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Microbiologia de la carne

Desde los tiempos méas remotos, los seres humanos han deseado satisfacer
el hambre con alimentos de origen animal. La importancia de la carne radica
no so6lo en su atractivo sensorial sino también en su elevado valor nutritivo.
La importancia nutritiva del musculo no deriva solo de su contenido proteico
elevado sino también por la calidad de dicha proteina, ya que contiene todos
los aminodcidos en proporciones muy similares a las requeridas para el
mantenimiento y desarrollo de los tejidos humanos (Hultin, 1993).

Los tejidos profundos de los animales faenados en condiciones de buenas
practicas de manufactura son estériles desde el punto de vista practico
(Guerrero 'y Taylor, 1994; Rodriguez, 1996). Por ello, el perfil
microbiologico de la carne fresca presentado a los consumidores es la suma
de las aportaciones durante las operaciones de faena, condiciones de
almacenamiento, transporte y distribucién. El estado sanitario de los
animales, su piel, visceras, materia fecal, microflora de la cavidad oral y las
operaciones de faena, son las potenciales fuentes de contaminacién cruzada
de la carne. Para el caso de los bovinos, la fuente inicial de contaminacién la
constituye la piel del animal, por su exposicion previa al agua, tierra,
materia fecal, etcétera Las operaciones de desollado y eviscerado son
etapas criticas donde se requiere de operarios entrenados y buenas
practicas de manufactura para evitar que los microorganismos alterantes y
patogenos de la piel y contenido gastrointestinal lleguen hasta la superficie
de la canal (Marshall y Bal’a, 2001).
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El crecimiento microbiano se produce en la fase acuosa que rodea el
producto, por lo que las capas profundas se consideran estériles. Esto es
debido a que aun microorganismos altamente proteoliticos no son capaces
de afectar la capa de tejido conjuntivo que rodea las fibras musculares o
endomisio (Gill y Penney, 1982).Las concentraciones de carbohidratos,
especialmente glucosa y glucogeno, en la carne post-rigor son bajas en
comparacion con las proteinas, disponibles en cantidades suficientes para
soportar el crecimiento de un gran numero de microorganismos (Tabla 1)
(Nychas y col.,, 1988). Luego que la glucosa ha sido consumida, la
microflora comienza a utilizar aminoacidos como fuente de energia con la
consiguiente produccion de compuestos volatiles responsables de los
cambios en el olor de la carne (Gill, 1976; Gill y Newton, 1980; Nychas y
col., 198R).

Tabla 1. Principales componentes de bajo peso molecular en carne bovina pre y
postrigor (Adaptada de Nychas y col., 1988).

Componente Concentracion prerigor Concentracion postrigor
(mg/g) (mg/g)

Creatin fosfato 3.0 -

Creatinina 4.5 6.5
Adenosin trifosfato 3.0 -

Inosina monofosfato 0.2 3.0
Glucogeno 10.0 1.0
Glucosa 0.5 0.1
Glucosa-6-fosfato 1.0 0.2
Acido lactico 1.0 9.0
pH 7.2 5.5
Aminoacidos 2.0 3.5
Carnosina, Anserina 3.0 3.0

Algunas bacterias, incluidas las del género Pseudomona, producen amoniaco
como producto del metabolismo de aminoacidos, lo que ocasiona la
elevacion del pH durante la alteracion carnica (Marshall y Bal“a, 2001). Los
microorganismos Gram negativos que predominan durante la contaminacion
aerobia de la carne, son responsables generalmente por la produccién de
olores putridos y sulfurosos (Nychas y col.,, 1988). Son numerosos los
factores que influyen sobre el tipo y tasa de crecimiento microbiano en los
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productos carnicos, pudiéndolos dividir en intrinsecos (contenido de
nutrientes, pH, actividad de agua, potencial redox) y extrinsecos
(temperatura, humedad y tensién de oxigeno) (Greer, 1988).

