (1986b) y por Bandeira de Oliveira y col. (1992).

I11.1.2. Evoiucion de ia flora microbiana.

Las figuras I11.4 y II1.5 muestran la evolucién de la flora microbiana total, la flora
ldctica y las micrococéceas de los controles de los cuatro lotes durante la maduracién.

En las tasas iniciales de bacterias se observaron algunas diferencias entre las que
conviene resaltar, de forma particular, las referentes a los viables totales y a la flora lictica.

Dicho valor inicial en el lote 1 fue el mismo para ambos tipos de flora, lo que indica gue,
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Figura III.4. Evolucién de los microorganismos viables totales ( B ), de la flora
l4ctica (w) y de las micrococdceas ( & ) en ios lotes de embutidos control. A:
control 1; B: control 2.
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Figura IIL.5. Evolucién de los microorganismos viables totales (Q ), de la flora
ldctica (8 ) y de las micrococédceas (A ) en los lotes de embutidos control.
A: control 3; B: control 4.
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desde el principio, las bacterias l4cticas eran las dominantes. Sin embargo, no ocurrid asf en
los otros tres lotes, en los que se hallé una tasa total de bacterias entre 109-107 u.f.c./g

siendo la de la flora lictica mucho més baja, de 103 u.f.c./g en el lote 4 y por debajo de 102
u.f.c./g (inferior al umbral de deteccién del método) en los lotes 2 y 3. No obstante, en todos
los lotes, los recuentos alcanzaron valores superiores a 108 tras la fase fermentativa,
aumentando, obviamente, de forma mds explosiva en los lotes 2, 3 y 4. Estas diferencias en
los valores iniciales reflejan, de nuevo, el tipo de elaboracién de embutidos, sin adicién de
cultivos iniciadores, que habitualmente practica la industria que colaboré en las
investigaciones que se describen en la presente memoria. Si se hubieran aiiadido cultivos
iniciadores, 1a tasa inicial de lactobacilos hubiera sido siempre del mismo orden. Por otra
parte, la suma del nimero de bacterias hallado en dgar MSA (micrococéceas) y MRS (flora
l4ctica) no dan cuenta del obtenido en PCA (flora total), ya que aquélla fue unas 10 veces
menor., En consecuencia, hay que deducir que las bacténlas responsables del recuento total en
el dfa O son las presentes habitualmente en la carne fresca refrigerada, es decir, bacterias
acrobias Gram negativas (McMeekin, 1982; Gill, 1982), aunque después se impongan los
lactobacilos como reflejan la grafica B de la figura 1.4 y las dos de la figura IIL5. Estas
consideraciones respecto a la flora lactica no son vdlidas para las micrococéceas, ya que en
todos los lotes mostraron valores iniciales alrededor de una unidad logarftmica menores que
los alcanzados por los viables totales.

Independientemente de las tasas microbianas originales observadas, el
comportarmniento posterior de la flora fue similar; la tasa de micrococédceas se mantuvo en los
mismos niveles originales o sufrié un aumento nunca superior a una unidad logaritmica y la
de lactobacilos se incrementd de forma marcada en todos los lotes, pudiéndose catalogar
dicho incremento como explosivo en los tres lotes (2, 3 y 4), que registraron tasas iniciales

bajas. Estas variaciones al alza de la flora se observaron en las primeras 48 horas del proceso

madurativo, justamente en la fase fermentativa donde coexisten temperaturas y a,, elevadas.

Traascurrida esta primera etapa, los recuentos se estabilizaron hasta el final de la maduracién.
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La superposicion de las gréficas del recuento total y flora lactica indica que ésta tltima es la
responsable de aquel recuento y engloba, como diversos autores han demostrado (Sanz y
col., 1988), a los lactobacilos.

La evolucién de los recuentos una vez finalizada la fase fermentativa fue semejante a
la reseiiada por distintos autores, como Sesma y Rodriguez (1976} en chorizo de Pamplona,
Mendoza y col. (1983), Selgas y col. (1988) y Sanz y col. (1988) en otros tipos de chorizo,
(Gokalp y Ockerman (1985) en embutidos turcos, Liicke (1986) e Incze (1987) en otro tipo de
embutidos. Sin embargo, todos ellos salvo Sanz y col. (1988) y Selgas y col. (1988),

observaron un descenso en los grupos microbianos en los dltimos dias del periodo
madurativo, atribuyéndolo a las variaciones de temperatura, pH y ay que se producen en los

embutidos en los dltimos estadfos del secado. Este hecho no ha sido detectado en los
salchichones experimentales analizados en este trabajo. Es posible que la disminucién de la
tasa de bacterias al final de [a maduracién dependa del tiempo de este proceso; si es superior a
los 2-3 meses puede que sea mds evidente.

Por lo que se refiere a las tasas microbianas alcanzadas, todas las muestras analizadas
mostraron valores superiores a los encontrados 'por Acton y Dick (1976) en diversos
embutidos comerciales, tanto para viables totales como para bacterias l4cticas, y por Ferrer y
Arboix (1986a) para todos los tipos de microorganismos. Por el contrario, el recuento de
flora l4ctica fue muy similar al citado por Sanz y col. (1988) y Selgas y col. (1988) en
embutidos espafioles y por Liicke (1986) en salamis madurados de manera normal o lenta, y
bastante inferior a los obtenidos en chorizo por Mendoza y col. (1983) y Dominguez y col.
(1989a). Respecto a las micrococdceas, los recuentos fueron semejantes a los sefialados por
Wirth (1984) y todos los autores citados anteriormente, pero en ningin caso se convirtieron
en la flora predominante, como se ha descrito, por ejemplo, en embutidos fermentados

chinos {Savic y col., 1988; Guo y Chen, 1991).
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II1.1.3. Estudio de la proteolisis: evolucién de las fracciones

nitrogenadas.

I11.1.3.1. NITROGENO TOTAL.

El contenido en nitrégeno total expresado sobre extracto seco se mantuvo constante,
como era de esperar (las posibles pérdidas de nitrégeno voldtil son insignificantes para que
puedan detectarse), a lo largo de la maduracién y en todas las muestras analizadas. Los
resultados medios obtenidos fueron los siguientes:
lote 1: 6,04 %

“2:642%
" 3:6,75%

- " 4:6,21%

Las variaciones que se observaron entre los lotes pueden reflejar la heterogenidad del
producto, aunque son tan pequefias que se pueden considerar como similares.

Estos resultados se encuentran comprendidos entre los citados en la bibliografia,
aunque también se han obtenido valores inferiores. Asi, cifras situadas entre €1 3 y el 5 % han
sido reseiiadas por Acton y Dick (1976) en diversos embutidos comerciales; en chorizo,
salchichén y salami por Astisardn y col. (1990b) y Cid y col. (1992a) y en chistorra por Cid
y col. (1992b). Dominguez (1988), en cambio, obtuvo valores medios del 6,48% para
chorizos industriales, muy semejantes a los obtenidos en este trabajo, y del 5,27% en
chorizos artesanales. Beriain y col. (1990) citan cifras medias superiores en casi todos los
grupos de muestras tomadas en distintos momentos de la maduracién, que liegan incluso
hasta el 7% en el mismo producto.

El contenido en nitrégenb total depende de la formulacién y, por tanto, los valores
descritos por unos y otros autores no son comparables. Aquellos autores que han ofrecido
valores bajos (por ejemplo, del 3%) corresponden a embutidos con poco contenido en carne

y mucho en grasa, y viceversa.
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I11.1.3.2. NITROGENO SOLUBLE EN AGUA (NSA).

En la figura HI.6 se recoge la evolucién del nitrégeno soluble en agua, en términos de
extracto seco, a lo largo de la maduracién en los cuatro lotes control.

Los valores iniciales de NSA estuvieron comprendidos entre 1,04 gN/100g de
extracto seco (lote 3) y 1,38 gN/100g (lote 2) y al final de la mduracién se llegaron a tasas

comprendidas entre 1,49 gN/100g (lote 1) y 1,11 gN/100g (lote 3).

05

NSA (g/100g E.Seco)

0.0 bt fea [ EPU S | —_l

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (dias)

Figura II1.6. Evolucién del nitrégeno soluble en agua (NSA) en los embutidos controles
durante la maduracién. Control 1 { O ); control2 ( ® ); control 3 ( & );
control4 ( @ ).

En la evolucién de la fraccién NSA de cada uno de los lotes se observaron algunas
fluctuaciones que se han cosiderado inherentes a la falta de homogeneidad de las muestras.
Un andlisis global de la evolucién de los cuatro lotes indica que los valores hallados en cada
punto de muestreo dieron lugar a grificas que unas veces se superponen y otras se
entrecruzan. Quizds, el lote 1 fue el que se desvié un poco de este comportamiento. En

cualquier caso puede decirse, en términos generales, que la fraccién NSA mosiré una
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evolucién similar en los cuatro lotes, es decir, el NSA aument§ ligeramente a lo largo de la
maduracién, habiéndose calculado incrementos comprendidos entre el 7 y el 16% (tabla I11.1)
al tomar como referencia los valores iniciales.

Estas conclusiones son comparables, en términos generales, a los resultados
obtenidos por otros autores. Asf, Garriga y col. (1988) observaron también un aumento
progresivo a lo largo de la maduracién, hallando valores algo por encima de los iniciales
aunque estos autores indicaron que en la fase fermentativa se produce un mayor incremento y
disminuye después para mantenerse a niveles constantes hasta el final del proceso
madurativo. Este comportamiento quiz4 sea comparable al recogido en la figura 1116 para el
lote 1. Sin embargo, se ha preferido, en nuestro caso, no dar tanta importancia a ese valor, ya
que dicho lote fue el dnico que se desvid de forma significativa de la evolucién gradual del
NSA observada en el resto de los lotes. Se ha considerado, pues, come un heche ocasional.
Los resultados de otros autores (Garcia de Fernando y Fox, 1991) refuerzan esta opinitn,
dado que describen también un incremento continuo desde el principio hasta el vigésimo dia

de maduracion.

I111.1.3.3. NITROGENOQ NO PROTEICO (NNP).

La evolucién del nitrégeno no proteico correspondiente a los controles se ha
representado en la figura II1.7. Los valores iniciales fueron de 0,54 (lote 1), 0,56 (lote 2),
0,47 (lote 3) y 0,63 (lote 4) gN/100g extracto seco.

Aunque se observaron algunas fluctuaciones en esta fraccién a lo largo del periodo
madurativo, sobre todo en los lotes 2 y 3, puede decirse con cardcter general que la tendencia
del NNP fue a ir aumentando progresivamente durante la maduracién, hallindose, respecto a
los valores iniciales, incrementos mayores (entre el 14 y el 80%) que los observados para el
NSA (tabla IIL.1). Normalmente, estos porcentajes hay que tomarlos con cautela, ya que
dependen estrechamente de los valores iniciales que se determinen, por lo que no se puede

concluir categéricamente que existan tales diferencias entre los lotes. Por ejemplo, el 80,8%
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Incremento (%) de diferentes fracciones nitrogenadas de los

embutidos controles al final de la maduracién.

Lote NSA NNP NSF NSS NBVT
Control 1 16,4 29,6 14,8 2123 69,1*
Control 2 8,7 14,3 13,8 157,7 1189
Control 3 6,7 80,8 14,3 44.4 95,3
Control 4 58 31,2 20 66,4 1221

Todos los datos se refieren al inicio del proceso, excepto: *Respecto al 22 dfa

de maduracién.
NSA: nitrGgeno soluble en agua,
NNP: nitrégeno no proteico.
NSF: nitr6geno soluble en 4cido fosfoningstico al 5%.
NSS: nitrégeno soluble en 4cido sulfosalicflico al 5%.

NBVT: nitr6geno bésico volatil total.
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de incremento del NNP que se calculé para el lote 3 se debi6 al bajo contenido inicial (0,47
gN/100g) dado que la tasa final fue igual a la del lote 4. Quiz4 sea mds preciso calcular el
porcentaje de aumento medio de los cuatro lotes a partir de las medias aritméticas de los
valores iniciales y finales. De este modo, se liega a un porcentaje de incremento medio para el
NNP de alrededor del 40%.

La evolucién del nitrégeno no proteico durante la maduracién de los lotes control fue
similar, en algunos lotes (1 y 4), a la descrita por otros autores, como Dierick y col. (1974),
Leén Crespo y col. (1985) y Lois y col. (1987), quienes describen un aumento progresivo de
los valores de NNP a lo largo de todo el proceso, y en otros (2 y 3) a la observada por Ferrer
y Arboix (1986b) en el salchichén de Vich, en el que las tasas de esta fraccién aumentaron en
los 10-15 primeros dfas de maduracién y después se mantuvieron pricticamente constantes
hasta el final de la misma. Dominguez (1988) observé pocos cambios en esta fraccién,
especialmente en chorizos artesanales. En los chorizos industriales sf existié un aumento

marcado en la fase fermentativa (primeras 48 horas) aunque después las oscilaciones fueron

pequeiias.

NNP (g/100g E. Seco)

U TRSEPUN B U B TR N |
0,0

0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (dias)

Figura IIL7. Evolucién del nitrégeno no proteico (NNP) en los embutidos controles
durante la maduracion.
Control 1 (3 ); control 2 (8 ); control 3 ( A ); control 4 (@ ).
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Por lo que se refiere a los valores absolutos de NNP alcanzados por los embutidos
fueron similares a los descritos por Dierick y col. (1974), por DeMasi y col. (1990) en
embutidos fermentados que habian sufrido un calentamiento después de la fermentacién y
también semejantes a los resefiados por Dominguez (1988) en chorizos industriales, por
Astiasardn y col. (1990b) en salchichén y salami y por Beriain y col. (1990} en el chorizo,
aunque en este Gltimo caso la evolucién fue distinta, ya que las tasas iniciales fueron mayores
que las observadas en fases de maduracién mds tardfas. En los chorizos artesanales
analizados por Dominguez (1988), sin embargo, las cifras fueron marcadamente inferiores,
tanto respecto a los chorizos industriales a los que antes se ha hecho referencia como también
a los embutidos estudiados en este trabajo. Lois y col. (1987) y Santamaria y col. (1992b)
también obtuvieron valores mds bajos en chorizo y en chorizo de Pamplona comercial,
respectivamente. Por el contrario, Leén Crespo y col. (1985) en chorizo y Ferrer y Arboix
(1986b) en ¢l salchichén de Vich citan cantidades superiores a las obtenidas en los controles
analizados en el presente trabajo, incluso en la masa inicial.

El control 2 presentd un recuento de microcociceas entre 1 y 1,5 unidades
logaritmicas superior a los de los otros lotes; cabria esperar unas tasas superiores de NNP
dado que se ha demostrado (Selgas, 1985) que algunas cepas de esta familia estan dotadas de
una actividad proteolitica importante. Sin embargo, dicho lote mostré un contenido en NNP
similar al obtenido en el control 1 y algo inferior al de los controles 3 y 4. Parece que las
micrococédceas existentes en estos embutidos no ejercieron una gran actividad proteolitica, tal
como sefialan algunos autores (Giolitti, 1960; Montel y col., 1992), o bien que las cepas
presentes en ellos no poseian esta capacidad que sélo es caracteristica de algunas cepas de

micrococdceas (Selgas, 1985).

II1.1.3.4. NITROGENGQ SOLUBLE EN ACIDO FOSFOTUNGSTICO AL 5% (NSF).

La figura II1.8 muestra la evolucién del nitr6geno soluble en dcido fosfotingstico al 5
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% a lo largo de la maduracién en los lotes control. Los valores iniciales y finales fueron,
respectivamente, de 0,27 y 0,31 gN/100g de extracto seco en ¢l control 1; 0,29 y 0,33
gN/100g en el control 2; 0,35 y 0,40 gN/100g en el control 3 y 0,34 y 0,42 en el 4. Los
porcentajes de incremento a lo largo de la maduracién (tabla III.1) fueron semejantes
(alrededor del 14%) en los 3 primeros lotes y algo superior en el 4 (un 20%).

La evolucién de la fraccién NSF fue paralela en cada lote a la observada para el NNP
(compdrense las grificas de ambas fracciones correspondientes a cada control). Por ejemplo,
el lote 2 mostrd un incremento del NNP en la primera semana y posteriormente disminuyd, lo
que también ocurri6 para el NSE. Asimismo, los valores del NNP del lote 1 fueron los que
alcanzaron las tasas mds bajas, observandose un hecho similar para la fraccién NSF. Lo
mismo podria decirse respecto al lote 4. Las muestras de los primeros dias del lote 3 fueron
solamente las que presentaron una evolucidn algo discordante, pero sélo durante la fase
fermentativa, después se ajusté al mismo modelo que en el resto de los lotes. Quiere esto
decir que la generacién de péptidos pequefios y aminodcidos va paralela a la fragmentacién de

las proteinas para rendir péptidos solubles en 4cido tricloroacético al 12,5%.
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Figura II1.8. Evolucién del nitrégeno soluble en 4cido fosfotingstico al 5% en los
embutidos controles durante la maduracién.
Control 1 ( O ); control 2 ( W ); control 3 ( A ); control 4 ( @ ).
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De entre toda la bibliografia revisada, solamente se han encontrade datos comparables
en el trabajo de Garcia de Femando y Fox (1991). La evolucién registrada por estos autores
es bastante similar a la obtenida en los embutidos a que se refiere el presente apartado, no
existiendo en ambos casos grandes oscilaciones a lo largo de la maduracién. No obstante, los
contenidos en NSF (referidos a nitrégeno total) citados por estos autores aumentaron sélo
desde, aproximadamente, el 5,5 % Inicial hasta el 6,5 %, mientras que en ¢l lote 1 la tasa
pasé de un 4,5 % inicial al 6 % final y en el 2 desde el 4 % hasta el 7 %. Sin embargo, en el
lote 3 sdlo aumenté desde el 5,2 % hasta el 5,9 %, siendo, por tanto, inferior al citado por
ellos. Similares consideraciones pueden hacerse para el lote 4, ya que la grifica de NSF que
se obtuvo se superpone, pricticamente, con fa del lote 3. En el presente trabajo, ademds, el
incremento en NSF fue similar al de las otras fracciones nitrogenadas superiores, mientras
que Garcfa de Fernando y Fox (1991) observaron un aumento menos marcado en el NSF que

el que presentaron las otras fracciones nitrogenadas.

II1.1.3.5. NITROGENO SOLUBLE EN ACIDO SULFOSALICILICO AL 5% (NSS).

La representacion gréafica de la evolucion del nitrégeno soluble en 4dcido sulfosalicilico
al 5% en los controles a lo largo de la maduracién se recoge en la figura [11.9. Los resultados
se han expresado en mgN/100g de extracto seco.

En todos los lotes se obtuvo un incremento del NSS durante la maduracién, cuya
evolucidn, sin tener en cuenta los valores absolutos, fue muy similar a la descrita por otros
autores (Dierick y col., 1974; Ferrer y Arboix, 1986b; Beriain y col., 1990; Garcia de
Fernando y Fox, 1991). Sin embargo, ! aumento fue, en términos absolutos, mayor en los
embutidos que presentaron un valor inicial menor (lotes 1 y 2) que, partiendo de niveles de
alrededor de 100 mg/100g E.S., llegaron a tasas de alrededor de 225 mg/100g E.S. (lote 2) y
de algo superior  los 250 mg (lotel), pero hay que tener presente que este iltimo lote se

maduré sélo durante 15 dias. Puede decirse, pues, que ambos se comportaron de forma

112



Resultados y discusién

similar. Por otra parte, en los otros dos lotes (el 3 y 4), tanto la evolucién como los valores
absolutos fueron préicticamente iguales (de la misma forma que ocurrié para el NSF), como
puede deducirse de la practica superposicion de las graficas obtenidas. Los incrementos
detectados en ambos fueron de menor cuantia que en los lotes 2 y 3, ya que se parti6 de
niveles en torno a 130 mg/100g E.S. y apenas se llegé a los 200 mg/100g E.S. Debido a
estas diferencias, los porcentajes de incremento a lo largo de 1a maduracién fueron distintos
(tabla III.1), habiéndose calculado para los lotes 1 y 2 valores del 212 y 157% y para los

otros dos inferiores al 70%.
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Figura II1.9. Evolucién del nitrégeno soluble en dcido sulfosalicilico al 5% en los

embutidos controles durante 1la maduracion.
Control 1 (O ); control 2 ( ® ); control 3 ( A ); control 4 ( @ ).

Quizés, el hecho més relevante en relacién con los resultados del NSS es que el lote 1
fue el que presenté los valores mds elevados y, sin embargo, fue el que mostré las tasas més
bajas de NSF (figura IIL8), siendo muy parecidas para ambas fracciones, mientras que los
otros lotes mostraron valores de NSS mds bajos que los de NSF. Como el NSF indica el

contenido de sustancias nitrogenadas de peso molecular inferior a 600 d. (Jarret y col., 1982)
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y la fraccién NSS detecta, en la préctica, s6lo aminodcidos libres (Reiter y col., 1969), esto
quiere decir que en el lote 1 casi la totalidad de las sustancias que componen la fraccién NSF
corresponde a aminoécidos libres mientras, que en los otros lotes, ademds de estas
sustancias, existen también péptidos pequefios (menores de 600 d).

En relacién a los resultados de otros autores, cabe decir que los valores iniciales del
NSS en los controles 1 y 2 fueron inferiores a los citados en la bibliografia revisada, mientras
que los del control 3 fueron semejantes. Pese a esta diferencia en los valores iniciales, todos
los embutidos alcanzaron las tasas mencionadas por Dierick y col. {1974) en embutidos
belgas, por Dominguez (1988) en chorizos industriales y por Astiasardn y col. (1990c) en
chorizo de picado fino. Astiasardn y col. (1990b) obtuvieron contenidos ligeramente mayores
al final de la maduracién en chorizo, salchichén y salami a los observados en el presente
trabajo, aunque hay que tener en cuenta que los valores iniciales eran claramente superiores a
los aqui obtenidos. Santamaria y col. (1992b), por otra parte, describen valores finales
semejantes a estos controles en dos de las seis marcas comerciales de chorizo de Pamplona
analizadas, mientras que las restantes presentaron tasas superiores a 1os 300 mgN/100g de
extracto seco. Niveles muy superiores de NSS han sido detectados por Ferrer y Arboix
(1986b) en salchichén de Vich desde el principio de su maduracién, al igual que los descritos
por Beriain y col. (1990) en chorizo, donde liegaron a alcanzar 484 mgN/100g de extracto
seco a las 4 semanas de maduracién. Estos resultados distan mucho, sin embargo, de los
obtenidos por Cantoni y col. (1985) en salamus italianos, en los que se detectaron 1949
mg/100g de materia seca.

En el extremo opuesto, Cid v col. (1992b) han descrito valores muy inferiores en
chistorra (140 mg/100g de extracto seco), pero hay que tener en cuenta el corto tiempo de
maduracién que sufre este tipo de embutido, pricticamente sélo la fermentacién, € incluso la
necesidad de mantenerlo en refrigeracién tras su fabricacién; esos valores son similares a los

de los lotes 3 y 4 al principio de la maduracién.
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[11.1.3.6. NITROGENO BASICO VOLATIL TOTAL (NBVT).

La figura II1.10 muestra la evolucién del nitrégeno bdsico volatil total durante el

periodo madurativo de los embutidos controles. Los resultados se han expresado en mgN por

100g de extracto seco.
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Figura II1.10. Evolucién del nitrégeno bésico voldtil total (NBVT) en los embutidos
control durante Ia maduracién.
Control 1 (O ); control 2 ( @ ); control 3 ( & ); control 4 ( @ ).

La evolucién fue similar en los lotes 2, 3 y 4. Los valores de NBVT experimentaron

un aumento mds acusado hasta el quinto dfa de la maduracién, descendiendo o

manteniéndose luego constantes o mostrando sélo un ligerfsimo incremento hasta ¢l final de

las respectivas maduraciones. En ¢l lote 1, sin embargo, fue mds gradual, manteniéndose

siempre a niveles inferiores (hacia la mitad) de los alcanzados en el resto de los lotes.

Una evolucién similar a la descrita para los lotes 2, 3 y 4 ha sido citada por Garriga y

col. (1988) en salchichones y por Dominguez (1988) en chorizos industriales, mientras que

¢l incremento fue més gradual en los artesanales analizados por dicho autor, al igual que el

descrito por Lois y col. (1987) y por Dierick y col. (1974), teniendo en cuenta que s6lo se
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han considerado los resultados obtenidos por estos autores durante un periodo de tiempo
similar al de maduracién utilizado en el presente trabajo.

En el lote 1 no se pudo cuantificar el NBVT presente en la masa de los salchichones
previa a ia embuticién (dia O del muestreo) debido a que era inferior al umbral de deteccién de
la técnica empleada. En los otros casos si pudo hacerse, alcanzando valores entre 54 y 68
mgN/100g de materia seca. Los resultados obtenidos en todos los lotes controles aumentaron
aunque en diferente cuantia, siendo notablemente mayores en los lotes 2, 3 y 4 con
incrementos en torno o superiores al 100%, aunque hay que tener en cuenta que el
incremento calculado en el lote 1 (69%) se refiere al segundo dia de maduracién, dado que el
contenido inicial se encontraba por debajo del umbral del método. Es probable que ¢l
incremento real sea semejante al de los otros embutidos, es decir, alrededor del 100% (tabla
11.1).

