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Abstract

This study is focused on the development of a commercial sterilization method using
Geobacillus stearothermophilus as a biological marker to can rabbit meat. Rabbits weighing
2.0 kg were used to determine which preprocessing was the best. The measurements of Water
Holding Capacity (WHC), tenderness by Warner Bratzler Shear Force and pH were taken to
determine the best combinations of time of precook and brine. Based on Jay (2000), D and Z
values were determined using different temperatures and an inoculum of Geobacillus
stearothermophilus in the food matrix. Cans were store for three months after sterilization and
tested for presence of microorganisms. The measurements results were high pH on the front
legs and the WHC was high on the loin. The brine influenced on WHC, but it was not
significant. The precook treatment affected the meat tenderness. The Z value was 39°C and the

sterilization conditions calculated were 15.5 minutes at 124°C.
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Resumen

Este estudio esta enfocado en el desarrollo de un método de esterilizacion comercial
utilizando Geobacillus stearothermophilus como indicador bioldgico para enlatar carne de
conejo. Los conejos que pesaban 2.0 kg fueron utilizados para determinar cual pre-tratamiento
era el mejor. Las medidas de Capacidad de Retencion de Agua (CRA), la terneza por el método
Warner Bratzler Shear Force y pH fueron tomadas para determinar la mejor combinacion de
tiempo de pre-cocido y salmuera. De acuerdo con Jay (2000), los valores de D y Z fueron
determinados usando diferentes temperaturas y un inoculo de Geobacillus stearothermophilus
en la matriz del alimento. Las latas se almacenaron por tres meses luego del tratamiento de
esterilizacion y se analizaron para detectar presencia de microorganismos. Los resultados de las
medidas muestran que el pH de las patas delanteras fue mayor y el CRA fue mayor en el lomo
en todos los conejos. La salmuera influyd en el CRA, pero no caus6 cambios significativos. El
tratamiento de la pre-coccion afectd la terneza de la carne. El valor de Z fue de 39°C y las

condiciones de esterilizacion calculadas fueron de 124°C por 15.5 minutos.
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1. Introduccion

La industria cunicola en América del Norte comenz6 a crecer a partir del 1980
debido a varios factores, tales como la accesibilidad de mejores tecnologias, conocimiento
mas amplio de la materia y la promocion del producto en términos de beneficios para la
salud (Riquelme 2009). En Puerto Rico, la produccién de carne de conejo abastece el
mercado local sin la necesidad de importacion. En el afio 2009, la produccién aumento por
14% sobre el afio anterior (Comas, 2010).

La carne de conejo tiene un contenido bajo de colesterol y de grasas, siendo estas
ultimas del tipo no saturadas y su contenido total es menor que el de las carnes rojas (Enser,
1996). Presenta mayores contenidos de fosfolipidos y grasas poliinsaturadas que la carne
de pollo (Lee, 1977). Sin embargo, esta alta cantidad de grasas no saturadas hace a la carne
de conejo sea mas propensa a rancidez oxidativa, ain bajo condiciones de refrigeracion
(Vergara et al., 2005).

A pesar de que la carne de conejo posee esas propiedades beneficiosas a la salud, no
se consume en gran escala en Puerto Rico. En los afios 2009 al 2010, dicho consumo fue el
mas bajo de entre todas las carnes comercializadas en la isla. Existen varias causas de
semejante comportamiento por los consumidores incluyendo el alto costo del producto
relativo a otras carnes, la limitada oferta del producto y la presentacion poco atractiva de la
canal para el gusto del consumidor (Comas, 2010).

Dos maneras de mejorar esta situacion serian (1) aumentar el rendimiento de la
canal y (2) mejorar el empaque o presentacion al publico. En cuanto a la primera de estas
opciones, se precisan trabajos de mejoramiento genético para cambiar la actual

conformacién conica del conejo a una cilindrica. Al mejorar la conformacion se podrian



obtener cantidades proporcionales de carne en todas las partes del cuerpo, y no solamente
de la mayor parte del lomo y patas traseras (Riquelme, 2009). Este tipo de mejoramiento es
costoso; se trata de un proceso lento y gradual. Esta lentitud se podria corregir, en parte,
utilizando un método de extraccion de la mayor cantidad de carne posible de la canal. El
método al que se refiere es un pre-cocido de las partes de la canal que permitiria un
desprendimiento de la carne con mayor facilidad.