El masculo post—-mortem ofrece un ambiente altamente nutritivo a la
microflora contaminante, pudiendo satisfacer sus necesidades béasicas para
el crecimiento. No obstante, a pesar de su abundancia en proteinas y
lipidos, no representa una fuente facilmente explotable de nutrientes (Greer,
1988). Los sustratos de crecimiento bacteriano mdas importantes en el
musculo incluyen glucosa, glucosa-6-fosfato, acido lactico y aminoéacidos.
En la carne fresca, estos componentes constituyen menos del 2 % de la
composicion quimica total (Lawrie, 1977). Todas las bacterias de mayor
relevancia como deteriorantes de la carne muestran una preferencia inicial
por la glucosa (Tabla 2). Un indicio de ello es que la sintesis de enzimas
bacterianas proteoliticas permanece reprimida hasta que son agotados los
componentes solubles de menor peso molecular y mas réipidamente
asimilables dentro del musculo (Greer, 1988). Por lo expuesto, la
desnaturalizaciéon de las proteinas musculares se produce luego de un
prolongado almacenamiento, en el momento en que la densidad bacteriana
excede los 7 logUFC/gramo de musculo (Greer, 1988; Prandl y col., 1994).

Tabla 2. Utilizacion bacteriana de los compusestos de bajo peso molecular en carne
almacenada en aerobiosis (adaptada de Nychas y col., 1988).

ey Fseudomonas  Enterobacter Acinetobacter  Brochothrix
Sustrato o
fluorescentes SP. SD. thermosphacta

fliorescentes
Glucogeno - - - - -
Glucosa fosfato - - #(2) - -
Glucosa #(2)P #(1) #(1) - #
Gluconato #(2) #(2) - - -
Aminoacidos #(3) #(3) #(3) #(1) +
Acido lactico #(4) #(4) #(4) #(2) -

? Crecimiento: bueno (#), débil (+), ausente (-).
> Orden de utilizacion.

La durabilidad de las carnes tiene directa relacion con el valor de pH que
presente la misma. En la carne post—-mortem, éste parametro esta en funcion
de la cantidad de &cido lactico producido a partir del glucégeno durante la
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glucolisis anaerobia. El pH de la carne proveniente de un animal descansado
es de aproximadamente 5.6-5.7 (Hultin, 1993). Cuando el nivel de
glucogeno inmediatamente ante—-mortem es bajo, producto de situaciones
estresantes o animales agotados, el nivel de 4acido lactico producido es
inferior a lo normal y el pH final de la carne se sitiia en valores que oscilan
entre 6-6.5. Si se considera que el pH oOptimo para el crecimiento
bacteriano se encuentra proximo a la neutralidad, es facil deducir que este
tipo de carnes estard mas predispuesto al ataque bacteriano.

La actividad de agua en los alimentos es otro factor importante que
condiciona el crecimiento microbiano. En la carne fresca es
aproximadamente de 0.99 y por lo tanto, susceptible a la alteracién por
parte de las principales especies microbianas (Prandl y col.,, 1994). La
humedad relativa es otro factor extrinseco que influye sobre el desarrollo
bacteriano de descomposiciéon en la carne. El crecimiento de los
microorganismos en la superficie céarnica es diez veces mayor cuando la
carne esta humeda que sobre la superficie seca almacenadas a una
temperatura de 2-3 2C (Lawrie, 1977; Prandl y col., 1994).

El potencial redox (capacidad oxidante o reductora de un sistema) limita el
crecimiento microbiano produciendo un aumento de la fase de latencia. En la
carne, los microorganismos aerobios se ven favorecidos en su crecimiento
por un potencial redox alto, mientras que un potencial redox bajo favorece

el desarrollo de microorganismos anaerobios (Lawrie, 1977; Prandl y col.,
1994).

La temperatura es probablemente el principal factor ambiental individual
que influye en el crecimiento de bacterias sobre la carne. Son las especies
psicrotrofas (especialmente Pseudomonas spp. v enterobacterias) las que
prevalecen en la carne envasada sometidas a refrigeracion (0-4 °C). Bajo
estas condiciones se produce un aumento en la fase de latencia y una
disminucién de la tasa de crecimiento microbiano (Zamora y Zaritzky, 1985;
Greer, 1988; Prandl y col., 1994; Garriga y col., 1996). Mientras el
almacenamiento de la carne a bajas temperaturas retrasarad el crecimiento
bacteriano y extendera asi la vida util, la medida en la cual la tasa de
crecimiento decrece con las menores temperaturas varia con las especies
de microorganismos presentes. Cuando la temperatura a la que se somete la
carne alcanza los 20 °C, las Pseudomonas se constituyen en el grupo
microbiano alterante predominante. Cuando la temperatura asciende a 30
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°C, las cepas de Acinetobacter y las enterobacterias son los
microorganismos que prevalecen (Greer, 1988; Prandl y col., 1994).