En los procesos madurativos, el amoniaco se genera por desaminacidn, via

microbiana, de los aminoécidos que rinden dicha sustancia y el a-cetodcido correspondiente.
De hecho, Garriga y col. (1988) han observado que la cantidad de amoniaco en los
embutidos se correlacionaba significativamente con la tasa de lactobacilos y micrococos. Por
otra parte, es bien sabido que el amoniaco en medio alcalino se disipa, mientras que se retiene
en medio 4cido. Quiz4, las tasas més bajas de este compuesto que se han detectado en el lote
1 pueden explicarse teniendo en cuenta las consideraciones anteriores. El lote 1 fue el tnico

que desde el principio tuvo una tasa de lactobacilos elevada (del orden de 106 u.f.c./g) en

comparacién con los otros tres lotes, en los que estuvo comprendido entre 102 y 103 u.f.c./g
(figuras IIL4 y IIL.5). En estos tres lotes se ha observado también que la caida del pH fue
mds profunda (figura II1.3) y que el aumento de NBVT se produjo de forma mds acusada en
los 5 primeros dias de maduracién (figura II1.10) coincidiendo con el incremento explosivo
de la tasa de lactobacilos. Es posible que dichas bacterias desaminen los aminodcidos libres

de forma intensa durante su crecimento logaritmico y de ahf que se detecte un incremento de
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amoniaco sobre todo en la fase fermentativa. En el lote 1, como el incremento masivo de los
lactobacilos ocurrié ya en la carne, el amoniaco pudo haberse disipado en su mayoria (no se
detecté en el dia 0) antes de embutir la masa, coincidiendo con un pH elevado, en torno a 6
(fig II1.3). Ademds, se di6 también la circunstancia de que en este lote, como se ha dicho
anteriormente, ¢l pH cayé menos, lo que puede justificar una mayor volatilizacién de
amoniaco y, en consecuencia, la deteccién del NBVT a niveles mds bajos que en los otros
lotes.

En cuanto a las cantidades de NBVT obtenidas en el presente trabajo, hay que decir
que fueron superiores a las citadas por Dominguez (1988) en chorizos artesanales, y similar a
las obtenidas en los chorizos industriales analizados por esta autora en relacién con el lote 1

pero menores que los de los lotes 2, 3 y 4, Otros autores ofrecen datos referentes sélo al

contenido de NH; pero el NBVT estd formado mayeritariamente por este compuesto y, por
lo tanto, los resultados son comparables. Asi, los resultados hallados en este trabajo fueron
mayores que los reseftados por Langner (1972), que obtuvo 16 mgN/100g de ex&acto seco;
por Dierick y col. (1974), con valores de 72 mgN/100g de materia seca a los 36 dias de
maduracién en embutidos belgas; o por Lois y col. (1987) en chorizo. Ferrer y Arboix
(1986b) citan tasas mucho mayores (303 mgN/100g) en el salchichdn de Vich, pero hay que
considerar que el periodo de maduracién fue de 12 meses; a 10s 2 meses de maduracién sélo
alcanzaba los 99 mgN/100g. Asimismo, valores mds semejantes a los obtenidos en el
presente trabajo son los sefialados por Cantoni y col. (1985) en el salami (118 mg/100g de

extracto seco), pero también con un perfodo madurativo mds prolongado.

1I1.1.3.7. AMINOACIDOS LIBRES.

Los resultados obtenidos en la determinacién de los aminodcidos libres durante la
maduracidn, expresados en mg de aminodcido por 100g de extracto seco, se recogen en las
tablas IL.2 y III.3.

Si se comparan entre si, se puede observar que las tasas de los diferentes amino4cidos
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TABLA IIL2. Cambios en el contenido en aminodcidos libres (mg/100g E.S.) en los lotes
controles 1 y 2 durante la maduracidn.
LOTE Control 1 Countrol 2
Dias g 2 5 1t 19 26 0 3 6 10 14
Asp 47 57 77 72 95 83 9 7 13 23 17
Glu 72 73 98 9% 70 80 5 9 105 138 141
Hpr ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Asn + Gly 9 33 30 38 30 30 4 471 42 4 0
Ser+ Gin 15 16 14 24 22 28 0 14 15 18 17
His/His+Thr* 190 206 226 292 247 232 242 252 254 295 299
Thr 33 81 8 61 58 54
Ala 176 9 92 189 161 147 69 S0 55 64 &
Pro L3 53 20 125 89 104 | L1124 27 31 35 ]
Arg L1t 59 64 32 23 32 ] T 11 12 21 18
Cys ** 33 10 39 24 23
Tyr 12 7 ND ND ND ND 25 2 24 16 16
Val 18 33 27 34 35 33 27 48 49 56 55
Met 22 47 35 24 18 19 8 11 13 22 20 |
flen 12 24 23 25 25 26 6 2 29 22 20
Leu (13~ 3¢ 33 48 43 48 | (18 39 46 68 65 |
Phe 1M 21 2 26 19 27 L1 16 29 42 39 ]
Trp 14 14 26 32 21 29 Tr 33 49 66 59
Lys 1425 30 a7 st 54 ] (a8 27 23 56 45 |
TOTAL 743 889 908 1159 1007 1026 630 733 824 1008 1001

ND: no detectado ; Tr: (razas
* Control 1: His: control 2: His + Thr
** S6lo se determiné en el control 2.

Los valores encuadrados corresponden a los aminodcidos que mds aumentaron

a lo largo de la maduracién.
Los valores en negrita corresponden a los aminodcidos predominantes en la masa
original y al final de! proceso madurativo.



TABLA ITL3. Cambios en el contenido en aminodcidos libres (mg/100g E.S.) en los lotes
controles 3 y 4 durante la maduracién.

LOTE Control 3 Control 4

Dias 0 2 5 1119 2 0 2 5 1526
Asp Tr Tr 41 63 69 62 Tr 24 Tr 45 49
Glu 134 226 322 38 440 386 | 148 332 260 268 318
Hpr 11 Tr Tr Tr Tr Tr ND ND ND Tr Tr
Asn + Ser TT 18 14 Tr 19 22 200 34 29 35 62
Gly + Gln 68 57 67 68 55 51 9% 115 91 78 105
His 210 230 269 312 293 287 229 361 260 227 346
Thr Tr 24 30 35 53 56 L20 36 28 52 91 ]
Ala 65 74 130 135 138 132 81 148 127 112 209
Pro 33 41 52 0 T2 67 46 93 78 73 U8
Arg 24 Tr 6 Tr T Tr 288 ND ND 19 Tr
Cys 97 97 88 109 179 200 51 Tr 40 29 44
Tyr 24 Tr 29 25 15 14 18 Tr Tr Tr Tr
Val [[33 41 67 83 99 86 | (32 62 57 65 108 |
Met 46 12 19 30 36 36 18 25 19 23 31
Iteu 26 28 50 61 71 65 £ 20 3 39 4 79 ]
Leu (34 52 107 129 145 124 ] [ 36 94 94 101 178 |
Phe 26 31 s8 713 719 67 [[19 38 48 52 86 |
Trp L 1s 31 350 73 74 66 | 3% 37 9 10 8
Lys 27 72 94 133 149 129 | 80 121 99 88 169
TOTAL 873 1034 1941 2302 1986 1850 979 1559 1278 1324 2001

ND: no detectado ; Tr: trazas

Los valores encuadrados corresponden a {0s aminodcidos que m4s aumentaron

a lo largo de la maduracién.
Los valores en negrita corresponden a los aminodcidos predominantes en la masa
original y al final del proceso madurativo.
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que mostraron los controles fueron, a veces, bastante dispares, tanto al principio como al
final de la maduracién, al igual que sus incrementos. En ¢l lote 1 el aminoécido predominante
al inicio del proceso fue His, seguido de Ala y, mds lejos, en orden decreciente, Glu, Asp,
Pro y Asn+Gly. El resto mostrd tasas inferiores a 25 mg/100g E.S. Al final de la maduracién
las cifras mds elevadas fueron las de los mismos aminodcidos pero en diferente orden: His,
Ala, Pro, Asp y Glu. Sin embargo, los mayores incrementos se detectaron en Lys, Leu, Arg
y Pro, que se multiplicaron por un factor, respectivamente, de 3,8; 3,7; 2,9 y 2,7. No
obstante, hay que tener presente que estos factores se refieren a valores al final de la
maduracién y que en muchos casos los méximos se produjeron en etapas anteriores de la
misma. La Tyr fue el tinico aminodcido que decrecié durante el proceso madurativo llegando
a desaparecer.

Los aminodcidos mayoritarios en el control 2 al inicio de la maduracién fueron
His+Thr , Ala, Glu, Asn+Gly y Asp. Al final cambiaron algunos de ¢llos: His+Thr, Glu,
Leu, Ala, Phe y Trp. Los aumentos mds notables se detectaron en Phe (x5,3), Leu (x3,6),
Pro (x3,2), Lys (x2,5) y Met (x2,5). En este lote, al igual que en el anterior, s6lo disminuyé
la Tyr, aunque siempre se detecté en cantidades mensurables.

En el control 3 predominaron His, Glu, Cys, Gly+Gln y Ala en la masa inicial,
mientras que al final mostraron los valores superiores, en €l orden en que se citan, Glu, His,
Cys, Ala y Lys. Los mayores incrementos se observaron, no obstante, en Lys (x 4,7), Trp
(x4,4), Leu (x3,6), Glu (x2,8) y Val (x2,6). La Tyr mostré una evolucién igual a la de los
otros dos lotes pero, al igual que en el lote 2, siempre pudo medirse.

Los aminoicidos més abundantes en la masa inicial del lote 4 fueron His, Glu,
Gly+Gln, Ala y Lys, predominando al final de la maduracién His, Glu, Ala, Leu y Lys. Los
incrementos m4s elevados al final del proceso se observaron en Leu (x4,9), Thr (x4,5), Phe
(x4,5), leu (3,9) y Val (x3,4). La Tyr también descendié y, en las Gltimas etapas de ia
maduracién, sélo pudo detectarse en cantidades trazas.

En los cuatro controles aparecen entre los aminoédcidos predominantes en la masa
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inicial Ala y Glu, al igual que indican Langner (1969), Cantoni y col. (1974), tanto en salami
tipo "Campagnolo” como tipo "Varzi", Dierick y col. (1974) en embutidos belgas y DeMasi y
col. (1990) en embutidos tipo americano. La presencia de Glu entre los aminoécidos
mayoritarios no es de extrafiar, ya que en la fabricacién industrial de embutidos se emplea a
veces glutamato como aditivo con objeto de potenciar el sabor y aroma. La presencia de Ala
como segundo aminodcide mds abundante, como ocurrié en los controles 1 y 2, ha sido
también puesta de manifiesto por Niinivaara y col. (1961), Kérmendy y Gantner (1962) y
por Stanculescu y col. (1970). A este respecto hay que decir que la alanina es uno de los
aminodcidos mas abundantes en la carne de cerdo (Nishimura y col., 1988). La His fue el
aminoécido que aparecié en mayor cuantia en los cuatre lotes. Otros autores (Dominguez y
col., 1989b; DeMasi y col., 1990) han sefialado que la Gin es uno de los aminoécidos
predominantes en la masa inicial. Sin embargo, en este estudio no se ha detectado una
cantidad importante del mismo, adn teniendo en cuenta que siempre eluyé junto con otros
aminodcidos (con Ser en los lotes 1 y 2, ycon Glyen 3 y 4).

Para facilitar el andlisis del comportarniento de cada aminoécido se han incluido en un
rectdngulo aquellos que més aumentaron a lo largo de la maduracién. La evolucién de los
distintos aminodcidos fue, en ocasiones, distinta en cada lote, [0 que no permitié establecer
un patrén comiin a la mayoria de elios. No obstante, puede decirse de forma general que
todos los aminodcidos aumentaron, en mayor 0 menor cuantia, durante la maduracién,
excepto la Tyr, que fue el dnico aminodcido que en todos los lotes mostré una tendencia al
descenso. Este efecto estd probablemente relacionado con el metabolismo de dicho
aminodcido por los lactobacilos, ya que se ha demostrado (Edwards y col., 1987) que
algunas especies (L. divergens y L. carnis) y ciertas cepas de lactobacilos acidiricos de
origen cdrnico ("cluster" 2 de Shaw y Latty, 1982) descarboxilan la tirosina para rendir
tiramina. De forma opuesta, en quesos en cuya maduracidn participan activamente la flora
lactica (lactococos y lactobacilos) siempre se ha observado el incremento gradual de Tyr (Ali,

1960; DoNgoc y col., 1971) incluso en los de maduracion muy larga, como el manchego
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(Ordéiiez y Burgos, 1980). Quizds pueda emplearse este hecho como un argumento adicional
para apoyar la opinién de algunos autores (Sanz y col., 1988) de que los lactobacilos de
origen carnico son fisiokdgicamente diferentes de los de origen lacteo, lo que ayuda a explicar
el poco éxito que se ha tenido en el emplea de los de origen ldcteo como cultivos iniciadores
para la fabricacién de productos cérnicos fermentados (Dubois y col., 1973).

Los aminodcidos que mostraron un comportamiento mds regular y siempre con
tendencia a aumentar fueron Lys, Leu, Phe, Val, Pro, Thr y Glu, aunque la abundancia y los
porcentajes de incremento en cada lote fueron variables. El Trp fue el que mostré una
evolucién mds irregular, dado que un lote (el 4) disminuyé de una forma clara, mientras que
en los otros lotes aument$ graduaimente y en uno de ello (el lote3) el valor inicial de este
aminodcido fue el que se multiplicé por uno de los factores mds elevados (x4,4).

Numerosos autores (Langner, 1969; Dierick y col., 1974; Cantoni y col., 1974;
DeMasi y col., 1990) han detectado un incremento general en el contenido en aminoécidos
libres de los embutidos:. No obstante, Dominguez y col. (1989b) obtuvieron evoluciones
muy variables, con un numero de amino4cidos que descendieron muy semejante al de los que
aumentaron, tanto en chorizos artesanales como industriales. Dierick y col. (1974)
observaron una disminucién bastante considerable de! Glu presente inicialmente en los

embutidos. Estos autores lo atribuyen a una descarboxilacitn, al menos parcial, para dar

lugar a dcido y-amino butirico, lo que les lleva a cuestionar su utilidad como aditivo mejorante
del sabor y aroma, como ya habia apuntado previamente Langner (1972). El descenso en la
cantidad de Glu ha sido detectado también por otros autores, como en el salami tipo "Varzi"
(Cantoni y col., 1974) y en uno de los lotes de chorizos artesanales que analizaron
Dominguez y col. (1989b). La evolucién ascendente observada en este trabajo coincide, no
obstante, con los resultados de otros autores (Reuter y col., 1968; Langner, 1969; DeMasi y
col, 1990).

El descenso de la Arg (que sélo ocurri6 en los lotes 3 y 4) durante la maduracién ha

sido puesto de manifiesto también por otros investigadores (Cantoni y col., 1974, DeMasi y
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col., 1990) y se ha atribuido a una desimidacién del amino4cido para rendir Orn (DeMasi y
col., 1990). Este efecto se ha descrito también durante 1a maduracién de diversos tipos de
queso (Schomuller y Tanzler, 1959; Ali, 1960; Ordéiiez y Burgos, 1980) e, igualmente, se
ha asociado a actividades arginina-desimidasa de origen microbiano (Schormuller y Tanzler,
1959). Asimismo, se ha demostrado en carne envasada al vacio (Dainty y col., 1986) que
para la formacidn de putrescina es necesario una accidn colaborativa entre lactobacilos y
enterobacterias, los primeros transformarfan la Arg en ornitina y las 1ltimas producirfan la
diamina a partir del aminodcido. En el caso del queso, al no haber entrobacterias no se puede
producir la transformacion de ornitina a putrescina. En cualquier caso, el descenso de Arg no
es un fenémeno de cardcter general o la produccién de Arg supera a su desimidacién, dado
que en los lotes 1 y 2 se observé un aumento del aminodcido, al igual que han descrito otros
autores (Langner, 1969; Dominguez y col., 1989b).

Los valores finales de los aminodcidos en los lotes control fueron también variables
en relacién a los obtenidos por distintos autores, aunque hay que tener en cuenta que se
refieren a otros tipos de embutidos fermentados. También variaron de unos embutidos a
otros. Asi, las cifras obtenidas por Cantoni y col. (1974) en el salami tipo "Campagnolo"
fueron similares en Ala, Val, lle, Tyr y Lys, y menores en el resto de los aminicidos respecto
al lote 1. Sin embargo, el lote 2 s6lo mostré tasas semejantes en Gly, Asn, Met ¢ lle, siendo
menores las de Ala y Leu, y mayores en el resto. El lote 3 presentd valores superiores en
todos los aminodcidos menos en Val y Arg, que fueron semejantes, y en Ser+Asn, que
fueron menores. El lote 4 mostré, por otra parte, valores siempre superiores a los resefiados
por estos autores, excepto en Met, que fueron similares.

Las diferencias también fueron grandes en relacién a los resuitados de DeMasi y col.
(1990). Estos autores encontraron cantidades mayores de Leu, Tyr, Phe y Ser+Gin,
similares de Glu, Met, Val ¢ Ile e inferiores de Asp, His, Lys, Arg, Trp, Thry Ala respecto
a las observadas en ¢l lote 1. En el lote 2, sin embargo, los contenidos fueron mayores en

‘todos los aminoécidos excepto en Leu y Ser+Gln, que fueron inferiores, y similares en Asp,
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His, Ala, Met, Ile y Tyr respecto a los descritos por estos autores. Los valores obtenidos en
el lote 3 fueron en general mds elevados, menos los de Arg y Tyr, que fueron semejantes, y
los de Gly+Gin, que fueron mds bajos. Esto mismo ocurrié con el lote 4, sélo que en éste la
cantidad de Gly+Gln fue mds elevada que la citada por DeMasi y col.(1990). En este caso, la
variacién tan amplia observada puede que derive de las diferentes actividades metab6licas
durante la fabricacién, dado que estos autores trabajaron con embutidos de tipo americano,
los cuales suelen elaborarse con microorganismos del género Pediococcus como cultivos
iniciadores, mientras que a los embutidos europeos se les afiaden otras bacterias ldcticas,
principaimente lactobacilos. También hay que tener en cuenta gue se emplean temperaturas
elevadas en la fermentacién y, ademds, en este caso los embutidos se someten a un
calentamiento previo al secado.

Los chorizos industriales analizados por Dominguez y col. (1989b) mostraron, en
general, valores inferiores a los detectados en los cuatro lotes, aunque presentaron tasas
similares de Met y mayores de Tyr a las del lote 1 y de Arg en relacién con el lote 3, mientras
que el lote 2 mostré valores similares de Ala, Pro y Met. El lote 4 presenté cantidades
menores de Arg y semejantes de Tyr y Met.

Los porcentajes de incremento de aminodcidos de los cuatro lotes a lo largo de la
maduracion fueron bastante mds diferentes entre si de lo que cabia esperar, dado que la masa
de los embutidos tenfa la misma composicién y las condiciones de maduracién fueron
semejantes. Los aminodcidos de los lotes 3 y 4 fueron los que presentaron un
comportamiento mds semejante. Este hecho ya se ha venido mencionando en los resultados
obtenidos en el andlisis de otras fracciones. Como la formulacién fue la misma para todos los
lotes, 1a fabricacién corri6 a cargo de la misma industria y la fermentacién y maduracion se
realizé en la misma cdmara bajo iguales condiciones, los diferentes cambios en los distintos
amino4cidos hay que atribuirlos a los microorganismos presentes que, como ya se ha dicho,
fueron los que se implantaron espontdneamente al no haberse afiadido cultivo iniciador. En

cualquier caso, tanto la evolucién de los aminodcidos como las tasas detectadas pueden
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incluirse dentro del amplio intervalo de resultados que se han descrito en investigaciones de
esta naturaleza. Por lo tanto, puede decirse que los aminodcidos, en todos los lotes, se
comportaron de una forma razonablemente semejante a lo que es habitual en un embutido
convencional.

En otro orden de cosas, conviene analizar los resultados obtenidos en el andlisis de
aminodcidos por HPLC y los alcanzados en la determinacién de la fraccidn soluble en dcido
sulfosalicilico al 5%. A fin de cuentas, dicha determinacién informa del comportamiento de
los aminodcidos libres conjuntamente (Reiter y col., 1969). Al wransformar los datos de las
tablas II1.2 y 1I1.3 en mg de nitrégeno de cada aminodcido/extracto seco y calculando el total
de nitr6geno, se obtienen valores similares a los recogidos en la figura II1.9. Por ejemplo, en
los lotes 3 y 4 se alcanzaron valores iniciales (dfa 0) del NSS de 141 y 128 mgN/E.S,,
respectivamente y haciendo la conversién oportuna de las cifras de la tabla ITI.3 se liega a
tasas totales de aminodcidos de 144 y 169 mg N/E.S.. De la misma forma, los valores finales
de estos lotes (dia 26) para el NSS fueron de 192 y 260 mg N/E.S., frente a 169 y 306 mg
N/E.S. que se calculan a patir de la tabla ITI.3. Teniendo en cuenta que las técnicas para llegar
a los datos en uno y otro caso son totalmente diferentes y que el NSS se ha hallado en
términos de Gly, puede decirse que la fraccion NSS refleja con precision la evolucién de los
aminodcidos. Es, pues, un método excelente para determinar la tasa de amino4cidos libres

totales en una muestra determinada.

I11.1.3.8. AMINAS.

Los resultados obtenidos en la determinacién de aminas en los embutidos controles se
muestran en la tabla II1.4. Los resultados se han expresado en mg de amina por 100g de
extracto seco.

Los valores iniciales de las aminas fueron muy similares en todos los controles,
excepto los de 2-feniletilamina, que fueron ligeramente superiores en ¢l lote 2 aunque m4s

tarde los valores se igualaron, por lo que hay que considerar la diferencia del primer dia como
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un hecho ocasional.

Los incrementos m4s claros de las concentraciones a lo large de la maduracidn se
dieron en la cadaverina en dos lotes y en la putrescina-+histamina y tiramina de todos los
lotes. En estas dos dltimas, inicialmente, no se detectaron o sélo se hallaron indicios o tasas
muy bajas. Sin embargo, posteriormente ambas aminas siguieron una evolucidn distinta. La
tasa de putrescina+histamina fue aumentando gradualmente a lo largo de la maduracidn en los
distintos lotes aunque en diferente cuant{a, mientras que la tiramina, ausente o en cantidades
trazas al principio, alcanzé valores relativamente elevados en las primeras 48-72 horas de
maduracién para mantenerse después, en términos generales, a niveles no muy diferentes a
los hallados en la segunda toma de muestras, aunque se obtuviera ocasionalmente algun valor
mds elevado.

Otros autores {Dierick y col., 1974; Vandekerckhove, 1977) han detectado también
putrescina y cadaverina en otros tipos de embutidos y en tasas elevadas, estando incluso entre
las aminas m4ds abundantes. No se conoce, que la autora sepa, cual es el origen de dichas
diaminas en los embutidos ni por qué a veces se detectan y otras no. No obstante, s se sabe
con mds detalle lo que acontece en otras situaciones donde la flora lictica alcanza, al igual que
en los embutidos, valores elevados, como en la carne envasada a vacio (Dainty y col., 1979;
DePablo y col., 1989). En carne refrigerada mantenida en aerobiosis se detectan siempre
niveles crecientes de putrescina y cadaverina (Nakamura y col., 1979; Edwards y col.,
1983), siendo los valores de putrescina mayores que los de cadaverina (Edwards y col.,
1983). Estas aminas surgen de las actividades metabélicas de las pseudomonas y
enterobacterias (Slemr, 1981). En la carne envasada a vacio la situacién es diferente; aunque
se observan también cantidades crecientes de ambas enzimas durante €l almnacenamiento, los
valores absolutos son siempre mds bajos que en aerobiosis y domina la cadaverina sobre la
putrescina (Edwards y col., 1985). Las bacterias lacticas, por una parte, no producen estas
diaminas (Dainty y col., 1986; Edwards y col., 1987) y las enterobacterias, por otra, estin

presentes de forma regular en la carne envasada a vacio aunque a niveles mds bajos que las
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bacterias lacticas (Dainty y col., 1979; DePablo y col., 1989). Por ello se ha concluido que
las enterobacterias son las productoras de las diaminas; la cadaverina se formarfa por
descarboxilacion de la lisina sin la cooperacién de otros microorganismos, mientras que la
generacion de putrescina requeriria la transformacién primero de la arginina en ornitina por
las bacterias ldcticas y después la descarboxilacién de la ornitina por las enterobacterias
(Edwards y col., 1987).