Otra manera de aumentar las ventas del producto seria mejorando su empaque. Un
cambio favorable en la apariencia fisica de la carne inclinaria al publico a comprarla. Esto
se podria realizar empacando la canal de una manera diferente o procesandola y luego
empacandola. Entre las estrategias para el mejoramiento del empaque estan el empacado
en atmosferas modificadas y el enlatado.

Al considerar la utilizacion de empaque en atmdsferas modificadas se deben tener
en cuenta varios factores, entre éstos, el color, la terneza y la jugosidad. El papel que juega
el color en la apariencia es de suma importancia para influir al consumidor cuando escoge
el tipo de carne a comprar. Por lo tanto, al realizar este tipo de empaque hay que ajustar la
cantidad de oxigeno que se le administra ya que éste ayuda en el mejoramiento del color.
Por el lado negativo, el oxigeno afecta la estabilidad del producto al promover la rancidez
oxidativa. Este tipo de empaque no afecta la terneza y jugosidad de la carne (Vergara et al.,
2005).

La perfecta estrategia para el almacenaje seguro de la carne de conejo seria el
empaque en condiciones anaerdbicas, ya lista para servir y sin tener que incurrir en gastos
de refrigeracion. El enlatado es una opcién al respecto, siendo un tipo de empaque seguro,
estable y que evita pérdidas por rancidez. El enlatado, s6lo supera una de tantas situaciones

que se presentan en el manejo de la carne de conejo pero surgen las siguientes
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interrogantes: ;Qué tal si uno desea mejorar el deshuese de esa carne para enlatar?
(Afectard este procedimiento la jugosidad y la terneza? ;Cudl serd el mejor tratamiento
para obtener un producto completamente inocuo?

Esta se realiz6 con los objetivos de establecer cual método es el mas efectivo para el
deshuese de la carne de conejo, demostrd como se afecta la terneza, el pH y la capacidad de
retencion de agua, se disend un tratamiento de esterilizacion comercial y realizé pruebas de
estabilidad para determinar la presencia microbiana, luego de almacenado a temperatura

ambiente por tres meses.



I1. Revision Literaria
a. Datos relevantes sobre el conejo

En lo referente a su taxonomia, el conejo pertenece al reino Animal, filum Cordado,
clase Mamifero y orden Lagomorfos. El orden Lagomorfos esta compuesto por 80 especies
conocidas, las cuales se dividen en dos familias Leporidae (Apéndice 1) y Ochontonidae
(Apéndice 2). El conejo doméstico pertenece a la familia Leporidae, al género Oryctolagus
y a la especie cuniculus. Estos animales tienen orejas mas largas que anchas y sus
extremidades traseras son mas largas que las delanteras. Se alimentan de una gama amplia
de material vegetativo y no acostumbran almacenar alimento para consumo futuro
(Riquelme, 2009). Existen varias razas cuya utilidad varia de acuerdo a los intereses del
criador, sean ¢€stos la produccion de pieles para la confeccion de ropa o la produccion de
carne.

Las razas que mejor se prestan para produccion de piel son la Rex (Apéndice 3) y la
Angora (Apéndice 4). Las caracteristicas deseadas al escoger este tipo de conejo son
suavidad, densidad, uniformidad, coloracién y cantidad de superficie util del pelaje. Las
razas mas comunes para la produccion de carne incluyen la Nueva Zelandia, California,
Himalayo, Americano y Gigante de Flandes y por lo general presentan un peso adulto de 4
a 6 kg. Los conejos recomendables para explotacion en Puerto Rico son los Nueva
Zelandia (Apéndice 5) y California (Apéndice 6) debido a que estan adaptadas para la
crianza en jaulas. Ademas de tener un buen tamano, las hembras son prolificas y buenas
madres. Localmente lo que existen son animales con las caracteristicas generales de tales

razas, pero son muy pocos los animales de razas puras. Algunas razas de conejos se prestan



para ambos propdsitos, piel y carne como la Rex, California, Nueva Zelandia y Gigante de
Flandes (Riquelme, 2009).