La tensiéon de oxigeno presente durante el almacenamiento de la carne
influye marcadamente sobre el tipo de microorganismos que prevaleceran.
Mientras que en condiciones de aerobiosis son las ZPseudomonas,
Acinetobacter, Moraxella v Flavobacterium los géneros que exhiben un
desarrollo superior, en la carne envasada al vacio o en atmosferas
modificadas, prevalecera la flora Gram positiva, especialmente bacterias
lacticas y Brochothrix thermosphacta (Prandl y col., 1994).

Las bacterias acido lacticas solo representan una pequefia proporciéon de la
microflora inicial en carne envasada al vacio. No obstante, progresivamente
se constituyen en el 70-90% de la poblaciéon microbiana presente. Algunos
estudios realizados y que analizan la flora existente en éste tipo de
atmosferas demuestran que se favorece el crecimiento de enterobacterias,
Brochothrix thermosphacta, Alteromona putrefaciens y bacterias &acido
lacticas (Nassos y col., 1983; Hotchkiss, 1988; Schoebitz y col., 1990; Greer
y Jones, 1991).

Proteccién de la carne

El desarrollo tecnoldgico en el procesamiento y preservacion de los
alimentos ha proporcionado a los consumidores una gran selecciéon de
alimentos con una gran vida ttil. Consecuentemente, los compradores de
carne han sido mas selectivos y més conscientes de la calidad. Desde que la
carne es procesada y luego distribuida y vendida hasta los minoristas, a
menudo lejos del procesador primario, éste debe emplear métodos para
asegurar la preservacion de la carne. Tales métodos deben ser capaces de
inhibir o atenuar el crecimiento tanto de los organismos patogenos como los
alteradores. Ademdas de prolongar la vida util v mantener la calidad, las
técnicas de preservacion empleadas deben conservar las caracteristicas de
los productos crudos tanto como sea posible.

De los numerosos métodos de procesamiento fisicos y quimicos disponibles
para extender la vida atil de la carne, la refrigeracion es el método mas
importante en la industria carnica. Sin embargo, en la carne fresca
refrigerada pueden crecer una serie de microorganismos alterantes como
Pseudomonas, Acinetobacter, Aeromonas, enterobacterias, Brochothrix
thermosphacta, ademas de Lactobacillus, Staphylococcus, Carnobacterium y
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Leuconostoc (Aymerich y Hugas, 1998). El envasado al vacio es tal vez el
método més comun de modificar el ambiente interno del envase y es
utilizado extensamente por la industria carnica. La extensién de la vida de
anaquel de las carnes envasadas al vacio radica en los cambios que se
producen en las concentraciones de Oy y COs; dentro del envase,
generandose una seleccién microbiana. Como resultado, se inhibe el
crecimiento de especies aerobias, especialmente Pseudomonas, mientras se
tornan predominantes especies de Lactobacillus v  Brochothrix
thermosphacta (Nassos y col., 1983; Hotchkiss, 1988; Schoebitz y col.,
1990; Greer y Jones, 1991). De esta forma se prolonga la vida comercial del
producto en forma considerable, entre un 50 y 400% (Garriga y col., 1996).

Los microorganismos muestran la mayor tolerancia a un factor ambiental
adverso simple cuando las otras condiciones ecolégicas son 6ptimas. Dos o
mas condiciones suboptimas del ambiente actuando simultidneamente,
ejercerdan un efecto inhibitorio mayor que cada una de ellas consideradas
separadamente (tecnologia de barreras o “hurdle technology” en ingles)
(Hugas, 1998). Dentro de las ventajas de utilizar dos o mas obstaculos en
conjunto para el control de la alteracién se destaca el que el efecto colateral
indeseable de una barrera individual puede ser evitado o reducido al ser
menos intenso.