Ante estos conocimientos, y suponiendo que los lactobacilos de los embutidos y de
las carnes a vacio se comporten metabSlicamente de forma similar, cabria atribuir la presencia
de putrescina y cadaverina a pseudomonas o enterobacterias procedentes de la camne original,
pero, si asi fuera, se hubieran detectado desde el principio y no se hubiera observado una

evolucién creciente, dado que ambos tipos de-bacterias son muy sensibles a los descensos de
la ayy, (Troller y Christian, 1978) y, por tanto, no parece probable que puedean estar

presentes en etapas avanzadas de la maduracién. Los micrococos pueden también
descarboxilar los aminodcidos (Tourner y Daudin, 1983) pero tampoco parece 16gico atribuir
la presencia de cadaverina y putrescina a la actividad de las micrococéceas, ya que su tasa
declina después de 1a fase fermentativa (Selgas y col., 1988). En consecuencia, la generacion
de ambas diaminas, y probablemente la de otras también, puede estar relacionada con otro
tipo de flora distinta a la ldctica o a la reductora de nitratos y nitritos. En este sentido,
conviene recordar que en el 4gar manitoi-sal (el que habitualmente se utiliza para el recuento
de micrococédceas) se ha observado la presencia mayoritaria de bacilos Gram-positivos
catalasa positivos (Palumbo y col., 1976; Selgas y col., 1988) a partir de los 15-20 dfas de
maduracién. Es posible que estos microorganismos pudieran estar implicados en la
formacién de las aminas, pero es posible también que €stas pudieran surgir por la actividad
de mohos o levaduras, que si pueden desarrollarse en momentos tardios de la maduracidn,
sobre todo los mohos, cuya actividad descarboxilante se conoce desde hace tiempo (Sen,
1969) y, de hecho, se ha comprobado que en los quesos en cuya maduracion participan estos

microorganismos conduce a la formacién de aminas no voldtiles (Colonna y Adda, 1976).
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Por lo que se refiere a la tiramina, su presencia es consecuente con la observacién de
Edwards y col. (1986), quienes han sefialado que los lactobacilos son los responsables de su

acumulacidn en las carnes envasadas a vacio donde dichas bacterias son las dominantes

alcanzando tasas del orden de 108 u.f.c./em? (De Pablo y col., 1989), similares a las que se
logran en los embutidos. Ademds, el incremento de la tasa de esta amina, fundamentalmente
en la fase fermentativa, coincide con el aumento explosivo de la flora l4ctica (figuras 1114 y
II1.5) y, por otra parte, con el descenso que se detecté en la cantidad de tirosina (tablas II1.2
y 1I1.3), 1o que se ha observado también en otros tipos de embutidos (Dierick y col., 1974;
Rice y col., 1975; Santos-Buelga y col., 1986).

El resto de las aminas no mostraron cambios importantes durante la maduracién que
merezca la pena destacar; sus tasas fueron similares en todos los lotes. Quizd quepa afiadir
que las bacterias lacticas no pueden producir espermina ni espermidina (Edwards y col.,
1987), mientras que las células eucariotas s{ (Davis, 1978). De hecho, ya se detectaron en la
masa original, siendo la espermina mayoritaria. Después, se observaron ligeras fluctuaciones
en las tasas de ambas diaminas. Este mismo comportamiento se ha observado en carne
refrigerada (Nakamura y col., 1979), almacenada a vacfo (Edwards y col., 1985) y en
atmésferas modificadas (Ordéfiez y col., 1991).

Respecto a los valores absolutos alcanzados por las aminas y en comparacién con los
resultados de otros autores cabe decir que se han descrito tasas inferiores a las halladas en
este trabajo (Dierick y col., 1974), especialmente para la triptamina, tiramina y
2-feniletilamina.

Vanderkerckhove (1977), en su estudio sobre el contenido de aminas en 26 muestras
de embutidos belgas, obtuvo valores entre los que estdn comprendidos los observados en el
presente trabajo. Asf, ofreci6 tasas de putrescina+histamina que oscilaron entre 4,4 y 59,3
mg/100g extracto seco, las cantidades de tiramina se situaron entre 10,2 y 150,6 mg/100g y
las de 2-feniletilamina entre valores no detectables y 6,06 mg/100g, siempre teniendo en

cuenta que eran productos comercializados. La cadaverina presentd en estos embutidos
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valores inferiores a los registrados en ¢l lote 3, 1o que en cierto modo apoya el hecho de que
dicha diamina no est4 presente de forma regular en los embutidos. Por otra parte, Koehler y
Eitenmiller (1978) detectaron valores similares de tiramina, triptamina y 2-feniletilamina en
diversos tipos de embutidos comerciales ("Genoa salami”, salami ahumado, "Hard salami”,
salami "cotto" y "Lebanon bologna”).

Las concentraciones de tiramina en embutidos crudos citadas por diversos autores son
muy variables. Asi, Eitenmiller y col. (1978) observaron cifras mdximas de
aproximadamente 10 mg/100g de extracto seco en embutidos tipo "cervelat”, bastante
semejantes a las de los lotes 2 y 3, pero inferiores a las del lote 1. Santos y col. (1985)
determinaron tasas de entre 4,6 y 13,7 mg/100g en el salami, 18,7 a 25,4 mg/100g en el
salchichén y de 1 a 30 mg/100g en el chorizo, valores comprendidos entre los obtenidos en
este trabajo. Santos-Buelga y col. (1986) observaron que ¢l pH ejercia cierta influencia en la
produccién de tiramina; asi, las muestras de chorizo que presentaban un pH més bajo eran las
que contenian mds tiramina y viceversa, 1o que también ha sido observado por Chander y col.
(1989), quienes informaron que Lactobacillus bulgaricus produce histamina, tiramina y
triptamina, siendo las condiciones éptimas a pH 5. En el presente trabajo, por el contrario,
los embutidos que presentaron un pH mds elevado (lote 1) fueron los que alcanzaron una
mayor concentracion de esta amina, si bien es cierto que el pH de este lote mostré valores
inferiores que los de los chorizos con pH mds alto analizados por los autores antes
mencionados.

Desde el punto de vista sanitario, las aminas bidgenas pueden constituir un problema,
principalmente por sus efectos fisiclégicos, ya que afectan a la presion sanguinea {la tiramina
es hipertensora y la histamina hipotensora), pero también por su accién adversa en pacientes
tratados con inhibidores de la monoaminoxidasa (Blackwell y Mabbit, 1965) o en personas
susceptibles de padecer migraiias (Sandler y col., 1974).

Las cantidades de aminas capaces de desencadenar estos procesos parecen ser muy

variables. Renner (1987) cita como contenidos capaces de ocasionar toxicidad 10-80 mg de
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tiramina y 70-1000 mg de histamina. Las cantidades son mucho menores en caso de que se
establezca una interaccidn con medicamentos IMAQ. Ponto y col. (1977) estimaron que la
cantidad minima necesaria se¢ situaba, en este caso, en 6 mg de tiramina. En cuanto a la
produccidn de migraiias, Hanington y col. (1970) sefialaron que la administracién oral de
125 mg de tiramina da lugar a migrafias en pacientes susceptibles, si bien los sujetos
normales, utilizados como control, se vieron poco afectados. La 2-feniletilamina, otro agente
productor de estos procesos, induce ataques al administrarse en cantidades de 3 mg (Sandler
y col., 1974). De cualquier forma, los individuos sanos son capaces de metabolizar las
aminas bidgenas ingeridas, incluso cuando se consume una cantidad elevada, sin que se
observen reacciones fisiolégicas adversas (Taylor y col., 1982). En otros productos
sometidos a maduracidn, se han citado cantidades de tiramina superiores a 91 mg/100g y
mayores de 40 mg/100g de histamina en queso Cheddar y azul, respectivamente (Renner,
1987). Estos valores son superiores a los detectados en todos los embutidos controles. De
acuerdo con las dosis de tiramina minimas sefialadas por Renner (1987) capaces de
desencadenar desérdenes en las personas sensibles, la cantidad de embutidos que seria
necesario ingerir para producir toxicidad por histamina oscilaria entre 150 y 2000 g segtin el
lote. Respecto a la tiramina, un individuo susceptible tendria que consumir algo més de 200g
de embutidos de los lotes 2 y 3 y de 120 g del lote 4 para que se manifestaran los desérdenes.

Sin embargo, sélo 67 g del lote 1 serian suficientes para desencadenar toxicidad.
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HI.2. EMBUTIDOS ELABORADOS CON PRONASA E DE

Streptomyces griseus.

Con ¢l fin de conocer la potencial utilidad de la pronasa E para acelerar la maduracién
de los embutidos o potenciar el sabor y aroma de los mismos, se adicioné dicha enzima a
dosis de 600 y 6.000 unidades (la unidad enzimdtica ha quedado definida en I1.3.1). Los
resultados obtenidos se recogen en el presente apartado.

La eleccion de la proteinasa pronasa E se hizo en base a la experiencia que ya se tenfa
en quesos. Esta enzima fue una de las utilizadas por Law y Wigmore (1982) en las

investigaciones que realizaron en queso Cheddar.

II1.2.1. Evolucién de los pariametros fisicoquimicos.

II1.2.1.1. EXTRACTO SECO.
La evolucién del extracto seco de los embutidos elaborados con pronasa E se recoge

en la figura HI.11.
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Figura [II.11. Evolucién del extracto seco de los embutidos elaborados con pronasa E.
Control (O ); lote con 600 U. (4 ); lote con 6000 U. (@).
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El valor inicial fue del 40%. Mds tarde, las cifras crecieron de forma constante, con
ligeras variaciones de unos lotes a otros. Finalmente, los extractos secos de los lotes con
pronasa E (68%) fueron algo superiores (un 5%) a los del control (63%). Estas diferencias
podrian atribuirse, en un principio, a la mayor proteolisis acaecida en los lotes adicionados
con pronasa E (véase I11.2.3). Al degradarse las proteinas durante la maduracién pueden
tener una menor capacidad de retencién de agua, lo que puede justificar los mayores valores
alcanzados por el extracto seco de ambos lotes. Sin embargo, la degradacién fue
significativamente mds baja en el lote con 600 unidades, siendo los valores finales de
nitrégeno soluble en agua (figura [1.15) y del nitrégeno no proteico (I11.18) mds cercanos a
los del control. Por ello, no parece probable que esta diferencia en el extracto seco se deba a
estas circunstancias. Es posible que sea un Hecho ocasional, al menos respecto al lote con
600 U. de pronasa E. Es posible también que en el lote con 6000 unidades se deba, al menos
en parte, al fenémeno al que antes se ha hecho referencia; obsérvese en la figara III.11 que
las graficas que representan los extractos secos de este lote y los del control comienzan a
separarse a partir de los 7-10 dias, cuando los fendmenos proteoliticos mds intensos ya se
han producido.

A pesar de esta posible influencia de la proteolisis en el contenido en humedad, no
cabe duda que dicho pardmetro viene regulado fundamentalmente por la humedad relanva que
se imponga en la cdmara de maduracién. Por ello, pude decirse que los resultados del control
y los de los lotes adicionados de pronasa E estuvieron dentro de los que podia esperarse. En
consecuencia, todas las consideraciones realizadas en el apartado [I[.1.1.1 son totalmente

aplicables a los lotes experimentales elaborados con pronasa E.

111.2.1.2. ACTIVIDAD DE AGUA (ay).

La figura I11.12 muestra la evolucién de la actividad de agua en el lote control y en los
experimentales.

El valor inicial (masa sin embutir) fue de 0,96 y fue descendiendo, como era de

133



Resultados y discusion

esperar, a lo largo del proceso madurativo. El control y el lote con 600 U. mostraron valores

mayores a los del lote con 6000 U. de pronasa E, empezando a diverger a partir del quinto

dia de maduracién. Al final del proceso, la a, llegé a un valor de 0,84 en €ste, mientras que

en el control y en el lote con 600 U. de pronasa E fue de 0,86. Los valores de ay mds

reducidos observados en el lote con 6000 U. de pronasa E hay que atribuirlos a la mayor
proteolisis del mismo, puesto de manifiesto claramente en la evolucién de las fracciones

nitrogenadas (véase I11.2.3). Al aumentar la concentracién de compuestos de bajo peso

molecular se produce un incremento de la osmolaridad, ocasionando un descenso de la ay,.
No obstante, no debe olvidarse que este lote presentd valores de extracto seco superiores a

los otros dos, lo que también contribuye a que la ay, sea més reducida.
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Figura II1.12. Evolucién de la actividad de agua (aw) en los embutidos fabricados con

pronasa E.
Control ( O ); lotecon 600 U. ( & ); lote con 6000 U. { & ).

I11.2.1.3. EVOLUCION DEL pH.
La evolucién del pH de los embutidos a lo largo de la maduracién se recoge en la

figura I11.13.
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Figura II1.13. Evolucién del pH en los embutidos fabricados con pronasa E.
Control ( O ); lotecon 600 U. ( & ); lotecon 6000 U. ( & ).

Los valores mds bajos se registraron en el control y en el lote con 600 U. Sin
embargo, el que contenfa 6000 U. mostré un pH mds elevado durante todo €l proceso (unas
0,2-0,3 unidades mds). Estos resultados se pueden atribuir al acimulo de compuestos
bésicos como resultado de la intensa degradacién proteica que sufrieron los embutidos de
dicho lote.

Por otra parte, y sin tener en cuenta los valores absolutos, la evolucién fue bastante
parecida en todos los embutidos, con un descense muy acusado durante ia fermentacién, otro
mds suave en las ctapas intermedias de la maduracién y, al final, un incremento que se
observé de forma clara en el control y en el iote pronasa E-6000 U. Ya se ha discutido en el
apartado IIL1.1.3 diversos aspectos relativos a la evolucién del pH descrita por diversos
autores en distintos embutidos; puede decirse de forma general que es similar a la observada
para el control y el lote con 600 U. de pronasa. Por tanto, el distinto comportamiento de este
pardmetro en el lote con 6000 U. de pronasa E parece deberse a la actividad de la enzima al

ocasionar la liberacién de sustancias bdsicas.
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I11.2.1.4. CENIZAS.

Respecto al contenido medio de cenizas de los embutidos, véase I11.1.1.4.

I11.2.2. Evolucion de la flora microbiana.

La figura III.14 muestra la evolucién de la flora microbiana total, la flora ldctica y las
micrococéceas de los lotes correspondientes a la experiencia que se describe en el presente
apartado.

Puede observarse que las graficas fueron, en los tres lotes, practicamente iguales, lo
que permite deducir que la adicién de pronasa E no afecté en absoluto al crecimiento tipico de
los microorganismos que adquieren mayor relevancia en la maduracién de los embutidos.
Aunque, quiz4s, pueden detectarse ligeras diferencias en los valores absolutos (por ejemplo,
en el lote que contenia 600 U. de pronasa, el recuento total y el de la flora léctica fue unas 0,2
unidades logaritmicas superior a los otros dos), no pueden atribuirse a un efecto de la
enzima, ya que, por una parte, esas diferencias son totalmente normales y, por otra, los
valores obtenidos caen dentro de los descritos por numerosos autores para distintos tipos de

embutidos (véanse los comentarios del apartado II1.1.2).

I11.2.3. Estudio de la proteolisis: evolucién de diversas fracciones

nitrogenadas.

I11.2.3.1. NITROGENO TOTAL.

Respecto al nitrégeno total de los embutidos, véase I11.1.3.1.

I11.2.3.2. NITROGENO SOLUBLE EN AGUA (NSA).

En la figura II1.15 se recogen los resultados obtenidos ¢n la valoracién del nitrégeno
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Figura II1.14. Evolucién de los microorganismos viables totales (0 ), de la flora
lactica ( @ ) y de las micrococdceas ( & ) en los embutidos con pronasa E.
A: control 1; B: lote con 600 U.; C: lote con 6000 U.
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solubile en agua durante Ia maduracién en los lotes adicionados de pronasa E. Dichos
resultados se han expresado en gramos de nitrégeno en 100 g de extracto seco.

Los lotes con pronasa presentaron un incremento notable en el NSA respecto al
control, aunque la evolucién fue similar en todos ellos. El aumento mds acusado se produjo
en la fermentacién, durante la cual se alcanzaron lo valores méximos. Posteriormente se
detecté un ligero descenso (hacia el quinto dia) para mantenerse constante hasta ¢l final del
proceso. Ya se ha discutido (I11.1.3.2) la evolucién del NSA en el lote control y se han
observado algunas diferencias en todos los controles que se elaboraron, pero precisamente la

evolucion mostrada por éste es similar a la descrita por otros autores (Garriga y col., 1988).
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Figura I1I.15. Efecto de la adici6n de pronasa E en la fraccién de nitrégeno soluble en

agua (NSA).
Control (0O );lotecon600 U. (4 );lotecon 6000 U. (m ).

Los porcentajes de incremento al final de la maduracién de los lotes con pronasa E
respecto al control se muestran en la tabla IILS. En el lote control el NSA final fue de 1,49
gN/100g E.S. y en el lote que se elaboré con 600 U. de pronasa E alcanzé el valor de 2,02
gN/100g E.S., 1o que significa un aumento del 35,6%. Al afiadir 6000 U. de la enzima se
obtuvo un valor del NSA al final de la maduracién de 3,43 gN/100g E.S., es decir, un 130%
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TABLA II1.5. Incremento (%) al final de la maduracién respecto al control de las
fracciones nitrogenadas estudiadas en los embutidos fabricados con
pronasa E.

Proteasa Unidades NSA NNP NSF NSS NBVT

Pronasa E 600 35,6 54,3 67,7 143,7 36,3
Pronasa E 6000 130,2 162,9 148,4 220,6 71,4

NSA: nitrégeno soluble en agua.

NNP: nitrégeno no proteico;

NSF: nitrégeno soluble en dcido fosfottingstico al 5%.
NSS: nitrégeno soluble en dcido sulfosalicilico al 5 %.
NBVT: nitrégeno bdsico volatil total.
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mds que en el control.

Hay que destacar que, en los dos lotes con proteasa, el incremento del NSA fue muy
rdpide durante la fermentacién, observdndose después una estabilizacion de los valores de
dicha fraccidn, lo que se aprecié también, como se verd posteriormente, en las fracciones de
nitrégeno no proteico y en la soluble en 4cido fosfotingstico al 5% (111.2.3.3 y I11.2.3.4).
Este fenémeno indica que se produjo una fuerte inhibicién, casi detencién, del proceso de
fragmentacién proteica. Dado que la actividad de cualquier enzima depende de diversos
factores, entre ellos la temperatura y el pH, la estabilizacién de los valores de NSA a partir
del quinto dia se atribuyd en principio, por una parte, al cambio en las condiciones de la
cdmara de maduracién (la temperatura de fermentacién se ajusté a 22°C y, concluido este
proceso, se redujo a 12°C) y, por otra, a la taida del pH durante la fermentacién. Ambos
factores, sin duda, influyeron en la actividad de la pronasa E. Para comprobar esta hipétesis
se realizé una experiencia para establecer el pesfil de actividad de la pronasa E respecto al pH
y a la temperatura, de acuerdo con la metodologia descrita en 11.3.2. Los resultados de ambas
experiencias se muestran en las figuras II1.16 y IIL17. En ambos casos, el dato mds
importante es el descenso que se produce al pasar de las condiciones de fermentacién a las de
maduracidn. Asf, a 10 y 15°C la actividad de la pronasa E es, respectivamente, unas 2,3 y
1,7 veces menor que a 25°C a pH 5,0. De la misma forma, a un pH de 5,5 (muy cercano al
pH final que se alcanz6 en el lote adicionado de 600 U. de pronasa E) la actividad de la
enzima es alrededor de 1,3 veces mds baja que a pH 5.8 (valor similar al obtenido en el lote
con 6000 U.) y unas 1,6 veces menor que a pH 6,0, valor cercano al pH inicial de los
embutidos.

Estos resultados indican que, como se suponia, se produjo una disminucién de la
actividad enzimdtica una vez concluida la fase fermentativa pero, quizds, no explique
totalmente la desaceleracién tan intensa de la proteolisis; tienen, pues, que participar, ademads
de los fenémenos antes mencionados, otros que determinen la actividad enzimdtica. Es

posible que entre ellos ocupe un lugar destacado la acumulacién de productos resultantes de
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la fragmentacidn proteica, como ocurre con el mecanismo de retroinhibicién de los enzimas

alostéricos (Lehninger, 1984),
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Figura I11.17. Efecto del pH en la actividad de la pronasa E.

Estos resultados indican que, como se suponia, se produjo una disminucién de la

actividad enzimadtica una vez concluida la fase fermentativa pero, quizis, no explique
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totalmente la desaceleracién tan intensa de la proteolisis; tienen, pues, que participar, adem4s
de los fendmenos antes mencionados, otros que determinen la actividad enzimdtica. Es
posible que entre ellos ocupe un lugar destacado la acumulacién de productos resultantes de
la fragmentacién proteica, como ocurre con €l mecanismo de retroinhibicién de los enzimas

alostéricos (Lehninger, 1984).

I11.2.3.3. NITROGENO NO PROTEICO (NNP),
La evolucién del nitrégeno no proteico en los lotes de embutidos elaborados con

pronasa E se recogen graficamente en la figura II1.18.
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Figura II1.18. Efecto de la adicién de pronasa E en la fraccién de nitrégeno no proteico

(NNP)
Control ( O ); lotecon 600 U. ( & ); lotecon 6000 U. ( m ).

Los dos lotes con pronasa presentaron una mayor cantidad de NNP que su control,
incremento dependiente, ademds, de la cantidad de enzima afiadida. El lote con 600 unidades
de pronasa E mostré una evolucién bastante paralela a la del control, es decir, un aumento
progresivo hasta aproximadamente la mitad de la maduracién y después un mantenimiento de

los valores hasta ¢l final del proceso. El lote con 6000 U. alcanzé valores aiin mds elevados y
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su evolucién fue diferente; se produjo un incremento brusco en la fase fermentativa y un
descenso posterior suave que se prolongd hasta ¢l final de la maduracién. La evolucién fue,
por tanto, muy semejante a la observada en el nitrégeno soluble en agua;, compérense a tal
efecto las gréficas correspondientes a cada una de las fracciones (figuras IIL15 y I11.18) y
obsérvese el paralelismo entre ellas.

Los valores finales de NNP fueron 0,70 gN/100g en el control, 1,08 gN/100g en el
lote pronasa E-600 U. y de 1,84 gN/100g en el pronasa E-6000 U., todos ellos referidos a
extracto seco.

Los porcentajes de incremento del NNP de estos lotes respecto al control se recogen
en la tabla I1L.5; fueron del 54,3 y 162,9% para los lotes de embutidos con 600 y 6000 U.,
respectivamente. El lote pronasa E-6000 U. mostr6 un incremento del 108,6% mads que el de
600 U. Se puede decir, pues, que la adicién de mayor cantidad de pronasa E incidi6 de igual
forma en el NNP que en el NSA, ya que los porcentajes de aumento de ambas fracciones
fueron bastante similares.

Sin embargo, los porcentajes de incremento respecto al control si fueron algo mayores
en el caso del NNP que en el del NSA, por lo que quizd pueda suponerse que la adicion de
pronasa a los embutidos da lugar a una mayor concentracién de péptidos y compuestos de
menor peso molecular que los de la fraccién de protefnas solubles en agua.

Al igual que ocurrié con el NSA, la proteolisis se produjo sobre todo en la
fermentacién y se redujo después durante la maduracién, lo que podria explicarse de la
misma forma: la actividad de las proteasas puede verse inhibida por el cambio de condiciones
ambientales en la cdmara de maduracién y por la bajada de pH en el embutido, unidos a la
existencia de un mecanismo de inhibicién por productos finales de la degradacién proteica.
Este tipo de evolucién ha sido observada anteriormente (Martin, 1975; Garriga y col., 1988)
durante la maduracién de salchichones convencionales. Los itimos autores atribuyen este
hecho a que parte del nitrégeno pasa a amoniaco, que se difunde en el ambiente hasta la

saturacién de la cdmara de secado. En su caso detectaron un pronunciado aumento del
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nitrégeno amoniacal y del crecimiento bacteriano concomitante al descenso del NNP. En las
presentes experiencias coincide el mayor desarrollo microbiano con este periodo, que, a fin
de cuentas, es un hecho comin en todos los embutidos (véase 1I1.1.2). Sin embargo, la
inflexién no aparece en el lote con 600 U. que, no obstante, present6 tasas muy elevadas de
nitrégeno bésico vol4til total, las cuales siguieron aumentando a lo largo de la maduracidn, lo

que no ocurrié en los embutidos analizados por los autores antes mencionados.

111.2.3.4. NITROGENO SOLUBLE EN ACIDO FOSFOTUNGSTICO AL 5% (NSF).

La figura III.19 muestra grédficamente la evolucion del nitrégeno soluble en dcido
fosfotingstico al 5% a lo largo de la maduracién de los embutidos.

Los lotes con pronasa E presentaron, como era de esperar, un mayor contenido en
NSF. En ambos casos la evoluci6n fue similar, experimentando un fuerte incremento durante
la fermentacién para descender ligeramente una vez finalizada dicha fase y estabilizarse
posteriormente, durante el resto del proceso madurativo. Esta evolucién coincide, en general,
con la observada en las fracciones NSA y NNP. El control, por el contrario, no mostré este
rdpido incremento durante los primeros dfas y sélo se produjo un aumento ligero durante la
maduracién.

Los valores de NSF al final de la maduracién fueron, referidos a extracto seco, de
0,31 gN/100g para el control, 0,52 gN/100g en el lote pronasa E-600 U. y 0,77 gN/100g en
el pronasa E-6000 U., 1o que supuso unos incrementos, respecto al control, de 67,7% y
148.,4% para los embutidos adicionados de 600 y 6000 U. de pronasa E (tabla 1II.4), muy
préximos a las observadas para el NNP.