El conejo es un animal de facil manejo, ocupa poco espacio y su reproduccion es
relativamente rapida. Ademads, el conejo responde a la selecciobn genética para
mejoramiento en términos de rendimiento y composicion de su carne. A diferencia del
pollo, que a pesar de haber sido intensamente seleccionado por muchas generaciones, ain
presenta caracteristicas genéticas defectuosas, tales como carne PSE (Pale Soft Exudative),
tales caracteristicas no se han detectado aun en los conejos (Cavani et al., 2009). Las
bondades de la carne de conejo la hacen perfecta para satisfacer las nuevas tendencias en el
mercado que se enfoca en alimentos altamente nutritivos y funcionales. Esta carne posee
alto contenido proteico, bajo contenido de grasas, y un surtido de minerales y vitaminas del
complejo B.

El contenido proteico tipico de la carne de conejo es de 20-21%. La mayoria de las
proteinas presentes son de alto valor bioldgico ya que contienen un buen perfil de
aminoacidos esenciales (Dalle Zotte, 2004). Los contenidos de arginina, treonina y lisina
son mas altos que los encontrados en la carne de la pechuga y caderas de pollos y faisanes.
(Sales y Hayes, 1996; Strakova et al., 2006). Al comparar la carne de la pechuga de pollo y
la del lomo de conejo, se observa que el pollo tiene mayor contenido de proteinas. Sin
embargo, si se realiza el mismo ejercicio comparando los muslos y caderas del pollo con
los del conejo, entonces resulta mayor el porcentaje de proteina la carne de conejo (Cavani
et al., 2009).

Al observar el contenido de grasas presente en la carne de conejo, se pone a relieve
la gran diferencia entre ésta y otras carnes, incluyendo la de pollo. Los limites del

contenido de grasas presentes en aquella suelen ser de 0.6% a 14.4%, dependiendo de la
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presa que sea, siendo el promedio total aproximado 6.8% (Hernadndez y Gondret, 2006). La
razén de grasas insaturadas a saturadas es alta en la carne de conejo (Alasnier et al., 1996;
Ramirez et al., 2005). El 60% de los acidos grasos presentes corresponden al oleico y al
linoleico. La proporcion de linoléico es hasta 10 veces mayor en la carne de conejo que en
carne de res y oveja y el doble que en la de cerdo (Enser et al., 1996). Sin embargo, la
carne de conejo s6lo contiene cantidades pequefias de los acidos grasos eicosapentaenoico y
docosahexaenoico que posiblemente ayudan a prevenir enfermedades cardiovasculares
(ISSFAL, 2004). El contenido de colesterol también es bajo en la carne de conejo (59
mg/100 g), y menor que en las carnes de cerdo, res y pollo (61, 70 y 81 mg /100 g
respectivamente; Dalle Zotte, 2004).

En cuanto a los minerales, la carne de conejo presenta bajas concentraciones de
sodio y hierro; en cambio los niveles de fosforo son altos (Combes, 2004). Las carnes, en
general, son buena fuente de las vitaminas del complejo B y la de conejo, no es la
excepcion a esa regla. El consumo de 100 g de carne de conejo aporta aproximadamente
los siguientes porcentajes del requisito minimo diario de una persona adulta: 8% de B,
12% de Bs, 21% de B¢, 77% de B3 y 100% de B, (Combes, 2004).