Biopreservacion en carne cruda

Los alimentos han sido conservados por acciéon de las bacterias dacido
lacticas desde mucho antes que existiera la ciencia de la microbiologia.
Historicamente la preservacion por fermentacion lactica era un proceso
empirico por el cual los alimentos crudos sufrian cambios que resultaban en
alimentos con caracteristicas y calidades diferentes. Probablemente, la
leche fermentada por accién bacteriana fuese consumida desde hace al
menos 11,000 afios (Hugas, 1993; Fields, 1996; Stiles, 1996). La
biopreservacion puede definirse como la extension de la vida util e
incremento de la seguridad sanitaria de los alimentos mediante la microflora
natural o sus metabolitos (Aymerich y Hugas, 1998; Hugas, 1998). Puede
ser aplicada en los alimentos en general y en las carnes en particular, a
través de 4 métodos bésicos:

1. Adicién de cultivos bacterianos viables. El éxito depende de la
habilidad del cultivo bacteriano para crecer bajo las condiciones
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ambientales del alimento y las condiciones tecnologicas. No debe
producir cambios sensoriales y en el caso de abuso de temperatura
debe ser capaz de crecer competitivamente.

2. Adicion de cultivos bioprotectores productores de bacteriocinas.

3. Mediante licores de fermentacién o sus concentrados procedentes del
crecimiento de bacterias lacticas en medios complejos.

4. Como sustancia purificada o semipurificada.

Microbiologicamente, las bacterias acido lacticas se caracterizan por ser
Gram positivas, comiunmente no moviles, no esporuladas y que producen
acido lactico como producto principal o tnico del metabolismo fermentativo.
Crecen de manera anaerobia, sin embargo, la mayor parte de ellas no son
sensibles al oxigeno (anaerobios aerotolerantes). La mayor parte de este
grupo so6lo puede obtener energia del metabolismo de los carbohidratos y
compuestos relacionados. Segin su metabolismo pueden diferenciarse en
homofermentadoras (producen virtualmente wun Gnico producto de
fermentacion, el acido lactico) y heterofermentadoras (producen otros
productos y en particular etanol, acido acético y CO2) (Larpent, 1995;
Caplice y Fitzgeral, 1999). Las bacterias acido lacticas que crecen en la
carne fresca causan interferencia con el crecimiento de microorganismos
alterantes y patogenos mediante diferentes mecanismos como la
competencia por nutrientes y oxigeno, competicion por la adhesion al
sustrato y produccion de una amplia gama de sustancias inhibitorias,
principalmente &cido lactico o acético, diacetilo, peréxido de hidrogeno,
reuterina, bacteriocinas y otras sustancias de bajo peso molecular (por
ejemplo acido benzoico, metilidanotina y mevalonolactona) (Selgas y col.,
1993; Aymerich y Hugas, 1998; Hugas, 1998; Niku—-Paavola y col., 1999). Al
no poder esterilizarse la carne antes de aplicar este tipo de
microorganismos, éstos deben ser altamente competitivos con la microflora
nativa (Pérez-Chabela y col., 2000).

El acido lactico es el principal metabolito producido por las bacterias acido
lacticas homofermentativas. Es uno de los 4cidos con mayor distribucién en
la naturaleza y el mas empleado con fines preservantes (Hugas, 1993;
Larpent, 1995). Es incoloro, no volatil, muy soluble en agua y con un pKa de
3.857 (van der Marel y col., 1988). No solo el acido lactico es empleado
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como sanitizante en carnes, también acidos como el acético, propiénico y/o
sorbico son otros ejemplos. Su aplicacion mas importante es como
decontaminante de canales de cerdo, vacuno y pollo, incrementando la
estabilidad microbiolégica de las carnes envasadas al vacio (Nassos y col.,
1985; Zamora y Zaritzky, 1987; van der Marel y col., 1988, Mendonca y
col., 1989; Anderson y Marshall, 1990; Unda y col., 1990; Brewer y col.,
1991; Dixon y col., 1991; Greer y Jones, 1991; Lamkey y col.,, 1991;
Papadopoulos y col., 1991).