Como el material que permanece soluble en 4cido fosfotingstico al 5% est4 formado
por sustancias nitrogenadas con un peso molecular inferior a aproximadamente 600 d. (Jarret
y col., 1982), los resultados anteriores indican que durante la fermentacién no sélo se
produce la fragmentacién primaria de proteinas, sino que igualmente durante esa fase acaece

la rotura de enlaces peptidicos de los polipéptidos y péptidos que surgen de dicha

144



Resultados y discusion

fragmentacion, llegando hasta tri- y dipéptidos y aminodcidos. En otras palabras, la adicién
de pronasa E ocasiona ya en la fase fermentativa una extensa y profunda degradacién

proteica.
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Figura III.19. Efecto de la adicién de pronasa E en la fraccién de nitrégeno soluble en

dcido fosfotingstico al 5% (NSF).
Control ( O ); lotecon 600 U. ( & ); lotecon 6000 U. ( @ ).

El aumento del NSF en los embutidos elaborados con pronasa E podria atribuirse a
dos efectos. En primer lugar, a que la pronasa E comercial no es un preparado que contenga
s6lo una proteinasa, si no que es una mezcla de proteasas que incluyen ademds carboxi- y
aminopeptidasas capaces de fragmentar los péptidos incluso a aminodcidos libres; la aparicién
de sustancias de bajo peso molecular seria, pues, un efecto directo. De forma indirecta, la
accién degradativa de la pronasa E proporcionaria gran cantidad de sustrato para las distintas
peptidasas tisulares de la carne y también para las de origen microbiano, cuya actividad darfa
lugar a un aumento de la concentracién de compuestos nitrogenados de peso molecular
inferior a 600 d. En este sentido conviene recordar la accién colaboradora que se produce
entre enzimas exégenos y microbianos en los fenémenos proteoliticos que acaecen durante la

maduracién del queso. La quimosina, proteinasa mayoritaria del cuajo, aparte de
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desestabilizar las casefnas al romper especificamente ¢l enlace peptidico establecido entre la

Phe (105) y Ala (106) de 1a x-caseina (Dalgleish, 1987) ejerce una accién proteolitica

secundaria fragmentando fundamentalmente la o.;_j-caseina (Fox y Law, 1991), rindiendo

péptidos de elevado peso molecular que quedan dispuestos para que después sufran

posteriores degradaciones merced a la accién de las bacterias ldcticas (Steele y Unlii, 1992).

Es asf como la o_;-caseina sufre una profunda degradacién proteica que puede llegar hasta

el 80% en quesos de maduracion larga (Ordéiiez y col., 1978).

II1.2.3.5. NITROGENO SOLUBLE EN ACIDO SULFOSALICILICO AL 5% (NSS).

La representacidn gréfica de la evolucién del nitrdgeno soluble en dcido sulfosalicilico

al 5% a lo largo de la maduracién de los embutidos adicionados de pronasa E se recoge en la

figura II1.20. Los resultados se han expresado en mg de nitrégeno en 100g de extracto seco.
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Figura I11.20. Evolucién del nitrégeno soluble en dcide sulfosalicilico al 5% en los

embutidos fabricados con pronasa E.
Control (01 ); lote con 600 U. (& ); lotecon 6000 U. (8 ).

Los lotes con pronasa E presentaron valores muy superiores a los de su control.
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Ademds, se registré en ellos la misma evolucién que en las otras fracciones nitrogenadas, es
decir, un incremento muy pronunciado hasta el segundo dia de maduracién, en el que aparece
un médximo, después un significativo descenso y, finalmente, un nuevo aumento, mds suave,
y una estabilizacion hasta alcanzar los niveles logrados en la fase fermentativa.

Los valores finales fueron de 272, 663 y 872 mgN/100g de extracto seco en los lotes
control, pronasa E-600 U. y pronasa E-6000 U., respectivamente. Si se comparan los
valores absolutos del NSS con los de NSF (figura {I1.19), se puede observar que los niveles
alcanzados por ambas fracciones nitrogenadas en los lotes adicionados de pronasa E son
similares, mientras que en el lote control son algo mayores los de 1a fraccion NSF (unos 300
mgN/100g E.S. de la fraccién NSF frente a algo mds de 200 mgN/100g E.S. de la fraccion
NSS). Puede inferirse, pues, que la adicién de pronasa E ocasiona una liberacién masiva de
aminodcidos hasta tal punto que la presencia de di- y tripéptidos de hasta 600 d. queda

solapada por los aminoécidos libres.
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Figura II1.21. Evolucidn de los aminodcidos libres totales en los embutidos elaborados

con pronasa E.
Control (O ); lote con 600 U. (& ); lote con 6000 U. (@ ).

Al observar los porcentajes de incremento finales de los lotes con pronasa E respecto

al control (tabla IIL.5), se puede apreciar que son marcadamente superiores a los alcanzados
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en las otras fracciones; se podria concluir que la adicién de pronasa E ejerce un mayor efecto
en las fracciones nitrogenadas inferiores (amino4cidos) que en las superiores, 1o que
posiblemente se debe, como ya se indicé al analizar la fraccién NSF (véase 111.2.3.4), a la
accién directa e indirecta de 1a pronasa E. Ademds, se puede apreciar que el incremento del
NSF que se produjo al pasar de 600 a 6000 unidades en los embutidos no indujo, a su vez,
un aumento en la cantidad de NSS tan grande como en las otras fracciones antes
mencionadas. En este caso, ¢l NSS sélo fue, en el lote con 6000 U., un 76,9% mayor que en

los embutidos con 600 U, similar al calculado para la fraccién NSF.

I11.2.3.6. NITROGENQ BASICO VOLATIL TOTAL (NBVT).

La figura IT1.22 muestra la evolucién del nitrégeno bdsico volatil total durante la
maduracién de los embutidos elaborados con pronasa E. Los resultados se han expresado en
mg de nitrégeno en 100g de extracto seco. No se pudo cuantificar el NBVT presente en la
masa de los salchichones previa a la embuticién (dia O del muestreo) debido a que era inferior
al umbral de deteccion de la técnica empleada.

Al igual que en las otras fracciones, los lotes con pronasa E presentaron cantidades
superiores de NBVT a las del control. Asimismo, los valores fueron mayores al aumentar la
concentracién de enzima empleada. En los dos lotes con pronasa E la evolucién fue similar,
presentando un crecimiento progresivo de las tasas desde el principio hasta el final de la
maduracién, siendo més pronunciado en 1a primera mitad de la misma. En las etapas finales
se observa una tendencia a la estabilizacién que quizds refleje, al menos en parte, la
disipacién de dichas sustancias en el entorno atmosférico.

En la tabla IIL.5 se recogen los porcentajes de incremento de los lotes con pronasa E
respecto al control. El aumento de! lote con 6000 U. fue menor que en las otras fracciones y
también cuando se calculé respecto al observado en los embutidos con 600 U (un 35%). Hay
que tener en cuenta que la enzima no puede desaminar los amino4cidos y, por tanto, por si

misma no es capaz de ocasionar la elevacién del NBVT. Probablemente el incremento de esta
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fracci6n en el lote pronasa E-6000 U. sea proporcional al aumento del sustrato disponible
hasta cierto nivel, a partir del cual la produccién de NBVT se hace mds lenta, dado que las
reacciones enzimdticas siguen una evelucién logaritmica respecto a la concentracién de

sustrato.
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Figura II1.22. Evolucién del nitrégeno bdsico volétil total (NBVT) en los embutidos

fabricados con pronasa E.
Control ( O ); lote con 600 U. ( & ); lotecon 6000 U. ( @ ).

[11.2.3.7. AMINOACIDOS LIBRES.

Los resultados obtenidos en la determinacién de los aminoécidos libres en los
embutidos fabricados con pronasa E durante la maduracién se recogen en la tabla IT11.6 Los
resuitados se han expresado en mg de aminoécido en 100g de extracto seco.

En general, los lotes con pronasa E presentaron una cantidad mayor de aminodcidos
que el control durante todo el proceso. También de forma global las cifras fueron superiores
en ¢l lote con 6000 U. de pronasa que en ¢l elaborado con 600 U., salvo en determinados
aminodcidos (Asp, Glu, Asn+Gly, His, Ala y Val), en los que las tasas fueron parecidas en
los dos lotes adicionados de la enzima. Los aminodcidos mds abundantes al término del

perfodo madurativo fueron, no obstante, practicamente los mismos aunque en distinto orden.
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Resultados y discusion

Asi, en el lote pronasa E-600 U. predominaron Lys, Glu, His, Pro y Ala, mientras que en
tos embutidos del pronasa E-6000 U. fueron His, Lys, Pro, Leu y Ala. De estos, His, Alay
Pro fueron también los mds abundantes en el control. Cabe resaltar que la Lys, en relacién
con el control, alcanzé valores muy elevados en los dos lotes con pronasa E. Al igual que en
los embutidos dei control se observé un descenso en la cantidad de Tyr durante el proceso
madurativo, a pesar de que en los lotes con pronasa E se produjera un aumento importante en
la fase fermentativa.

Los aminodcidos que mayor incremento sufrieron al final de la maduracién respecto al
control fueron, en el lote pronasa E-600 U., Trp (x4,3), Lys (x4,2), Val (x3,5), Met (x2,8)
y Leu (x2,75), mientras que en el pronasa E-6000 U. fueron Lys (x6.4), Arg (x5,1),
Ser+Gin (x4,6), Leu (x4,1) y Met (x3,6). Tres de ellos (Lys, Leu y Met) fueron los mismos
que en el lote pronasa E-600 U., aunque la Val alcanzé valores realmente elevados en etapas
intermedias. Es posible que la gran liberacién de Lys en el lote pronasa E-6000 U. explique,
junto a los compuestos bdsicos voldtiles, el pH mds elevado que se detectd en los embutidos
de este lote.

En cinco amino4cidos el aumento fue menor en el lote con més pronasa E que en el
que contenfa menos enzima (Asp, Glu, Asn+Gly y Trp). Sin embargo, los mdximos fueron
superiores, por lo que, al parecer, existié una degradacién aminoacidica intensa, superior a la
velocidad de formacién de éstos en la segunda mitad de la maduracién. Este fenémeno pudo
deberse posiblemente a la distinta actividad microbiana sobre la gran cantidad de aminodcidos
liberados, que condujo a procesos de degradacién muy tempranos, generandose, entre otros
compuestos, nitrégeno bdsico voldtil total que, al alcalinizar el medio, pudo influir en la
actividad de la flora.

Del total de amino4cidos libres puede deducirse que, tanto en el lote control como en
el de pronasa E-600 U., se produjo un aumento importante de aminodcidos en los cinco
primeros dfas de maduracién y después el incremento fue mds suave, estabilizdndose al final

del proceso. Este comportamiento fue similar al observado en la fraccién NSS (figura
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II1.20), aunque en el lote pronasa E-600 U. se observara en esta fraccién un ligero descenso
una vez concluida la fermentacién, Sin embargo, en el lote pronasa E-6000 U. las tasas de
aminodcidos libres sufrieron un gran aumento en los cinco primeros dias y después
disminuyeron, también de forma importante, en los siguientes dias hasta el décimo, en que se
estabilizaron los valores. Esta evolucion es, justamente, la que se observé en la fraccién NSS
(figura II1.20).

En otro orden de cosas, en los lotes con pronasa E, 1a relacién entre la tasa total de
aminodcidos en cada muestreo y la de NSS se situd, enla mayoria de los casos, en valores
préximos a los que se obtuvieron en los lotes controles (véase [11.1.3.7), lo que permite
afirmar, de nuevo, que la determinacién del NSS refleja muy bien la liberacién de
aminodcidos durante el proceso madurativo. -

Como conclusiones de los datos obtenidos en los amindcidos libres puede decirse, en
términos generales, que la adicién de pronasa E a los embutidos conduce a una mayor
liberacion de Ser+Gln, Pro, Arg, Met, Leu y, sobre todo, Lys. Sin embargo, no afecta o -
sélo de forma poco relevante, a la liberacidon de Asp, Asn+Gly, His y Ala. En otros casos,

como ¢l de Trp, no puede llegarse a resultados claros.

MI.2.3.8. AMINAS.

Los resultados obtenidos en la determinacién de aminas en los embutidos fabricados
con pronasa E se muestran en la tabla IIL7.

Se observa claramente que, excepto para la tiramina, los niveles de aminas obtenidos
fueron similares para los tres lotes. Por tanto, la adicién de pronasa E no produjo efecto
alguno en la generacién de aminas y todas las consideracions recogidas en el apartado
I11.1.3.8 para los lotes de embutidos controles son vélidas para los embutidos fabricados con
pronasa E. Se podria argumentar que en el lote al que se le afiadié 6000 U. de pronasaE, la
2-feniletilamina alcanzé, durante la maduracién, valores ligeramente superiores a los

alcanzados tanto por el control como en el lote de 600 U., pero el valor final fue semejante al
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de la masa original, por lo que se ha considerado que tampoco hubo diferencias dignas de ser
discutidas. En los tres lotes, sin embargo, se observé que la putrescina+histamina aument$
progresivamente durante la maduracidn, aunque los valores absolutos no fueron muy
grandes. Dado que el comportamiento fue el mismo en los tres lotes, no se puede considerar
que dicho fendmeno derivé de la adicién de pronasa E, sino que s un hecho habitual en un
embutido en maduracién. Ademds, los valores obtenidos deben corresponder a histamina y
no a putrescina, ya que las bacterias ldcticas, las mayoritarias, no pueden descarboxilar la
lisina (Dainty y col., 1986; Edwards y col., 1987). Esta diamina, junto con la cadaverina, se
acumulan en la carne refrigerada alterada donde prevalecen las pseudomonas o también en
otras situaciones en que existen elevadas tasas de enterobacterias (Slemr, 1981; Dainty y col.,
1986). Estos dos tipos de microorganismos estdn habitualmente ausentes en los embutidos,
al descender muy rdpidamente su niimero durante los primeros dias de maduracién (Liicke,
1984). En II[.1.3.8 se discute mds extensamente el posible origen de la
putrescina+histamina,

La evolucién de la tiramina fue similar en los tres lotes; se observd, partiendo de
cantidades trazas, un gran aumento en el primer tercio de la maduracién para estabilizarse
hasta ¢l final del proceso. Esta evolucién es totalmente concordante con la de la tirosina, que
fue disminuyendo a medida que, por descarboxilacién, se va transformando en la amina, lo
que, no cabe duda, se debe a la actividad de los lactobacilos, ya que se ha descrito (Edwards
y col., 1987) que estas bacterias, al menos las de origen cdrnico, pueden descarboxilar este
amino4cido.

Las diferencias entre los tres lotes radican en los valores absolutos; los mds bajos se
lograron en el control y fueron mayores a medida que se afiadi6é més pronasa E, de tal forma
que en el lote con 600 U. de pronasa E la tasa de tiramina al final de 1a maduracién fue 2,4
veces superior a la del control y se multiplicé por un factor préximo a 9 en el lote con 6000
U. de la proteinasa. No cabe duda de que la enzima puso a disposicion de los lactobacilos

una mayor cantidad de tirosina para ser descarboxilada.
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Como se ha sefialado en el apartado I11.1.3.8, las aminas biégenas pueden constituir
un problema para la salud. Ya se ha analizado en ese apartado el posible peligro que puede
derivar de la presencia de estas aminas en los embutidos convencionales, que se
corresponden con los controles en las experiencias que se describen en esta memoria. Como
se ha observado, la adicién de pronasa E ocasiona, aunque sea indirectamente, una mayor
acumulacién de tiramina, por lo que su presencia podrfa ser peligrosa para individuos
sensibles. De acuerdo con las cantidades minimas de tiramina citadas por Renner (1987)
capaces de producir toxicidad, ingestas de embutido control superiores a los 67 g contienen la
cantidad mfnima (10 mg) resefiada por el mencionado autor. Dicha cantidad estaria presente
en 26 g de embutido del lote pronasa E-600 U. y en 7 g de los pertenecientes al pronasa
E-6000 U. Por lo tanto, la concentracién de tiramina ya fue bastante elevada en el control y el
aumento de la proteolisis ocasionado por la pronasa E hizo aumentar aiin m4s este contenido.
Sin embargo, hay que tener en cuenta que esta toxicidad se presenta séle en individuos muy
susceptibles; en personas sanas el problema presenta mucha menor importancia (Hannington
y col,, 1970). Si se consideran los datos aportados por Ponto y col. (1977), todos los lotes
contendrfan cantidades suficientes de tiramina para interaccionar con los medicamentos
IMAO. No obstante, en los individuos no especialmente susceptibles estos minimos de
toxicidad son mucho mds elevados (Taylor y col., 1982).

Por lo tanto, los embutidos de todos los lotes, incluido el control, presentaron cierto
riesgo de toxicidad por tiramina, al menos para algunos individuos, que fue mayor en los que

se elaboraron con la proteasa.

I1L.2.4. Anailisis sensorial.

La prueba de diferenciacién por el test triangular mostré que los embutidos del lote
con 600 unidades de pronasa E no eran significativamente diferentes de los del lote control (p

2 0.05); sin embargo, estos dos lotes sf lo eran (p < 0,01) del lote fabricado con 6000
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unidades de pronasa E.

Los resultados obtenidos en la prueba preferencial realizada con muestras de
embutidos tomadas al final de la maduracién se recogen en la tabla IIL.8. El lote pronasa
E-600 U. alcanzé una puntuacién superior a la del control, aunque las diferencias no
mostraron significancia. La presencia de pronasa E en estos embutidos no modificé la
textura, pero mejord ligeramente tanto la apariencia como el sabor y aroma a juicio del panel
de catadores. Estos resultados sugieren que la adicién de pronasa E en cantidades proximas a
la utilizada en este lote (600 unidades) podrian ser més {tiles para mejorar el aroma y sabor
de los embutidos o, alternativamente, acortar la maduracién.

El lote con 6000 unidades de pronasa E-6000 U. fue calificado, sin embargo, con una
puntuacién muy baja tanto respecto al controt como al lote de 600 U. de la enzima. La causa
fue el ablandamiento tan acusado que presentd la masa que, no cabe duda, se debid a la
intensa proteolisis que se produjo, la cual acarred la generacidn de sustancias nitrogenadas
inferiores de mayor solubilidad.

El sabor y aroma fueron calificados con una puntuacién muy baja, de 2,9.
Obviamente, la sensacién de blandura de Ia masa influyé de fora decisiva en el juicio de los
catadores. Realmente, la calificacién emitida correspondia al "flavor” y no al sabor y aroma.

Como conclucién final de las experiencias descritas en este apartado puede decirse
que la adicién de pronasa E puede ser eficaz para potenciar el sabor y aroma de los embutidos
0 acortar el periodo madurativo y que las dosis méds adecuadas para ello se sitdan en torno a
las 600 U. de la enzima, pero concentraciones mucho més elevadas pueden provocar
degradaciones intensas de las protefnas que influyen negativamente en la calidad global del

producto final,
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Tabla II1.8. Calidad organoléptica al final de la maduracién de los embutidos
fabricados con pronasa E.

Lote Unidades  Color y Textura Sabor y Calidad
afiadidas* Apariencia Aroma global**
Control 0 7.9a 7,7a 7.8a 7.8a
Pronasa-600 600 8.6a 7,7a 8,3a 8,2a
Pronasa-6000 6000 4,9b 2,8b 2,9 3.1b

a, b: letras diferentes representan diferencias significativas (p<0,01).
* Para la definicién de unidad, ver apartado I1.3.1
** Calidad global = Color y Apariencia x 0,1 + Textura x 0,25 + Sabor y Aroma x 0,65

157



Resultados y discusidn

II1.3. EMBUTIDOS ELABORADOS CON ASPARTIL PROTEINASA
DE ASPERGILLUS ORYZAE.

Al igual que las experiencias realizadas con pronasa E, el objetivo de las descritas en
este apartado era conocer la posible utilizacién de la aspartil proteinasa de Aspergillus oryzae
para acortar el perfodo madurativo de los embutidos. Esta enzima es diferente a la anterior, ya
que €s una proteinasa 4cida cuya actividad mdxima es a un pH préximo al existente en los
embutidos.

La enzima se adicioné a dosis de 800 y 4500 unidades (la unidad enzimdtica ha
quedado definida en 1£.3.1). Los resultados obtenidos se recogen en el presente apartado.

La eleccién de dicha enzima se hizo en base a su cardcter de proteinasa 4cida y dentro
de las de este grupo se eligi¢ la aspartil proteinasa de Aspergiflus oryzae debido a que
previamente (Law, 1984a) se habia utilizado en estudios similares con el fin de intentar
acortar la maduracién de los quesos.

La elecci6n de las dosis de enzima se hizo en base a los resultados que ya se tenian
sobre la pronasa E. Como la adicién de 600 unidades produjo sélo una proteolisis algo
superior a la ocurrida en el control se pensé que podria ser méds oportuno afiadir una dosis
algo superior de aspartil proteinasa (800 unidades). De la misma forma, como en el caso de la
adicién de 10 veces més de pronasa E ocasioné una intensa proteolisis que se traducia en un
ablandamiento excesivo de la masa, se eligié una segunda dosis de 4500 U., sélo 5,6 veces

superior a la otra.

II1.3.1. Evolucion de los parimetros fisicoquimicos.

I11.3.1.1. EXTRACTO SECO.
La figura I11.23 muestra ia evolucién del extracto seco de los embutidos fabricados

con aspartil proteinasa.
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Figura II1.23. Evolucién del extracto seco en los embutidos elaborados con aspartil
proteinasa.
Control ( O );lote con 800 U. ( & ); lotecon 4500 U. (@ ).

El valor inicial fue de 39,8%, similar al obtenido en los embutidos elaborados con
pronasa E. La evolucidn también fue semejante en todos los lotes, siempre ascendente
aunque con ligeras oscilaciones, llegdndose, a diferencia de los embutidos con pronasa E
(véase I11.2.1.1), a valores finales igualmente similares, a pesar de que la proteolisis fue
también muy intensa en este caso (véase I1I1.3.3); sin embargo, no parece que afectara tanto a

la capacidad de retencién de agua como en el caso de la pronasa E.

I11.3.1.2. ACTIVIDAD DE AGUA (ay,).

La evolucién de la actividad de agua de los embutidos fabricados con aspartil
proteinasa se recoge en la figura 1I1.24. Este pardmetro, partiendo de un valor inicial de 0,97,
fue descendiendo progresivamente, como cabia esperar, durante la maduracion.

Al igual que sucedié con el lote fabricade con 6000 U. de pronasa E, los embutidos

elaborados con la dosis mayor de aspartil proteinasa (4500 U.) presentaron una a,, més baja
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que su control, mostrando una ay, final inferior a 0,88, mientras que en ¢l control y el lote

con 800 U. de la enzima no descendié por debajo de 0,90. Al igual que en el caso de la
pronasa E, este efecto se ha atribuido al aumento de la cantidad de compuestos de bajo peso
molecular resultantes de la proteolisis con una actividad osmética mayor que las proteinas de

donde proceden.
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Figura III.24. Evolucion de la actividad de agua (ay,) en los embutidos fabricados con

aspartil proteinasa.
Control ( O ); lotecon 800 U. ( & ); lotecon 4500 U. (@ ).

I11.3.1.3. EVOLUCION DEL pH.

La evolucidén del pH a lo largo de la maduracién de los embutidos fabricados con
aspartil proteinasa se muestra en la figura I11.25. Fue similar en todos los lotes y la tfpica en
esta clase de embutidos (Liicke,1984), presentando el descenso mds acusado durante la fase
de fermentacién, mds suave después y al final un ligero incremento. Los valores fueron
siempre algo més bajos que los obtenidos en los lotes con pronasa E, incluido el control
(véase [11.2.1.3), lo que hay que atribuir simplemente a variaciones en las caracteristicas de la

came empleada en su elaboracidn o a una actividad de las bacterias l4cticas m4s intensa. Estas
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diferencias ya se han discutido ampliamente en el apartado 111.1.1.3.
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Figura II1.25. Evolucién del pH de los embutidos fabricados con aspartil proteinasa.
Control ( 3 ); lotecon 800 U. ( & ); lotecon 4500 U. (@ ).

También, y a diferencia de lo observado en los embutidos con pronasa E, los valores
del pH fueron similares en los lotes con aspartil proteinasa respecto a su control. A pesar del
incremento tan intenso de las fracciones nitrogenadas registrado en los lotes con aspartil
proteinasa (factor al que se atribuy6 el pH mds elevado del lote pronasa E-6000 U.), el pH se
mantuvo a lo largo de la maduracién en Ids mismos niveles que el control. Nas y col. (1992)
describieron un caida marcada del pH en los embutidos preparados con proteinasa de
Lactobacillus paracasei sp. paracasei respecto al control. Estos autores no detectaron, sin
embargo y a diferencia de lo observado en el presente trabajo, variaciones en el nitrégeno no
proteico, aunque si una rdpida degradacidn de las proteinas miofibrilares. La existencia de un
pH mds bajo en los embutidos tratados con enzima que en los controles la atribuyeron a un

incremento en la cantidad de oligopéptidos 4cidos debido a la accién enzimitica.

II1.3.1.4. CENIZAS.

Respecto al contenido medio de cenizas de los embutidos, véase 111.1.1.4.
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I11.3.2. Evoluciéon de la flora microbiana.

La figura 1I1.26 muestra grificamente la evolucién de la flora microbiana total, 12 flora
ldctica y las micrococdceas de los embutidos fabricados con aspartil proteinasa,

Los recuentos de la flora total y Ia ldctica obtenidos en este control, salve los valores
iniciales relativos a la flora lictica, fueron bastante similares a los observados en ¢l control de
los embutidos fabricados con pronasa E (figura II1.14). Sin embargo, el recuento de
micrococAceas, como se sefialé previamente (véase I11.2.2), fue mis elevado en el control de
este lote. El nimero mayor de micrococéceas se aprecié también en los dos lotes con aspartil
proteinasa.

En relacién a la evoluci6n de la flora y la tasa que alc.anza.ron los distintos grupos
microbianos analizados en ¢l lote control y los embutidos fabricados con ia proteinasa, no se
ha observado hecho alguno que merezca la pena destacar. Obsérvese en la figua 11126 que
las graficas que muestran su comportamiento son practicamente iguﬁles, por lo que puede
decirse que la adicién de aspartil proteinasa, al igual que la de pronasa E, no influyé en

absoluto en el crecimiento microbiano.

II1.3.3. Estudio de la proteolisis: evolucién de diversas fracciones

nitrogenadas.

II1.3.3.1. NITROGENOQ TOTAL.

Respecto al contenido de nitrégeno total de los embutidos, véase II1.1.3.1.

I11.3.3.2. NITROGENO SOLUBLE EN AGUA (NSA).
Los resultados obtenidos (expresados en gramos de nitrégeno en 100 g de extracto
seco) en la valoracién del nitrégeno soluble en agua a lo largo de la maduracion en los

embutidos fabricados con aspartil proteinasa se recogen en la figura II1.27.
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Figura [I1.26. Evolucién de los microorganismos viables totales ( O ), de la flora
lictica (@) y de las micrococdceas (&4 ) en los embutidos con aspartil

proteinasa. A: control 2; B: lote con 800 U.; C: lote con 4500 U.
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Figura II1.27. Efecto de la adicion de aspartil proteinasa en la fraccién de nitrdgeno
soluble en agua (NSA).
Control { 0 ); lotecon 800 U. ( & ); lotecon 4500 U. (@ ).

Los dos lotes con aspartil proteinasa presentaron un incremento notable del NSA
respecto al control, que se observé sobre todo en la fase fermentativa y se mantuvo hasta el
final de la maduracién. Su evolucidn, ademds, fue diferente: mientras que ¢l NSA del control
aumentd sélo ligeramente a lo largo del proceso, en los embutidos con proteinasa se produjo
una aumento intenso en el periodo inicial, para luego estabilizarse, aunque en ¢l lote aspartil
proteinasa-800 U. se observé un ligero descenso al final del periodo madurativo.

Las tasas de NSA de estos dos lotes se mantuvieron siempre relativamente préximas,
si se tiene en cuenta la diferencia de dosis de enzima que se les afiadid. Sin embargo, el
descenso del lote con 800 unidades al término del proceso hizo que los porcentajes finales de
incremento respecto al control estuvieran algo mds alejados. En la tabla II1.9 se muestran
dichos incrementos. En la tabla se han incluido también, con fines comparativos, los
incrementos correspondientes a los embutidos que se fabricaron con pronasa E. Puede
observarse que los porcentajes de aumento del NSA que ocasioné la aspartil proteinasa

fueron sélo hgeramcnte superiores a los que provocé la pronasa E (téngase en cuenta al hacer
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TABLA IIL9. Incremento (%) al final de la maduracién respecto al control de las
fracciones nitrogenadas estudiadas en los embutidos fabricados con

aspartil proteinasa.

Proteasa Unidades NSA NNP NSF NSS NBVT

Pronasa E 600 35,6 54,3 67,7 143,7 36,3

Pronasa E 6000 130,2 162,9 148,4 220,6 71,4
Aspartil proteinasa 800 54,8 206,2 136,4 2349 83,8
Aspartil proteinasa 4500 134,9 306,2 175,7 521,9 151,1

NSA: nitrégeno soluble en agua.

NNP: nitrégeno no proteico;

NSF: nitrégeno soluble en 4cido fosfotingstico al 5%.
NSS: nitrégeno soluble en dcido sulfosalicflico al 5 %.
NBVT: nitrégeno bdsico voltil total.
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la comparacién las dosis empleadas en cada caso). Sin embargo, se podrfan esperar
diferencias mds acusadas, ya que la aspartil proteinasa actda a un pH mds favorable que la
pronasa E dado el cardcter 4cido de aquella. Este hecho induce a pensar que pueda ocurrir una
fuerte regulacién de las enzimas por acumulacién de producto, fendmeno al que se ha hecho
mencion en el apartado 1I1.2.3.2. Las cantidades finales de NSA fueron de 1,26gN/100g en
el control, 1,95gN/100g en el lote con 800 unidades de aspartil proteinasa y de 2,96 gN/100g
en el lote que contenia 4500 unidades, siempre expresado en términos de extracto seco.

Si se compara la evolucidn del NSA de estos embutidos con la descrita en los que
contenian pronasa E se observa la faita del pico médximo que se apreci6 en la fase fementativa.
En los embutidos con aspartil proteinasa el aumento fue progresivo, aunque mayor en el
primer tercio de la maduracién, a lo largo del proceso. En cuanto a los valores absolutos
alcanzados, fueron similares para ambas enzimas, a pesar de que la cantidad aftadida fuese
algo diferente, lo que explica que, aunque la pronasa E actia de forma 6ptima en torno a la
neutralidad, es estable y capaz de actuar a un pH tan bajo como el que se alcanza en los

salchichones (Belitz y Grosch, 1988), lo que ya se habia apuntado anteriormente.

I11.3.3.3. NITROGENO NO PROTEICO (NNP).

La evolucién del nitrégeno no proteico en los lotes de embutidos fabricados con
aspartil proteinasa se recogen en la figura H11.28. Los resultados se expresadan en gramos de
nitrégeno por 100g de extracto seco.

Como era de esperar, los lotes con aspartil proteinasa presentaron un mayor contenido
en NNP que el control, que fue ademds dependiente de la cantidad de enzima afiadida. La
evolucién fue similar a la observada en los lotes con pronasa E (véase I11.2.3.3). El mayor
aumento se produjo durante la fase de fermentacién y, mientras que en el lote aspartil
proteinasa-800 U. los valores se mantuvieron después, en ¢l lote con 4500 unidades de Ia
enzima se produjo un descenso hacia el quinto dia del proceso, igual que habia ocurrido en el

lote fabricado con la mayor dosis (6000 U.) de pronasa E. Los valores finales fueron de
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0,48, 1,47 y 1,95 gN/100g de extracto seco en el control, en el lote con 800 unidades y en et

de 4500 unidades de enzima, respectivamente.
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Figura IIL.28. Efecto de la adicién de aspartil proteinasa en la fraccién de nitrégeno no
proteico (NNP).
Control ( O ); lotecon 800 U. { & ); lotecon4500U. (@ ).

Los valores del NNP en los dos lotes con aspartil proteinasa se mantuvieron més
préximos entre sf que los correspondientes a los dos adicionados de pronasa E, en los que el
aumento de la dosis de enzima increment6 mas ¢l NNP. Los porcentajes de incremento
finales respecto al control se muestran en la tabla IT1.9. Se puede observar que el incremento
de la proteolisis fue muy superior al obtenido con la adicién de pronasa E, lo que indica que,
si bien ambas enzimas son igualmente eficaces para provocar la degradacitn primaria de las
proteinas (la fraccién NSA puede considerarse parecida en ambos casos), no presentan la
misma eficacia para fragmentar los polipéptidos resultantes del ataque primario. La aspartil
proteinasa a dosis mds bajas (como también en el caso del lote fabricade con 4500 U. frente
al de 6000 U. de pronasa E) ocasioné porcentajes de aumento superiores al doble de NNP,
es decir, esta enzima producjo a una degradacién extensa y profunda de las proteinas

musculares,
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II1.3.3.4. NITROGENO SOLUBLE EN ACIDO FOSFOTUNGSTICO AL 5% (NSF).

La evolucién del nitrégeno soluble en 4dcido fosfotdngstico al 5% a lo largo de la

maduracién de los embutidos a los que se afiadié aspartil proteinasa se muestra en la fugura

111.29. Los resultados se expresan en gramos de nitrégeno por 100g de extracio seco.

NSF (g/100g E. Seco)
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Figura II1.29. Efecto de la adicién de aspartil proteinasa en la fraccion de nitrégeno
soluble en 4cido fosfotiingstico al 5% (NSF).
Control ( O ); lotecon 800 U. { & ); lotecon 4500 U. ( @ ).

Los dos lotes con aspartil proteinasa presentaron tasas de NSF mucho més elevadas

que las del control y bastante préximas entre ellas. La evoluci6n fue paralela en ambos lotes.

El mayor incremento se produjo, al igual que para el NSA y el NNP, en los tres primeros

dias de maduracién, entrando después los valores en una fase de meseta para finalizar con un

ligero aumento adicional al final del proceso. Los valores finales, en términos de extracto

seco, fueron de 0,33 gN/100g en el conitrol, 0,78gN/100g en el lote con 800 unidades y

0,51gN/100g en el que contenia 4500 unidades de enzima.

La evolucién del NSF de los embutidos con aspartil proteinasa fue diferente a la

descrita en los lotes con pronasa E (figura II1.19). En esta ocasién no se observé el pico
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mdximo que se puso de manifiesto con la pronasa E, sino que los valores se estabilizaron tras
el incremento inicial.

Como se puede apreciar en la tabla HI.9, los incrementos respecto al control fueron
intermedios entre los obtenidos para el NSA y el NNP, pero siempre superiores a los que
rindi6 la pronasa E, lo que indica, de nuevo, la eficacia de la aspartil proteinasa para degradar
los péptidos que van surgiendo.

El incremento del NSF por la adicién de aspartil proteinasa se produjo de forma
indirecta, ya que esta enzima no da lugar a la liberacién de tri- y dipéptidos ni aminoécidos
libres, al no contener carboxi- y aminopeptidasas, como sucedia en el caso de la pronasa E.
No obstante, hay que tener en cuenta que en este ataque pueden participar otras enzimas
presentes en los embutidos, como dipéptido hidrolasas y carboxi- y aminopeptidasas, tanto

de origen tisular (catepsina C) como microbiano.

I11.3.3.5. NITROGENO SOLUBLE EN ACIDO SULFOSALICILICO AL 5% (NSS).

La figura 1130 representa la evolucién del nitrégeno soluble en 4cido sulfosaticilico
al 5% a lo largo de la maduracién en los embutidos con aspartil proteinasa. Los resultados se
expresan en mg de nitrégeno por 100g de extracto seco.

El incremento m4s intenso de NSS se produjo en la fermentacién, igual que ocurrié
en las otras fracciones. Sin embargo, el anmento continué progresivamente durante toda la
maduracién, siendo mds acusado en el lote que contenia la mayor dosis (4500 U.) de enzima,
obteniéndose una gréfica global que més bien indica una aumento constante a lo largo de la
maduracién. En el lote con 800 U. de aspartil proteinasa, tras el incremento inicial, los
valores de NSS sélo aumentaron después de una forma suave.

Los valores finales de NSS fueron de 232, 777 y 1443 mgN/100g de extracto seco en

los lotes control, con 800 y con 4500 unidades, respectivamente.

169



Resultados y discusidn

1600

—

-

<
&

F‘li 1200

-1

[

< 800

e

]

Sem’

w 400

wn

Z

o " i |
Q 3 6 9 12 15

Tiempo (dias)

Figura II1.30. Efecto de la adicién de aspartil proteinasa en la fraccién de nitrégeno
soluble en 4cido sulfosalicilico al 5% (INSS).
Control ( O ); lote con 800 U. ( & ); lote con 4500 U. (W ).
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Figura II.31. Efecto de la adicién de aspartil proteinasa en la evolucién de los
aminodcidos libres totales durante la maduracién.
Control {0 }; lote con 800 U. (A ); lote con 4500 U. (W ).

Los porcentajes de incremento respecto al control (tabla I11.9) fueron mucho mayores

que los obtenidos en las otras fracciones nitrogenadas, observandose asimismo una mayor
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relacion entre las dosis de enzima y las cantidades de NSS liberadas. Al igual que sucedi6
con la pronasa E, la adicion de aspartil proteinasa determiné un mayor incremento de las
fracciones mds pequeiias (sobre todo aminodcidos). El aumento tan importante del NSS en
estos lotes se debe, posiblemente, a la mayor presencia de sustrato disponible (péptidos) para

la actuacién de las enzimas responsables de la liberacién de aminodcidos.

_III.3.3.6. NITROGENQ BASICO VOLATIL TOTAL (NBVT).
La figura II1.32 muestra la evolucidn del nitrégeno bdsico volitil total durante el
perfodo madurativo de los embutidos fabricados con aspartil proteinasa. Los resultados se

expresan en mg de nitrégeno en 100g de extracto seco.

~ 400 [

[=]

(%3

%]

7

W 300

1]

-

= 200

Bb

E

B~ 100

>

=

Z
o n [ L L L | PR | L J
0 3 8 9 12 15

Tiempo (dias)

Figura I11.32. Evolucién del nitrégeno bisico volétil total (NBVT) en los embutidos
fabricados con aspartil proteinasa.
Control ( O ); lotecon 800 U. ( 4 ); lotecon 4500 U. (@ ).

De igual modo que ocurrid con todas las demds fracciones nitrogenadas, los lotes con
aspartil proteinasa contenfan cantidades superiores de NBVT a las del control. Sin embargo,
no se observaron diferencias importantes en relacién con la cantidad de enzima afiadida; sélo

al final de la maduracién las grificas de ambos lotes divergieron claramente. Los valores
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finales de NBVT fueron de 119, 220 y 300 mg/100g de extracto seco en los lotes control,
con 800 y con 4500 unidades de aspartil proteinasa, respectivamente.

La evolucién del NBVT fue semejante a la descrita en los lotes con pronasa E,
considerando un periodo de maduracién equivalente.No obstante, las tasas fueron en los
embutidos con aspartil proteinasa mucho mayores a los observados en los lotes fabricados
con pronasa E.

Los porcentajes de incremento respecto al control (tabla I11.9) fueron mucho mds
bajos que los calculados para la fraccién de NSS que es, por otra parte, el principal sustrato a
partir del cual se forma el NBVT por desaminaci6n. Esta situacién también se present6 en los
lotes con pronasa E (tabla I11.5), por o que puede decirse que, en ambos casos, la formacién

de aminodcidos fue mas intensa que su degradacion.

II1.3.3.7. AMINOACIDOS LIBRES.

La tabla HI.10 muestra los resultados obtenidos en la determinacién de los
amino4cidos libres durante el periodo madurativo de los embutidos fabricados con aspartil
proteinasa. Los resultados se expresan en mg de aminodcido en 100g de extracto seco.

En los dos lotes con aspartil proteinasa y para todos los aminodcidos se observé un
aumento continuado de sus tasas desde el principio hasta el final de la maduracién. Si se
compara con el lote control, se puede ver que en éste sélo 6 aminodcidos mostraron la
concentracién méxirma al final del proceso, mientras que en los lotes con la proteinasa fue una
norma general. La formacién de amino4cidos libres fue, por tanto, més intensa que su
degradacién, existiendo, en cambio, mayor degradacién de casi todos ellos en el control.

Como era de esperar, y teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la valoracién
de las otras fracciones nitrogenadas, los valores absolutos de todos los aminoédcidos a lo
largo de la maduracidn en los lotes con aspartil proteinasa fueron superiores a las del control
y también mds elevados en ¢l lote con 4500 unidades de enzima que en el que contenia 800

unidades. Los aminodcidos m4s abundantes al final de la maduracién fueron casi los mismos
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en ambos lotes; en el de 800 U. de enzima los cinco mayoritarios fueron Lys, Leu, Glu,
His+Thr y Trp y en el de 4500 U,, Lys, Leu, Glu, Ala y Trp. Los amino4cidos que
predominaron en el control fueron His+Thr, Glu, Leu, Ala, Phe y Trp. St se comparan con
los que mds abundaron en los lotes con la proteinasa se observa que en éstos aparece la Lys
en primer lugar, aminodcido no presente entre los seis mds abundantes del control. Al mismo
tiempo, His+Thr, situados en el lote control en primer lugar pasan a ocupar posiciones mis
alejadas en los lotes con aspartil proteinasa. El predominio de la lisina también ocurrié en los
lotes con pronasa E (véase I11.2.3.7). Parece que la adicién de enzimas incide de alguna
forma en la liberacién masiva de este aminodcido.

En los lotes elaborados con pronasa E (véase H1.2.3.7) se observé que el aumento de
los aminodcidos no era tan generalizado come en los lotes elaborados con aspartil proteinasa.
En este caso, no se produjo disminucién de ningiin aminodcido, ni siquiera de tirosina, como
ocurrid en lotes con pronasa E en los que dicho aminodcido se transformé en tiramina (véase
I11.2.3.8). No obstante, también en los lotes con aspartil proteinasa se produjo la
descarboxilacién de este aminodcido, aunque con menor intensidad, como lo demuestra el
andlisis de las aminas (tabla IIL.11).

Quizds convenga también resaltar que la liberacién masiva de Asp y Glu en los lotes
con aspartil proteinasa contrasté con el escaso o nulo efecto que ocasioné la adicién de
pronasa E (tabla IIL6). Es posible que en este hecho radique, al menos en parte, la diferencia
en los valores det pH que se obtuvieron en el lote con 6000 U. de pronasa E y los de aspartil
proteinasa que fueron mayores en el primer caso.

Los aminodcidos que mostraron un mayor incremento (entre paréntesis se anota los
factores de incremento para el lote de 800 y 4500 U., respectivamente) respecto al control al
final de la maduracién fueron los mismos en los dos lotes de salchichones a los que se les
afiadié la enzima y en el mismo orden: Ser+Gln (x19, x26), Lys (x14, x19) e Ile (x14, x17).
Después se situaron Met (x10) y Leu (x10) en el lote con 800 U. de la proteinasa, y Asp
(x15) y Met (xls) en ¢l caso del lote con 4500 U.
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En la figura 111.31 se ha representado, ademds de la evolucién de 1a fraccién NSS (en
términos de mgN/100g E.S.), los cambios en las tasas totales de los aminodcidos libres
(mg/100g E.S.). Aunque estdn expresados en términos diferentes, puede comprobarse el
paralelismo entre las gréficas correspondientes. Ademds, 1a relacién de cada par de valores
del muestreo correspondiente se¢ mantuvo entre 5-7, que permite transformar ¢l peso de
aminoécido en el de nitrégeno del aminodcido correspondiente, que es como se obtiene al

determinar el nitrégeno soluble en 5% de 4cido suifosalicilico (Reiter y col., 1969).

II1.3.3.8. AMINAS.

La tabla II1.11 muestra los resultados obtenidos en la determinacién de las aminas en
los embutidos fabricados con aspartil proteinasa.

El andlisis de la tabla y su comparacién con la correspondiente a las aminas de fos
lotes de embutidos elaborados con pronasa E, permite deducir que la situacién es muy
similar, es decir, no se observaron diferencias entre los tres lotes para cada una de las
aminas, excepto en la tiramina. Asimismo, se observé un aumento progresivo de la
putrescina+histamina. En consecuencia, todas las consideraciones realizadas para las aminas
de los lotes de embutidos fabricados con pronasa E (v€ase I11.2.3.8) son totalmente
aplicables a los elaborados con aspartil proteinasa.

En cuanto a la tiramina, la evolucién de la misma durante la maduracién fue,
igualmente, similar a la de los lotes fabricados con pronasa E, aunque los valores absolutos
en este caso fueron mucho mds bajos que en los embutidos con pronasa E (comparense las
tablas II1.7 y 1I1.11). Por ejemplo, al final de la maduracién las tasas de tiraming fueron, en
los lotes fabricados con aspartil proteinasa, entre 4 y 7 veces mds bajos que los alcanzados en
los lotes con pronasa E. Esta situacién hay que considerarla totalmente independiente de las
enzimas afiadidas y puede atribuirse a la presencia de una flora l4ctica con actividad tirosina
descarboxilasa diferente. Recuérdese que se han observado diversos efectos diferentes en los

embutidos controles, que se han atribuido a la implantacién de una flora ldctica distinta
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derivada de la no adicién de cultivos iniciadores en los embutidos utilizados en las
experiencias que se describen en la presente memoria.

Como la acumulacién de tiramina es un fenémeno ajeno a ia actividad de las enzimas
proteoliticas y depende de los lactobacilos, cabe presumir que en este lote de embutido las
especies, o cepas, de dichos microorganismos no posefan tanta actividad descarboxilante de
la tirosina. De hecho, Edwards y col. (1987) observaron diferencias entre las numerosas
cepas que estudiaron. Asi, Lactobacillus divergens y Lactobacillus carnis, actualmente
incluidos en el género Carnobacterium como C. divergens y C. piscicola, respectivamente
(Collins y col., 1987), produce una cantidad relevante de tiramina y de las 10 cepas de
lactobacilos aciddricos (Shaw y Harding, 1984) que ensayaron, s6lo una genera cantidades
apreciables de tiramina, otra mucho m4s bajas y el resto no ocasionan la formacién de
tiramina. Es necesario aclarar que dichas experiencias se han realizado en carne obtenida
asépticamente y la disposicién de tirosina, no cabe duda, es mds baja que en el caso de los
embutidos. No obstante, es un estudio muy ilustrativo para deducir las diferencias que
pueden existir entre cepas.

Desde el punto de vista sanitario, y segin las cantidades que pueden ocasionar
toxicidad citadas por Renner (1987), ninguno de los lotes de embutidos fabricados con
aspartil proteinasa podrfan ocasionar perjuicios a la salud por su contenido en histamina. Sin
embargo, los contenidos en tiramina s{ podrian causar problemas; las cantidades de este
producto que se necesitarian para ingerir los 10 mg gque el citado autor considera como
umbrales de toxicidad serian 244 g de embutidos control, 126 g del lote con 800 unidades de
aspartil proteinasa y s6lo 63 g del que contenfa 4500 unidades de la enzima. Si se consideran
como consumo normal de embutido porciones de entre 50 y 100 g, el control y el lote con
800 U. no provocarfan perjuicios ni en los individuos mds susceptibles. En cambio, el
consumo de embutidos del lote elaborade con 4500 unidades de aspartil proteinasa s{ que
presenta algin riesgo, ya que supera los 6 mg sefialados por Ponto y col. (1977), aunque

solamente en individuos susceptibles. La feniletilamina tampoco estuvo presente en
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concentraciones capaces de desencadenar migrafias (3mg; Sandler y col., 1974). Por lo tanto,
desde ¢l punto de vista sanitario, la adicién de aspartil proteinasa en cantidades no muy

elevadas no incrementa el riesgo de intoxicacién al menos en individuos sanos.

I111.3.4. Analisis sensorial.

La prueba de diferenciacién triangular mostré que los dos lotes de embutido a los que
se les habia afiadido aspartil proteinasa fueron significativamente diferentes del control (p <
0,01).

La tabla II1.12 recoge las puntuaciones obtenidas por los embutidos en la prueba
preferencial. Las puntuaciones tan bajas de los lotes con proteinasa se debieron
principalmente al excesivo ablandamiento que originé su actividad sobre las proteinas de la
carne y de aqui las diferencias significativas que se observaron en la prueba trianguiar, Ya se
ha comentado anteriormente que la enzima ocasiona una fuerte degradacién proteica, tanto en
extensién como en profundidad. Este ablandamiento fue la razén en que la autora se basd
para suspender el muestreo tras 14 dias de maduracién, ya que se consideré que, aunque el
proceso fuera més prolongado, nunca adquirirfan los embutidos su dureza caracteristica.

A pesar del excesivo ablandamiento que, sin duda, influyé negativamente en el
dictamen de los catadores, 1a puntuacién del sabor y aroma fue més elevada que la alcanzada
por las otras propiedades analizadas y mayor en el lote con mds proteinasa. También fue
superior a la conseguida por el lote con 6000 U. de pronasa E (tabla III.8), el cual, no
obstante, mostré una valoracién bastante similar en las otras caracteristicas. Parece, pues,
que la adicién de aspartil proteinasa no induce un sabor y aroma desagradables a juicio de los
catadores, si se compara con los embutidos que contenian una cantidad elevada de pronasa E
o con las otras caracteristicas sensoriales evaluadas. Hay que tener en cuenta que, ademas,
dicha valoracion se realizé en relacién a un embutido crudo madurado; es posible que su

evaluacién sensorial en un producto cdrnico de textura diferente obtuviera ain mejores
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Tabla III.12  Calidad organoléptica al final de la maduracién de los embutidos
fabricados con aspartil proteinasa.

Lote Unidades Colory  Textura  Sabory Calidad
anadidas* Apariencia Aroma  global**
Control 0 7.4a 6,2a 7,8a 7.4a
Aspartil-800 800 4,0b 3,2b 5,9b 5,1b
Aspartil-4500 4500 4,0b 3,0b 6,2b 5,2b

a, b: letras diferentes representan diferencias signiﬁcativas (p<0,01).
* Para la definicién de unidad, ver apartado I1.3.1
** Calidad global = Color y Apariencia x 0,1 + Textura x 0,25 + Sabor y Aroma x 0,65
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resultados. Se concluyé, por tanto, que a bajas dosis esta enzima podrfa ser 1til para acortar

el perfodo madurativo de los embutidos o, alternativamente, potenciar el sabor.
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1I1.4. EMBUTIDOS CON PAPAINA DE Carica papaya.