Las bacteriocinas pueden definirse como compuestos de naturaleza proteica
biologicamente activos que exhiben propiedades antimicrobianas sobre
otras bacterias generalmente relacionadas filogenéticamente con el
organismo productor (Bruno y Montville, 1993). Son pequefios péptidos
cationicos (30 a 60 residuos aminoacidicos) con un alto punto isoeléctrico y
caracteristicas amfipaticas (Jack y col., 1995; Nes y col., 1996; Uteng y col.,
2002). El espectro de accion antibacteriana se reduce a grupos microbianos
estrechamente relacionados filogenéticamente (bacterias Gram positivas),
siendo muy baja la actividad frente a bacterias Gram negativas (Jack y col.,
1995). La actividad de las bacteriocinas se ha demostrado que depende del
pH del medio donde se encuentren (6ptima actividad a pH bajos), de la
temperatura (disminuyen su actividad al disminuir la temperatura,
posiblemente como resultado de cambios experimentados al nivel de la
membrana celular bacteriana) y de sus concentraciones (Okereke vy
Montville, 1991; Hugas y col., 1995; Aymerich y col., 1996; Hugas, 1996;
Contreras y col., 1997). Se han realizado un importante nimero de estudios
aplicando bacterias acidolacticas, algunas de ellas productoras de
bacteriocinas para comprobar su eficacia como agentes bioprotectores
evaluando la calidad microbiologica de los alimentos (Guerrero—-Legarreta y
col., 1995; Guidolin—-Milani y col., 1998; Hugas, 1998; Roos y col., 1999).
Otro estudio ha demostrado que los cultivos de bacterias 4cido lacticas son
eficientes para controlar el crecimiento de enterobacterias en carne de res
almacenada tanto a temperaturas de refrigeraciéon como bajo abuso térmico,
logrando reducciones de 1 y 0.5 logUFC/g de carne, respectivamente
(Signorini y col., 2002). Adicionalmente se mostraron utiles para reducir la
cuenta de Pseudomonas spp. y bacterias lacticas heterofermentativas en
carne sometida a abuso térmico. Estos resultados concuerdan con los
reportados por Minor Pérez (1998) y Quintero (2001) empleando bacterias
acidolacticas en carne de cerdo y ave, respectivamente.
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Paralelamente los cultivos bioprotectores lograron reducir la concentracion
de histamina en carne bovina almacenada a 20 °C por una semana,
concordando con Quintero Salazar (2001), quien reporté reducciones en la
concentracion de dos aminas biogénicas indicadoras de calidad
microbiolégica en carne de pollo (putrescina y cadaverina) almacenada a 4
°C. Ademads de la evaluacion de los cultivos de bacterias acido lacticas sobre
microorganismos alterantes, se ha estudiado la actividad frente a patogenos
carnicos. Se comprob6 la eficacia de determinadas bacteriocinas para inhibir
la germinacion de esporas de CL botulinum en productos carnicos sometidos
a refrigeracion (Okereke y Montville, 1991). En este mismo sentido se
evidenci6 la potencialidad de las cepas bacteriocinogénicas para actuar
como biopreservantes en carnes frescas y productos carnicos,
antagonizando el crecimiento y desarrollo de Listeria monocytogenes
(Skytta y col., 1993; Winkowski y col., 1993; Hugas y col., 1995; Aymerich
y col., 1996; Hugas, 1996; Monfort y col., 1996).