El objetivo de las experiencias descritas en este apartado era, de la misma forma que
con la pronasa E y la aspartil proteinasa, comprobar la posible utilidad de la papaina en la
aceleracidn de la maduracién de los embutidos o en la potenciacién de su sabor y aroma. Esta
enzima es una tiol proteinasa cuya actividad éptima se encuentra en valores de pH cercanos a
la neutralidad. Por lo tanto, en este sentido es mds parecida a la pronasa E que a la aspartil
proteinasa. La eleccidn de esta enzima se hizo porque constituia una representante de las tiol
proteinasas y, ademds, se ha usado ampliamente en la industria alimentaria para el
ablandamiento de las carnes.

Las dosis de enzima empleadas fueron de 800 y 4500 unidades (la unidad enzimdtica
se ha definido en el apartado I1.3.1). La eleccién de estas cantidades se baso en los resultados
obtenidos con la pronasa E, siguiendo €l mismo razonamiento que el descrito en II1.3 para la
aspartil proteinasa, ya que, ademds, en el caso de esta enzima, se esperaba un
comportamiento més parecido al de la pronasa E, dado que, como ya se ha dicho

anteriormente, sus valores de pH éptimos son muy semejantes.

I11.4.1. Evolucién de los pardametros fisicoquimicos.

I11.4.1.1. EXTRACTO SECO.

La evolucién del extracto seco de los embutidos fabricados con papaina se muestra en
la figura IT1.33. El contenido inicial de extracto seco (40,22%) fue similar al obtenido en los
lotes con pronasa E (véase I1[.2.1.1) y aspartil proteinasa (véase II1.3.1.1), al igual que la
evolucidn, que fue ascendente, como era de esperar, durante €l proceso madurativo.

A diferencia de los lotes con pronasa E y aspartil proteinasa, los embutidos con 4500
U. de papaina mostraron siempre valores superiores a los del control y a los elaborados con

800 U. de papaina, los cuales fueron casi siempre coincidentes. Es posible que esta enzima, a
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dosis elevadas, genere péptidos que afecten mds a la capacidad de retencién de agua de las
proteinas que las otras dos proteasas, lo que explicaria la diferencia en su extracto seco, més

significativa al final del proceso (un 8% mayor que en los embutidos del lote control y de los

de papaina-800 U.).

Extracto seco (%)

30 ra— | - ] -y 1 1 A 1 i j

0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (dias)

Figura IT1.33. Evolucién del extracto seco en los embutidos elaborados con papaina.
Control ( O ); lotecon 800 U. ( & ); lotecon4500 U. ( & ).

I11.4.1.2. ACTIVIDAD DE AGUA (aw).
La figura II1.34 muestra la evolucién de la actividad de agua de los embutidos
elaborados con papaina. El valor inicial de la a, de la masa sin embutir fue de 0,97,
semejante al del lote con aspartil proteinasa (véase II1.3.1.2), y descendid, como era de

esperar, a lo largo de la maduracién.

Al igual que ocurri6 con los lotes elaborados con pronasa E y aspartil proteinasa, los

embutidos elaborados con 4500 U. de papaina presentaron valores inferiores a los del control
y a los del lote papaina-800 U. Los embutidos del lote papaina-4500 U. presentaron una ay

final de 0,77, muy inferior a la detectada en los lotes con mayor cantidad de pronasa E y
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aspartil proteinasa. Al igual que en el caso de estas enzimas, este efecto se puede atribuir a la
mayor proteolisis observada en estos embutidos (véase I11.4.3), que condujo a un aumento
de la concentracién de compuestos de bajo peso molecular gue poseen una mayor actividad
osmdtica. No obstante, al igual que en la pronasa E, ¢l lote papaina-4500 U. mostr$ valores

de extracto seco claramente superiores a los otros dos, 1o que también pudo contribuir a que
la a,y fuera menor.

1,00

0,95

S 0,90

0,85

0.80
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0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (dias)
Figura II1.34. Evolucién de la actividad de agua (ay,) en los embutidos fabricados con

papaina.
Control {( O ); lotecon 800 U. ( & ); lotecon4500 U. ( @ ).

1I1.4.1.3. EVOLUCION DEL pH.

La evolucién del pH a lo largo de la rﬁaduracién en los embutidos fabricado con
papaina se ha representado en la figura II1.35. Dicha evolucion fue semejante en todos los
lotes y tipica de esta clase de embutidos, como ya se ha indicado en capitulos anteriores. Al
igual que en los embutidos con aspartil proteinasa (véase I11.3.1.3), los valores fueron
siempre més bajos que los observados en los elaborados con pronasa E incluido el control
(véase 111.2.1.3). De 1a misma forma que se explicé para los lotes con aspartil proteinasa,

esta circunstancia se puede atribuir a las diferencias en la carne utilizada en la fabricacién o,
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también, a la distinta actividad de las bacterias licticas presentes en la masa.

8,0
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Figura I1.35. Evolucién del pH en los embutidos elaborados con papaina.
Control ( O ); lotecon 800 U. ( & ); lotecon 4500 U. ( & ).

Las diferencias en la evolucién del pH de los tres lotes (control y adicionados de
papaina) fueron similares a las observadas en los que contenian pronasa E. Asi, los valores
del lote control y los del de papaina-800 U. fueron muy semejantes durante todo el proceso
madurativo, aunque al final sus graficas divergieran ligeramente, mientras que los embutidos
con 4500 U. de enzima presentaron un pH siempre mds elevado (unas 0,2-0,3 unidades).
Este hecho puede atribuirse a la acumulacién de compuestos nitrogenados bdsicos
procedentes de la degradacién proteica en este lote. Ademds, los resultados parecen indicar
que la degradacién ocasionada por la papaina adicionada es, en cierto modo, bastante
parecida a la provocada por la pronasa E; en ambos casos se liberan compuestos bésicos en
gran cantidad y afectan al pH, sobre todo en los lotes con grandes cantidades de enzimas. Por
otra parte, los productos originados por la actividad de la aspartil proteinasa son,
probablemente, distintos, con cardcter predominantemente 4cido (recuérdese que el Asp y el
Glu estaban entre los aminodcidos que mds aumentaban), haciendo que el pH de estos

embutidos se mantuviera a niveles bajos.
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II1.4.1.4. CENIZAS.

En lo que se refiere al contenido de cenizas de los embutidos, véase I11.1.1.4.
I11.4.2, Evolucion de la flora microbiana.

La figura III.36 muestra gréficamente la evolucién de la flora microbiana total, la flora
lactica y las microcociceas de los lotes elaborados con papaina.

Los recuentos obtenidos en los tres lotes son, como se puede observar en las gréficas,
pricticamente coincidentes, por lo que se puede decir que, al igual que en los embutidos con
pronasa E y aspartil proteinasa, la adicién de enzima no afectd en absoluto al crecimiento de
los microorganismos m4s relevantes en la maduracién de estos productos.

Los valores obtenidos en los recuentos de flora total y lactica fueron en todos los
casos semejantes a los obtenidos en los lotes elaborados con las otras dos enzimas
(compérese al efecto la figura HL36 y las figuras II1.14 y II1.26). El recuento de
micrococdceas al inicio del proceso fue mds parecido al obtenido en los lotes con aspartil
proteinasa y, por lo tanto, mds elevado que en los que contenian pronasa E; lo mismo sucedid
con los valores hallados para estas bacterias en toda la maduracién. El control mostr6 a partir
del undécimo dfa, sin embargo, un descenso ligero que se prolongd hasta el final del
proceso, cosa que no se observé en ninguno de los otros lotes de embutidos estudiados.

Se puede concluir, por lo tanto, que la adicién -dc papaina, al igual que la de pronasa E

y aspartil proteinasa, no influy6 apreciablemente en el crecimiento microbiano.

I11.4.3. Estudio de la proteolisis: evolucion de diversas fracciones

nitrogenadas.

I11.4.3.1. NITROGENO TOTAL.

Respecto al contenido de nitrégeno total de los embutidos, véase I11.1.3.1.
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Figura H1.36. Evolucion de los microorganismos viables totales (O ), de la flora
lactica ( @ ) y de las micrococdceas (a) en los embutidos con papaina.
A: control 3; B: lote con 800 U.; C: lote con 4500 U.
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I11.4.3.2. NITROGENO SOLUBLE EN AGUA (NSA).

La figura ITI.37 representa los resultados obtenidos al determinar el nitrégeno soluble
en agua de los embutidos fabricados con papaina durante la maduracién. Los valores se
ofrecen en gramos de nitrégeno por 100 g de extracto seco.

Al igual que ocurrié en los lotes con pronasa E (véase I11.2.3.2) y aspartil proteinasa
(véase II1.3.3.2), los embutidos con papaina presentaron un contenido en NSA mds elevado
que su control. Asimismo, el mayor incremento de esta fraccién se produjo durante la
fermentacién para luego mantenerse, aunque con alguna oscilacién, tanto en el control como
en el lote papaina-800 U. En el lote papaina-4500 U., sin embargo, el incremento continud
hasta el dia undécimo de la maduracién, descendiendo después y estabilizdndose al final del
proceso. Este tipo de evolucién se asemeja méds al observado en los lotes con aspartil
proteinasa que al que mostraron los embutidos con pronasa E, ya que no se detectd el
descenso entre el segundo y quinto dfa de maduracién. Los valores del lote papaina-800 U.
se mantuvieron siempre préximos a los del control, adn siendo algo mayores, y bastante
alejados de los del lote papaina-4500 U.. Algo similar ocurri6 en el lote con 600 unidades de
pronasa E respecto al que contenfa 6000 U. Este comportamiento se puede ver claramente en
los porcentajes finales de incremento respecto al control (tabla I11.13). Los embutidos con
menores dosis de pronasa E y papaina presentaron incrementos similares (35,6 y 36,9%,
respectivamente). Esta mayor proximidad a los valores del control podria atribuirse a primera
vista a su cardcter de proteasas neutras antes mencionado. Sin embargo, ¢l incremento
alcanzado por el lote papafna-4500 U. fue superior al de los lotes con mayores cantidades de
las otras dos enzimas, lo que indica que, al igual que la pronasa E, la papaina es activa y
estable en las condiciones reinantes en los embutidos.

Los valores finales de NSA fueron de 1,11; 1,52 y 3,29 gN/100g de extracto seco en
los embutidos control, con 800 y con 4500 unidades de papafna, réspcctivamente.

Del mismo modo que ocurrié con las otras dos enzimas, la proteolisis se produjo

sobre todo al principio de la maduracién, tendiendo luego a estabilizarse. La desaceleracion
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TABLA HL13, Incremento (%) al final de la maduracién respecto al control de las
fracciones nitrogenadas estudiadas en los embutidos fabricados con
papaina.

Proteasa Unidades NSA NNP NSF NSS NBVT

Pronasa E 600 35,6 54,3 67,7 143,7 36,3
Pronasa E 6000 130,2 162,9 148.4 220,6 71,4
Aspartil proteinasa 800 548 2062 1364 2349 8338
Aspartil proteinasa 4500 1349 306,2 175,7 5219 151,1
Papaina 800 36,9 41,2 20 72,5 46,7
Papaina 4500 196,4 2129 152.5 457,83 154,7

NSA: nitrégeno soluble en agua.

NNP: nitrégeno no proteico;

NSF: nitrégeno soluble en dcido fosfotingstico al 5%.
NSS: nitrégeno soluble en dcido sulfosalicilico al 5 %.
NBVT: nitrégeno bdsico voljtil total.
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de la actividad proteolitica puede deberse, como se ha dicho anteriormente para la pronasa E
(véase II1.1.3.2), a los cambios en las condiciones ambientales de la cdmara (descenso de la

temperatura), a la bajada del pH y, posiblemente, a algiin mecanismo de retroinhibicién

enzimatica.

_

S

o

¥

@

=

)

&

S

=

50

S’

-

o

Z.
0 A 1 A N PR E'Y L " L. ok ]
0 5 015 20 25 30

Tiempo (dias)

Figura IH.37. Efecto de la adicién de papaina en la fraccién de nitrégeno soluble en agua
(NSA).
Control ( O ); lotecon 800 U. ( & ); lotecon 4500 U. (@ ).

{11.4.3.3. NITROGENO NC PROTEICO (NNP).

La evolucién a lo largo de la maduracién del nitrégeno no proteico en los embutidos
elaborados con papaina se muestra en la figura [11.38. Los resultados se han expresado en
gramos de nitrégeno por 100 g de extracto seco.

También en este caso, el contenido en NNP fue superior en los lotes con papaina que
en ¢l control y dependientes de la dosis de enzima atadida, observdndose un comportamiento
similar al de la fraccién NSA, es decir, los valores de NNP fueron sélo algo mayores a los
del control (apenas se multiplicaron por un factor de 1,5) en los embutidos fabricados con

800 U. de papaina y claramente superiores (casi se triplicaron} cuando se afiadieron 4500 U.

de la enzima.
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NNP (g/100g E. Seco)
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Figura II1.38. Efecto de la adicién de papaina en la fraccidn de nitrégeno no proteico
(NNP). _
Control (O ); lote con 800 U. ( & ); lote con4500 U. ( @ ).

La evolucién del NNP en el lote papaina-4500 U. fue bastante similar a la de los lotes
con mayor cantidad de pronasa E (véase I11.2.3.3) y de aspartil proteinasa (I1I1.3.3.3),
existiendo un mayor incremento en los primeros dias, un descenso ligero después y al final
una estabilizacién de los valores. La inica diferencia que se podria seiialar es que el aumento
inicial no se produjo sélo durante la fermentacién sino que se prolongé hasta el quinto dia del
proceso. El lote papaina-800 U. mostré mds similitudes con los lotes que contenian 600
unidades de pronasa E y 800 unidades de aspartil proteinasa.

Las tasas al final de la maduracién fueron 0,85; 1,20 y 2,66 gN/100g de extracto seco
en ¢l control, embutidos con 800 y con 4500 unidades de papaina, respectivamente.

Los porcentajes de incremento respecto al control (tabla I11.13) fueron mayores que los
obtenidos en el NSA y en el NSF, como se verd posteriormente, lo que ocurrié también con
la pronasa E y la aspartil proteinasa. Parece que la adicién de enzimas proteoliticas induce
mayores aumentos en los péptidos de gran tamafio molecular que en las fracciones mds
pequeiias.

El incremento del NNP observado en todos los lotes con las distintas enzimas
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proteoliticas no ha sido detectado, sin embargo, por Nes y col. (1992) en embutidos a los
que se les habia afiadido una proteinasa procedente de Lactobacillus paracasei sp paracasei,
los cuales presentaron cifras semejantes a las de los embutidos de referencia. Sélo registraron
ligeras variaciones en el contenido de algunos amino4cidos y en la degradacién de las
proteinas musculares. Es posible que las cantidades de enzimas utilizadas en las
investigaciones que se describen en la presente memoria no sean comparables con las
utilizadas por Nas y col. (1992) y realmente las empleadas por estos autores sean mucho
menores que las usadas en el presente estudio. Téngase en cuenta que en nuestro caso eran
enzimas comericales y, por tanto, se disponfa de un suministro abundante, mientras que en el
caso de los autores antes mencionados la proteinasa se obtenia de una especie de lactobacilo,
que si bien se puede extraer una cantidad suficiente para la caracterizacién de la enzima, no es
posible conseguir una gran cantidad para llevar a cabo experiencias de esta naturaleza. Esta
situacién se complica si se tiene en cuenta que las bacterias l4cticas, en general, no producen
proteinasas extracelulares, sino ligadas a la pared (Exterkate, 1975; Laloi y col., 1991; N&sy
Nissen Meyer, 1992), lo que implica una dificultad adicional para lograr una cantidad

sufictente de enzima.

[I1.4.3.4. NITROGENQ SOLUBLE EN ACIDQ FOSFOTUNGSTICO AL 5% (NSF).

La figura II1.39 muestra ia evolucién del nitrégenc soluble en dcido fosfotingstico al
5% a lo largo de la maduracién de los embutidos fabricados con papaina. Los resultados se
han expresado en porcentaje de extracto seco.

La evolucion del NSF fue semejante a la observada en el NSA y el NNP. Asimismo,
los lotes con papaina presentaron un mayor contenido en NSF que el control, proporcional
ademds a la cantidad de enzima aiiadida. E1 mayor incremento no se produjo s6lo durante la
fermentacién, sino que continud, al igual que en el caso del NNP, hasta el quinto dia de
maduracién, presentando entonces un méximo en el lote papaina-4300 U. para luego

mantenerse estable. En el control y el lote papaina-800 U. los valores absolutos de NSF
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fueron mucho menores y sélo ligeramente superiores a los hallados en el lote control. El
méximo antes mencionado también aparecid en los lotes con pronasa E (véase 111.2.3.4),
aunque se produjo durante la fase de fermentacidn. Los valores finales fueron de 0,41; 0,52
y 1,01 gN/100g de extracto seco en €l lote control, con 800 y con 4500 unidades de papaina,

respectivamente.

NSF (g/100g E. Seco)

"o 5 10 15 20 25 30
Tiempo (dias)

Figura IIL.39. Efecto de la adicién de papaina en la fraccién de nitrégeno soluble en
dcido fosfotingstico al 5% (NSF).
Control ( O ); lotecon 800 U. ( & ); lotecon 4500 U. ( @ ).

Las principales diferencias observadas respecto a los embutidos fabricados con las
otras proteinasas (pronasa E y aspartil proteinasa) son la influencia mds destacada de 1a dosis
en el contenido del NSF y el incremento m4s tardio que se produjo. El porcentaje de
incremento respecto al control del lote papaina-800 U. fue muy reducido (tabla II1.13) y
mucho menor que los obtenidos en los embutidos con 600 y 800 unidades.de pronasa E y
aspartil proteinasa, respectivamente.A pesar de que esta dosis de papaina indujo un aumento
del NSA similar al de la pronasa E y cercano al de la aspartil proteinasa, no degradé con la
misma intensidad que éstas los polipéptidos producto de la degradacién primaria de las
proteinas. En cambio, el lote papaina-4500 U. mostrd un incremente sélo superado en el lote

aspartil proteinasa-4500 U., pese a que esta Gltima enzirna actuaba en condiciones de pH mds
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adecuadas. Al igual que la aspartil proteinasa, el incremento del NSF puede deberse a una
accidn indirecta del enzima, al liberarse mds sustrato para la actividad de otras enzimas
presentes en los embutidos (peptidasas tisulares y microbianas), como ya se expuso en
II[.2.3.4, dado que el extracto comercial de papaina no cuenta con carboxi- y

aminopeptidasas, que s{ posee la pronasa E.

111.4.3.5. NITROGENO SOLUBLE EN ACIDO SULFOSALICILICO AL 5% (NSS).

La figura I11.40 muestra la evolucién del nitrégeno soluble en dcido sulfosalicilico al
5% a lo largo de la maduracién en los embutidos elaborados con papaina. Los resultados se
han expresado en mg de nitrégeno en 100g de extracto seco.

Al igual que habfa sucedido en las otras fracciones nitrogenadas que se determinaron,
el NSS se incrementé mds en los embutidos elaborados con la enzima. El lote con 800
unidades de papafna mostrd, al igual que las demds fracciones, una evolucidn casi paralela a
la del control, aunque siempre con valores ligeramente superiores. Los embutidos con 4500
unidades de papaina presentaron una evolucién creciente hasta algo més del undécimo dfa,
tendiendo a estabilizarse después. Al comparar la evolucién de esta fraccién con la de los
lotes fabricados con las otras proteinasas (pronasa E y aspartil proteinasa), se observo que en
¢l caso de la papaina el comportamiento del NSS fue distinto. Cuando se afiadié pronasa E
(figura I11.20) se produjo un incremento explosivo del NSS en la fase fermentativa y, tras un
descenso posterior, se estabilizaron los valores correspondientes a este fraccién. En el caso
de la aspartil proteinasa (figura I11.30) el aumento fue progresivo a lo largo de todo el
proceso madurativo y en los embutidos con papaina parece que los valores de la fraccién
NSS tienden a estabilizarse hacia fases avanzadas de la maduracidn. Los valores finales de
NSS fueron 204 mgN/100g en el control, 352 mgN/100g en el lote papafna-800 U. y 1138
mgN/100g en el papafna-4500 U.
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Figura III.40. Efecto de la adicién de papaina en la fraccién de nitrégeno soluble en
dcido sulfosalicilico al 5% (NSS).
Control ( O ); lotecon 800 U. ( & ); lotecon4500U. (8 ).
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Figura II1.41. Efecto de la adicién de papaina en la evolucién de los aminodcidos totales

durante la maduracién.
Control ( O ); lote con 800 U. ( & ); lotecon 4500 U. ( & ).

Los porcentajes de incremento respecto al control (tabla III.13) fueron, al igual que

sucedid en los lotes con las otras dos proteinasas, muy superiores a los del resto de las
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fracciones, viéndose también mds afectados por la variacién de las dosis de la enzima que
éstas. Asimismo, mientras que en el control el contenido de NSF fue superior al de NSS
{unos 400 y 150 mgN/100g E.S., respectivamente), en los lotes con papaina las cantidades
de ambas fracciones fueron muy semejantes. Esta circunstancia también ocurrié en los
embutidos con pronasa E (véase I11.2.3.5). A la vista de estos resultados se puede decir que
la adicién de papaina ocasiona un mayor incremento de la concentracién de la fraccion

aminoacidica.

I1L.4.3.6. NITROGENO BASICO VOLATIL TOTAL (NBVT).
La figura II1.42 muestra la evoluci6én del nitrégeno bdsico voldtil total durante el
perfodo madurativo de los embutidos fabricados con papaina. Los resultados se han

expresado en mg de nitrégeno en 100g de extracto seco.
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Figura II1.42. Evolucién del nitrégeno bdsico vol4til total (NBVT) en los embutidos

fabricados con papaina.
Control (O ); lotecon 800 U. ( & ); lotecon4500U. (@ ).

Durante la mayor parte de la maduracién, los dos lotes con papaina mostraron un
mayor contenido en NBVT que el control. No obstante, al principio del proceso y hasta el

quinto dfa, el lote papaina-800 U. present6 valores casi coincidentes con los del control. Este
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comportamiento fue similar al observado en el lote pronasa E-600 U. Posteriormente, y al
igual que ocurrié en estos embutidos, las tasas de NBVT del lote papaina-800 U. aumentaron
mds que las del control para terminar siendo superiores. El lote papaina-4500 U., en cambio,
mostré valores mucho més elevados desde el periodo fermentativo y su evolucién fue muy
semejante a la de los embutidos con 6000 unidades de pronasa E. El lote aspartil
proteinasa-4500 U., por el contrario, mostré valores siempre crecientes.

Los contenidos finales de NBVT fueron 132,194 y 337 mgN/100g de extracto seco
en el control, embutidos con 800 y con 4500 unidades de papafna, respectivamente.

El porcentaje de incremento final respecto al control (tabla I11.13) del lote con 800 U.
de papaina fue intermedio entre los lotes pronasa E-600 U. y aspartil proteinasa-800 U.. Sin
embargo, el incremento del papafna-4500 U. fue superior al de los otros lotes con cantidades

de enzima elevadas.

I11.4.3.7. AMINOACIDOS LIBRES.

Los resultados obtenidos en la determinacién de los aminodcidos libres durante la
maduracién de los lotes de embutidos elaborados con papaina se recogen en la tabla III.14.
Los resultados se han expresado en mg de aminoécido en 100g de extracto seco.

Los lotes con papaina presentaron, en general, un mayor contenido en aminodcidos
libres que el control, siendo superiores en el de papaina-4500 U. excepto en el caso de la
cisteina, que alcanz6 valores mayores en lote control. Los cinco aminodcidos mayoritarios en
el lote papaina-800 U. fueron Glu, His, Lys, Leu y Ala, mientras que en el papaina-4500 U.
lo fueron tres de éstos (Leu, Lys y Glu) y Trp ¢ Ile. De estos aminodcidos, Glu y Lys
predominaron también en el control. En cambio, la Leu sélo fue mds abundante en los dos
lotes con papaina, mientras que en el control no se encontraba entre los cinco primeros. La
Tyr present6 una evolucién semejante a la observada en los lotes con aspartil proteinasa (tabla
II1.10), es decir, se mantuveron sus niveles en el lote papaina-800 U., al igual que en el

aspartil proteinasa-800 U., y aumentaron en los dos lotes con mayor cantidad de ambas
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enzimas. Este comportamiento fue diferente al observado en los embutidos con pronasa E
(tabla IIL.6), en los que siempre descendid. Al igual que ocurrié en los lotes con pronasa E y
aspartil proteinasa, la lisina fue uno de los aminodcidos predominantes (véase [11.2.3.7 y
I11.3.3.7).

Los amino4cidos gue mds aumentaron durante la maduracién fueron diferentes en los
dos lotes, si bien hay que tener en cuenta que el comportamiento de las fracciones
nitrogenadas analizadas fue también muy distinto, ya que se observé una proteolisis muy
acusada en el lote que contenia 4500 U. de papafna, mientras que el que contenia 800 U.
estuvo bastante préximo al control. Los mayores incrementos de los valores finales respecto
al control en el lote papaina-800 U. se registraron en Gly+Gln (x2,4), Thr (x2,4), Val
(x2,0), Phe (x1,8), Trp (x1,8), Lys (x1,8) y Leu (x1,7), mientras que en el lote
papaina-4500 U. el mayor aumento se presentd en Asn+Ser (x15,5), Thr (x10,5), Met
(x10,4), Trp (x10,3) e Ile (x9.4).

La Arg mostré un comportamiento distinto en el lote con 450¢ U. de papaina que el
que se observé en los otros dos (el control y el de papaina-800 U.) y diferente también entre
estos dos 1ltimos y el detectado en los embutidos elaborados con pronasa E (tabla II1.6) y
aspartil proteinasa (tabla II1.10). En la masa original (dfa 0) se detectaron 24 mg/100g E.S. y
posteriormente sélo se determinaron indicios en el lote control! y en el de papaina-8060 U.,
mientras que en el resto de los lotes a los que anteriormente se ha hecho referencia se
observé un incremento a lo largo del proceso madurativo. Este hecho puede estar relacionado
con la actividad arginina-desamidasa de los lactobacilos que se ha discutido mds ampliamente
en el apartado I1I.1.3.7, que conlleva el descenso de los niveles de Arg. No quiere esto decir
que en ¢l lote papaina-4500 U. no se produjera también este efecto, sino que, en este caso, la
velocidad de formacion de Arg supera a la de su degradacion. Ya se ha dicho repetidas veces
en ¢l presente apartado que la proteolisis que ocurrié en ¢l lote papaina-800 U., aunque
superior a la del lote control, estuvo bastante préxima a éste, mientras que en ¢l lote

papaina-4500 U. fue muy intensa.
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En todos los casos se obtuvieron los valores mdximos de aminodcidos libres en
distintos momentos de la maduracién y no al final de la misma, lo que parece indicar que la
mayor liberacién de estos compuestos se produce desde el perfodo inmediatamente posterior
a la fermentacién, prolongdndose mds o menos en el tiempo. Este hecho estd de acuerdo con
lo observado en las demds fracciones nitrogenadas de mayor tamafio molecular que Ia
aminoacidica, que presentaron este incremento en fases anteriores, fundamentalmente durante
el periodo fermentativo, estabilizdndose posteriormente sus niveles. Los aminoéacidos son los
compuestos finales de 1a degradacidn proteica catalizada por proteasas y, por tanto, deberian
incrementarse con mds intensidad en etapas algo mds tardias, ya que se originan a partir de
los péptidos liberados en las reacciones hidroliticas previas. Este fenémeno se aprecia
facilmente en la figura I11.41, en la que se ha representado Ia evolucidn de los contenidos
totales de aminodcidos libres. Una evolucion semejante se observd en el NSS; una vez miés
se puede afirmar, como ya se hizo anteriormente (véase I11.2.3.7 y IIL 3.3.7), que la
determinacién de esta fraccién da una idea bastante segura del contenido en aminoédcidos
libres.

También parece que en un determinado momento, variable con el lote de embutido,
las reacciones de liberacién de amino4cidos dejan de ser intensas y empiezan a predominar las
de degradacién de los mismos (desaminacién y descarboxilacién), con lo que los valores de
aminodcidos libres se estabilizan. El tiempo en que se produce este cambio puede quizé estar
determinado por la actividad més o menos elevada de las enzimas microbianas y enddgenas
capaces de liberar aminodcidos en cada uno de los embutidos, lo que explicaria su

variabilidad de unos lotes a otros.

I11.4.3.8. AMINAS.
La tabla IIL.15 recoge los resultados obtenidos (mg/100g de extracto seco) en la
determinacién de las aminas presentes en los embutidos fabricados con papaina.

El andlisis de los datos de dicha tabla permite deducir que para varias aminas

199



0pRINIP Ou -"(IN ‘Sezen -’11

€Y 66T 90T TLT 1L  dN ¥8T L'ST TP W AN aGN ST €17 §% W AN ON BuU3ARPED)
S'6c S'EI L9 TT9 661 1L ¢8 9¢T U T8 Lty AL g8 T8 9El 801 6¢ L eUTWEN
6L T¥ §8 T8 TL LI I'T1 6€l 1'% L2T 'L L0 TEL €1 TEL PET EEl LA vuruuadsyy
€1 AL TT AL AL LT 8T §T1T i 9T AL L1 L1z I g LT LT eurpruLidsy
9ty Ly TLT ST %7 AL I'S9 TOL TYS €€ 6t 1L L'6T L'9¢ €17 S61 L'y 1L BUTGIEISTH
+ Bumosanng

T¢ T 1L LT 1L TE L IL ¢ 1L %Y TE g1 g7 L 8¢ WL T¢ LT LIRS
6T TIT €81 L91 L9 €€ 86 L6 96 86 T8” € 19 68 19 7ol Lt €5§ eururedu g
9z 6l 11 S Z 0 9 61 11 ¢ ¢ 0 9 61 11§ < 0 SeIq
TT1 005F) euredeq TT1 008) tuedeq L) 90T

“eureded uos sopesuqe) sopnnquid sof U ('S g 3001/5W) SeurER U3 OPIUNUOD [ US SOIQUIE)) ST'HI VIAVL



Resultados y discusidn

(2-feniletilamina, espermidina y espermina) fueron similares a los registrados en los lotes con
pronasa E y aspartil proteinasa. Sin embargo, en el caso de los embutidos con papaina sf se
observé un incremento apreciable no sélo de tiramina sino también de putrescina+histamina y
cadaverina, La triptamina también aumenté durante 1la maduracién pero de forma menos
acusada que las diaminas anteriores. Los incremenios observados para la
putrescina+histamina y cadaverina no parecen deberse a la adicién de papaina, ya que la
cadaverina alcanzé valores similares tanto en el control como en los lotes de embutidos que
contenjan papaina y, en €l caso de la putrescina-+histamina, fue el lote con 800 U. de papaina
en ¢l que se alcanzaron las cifras mayores y no ¢l el de 4500 U. como seria de esperar si el
incremento se debiera a la accién de la proteinasa. Por tanto, parece mds ldgico atribuir €l
aumento a otras causas, probablemente a la flora microbiana que se instalé en 1a masa, como
ya se ha discutido en el apartado II1.1.3.8 al analizar las aminas de los controles.

Respecto a la tiramina, la evolucién fue similar a la observada en los embutidos con
pronasa E y aspartil proteinasa, experimentando los valores un incremento mis acusado
durante la primera mitad de la maduracidn y estabilizddose después. No obstante, los valores
absolutos fueron muy inferiores a los detectados en los lotes con pronasa E (entre 3 y 7 veces
menos) y, en cambio, bastante parecidos a los que presentaron los embutidos con aspartil
proteinasa. Todas las consideraciones hechas para los lotes de embutidos fabricados con los
otras dos proteinasas son vilidas, pues, para este lote.

Desde el punto de vista sanitario, para alcanzar los valores minimos de tiramina que
cita Renner (1987) como capaces de producir toxicidad (10 mg) deberfan consumirse
aproximadamente 213 g de embutidos control, 200 g de los que contenfan 800 unidades de
papaina y sélo 50 g de los embutidos con 4500 unidades. Si se considera un consumo
normal de embutido de 50 a 100 g, los lotes control y papaina-800 U. no presentarian peligro
ni siquiera para los individuos susceptibles. En el caso del lote papafna-4500 U. la ingestién
de estas cantidades podria desencadenar desérdenes en personas sensibles.

Ponto y col. (1977) seiialan que la cantidad minima de tiramina suficiente para
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interaccionar con los medicamentos IMAQO es de 6 mg; en este caso, ingestas algo superiores
a 100 g de los embutidos control y los de papaina-800 U. ya podrian causar problemas.
Respecto a la produccién de migrafias, se necesitan unos 125 mg de tiramina para
desencadenar ¢l proceso (Hannington y col., 1970), por lo que se necesitaria ingerir
cantidades elevadisimas de estos embutidos para que se alcanzaran estas cifras.

Por lo que refiere a la putrescina+histamina y considerando, en este caso, la cifra
minima de 70 mg sefialada por Renner (1987) como téxica, serfan necesarios casi 400 g de
embutidos del lote control, 180 g del de papaina-800 U. y aproximadamente 250 g del de
papaina-4500 U. Para realizar este cdlculo se ha considerado que la putrescina estd presente
en cantidades minimas y que la cifra detectada correspondié mayoritariamente a la histamina,
dado que las bacterias predominantes en los embutidos no producen putrescina (Dainty y
col., 1986). Son cantidades que superan las consideradas como normales en una ingesta de
embutido.

Por lo tanto se puede decir que el lote con 800 unidades de papaina no era
potencialmente peligroso ni siquiera para individuos susceptibles y menos ain para personas
normales, capaces de tolerar cantidades muy superiores. El lote con 4500 unidades, como
veremos a continuacién, no seria aceptado por los consumidores por sus defectos en la

textura, por lo que su toxicidad no tendria importancia.

I1I1.4.4. Andlisis sensorial.

La prueba de diferenciacion por el test triangular mostré que el lote con 800 unidades
de papaina no fue significativamente diferente del control (p=0,05). En cambio, los
embutidos con 4500 unidades s{ fueron diferentes (p<0,01) del control y, por lo tanto,
también del lote con 800 unidades. Estas diferencias se debieron a un ablandamiento excesivo
de la masa como consecuencia de la intensa proteolisis.

La tabla III.16 muestra las puntuaciones obtenidas por los embutidos con papaina en
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Tabla III.16.  Calidad organoléptica al final de la maduracién de los embutidos

fabricados con papaina.
Lote Unidades  Colory Textura Sabor y Calidad
anadidas* _Apariencia Aroma  global**
Control 0 778 7,1a 7,1a 7,1a
Papaina-800 800 7,2a 6,2b 7,1a 6,9a
Papaina-4500 4500 3,5b 2,5¢ 3,2b 3,0b

a, b, c: letras diferentes representan diferencias significativas (p<0,01).
* Para la definicién de unidad, ver apartado I1.3.1
** Calidad global = Color y Apariencia x 0,1 + Textura x 0,25 + Sabor y Aroma x 0,65
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la prueba preferencial. El lote con 800 U. presenté puntuaciones ligeramente inferiores a las
del control en cuanto a color+apariencia y a textura, siendo esta tditima peor considerada y
diferente a la textura de los embutidos control. Sin embargo, ambos lotes alcanzaron la
misma puntuacién en sabor y aroma. La calidad global fue algo mejor en los embutidos del
control, aunque la diferencia con los del lote papaina-800 U. fue muy pequeiia.

~ Ellote papaina-4500 U. mostrd, en cambio, unas puntuaciones claramente inferiores
a las de los otros dos lotes, lo cual se corresponde con la diferenciacién estadisticamente
significativa resultante de la prueba triangular. El valor mds bajo se obtuvo en la evaluacién
de la textura, al igual que en los otros dos lotes con elevada cantidad de pronasa E (véase
111.2.4) y aspartil proteinasa (véase I11.3.4), debido al excesivo ablandamiento del embutido.
En cuanto a sabor y aroma, la puntuacién fue mds semejante a la del lote pronasa E-6000 U.
que la del aspartil proteinasa-4500 U., es decir, muy baja.

Considerando estos resultados, se puede decir que la papaina empleada en cantidades
préximas a las 800 unidades (probablemente més bajas debido a su efecto sobre la textura)
podria ser {itil para potenciar el sabor y aroma de los embutidos, aunque seria necesario
ajustar mas la dosis. En cuanto a su uso en la fabricacién de productos carnicos de
caracteristicas diferentes, tal y como se propuso respecto a la aspartil proteinasa (véase
I11.3.4) esta enzima seria en principio descartable, dado que en cantidades elevadas empeora

de forma considerable el sabor y aroma del producto.
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IILS. APROXIMACION A LAS DOSIS OPTIMAS DE PROTEASAS.

Los resultados descritos en los capitulos anteriores han mostrado que la adicién de
enzimas acelera los fenédmenos proteoliticos que acaecen en un embutido en maduracién y, lo
que es mds importante, produce una gran liberacién de aminodcidos que son las sustancias
mds relevantes derivadas de la degradacién proteica en lo que respecta al sabor y aroma, ya
que, por ellos mismos, contribuyen al sabor o quedan disponibles para sufrir
transformaciones posteriores y participar asi en el sabor y aroma del producto final.

Sin embargo, las dosis empleadas no ocasionaron una mejora de la calidad
organoléptica, salvo en un caso (lote pronasa E-600 U.) y en éste s6lo se consiguié una
mejora tan ligera en la calidad global que ni siquiera llegé a ser estadisticamente significativa,
Por ¢l contrario, excepto en los embutidos de este lote, el andlisis sensorial revel$ que en
todos los demds lotes se producian serios defectos de la textura debidos a un ablandamiento
excesivo que derivo, sin duda, de la proteolisis tan extensa y profunda que se produjo y que
llevé a la generacién de polipéptidos, péptidos y aminodcidos libres de mayor solubilidad que
las protefnas de procedencia. Este efecto fue variable dependiendo de la proteinasa utilizada y
de 1a dosis de la misma empleada, pero en el caso de la aspartil proteinasa de Aspergilius
oryzae este fendmeno fue espectacular, ya que incluso con la dosis més baja de la enzima
(800 U.) el ablandamiento fue muy intenso.

En otro orden de cosas, el andlisis de las aminas potencialmente téxicas revel6 que la
adicién de algunas de las proteinasas provocaba una liberacién excesiva de los aminoécidos
precursores que quedaban disponibles para su descarboxilacién por los microorganismos
presentes, lo que conducia a la acumulacién excesiva de dichas aminas que alcanzaron, en
algunos casos, tasas no deseables.

Todas estas consideraciones llevaron a la autora de la presente memoria a concluir que
1a dosis de proteinasas eran, en todos los casos, excesivas.

En un intento de profundizar en la posibilidad de utilizar proteinasas para acortar el
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perfodo madurativo de los embutidos o, alternativamente, potenciar el sabor y aroma, y
teniendo en cuenta los antecedentes antes descritos, se programé la experiencia que se
describe en el presente apartado. Los resultados obtenidos previamente aconsejaron disminuir
las dosis de las tres proteinasas. De este modo, se pensé que las dosis mds adecuadas podian
ser de 300 U. para la pronasa E y de 500 U. para la papaina. En el caso de la aspartil
proteinasa se crey6 conveniente reducir la dosis mucho més, dado que cuando se utilizaron
800 U. se produjo un intenso ablandamiento. Por ello, se establecié como posible dosis

idonea la de 100 U.

II1.5.1. Evolucién de los parimetros fisicoquimicos.

En las figuras 11.43, 111.44 y I11.45 se representan las evoluciones del extracto seco,
aw ¥ pH, respectivamente. No es necesario abundar en los resultados; todos fueron similares

a los obtenidos en las experiencias realizadas previamente. Los andlisis microbioldgicos no se
realizaron en estas experiencias, dado que cantidades mayores de las tres enzimas no
afectaron en absoluto (véase figuras correspondientes de los capitulos anteriores) a la

evolucion de los microorganismos que participan en la maduracién.
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Figura II1.43. Evolucién del extracto seco en los embutidos elaborados con pronasa E,
aspartil proteinasa y papafna.
Control ( O ); lote con 300 U. de pronasa E ( @ ); lote con 100 U. de aspartil
proteinasa ( & ); lote con 500 U. de papaina ( @ ).
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Figura II1.44. Evolucién de la actividad de agua {(ay,) en los embutidos elaborados con

pronasa E, aspartil proteinasa y papaina.
Control ( O ); lote con 300 U. de pronasa E ( @ ); lote con 100 U. de aspartil
proteinasa ( & ); lote con 500 U. de papaina ( @ ).
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Figura II1.45. Evolucién del pH en los embutidos elaborados con pronasa E, aspartil
proteinasa y papaina.
Control ( O ); lote con 300 U. de pronasa E ( @ ); lote con 100 U. de aspartil
proteinasa ( & ); lote con 500 U. de papaina ( @ ).

I11.5.2. Evolucién de las fracciones nitrogenadas.

I11.5.2.1. NITROGENO SOLUBLE EN AGUA, NO PROTEICO, SOLUBLE EN ACIDO
FOSFOTUNGSTICO AL 5%, SOLUBLE EN ACIDO SULFOSALICILICO AL 5% Y BASICO VOLATIL
TOTAL.

Las evoluciones de las fracciones de nitrégeno soluble en agua (INSA), nitrégeno no
proteico (NNP) y nitrégeno soluble en 4cido fosfotingstico al 5% (NSF) del lote control y de
los lotes fabricados con las tres proteinasas se recogen, en términos de porcentaje de extracto

seco, en las figuras I11.46, I11.47 y 111.48.
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Figura II1.46. Efecto de la adicién de pronasa E, aspartil proteinasa y papaina en la
evolucién del nitrégeno soluble en agua (NSA).
Control ( O ); lote con 300 U. de pronasa E ( 8 ); lote con 100 U. de aspartil
proteinasa { & ); lote con 500 U. de papaina ( @ ).
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Figura II1.47. Efecto de la adicién de pronasa E, aspartil proteinasa y papaina en la
evolucién del nitr6geno no proteico (NNP).

Control ( O ); lote con 300 U. de pronasa E ( @ ); lote con 100 U. de aspartil
proteinasa ( & ); lote con 500 U. de papafna( @ ).
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Figura II1.48. Efecto de la adicién de pronasa E, aspartil proteinasa y papaina en la
evolucién del nitrégeno soluble en 4cido fosfotingstico al 5%.
Control ( O ); lote con 300 U. de pronasa E ( @ ); lote con 100 U. de aspartil
proteinasa ( & ); lote con 500 U. de papafna( @ ).

En los tres lotes fabricados con las proteinasas y para las tres fracciones nitrogenadas
se observé un comportamiento similar; en todos ellos siempre se obtuvieron valores
superiores a los hallados para el control, siendo los mis elevados en las tres fracciones los
que alcanzaron los embutidos elaborados con 100 U. de aspartil proteinasa, a pesar de que
fue la enzima que se afiadié en menor cuantfa. En los lotes a los que se afiadieron pronasa E
(300 U.) y papaina (500 U.) se alcanzaron valores similares. No cabe duda de que la mayor
proteolisis observada en el lote preparado con aspartil proteinasa se debe a ue esta enzima es
una proteinasa 4cida con un pH 6ptimo de actuacién préximo al de los embutidos, mientras
que la actividad 6ptima de las otras dos se sitiia en torno a la neutralidad.

En cuanto a los resultados obtenidos en este experimento en relacién con los hallados
en experiencias anteriores en las que se utilizaron dosis mayores de las tres enzimas (véanse
apartados III.2.3, II1.3.3 y II1.4.3), hay que decir que, en términos generales, son
concordantes con la cantidad de enzima afiadida para las fracciones NSA y NNP, es decir,

los niveles obtenidos de ambas fracciones fueron sélo ligeramente inferiores (lote de pronasa
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E 300 U. respecto a lote de pronasa E 600 U. y lote de papaina 500 U. respecto al lote de
papaina 800 U. para la fraccién NSA) o claramente inferiores (lote aspartil proteinasa 100 U.
respecto al de aspartil proteinasa 800 U. para el NSA y los lotes fabricados con las dosis mis
bajas de las tres enzimas respecto a los elaborados con dosis mayores, para ¢l NNP) a los de
los lotes de embutidos adicionados con la correspondiente proteinasa pero a dosis mds
clevadas. Este efecto puede observarse clara y detalladamente en la tabla 11117, donde se
expresan los porcentajes de incrementos al final de la maduracidn respecto al control. Los
porcentajes de incremento, tanto para ¢l NSA como para el NNP, de los lotes pronasa E-300,
aspartil proteinasa-100 y papaina-500 siempre fueron mds bajos que los correspondientes a
cada una de las fracciones de pronasa E-600 U., aspartil proteinasa-800 U. y papaina-800 U.
Y, por supuesto, mucho menores que cuando se afiadieron a los embutidos 6000 U. de
pronasa E y 4500 de aspartil proteinasa o papaina.

Los valores absolutos obtenidos para la fraccién NSF (fig. I11.48) fueron, en cambio,
aproximadamente iguales a los obtenidos para las correspondientes tasas halladas en los lotes
pronasa E-600 U. (figura 1I1.19), aspartil proteinasa-800 U. (figura HI.29) y papaina-800 U.
(figura 111.39). Sin embargo, los porcentajes de incremento respecto a su control
correspondiente fueron superiores en los tres casos, como reflejan los datos de la tabla
I1.17,

En la figura IIL49 se muestran los resultados obtenido para el nitrégeno soluble en
dcido sulfosalicilico al 5% y en la figura IIL.50 la correspondienta a la tasa total de
aminofcidos de los embutidos fabricados con 300 U. de pronasa E, 100 U. de aspartil
proteinasa y 500 U. de papaina. Estos resultados son coincidentes con los descritos
anteriromente para las otras fracciones nitrogenadas analizadas, ya que los valores de los
lotes fabricados con pronasa E y papaina fueron bastante semejantes e inferiores a los que se

alcanzaron en el lote preparado con ia aspartil proteinasa.
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TABLA I1L.17. Incremento (%) al final de la maduracidn respecto al control de las
fracciones nitrogenadas estudiadas en los embutidos fabricados con
las tres proteasas.

Proteasa Unidades NSA NNP NSF NSS NBVT
Pronasa E 600 35,6 54,3 67,7 143,7 36,3
Pronasa E 6000 130,2 162,9 148.4 220,6 71,4

Aspartil proteinasa 800 54,8 206,2 136,4 2349 83,8

Aspartil proteinasa 4500 134,9 306,2 175,7 521,9 151,1

Papaina 800 36,9 41,2 20 72,5 46,7
Papaina 4500 196,4 212,9 152,5 457,8 154,7
Pronasa E 300 30,2 36,9 45,2 84,5 28,5
Aspartil proteinasa 100 45,1 148,8 83,1 1714 64,2
Papaina 500 28,2 28,6 9,5 63,4 39,1

NSA: nitrégeno soluble en agua.
NNP: nitrégeno no proteico;

NSF: nitrégeno soluble en dcido fosfoningstico al 5%.
NSS: nitr6geno soluble en 4dcido sulfosalicflico al 5 %.

NBVT: nitrégeno bésico volatil total.

212



Resultados y discusidn

600
w 500
= !
sp 400
[
(]
% 300
E
200
4 2]
.2}
Z 100
0 M F " 1 2 L i 1 " I A ]
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (dias)

Figura II1.49. Efecto de la adicién de pronasa E, aspartil proteinasa y papaina en la
evolucion del nitrégeno soluble en 4cide sulfosalicilico al 5%.
Control ( O ); lote con 300 U. de pronasa E ( ® ); lote con 100 U. de aspartil
proteinasa ( & ); lote con 500 U. de papaina( @ ).
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Figura III.50. Efecto de la adicién de pronasa E, aspartil proteinasa y papaina en la
evolucioén de los aminodcidos totales.
Control ( O ); lote con 300 U. de pronasa E ( @ ); lote con 100 U. de aspartil
proteinasa ( A ); lote con 500 U. de papaina( @ ).

No ocurrié lo mismo en relacién con los resultados descritos en los apartado
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anteriores, cuando se fabricaron otros lotes de embutidos con cantidades mayores de las tres
enzimas. Comparando los datos de las dos gréaficas anteriores (ya se ha comentado en
I11.2.3.7 que las fracciones NSS son equivalentes a la de aminodcidos totales) con los
correspondientes de los capitulos precedentes para la pronasa E (figuras I11.20 y IIL.21),
aspartil proteinasa (figuras 111.30 y I1L.31) y papaina (figuras 111.40 y I11.41) se puede
deducir que los amindcidos totales liberados alcanzaron unos valores aproximadamente
iguales en todos los casos. Quiere esto decir que la menor adicién de cualquiera de las tres
enzimas provoca, en términos generales, una menor fragmentacién de las proteinas para
rendir los polipéptidos y péptidos componentes de las fracciones NSA, NNP y NSF pero no
de aminodcidos libres, lo que parece indicar que con menor cantidad de enzima se suministra
una cantidad suficiente de los péptidos precursores de aminodcidos.

Sin embargo, no hubo diferencias claras en el nitrégeno bdsico volatil total (figura
I11.51) entre los lotes fabricados con 300 U. de pronasa E, 100 U. de aspartil proteinasa y
500 U. de papaina; puede observarse en la figura que al final de la maduracién las tasas
alcanzadas por los tres lotes estuvieron comprendidas entre 150 y 180 mg/100g E.S.. Es
posible que el NBVT esté relacionado con la actividad propia de la microflora que se
implante. No se olvide que la masa original de los tres lotes con las distintas proteinasas y el
control era la misma. El hecho de que los valores del NBVT sean mds bajos en el control que
en los lotes con enzima puede atribuirse a que haya una cantidad significativamente menor de
aminodcidos en el control y se produzca, en consecuencia, la desaminacién de los mismos en

menor cuantia.
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Figura III.51. Efecto de la adicién de pronasa E, aspartil proteinasa y papaina en la
evolucidn del nitrégeno basico voldtil total (NBVT).
Control ( O ); lote con 300 U. de pronasa E ( ® ); lote con 100 U. de aspartil
proteinasa (& ); lote con 500 U. de papaina ( @ ).

I11.5.2.2. AMINOACIDOS LIBRES Y AMINAS.