Los productos decontaminantes deben reunir ciertas propiedades para ser
utilizadas en alimentos, como poseer actividad bactericida fuerte y réapida,
no dejar residuos que puedan afectar al consumidor, no afectar las
caracteristicas organolépticas y ser aceptado por el publico consumidor
(van der Marel y col. 1988). Diferentes mecanismos se han postulado para
describir el mecanismo por el cual los acidos orgénicos ejercen su efecto
bactericida. El que mayor consenso ha ganado es aquel por el cual el 4acido
organico en su estado no disociado atraviesa por difusiéon la membrana
celular bacteriana favorecido por su caracter lipofilico. Una vez en el
interior celular, quien presenta un pH superior al exterior, el &acido se
disocia con el objetivo de reestablecer nuevamente el equilibrio
(disociado/no disociado) liberando al medio grupos H' acidificando el medio.
La bacteria, con el objetivo de reestablecer el estado de homeostasis, agota
su energia activando los mecanismos para eliminar los grupos acidos hacia
el exterior celular. Junto con este agotamiento energético, la acidificacion
del citoplasma bacteriano provocaria la competencia con co-enzimas,
inactivacion enzimatica (especialmente aquellas que posean grupos S-S en
su estructura), supresion de la oxidacion del fumarato en microorganismos
catalasa+, entre otras acciones (Smulders y col., 1986; Young y Foegeding,
1993; Shelef, 1994). Otra teoria establece que al incorporarse importantes
cantidades de lactato al interior bacteriano modifican el equilibrio
termodinamico de la reaccion por la cual el piruvato es reducido a lactato,
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invirtiéndola y de este modo inhibiendo la ruta metabdlica mas importante
de los microorganismos anaerobios (Shelef, 1994). Los 4cidos
hidroxicarboxilicos como el citrico, lactico, malico y tartarico, poseen
actividad quelante sobre ciertos cationes (Young y Foegeding, 1993). Se
presume que esta actividad quelante, especialmente sobre el Fe, es el
causante de la actividad anti-Listeria (Shelef, 1994). Bajo las mismas
condiciones (especialmente de pH) existen diferencias en la actividad
antimicrobiana de los diferentes acidos orgénicos, sugiriendo un efecto
especifico relacionado a la potencia para penetrar en la célula, la parte
celular que es atacada y la naturaleza quimica del ataque (Mendonca y col.,
1989; Unda y col., 1990). La eficiencia del tratamiento con acidos organicos
depende de los siguientes factores: A) Grado y naturaleza de la
contaminacién inicial: altas concentraciones iniciales estan correlacionadas
con escasa actividad antimicrobiana (Smulders y col. 1986). Asimismo, se
determind que Listeria monocytogenes es més resistente a la accion del
acido lactico que las enterobacterias, siendo éstas a su vez mas resistentes
que Salmonella thyphimurium v Campylobacter jejuni (Van Netten y col.,
1994). B) pH: la actividad antimicrobiana es ejercida por la forma no
disociada del 4cido gracias a su caracteristica lipofilica. El grado de
disociacion estd relacionado con el pK, del mismo y obviamente por el pH
del ambiente en el cual se encuentre presente la molécula de &cido. En
estudios realizados con 4cido sorbico (Zamora y Zaritzky, 1987) se
determiné que la forma no disociada es 45 veces méas efectiva que la
disociada. C) Temperatura: se ha demostrado que la actividad antibacteriana
de las moléculas de acidos orgdnicos es mads intensa a temperaturas de 35
°C que a temperaturas de refrigeracion (Van Netten y col., 1994). D) Otros,
como la concentracion de acido presente esta relacionada directamente con
su actividad antimicrobiana (Smulders y col. 1986), asi como el tiempo de

exposicion del mismo con el material a decontaminar (Van Netten y col.,
1994).

Las experiencias que utilizaron lactato como agente sanitizante indican que
en concentraciones del 2-3% se observa una disminucion del recuento de
microorganismos mesofilos aerobios totales, enterobacterias y psicotrofos.
Ademas se menciona la reduccién en las tasas de crecimiento para
patogenos como Escherichia coli (Dixon y col., 1991), Campylobacter jejuni
(Cudjoe y Kapperud, 1991), Clostridium botulinum (Maas y col., 1989),
Listeria monocytogenes (Young y Foegeding, 1993) v Salmonella spp (Dixon
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y col.,, 1991). Por otra parte se evidencia una modificaciéon en la flora
predominante, estando constituida entre un 76 y 95% por bacterias lacticas
(especialmente Leuconostoc spp. v Lactobacillus spp.) cuando la carne se
almacena en aerobiosis o anaerobiosis respectivamente (Nassos y col.,
1985). Del mismo modo, la aplicaciéon de una solucion de acido lactico (200
mg/100 g de carne) logré controlar la cuenta de enterobacterias,
Pseudomonas spp., B. thermosphacta vy bacterias lacticas
heterofermentativas en carne bovina, observandose reducciones de 2.0, 1. 1
y 1.0 logUFC/g respectivamente cuando la carne se almacend bajo
refrigeracion y reducciones de 2.5, 2.0, 1.5 y 0.5 logUFC/g respectivamente
cuando la carne fue sometida a abusos térmicos, donde adicionalmente se
pudo comprobar la eficiencia de este acido orgénico para reducir los niveles
de histamina, putrescina y tiramina en carne bovina almacenada a 4 y 20 °C
(Signorini y col., 2002).
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