La tabla IIL.18 muestra los cambios en las tasas de aminoécidos libres en los
embutidos fabricados con 300 U. de pronasa E, 100 U. de aspartil proteinasa y 500 U. de
papaina. El andlisis detallado de la tabla permite deducir una serie de conclusiones generales.
Diversos amino4cidos {Glu, His, Ala, Leu y Lys) fueron, en los tres lotes, los mds
abundantes al final de la maduracién. De estos, la Lys estuvo también entre los que
aumentaron de forma maés acusada en los tres lotes respecto a la cantidad final hallada en el
control. Otros amino4cidos que sufrieron también un gran incremento fueron el Asp, Pro, Ile
y Asn+Ser en los tres lotes; la Met en los lotes con aspartil proteinasa y con papaina.
Asimismo, puede decirse que otros aminodcidos (Cys, Tyr, Trp y Arg) aumentaron sélo
ligeramente o se mantuvieron a niveles regulares durante todo €l proceso madurativo. El
hecho de que, independientemente de la proteinasa, la mayoria de los aminodcidos mostrara
un comportamiento similar inclina a deducir que las proteinasas fragmentan las proteinas

rindiendo péptidos pequeiios, que quedan dispuestos para ser degradados activamente por la
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flora presente que se encargaria de liberar los aminoicidos. Esta hipdtesis quizd pueda
apoyarse por el curso de los fendmenos proteoliticos que acaecen en un queso en

maduracién. En este producto la quimosina, aparte de 1a accién primaria de desestabilizacién

de las caseinas, actia sobre estas proteinas, de forma particular sobre la a_;-caseina, para

rendir péptidos de hasta un tamafio molecular de 4.000-6.000 d.; no llega ma4s lejos su accién
proteolitica. Después, dichos péptidos son metabolizados por la flora l4ctica (lactococos y
lactobacilos) durante la maduracién (Dalgleish, 1987; Fox y Law, 1991; Steele y Unli,
1992).

Este fenémeno no se habfa detectado en los experimentos descritos en los capitulos
anteriores, dado que en cada uno de ellos se usé la misma enzima pero a diferente dosis. Por
tanto, la liberacién de aminodcidos se atribuyé a la accidn indirecta de la proteinasa. Este
fenémeno quizd explique también las diferencias observadas entre los aminodcidos libres de
los lotes anteriores y el lote de este apartado correspondiente a la misma enzima. En este
aspecto, lo primero que destaca al comparar la tabla I11.18 con las tablas I11.6, I11.10 y II1.14
es, para las tres proteinasas, las diferencias tan grandes en el contenido en Glu que, por
¢jemplo, en el lote con 100 U. de aspartil proteinasa fue de 696 mg/100g E.S. y en el de
6000 U. la tasa de dicho aminoécido fue més de cuatro veces menor. En principio, este
resultado parece totalmente ildgico, pero si se tiene en cuenta que proceden de fabricaciones
distintas se puede atribuir al glutamato sédico que se afiade a la masa que, evidentemente, se
va a detectar en la cromatografia HPLC. Se observa también para otros aminodcidos, como
His, Ala y Leu, que las tasas fueron mayores en el lote con la menor cantidad de pronasa 300
U. que en los otros dos a los que se afiadieron mayores cantidades de la enzima, incluso el
que se se fabricé con 6000 U. de pronasa E. Este efecto no sélo se observé con dicha
enzima, sino también con las otras dos proteinasas ¢, igualmente, ocurrié en este control en
relacién con los de los otros lotes. Parece 16gico, pues, no atribuir las elevadas tasas de estos

aminodcidos a las proteinasas sino a causas ajenas; de ellas, las mds probables, como se ha
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indicado anteriormente, pueden estar relacionadas con la actividad aminopeptiddsica de la

flora microbiana que encuentra un sustrato idéneo para liberar dichos aminodcidos.

En la tabla II1.19 se muestran los cambios en las tasas de aminas durante la
maduracién de los embutidos fabricados con las tres proteinasas a las dosis que se indican.
La triptamina, al igual que ocurrié en los otros lotes a los que se afiadieron proteinasas (tablas
IIL.7, II1.11 y III.15), se mantuvo a niveles muy parecidos durante la maduracién o se
observé un ligero aumento. Otras aminas (2-feniletilamina, espermina y espemlidina) se
mantuvieron sin apenas variacién a lo largo del proceso madurativo. No se detect$ en
ninguna muestra cadaverina, como sucedié en los embutidos elaborados con 600 y 6000 U.
de pronasa E (tabla II1.7) y a diferencia de los lotes elaborados con aspartil proteinasa (tabla
III.11) y papaina (tabla III.15), en los que se observé un aumento durante la maduracién;
estas diferencias entre unos lotes y otros a pesar de que algunos se elaboraron con la misma
enzima aunque con diferentes dosis quizds apoyan el poco efecto, si alguno, de la adicion de
proteinasa en la formacién de aminas, y su generacién depende directamente de la flora que
se implante en cada caso.

Se observa un claro aumento de la putrescina+histamina. Este comportamiento,
aunque variaron los valores absolutos, fue el mismo que para los lotes pronasa E-600 U. y
6000 U. (tabla HI.7), aspartil proteinasa-800 U. y 4500 U. (tabla III.11) y papaina-800 U. y
4500 U. (tabla II1.15). Es dificil saber qué cantidad corresponde a una y otra amina pero si la
de sus precursores. La histidina siempre fue un aminodcido que estuvo presente en
cantidades importantes en todos 1os lotes incluidos los controles, excepto en uno (lote control
de los embutidos fabricados con 800 U. y 4500 U, de papaina) y fue precisamente en éste
donde se alcanzaron las tasas mds bajas de putrescina+histamina. Del mismo modo, la
arginina se detecté en diversos lotes [los cuatro cuyos resultados se recogen en este apartado
y en los de papaina-800 U. y su control (tabla III.14)] en cantidades muy bajas, muchas

veces en niveles "trazas” y no sélo al principio de la maduracidn sino, a veces, durante todo
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el proceso. Sin embargo, las tasas de putrescina+histamina fueron, en esos lotes, realmente
elevadas. Se podria argumentar que se irfa produciendo la desimidacién de la arginina y
posterior transformacidn en putrescina a medida que se va generando, pero este fenémeno
debiera manifestarse también, al mismo ritmo, en los demds lotes de la misma fabricacién
como en el lote papaina-4500 U. (tabla III.15) y posiblemente también en otros, pero no se
observd. Parece, pues, atribuir la tasa hallada de putrescina+histamina mayoritariamente al
altimo aminodcido. No se ha descrito que los lactobacilos aislados de carne envasada a vacio
produzcan putrescina o histamina en carne aséptica inoculada con diversas cepas aisladas de
aquella fuente (Edwards y col., 1987) pero si la produccién de histamina por ciertas cepas de
lactobacilos (Cantoni y col., 1975) y por Lactobacillus bulgaricus, obteniéndose la mixima
concentracion (56 pg/g), en caldo MRS, 'a pH de 5,5 (Chander y col., 1989). Estas
observaciones apoyan la deduccién anterior de que la histamina es la amina mayoritaria del
pico correspondiente a putrescina+histamina, que no fue posible separarar en Ia
cromatografia HPLC.

Finalmente, la tiramina aumenté en todos los lotes recogidos en la tabla IIL.19 y, por
tanto, se comportd del mismo modo que ya se habia observado en las fabricaciones descritas
en apartados anteriores. En este caso, existen menos dudas de los microorganismos

responsables; casi seguro los lactobacilos, como se ha discutido previamente.

II1.5.3. Andlisis sensorial.

En la prueba triangular no se observaron diferencias significativas entre el control y
los embutidos con pronasa y papafna, como sucedi6 con los lotes que contenfan la dosis mis
baja de dichos enzimas en las experiencias realizadas con anterioridad (véase I11.2.3 y
111.4.3). De la misma forma, se apreci6é una diferencia significativa (p < 0,01) entre el Jote
control y el que contenfa aspartil proteinasa, al igual que habfa sucedido en los lotes

fabricados con dosis mayores de esta proteinasa (véase I11.3.4); de nuevo se debié a un
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ablandamiento excesivo.

La tabla III.20 muestra los resultados del andlisis sensorial (prueba preferencial) de
los embutidos fabricados con pronasa E (300 U.), aspartil proteinasa (100 U.) y papaina
(500 U.).

Los lotes con pronasa E y papaina obtuvieron puntuaciones bastante semejantes a las
del control. El lote con pronasa E fue valorado ligeramente inferior al control, a diferencia de
lo que ocurrié en el lote pronasa E-600 U. (véase I11.2.3), lo que parece indicar que la
cantidad mds adecuada para afiadir a los embutidos crudos fermentados es cercana a 600
unidades, bien por encima o por debajo de ese valor. En cuanto al lote con papaina, se
obtuvo una puntuacion similar al lote con pronasa E, ligeramente inferior a la del control pero
superior a la del lote papaina-800 U. Por lo tanto se puede decir que, posiblemente, la dosis
més adecuada de este enzima estd més préxima a las 500 que a las 800 unidades para lograr
un efecto beneficioso.

El lote con aspartil proteinasa recibié una puntuacién marcadamente inferior a la del
control en todas las caracteristicas organolépticas evaluadas, debido al ablandamiento a que
antes se hacia referencia. Sin embargo, aunque se apreciaron puntuaciones semejantes en
color+apariencia y en textura a las obtenidas por los otros lotes con aspartil proteinasa (tabla
IT1.12), los resultados obtenidos en la valoracién del sabor y aroma fueron inferiores a los de
aquellos, especialmente respecto al lote con 4500 unidades. Al parecer, las cantidades
elevadas de esta enzima dan lugar a un sabor y aroma favorables, pese a las alteraciones de
textura y teniendo siempre en cuenta que los lotes se valoraron respecto a una referencia de
embutido crudo curado. Es posible que esta proteinasa pueda ser itil empledndola para
aportar, desde el principio, amino4cidos libres, dado que proporciona un sabor aceptable, o
bien que pueda usarse en la elaboracién de nuevos productos cdrnicos, diferentes en su
apariencia y textura a los salchichones (estos aspectos se discuten mds extensamente en Ja

discusién general).
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Tabla IT1.20.  Calidad organoléptica al final de la maduracién de los embutidos
fabricados con pronasa E, aspartil proteinasa y papaina.

Lote Unidades  Colory Textura Sabor y Calidad
adadidas* Apariencia Aroma global**
Control 0 7,5a 7.1a 7,6a 7,5a
Pronasa-300 300 7,42 7.0a 7,4a 7.3a
Aspartil-100 100 4,1b 3,2b 4,9b 4,4b
Papaina-500 500 722  67a 7,5a 7,32

a, b: letras diferentes representan diferencias significativas (p<0,01).
* Para la definici6n de unidad, ver apartado I1.3.1
** Calidad global = Color y Apariencia x 0,1 + Textura x 0,25 + Sabor y Aroma x 0,65
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Discusion general

No cabe duda de que la proteolisis es uno de los fenémenos que alcanza mayor
relevancia en los productos sometidos a maduracién {quesos, embutidos, etc.). La proteolisis
provoca una fragmentacioén parcial de las proteinas musculares, tanto de la miosina como de
la actina y troponina T (Garriga y col., 1988; Verplaetse y col., 1989; Garcia de Fernando y
Fox, 1991) y probablemente también de las proteinas solubles (Garriga y col., 1988). Como
resultado de este ataque primario de la proteinas aumentan todas las fracciones nitrogenadas
inferiores, como nitrégeno no proteico, nitrégeno peptidico, nitrégenc aminico y los
aminodcidos libres. Asf ha sido puesto de manifiesto por numerosos autores (Wardlaw y
col., 1973; Reuter y col., 1968; Dierick y col., 1974; Cantoni y col., 1985; Lois y col.,
1987; Ferre y Arboix, 1988; Garriga y col., 1988; DeMasi y col., 1990, etc.). Los péptidos
de pequeiio tamafio molecular y los amindcidos pueden, por si mismos, contribuir al sabor
del producto final o sufrir transformaciones posteriores, como descarboxilaciones,
desaminaciones y transaminaciones merced a la actividad de la flora microbiana presente para
rendir sustancias voldtiles (4cidos orgdnicos, aldehidos, nitrégeno bdsico volatil, etc) o no
(otros aminodcidos y aminas no volétiles). Todos estos fenémenos afectan tanto a la textura
{se produce una progresiva solubilizacién) como al sabor y aroma.

Ante estos acontecimientos, es razonable plantear la hipétesis que al afiadir
intencionadamente proteinasas a los embutidos se podrian catalizar {as reacciones proteoliticas
¥y, en consecuencia, lograr una potenciacién del sabor y del aroma, lo que podria conllevar un
acortamiento del proceso madurativo. Basdndose en esta hipétesis, se ha investigado el efecto
de la adicién de tres proteinasas (pronasa E de Streptomyces griseus, aspartil proteinasa de
Aspergillus oryzae y papaina de Carica papaya) en las degradaciones de las proteinas.

Los resultados obtenidos han mostrado que, efectivamente, la adicién de las
proteinasas ocasioné un aumento considerable de todas las fracciones nitrogenadas antes
mencionadas y que se producia, en términos generales, durante la fase fermentativa

fundamentalmente. En este sentido, no cabe duda de que se logra un acortamiento de la
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maduracidn, ya que en €sos pocos dias se consigue, con las tres enzimas y con todas las
dosis empleadas, unos niveles de las distintas fracciones nitrogenadas superiores a las que se
logran al final de la maduracién en los embutidos utilizados como control. Similares
resultados se han obtenido para los quesos, como en el Cheddar, en el que se ha descrito un
porcentaje de aceleracién de la maduracién dle 25-66% al afiadir una proteinasa neutra de
Aspergillus oryzae y utilizando la evaluacién de aminodcidos como indice de maduracién
(Fedrick y col., 1986) o en el queso Gouda, en el que se obtuvieron porcentajes de
aceleracion del 10-24% con proteinasas de distintos microorganismos (Bacillus subtilis,
Aspergillus melleus, Streptomyces sp y Aspergillus oryzae) utilizando como indices las
fracciones nitrégeno soluble en agua, nitrégeno soluble en 4Acido tricloroacético y nitrégeno
aminoacidico (Kataoka y col., 1987).

Muy distintos son los resultados que se han obtenido en el andlisis sensorial. El
incremento de las fracciones nitrogenadas no se traduce en una mejora ostensible de la calidad
organoléptica global; sélo en un caso, cuando se afiadieron 600 U. de pronasa E, se
obtuvieron embutidos que organolépticamente superaron la puntuacién de los controles y atin
asi no se obtuvieron diferencias significativas. En otros casos también se lograron
puntuaciones préximas a la de los embutidos controles (lote de pronasa E-300 U. y lote
papaina-500 U.) en el andlisis sensorial. Sin embargo, es necesario indicar que a veces,
sobre todo cuando se afiadié la aspartil proteinasa de Aspergillus oryzae a cualquiera de las
dosis ensayadas (100, 8300 y 4500 unidades) la calidad organoléptica giobal fue muy
deficiente, derivada de un ablandamiento excesivo de 1a masa, sin duda debido a la profunda
proteolisis que se origind. Estos resuitados coinciden parcialmente con los hallados en
quesos en los que también se ha observado una consistencia mds blanda (Fedrick y col.,
1986; Hayashi y col., 1990) junto con otros defectos como textura quebradiza (Fedrick y
col., 1986) y sabores amargos (Law y Wigmore, 1982; Alkhalof y col., 1987; ArdS y

Petterson, 1988), el wltimo posiblemente debido a la acumulacién de péptidos hidréfobos
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derivados de la B-caseina (Lemieux y Simond, 1992). No obstante, en algunos ¢asos, como
con la proteinasa neutra de Bacillus subtilis, se ha podido incrementar el sabor tipico del
queso sin que aparezca el amargor mediante un ajuste cuidadoso de 1a dosis de enzima (Law
y Wigmore, 1982) por lo que, en opinién de Law (1984a) es necesario, en el caso del queso,
elegir cuidadosamente la enzima y Ia dosis a aiiadir si no se quiere obtener un sabor y aroma
desequilibrado y ia aparicién de sabores amargos.

A pesar de todos estos problemas, otros autores (Frey y col., 1986; Nufez y col.,
1991) han tenido mds éxito y opinan que la adicién de proteinasas es un método ttil para
acortar el perfodo madurativo del queso sin que se originen defectos en el sabor y aroma, de
forma particular en quesos elaborados con leche de oveja (Nifiez y col., 1991), cuyas
caseinas son menos susceptibles de originar sabores amargos (Pelissier y Manchon, 1976).

En cualquier caso, en una reciente revisiéon sobre el tema (El Soda y Pandian, 1991)
se concluye que afin se estdn llevando a cago investigaciones acerca de la adicién directaa la
leche de enzimas individuales o una mezcla de enzimas para acelerar la maduracién, a pesar
de que se sabe que dicha adicién conduce con frecuencia a una disminucién del rendimiento y
que se pierde mds del 80% de la enzima en el momento del desuerado (Kirby y col., 1987).
Sin embargo, la adicién de la enzima a la cuajada puede realizarse con un €xito relativo en el
caso del queso Cheddar, donde la proteinasa se mezcla con la sal, lo que no puede realizarse
en otras variedades dado que las piezas de queso se salan por inmersién en salmuera.

Sin lugar a dudas, las desventajas citadas anteriormente de disminucién del
rendimiento y la pérdida de enzima no se van a producir en el caso de los embutidos, ya que
todos los ingredientes afiadidos a la mezcla se embuten conjuntamente y ademés no se han
detectado sabores amargos. No obstante, como se ha demostrado en este trabajo, los
resultados no han sido tan satisfactorios como cabrfa esperar. Ya se ha comentado que se
acelerd la proteolisis incluso hasta el nivel de amino4cidos, pero no se reflejé positivamente

en la evaluacién sensorial. Ante estos resultados cabe hacer el siguiente razonamiento: los
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aminodcidos libres contribuyen al sabor de un determinado alimento, aunque su grado de
influencia ha sido discutido por diversos autores (Bains y Mlot kiewicz, 1984; Nishimura y
Kato, 1988; Kato y col., 1989). Ya en la década de los 60 (Kiely y col., 1960; Johnson y
col., 1966) se habia asociado cada aminodcido con un sabor determinado (por ejemplo
alanina a nuez, prolina a pastas, arginina a "palomitas de mafz", leucina, arginina ¢ histidina a
pan, fenilalanina a caramelo, etc.) pero mezclados o junto a nucledtidos puede modificarse ¢l
sabor de forma marcada (Yamaguchi, 1967; Nishimura y Kato, 1988; Cambero y col.,
1992). Sin embargo, en el caso de los embutidos parece que el efecto de los aminodcidos
libres en el sabor no parece adquirir una gran relevancia, dado que cuando en los embutidos
se consiguieron tasas elevadas de elios no condujo a un cambio manifiesto en el sabor. Es
posible que quede solapado por otros ingredientes, como las especias. Por ello, quiz4s sean
més importantes la transformaciones que pueden sufrir los aminodcidos, las cuales dependen
de la actividad de la flora microbiana presente (Vandekerckhove, 1977) a través de
descarboxilaciones o desaminaciones, o también merced a reacciones quimicas como la
degradacién de Strecker, que rinde aldehfdos, amoniaco y otras sustancias (Davidek y col.,
1990), pudiendo verse facilitada por una cantidad cosiderable de aminodcidos libres
originados por una proteolisis intensa unido a una baja actividad de agua (Barbieri y col.,
1992). Asi, la presencia de algunos aldehidos de cadena ramificada en jamones curados,
como el 2 y el 3-metilbutanal, ha sido atribuida a la degradacion de Stecker (Garcia y col.,
1991; Barbieri y col., 1992), pudiendo influir poderosamente en el sabor y aroma de dichos
productos (Ventanas y col., 1992).

En los embutidos elaborados con las tres proteinasas coexisten dichos sustratos (una
gran cantidad de amino4cidos libres), agentes (una elevada tasa de microorganimos, tanto
internamente, flora ldctica y otras bacterias, como superficialmente, flora fiingica) y factores
(reducida actividad de agua) pero, sin embargo, no se generaron la suficiente cantidad de

sustancias aromdticas y sdpidas para potenciar el sabor y aroma del producto final, dado que
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no se reflejé en el andlisis sensorial. ;Qué puede, pues, haber ocurrido?. No es facil contestar
a esta pregunta y la tnica respuesta que se ha hallado estd relacionada con el tiempo de
maduracién. Aunque las condiciones para que se produzcan estas reacciones sean favorables
es posible que no se puedan acelerar, ya que, por una parte, la tasa de bacterias estd
estabilizada desde que concluye la fermentacién y, por otra, la temperatura de maduracién es
baja para que las reacciones quimicas (la degradacién de Strecker es un fenémeno
temperatura dependiente) se produzcan con rapidez. De hecho, en el caso del jamén curado
los tiempos de maduracién son muy largos (mds de 12 meses). Asf pues, hay que deducir
que, aunque se acelere la proteolisis, no parece posible acortar de forma significativa la
maduracién de los embutidos mediante la adicidn de proteinasas. Quizds el empleo de
perfodos madurativos mds largos que los utilizados en el presente trabajo (26 dias como
mdximo) permita obtener diferencias mds marcadas en lo referente al sabor y aroma entre
embutidos elaborados con proteinasas y sin elias. Es posible tambi€én que otras proteinasas,
tanto microbianas como de otro origen, proporcionen resultados mds destacados. Puede, por
otra parte, que manipulando las condiciones de maduraci6n, sobre todo las referentes a la
temperatura, ocasione efectos mds positivos. Estas consideraciones son simplemente
especulativas, pero pueden servir de punto de partida para ampliar los estudios descritos en
esta memoria.

No obstante, cabe también otra posibilidad gue merece la pena destacar
separadamente. Se ha dicho anteriormente que la flora se estabiliza transcurridas las primeras
24-48 horas. Es justamente en este periodo cuando se produce el incremento explosivo de la
microflora y es también en este tiempo cuando la temperatura alcanza los valores mds
elevados (22-25°C). Por ello, se ha pensado que si los microorganismos dispusieran desde el
principio de un gran suministro de amino4cidos libres pudieran descarboxilarlos y
desaminarlos masivamente durante su multiplicacién explosiva, ¢ incluso pudiera participar

en estos fenémenos, ademds de la flora l4ctica, las micrococdceas, dado que éstas ya no
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pueden hacerlo mds tarde debido a su descenso progresivo tras la fase fermentativa (Selgas y
col., 1988). Se formarian asi sustancias derivadas de los aminoédcidos que se acumularian o
estarfan expuestas a otras reacciones, como las oxidativas. Si estos acontecimientos
ocurrieran asi, es posible que se pudiera potenciar el sabor y aroma. El suministro de
amino4cidos libres se haria facilmente mezclando con la masa original una "papilla” preparada
previamente mediante la adicidén de la proteinasa méds adecuada; en otras palabras, los
embutidos finales obtenidos de 1a forma que se ha descrito en esta memoria se podrian utilizar
como un ingrediente mds que se afadiria en ¢l momento de ia fabricacién de un lote de

embutidos. Es una investigacion abierta que la autora desea llevar a cabo en el futuro.

229



V-.CONCLUSIONES



Conclusiones

1. La adicién de pronasa E de Streptomyces griseus, aspartil proteinasa de Aspergillus
oryzae y papaina de Carica papaya a embutidos crudos fermentados origina, incluso en
pequeiias cantidades, un incremento considerable de la proteolisis, que conduce a un aumento
de todas las fracciones nitrogenadas. De las tres enzimas, la aspartil proteinasa de A. oryzae

es la que provoca una mayor aceleracién de la proteolisis, incluso a dosis pequeiias.

2. El incremento de la proteolisis se produce, en todos los casos, durante la fase de
fermentacién del embutido. Tras este perfodo, los fendmenos degradativos no progresan
significativamente, por lo que el riesgo de una excesiva proteolisis que desencadene la

sobremaduracién del producto es minimo.

3. La adicion de cualquiera de las tres proteasas en dosis elevadas provoca un
ablandamiento excesivo de la masa del embutido, por lo que el empleo de cualquiera de estas

enzimas, y probablemente el de otras, requiere un ajuste cuidadoso de la dosis.

4. El incremento de la proteolisis no se traduce en una aceleracién de la maduracién,
dado que en el andlisis sensorial no se refleja una potenciacién del sabor y aroma de los
embutidos ni una mejora apreciable de la calidad organoléptica global. No obstante, los
embutidos elaborados con 600 U. de pronasa E presentan mejores caracteristicas sensoriales

aunque sin diferencias estadisticamente significativas respecto al control.

5. La elaboracién de diversos lotes de embutidos con cada una de las proteasas
empleando la misma materia prima e iguales condiciones de maduracién origina una
liberacién similar de 1a mayoria de los amino4cidos. Se deduce, pues, que posiblemente la
flora microbiana de los embutidos es la principal responsable de la liberacién de los mismos a

partir de los péptidos generados por las proteasas.
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6. Desde el punto de vista sanitario, y a pesar de que se produce un aumento del
contenido en aminas bidgenas, la concentracién de estas sustancias no es peligrosa para
potenciales consumidores incluso los mds susceptibles, a no ser que la dosis de proteasa sea
muy elevada, lo que los andlisis sensortales desaconsejan debido al ablandamiento excesivo

de la masa.

7. De forma hipotética se ha concluido, a la vista de la falta de potenciacién del sabor y
aroma al afiadir enzimas proteolfticas, que la transformacién de aminodcidos libres en
sustancias aromdticas y sdpidas puede ocurrir de forma acusada en la fase de crecimiento
logaritmico de la flora, durante la fermentacién. En consecuencia, se ha abierto una nueva
posibilidad que serfa interesante explorar: la utilizacién de embutidos previamente
hidrolizados mediante proteinasas como ingredientes de la masa original; con ello, se
inocularfa el cultivo iniciador y se suministrarfa una elevada tasa de aminodcidos libres

dispuestos para ser transformados durante el crecimiento explosivo de la flora.
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