La carne de conejo es un alimento sumamente saludable. Es facil de digerir y
recomendable para personas con problemas cardiacos (Pogany M. et al., 2010). Ademas, se
pueden cambiar las caracteristicas nutricionales de ésta carne mediante el uso de ciertos
suplementos nutricionales. Por lo tanto, se le ha llamado alimento funcional a la carne de
conejo tanto por la abundancia de nutrientes propios de la misma, como por aquéllos que

pueden ser incorporados mediante la suplementacién (Hernandez, 2008).



b. La Carne de Conejo como Alimento Funcional

El Instituto Nacional de las Ciencias de la Vida de Europa define un alimento
funcional como “aquél que puede beneficiar una o mas funciones de importancia en el
cuerpo, por encima de los efectos nutricionales adecuados, de una manera que es relevante
a una mejora en el estado de la salud y o reduccion en el riesgo de enfermedades”. Los
alimentos funcionales deben permanecer como alimentos, como tal y, deben demostrar sus
efectos al ingerirse en cantidades que sean normales en una dieta. No se trata de pastillas
ni capsulas, sino parte de un patron normal de alimentacion (Diplock et al., 1999).

La carne de conejo cumple con esta definicion, pero todavia tiene espacio para
mejorarse.  Se han utilizado diferentes estrategias para mejorar las caracteristicas
nutricionales de la carne de conejo. Las mejoras que serian deseables incluyen la razén de
acidos grasos saturados a poliinsaturados, los contenidos de aminoécidos esenciales,
antioxidantes y vitaminas presentes.

El enfoque inicial de los esfuerzos para mejorar estas propiedades nutricionales de
la carne de conejo ha sido en las grasas. La carne de conejo ya presenta una alta razon de
grasa poliinsaturada a saturada, pero el esfuerzo ahora estéd dirigido hacia el aumentar dicha
razén y también hacia el aumentar la proporcion de acidos grasos w6 a ®3 de las grasas
poliinsaturadas.

Al suministrar distintos aceites vegetales en la dieta, se ha aumentado deposicion de
grasas poliinsaturadas en el cuerpo del conejo (Dalle Zotte, 2002). Muchos de estos aceites
y otros materiales son ricos en acidos grasos poliinsaturados n-3 (Dal Bosco et al., 2004;
Kouba et al., 2008; Peiretti y Meineri, 2008). Ejemplos de ello se incluyen los aceites de

linaza, de girasol y las semillas de chia (Bernardini et al., 1999; Dal Bosco et al., 2004;



Colin et al., 2005; Hernandez et al., 2007). Estudios recientes demuestran que la coneja
madre puede pasar a los gazapos, a través de la leche materna, estos acidos grasos que se le
han administrado a través en la dieta (Castellini et al., 2004; Muiiz et al., 2004). La dieta
alta en acidos grasos no es necesaria durante toda la etapa de crecimiento, ya que bastan
dos semanas para aumentar el contenido de aceites poliinsaturados en la canal (Bianchi et
al., 2006% Gigaud y Combes, 2008; Maerten et al., 2008).

Al aumentar la cantidad de acidos grasos poliinsaturados en la canal, ésta se vuelve
susceptible a una rancidez oxidativa (Monahan, 2000). Por esta razoén, es que los
investigadores recomiendan utilizar antioxidantes para contrarrestar ese efecto. Existen
varias sustancias que pueden prevenir la oxidacion tales como el aceite de oliva extra
virgen, la avena, el aceite de orégano y las vitaminas C y E. Se han encontrado depdsitos
de éstos en los tejidos de la canal luego de administrarse durante su crianza (Lopez-Bote et
al., 1997; Catelli et al., 1999; Coni et al., 2000). Inclusive se ha encontrado que la vitamina
E, ademas de prevenir la oxidacidon, ésta estabiliza el color de la carne hasta su
refrigeracion (Dalle Zotte, 2000) y puede incrementar la estabilidad oxidativa desde la
refrigeracion hasta la coccion (Castellini, 1999). En combinaciéon con la vitamina C,
también aumenta la estabilidad oxidativa y las reservas de ambas vitaminas en la canal
(Castellini, et al., 2000; Lo Fiego et al., 2004). Ademas, Castellini y colaboradores (1998),
encontraron que la vitamina E mejora la terneza de la carne y la capacidad de retencion de
agua.

En otros estudios se encontré que es posible mejorar o aumentar la cantidad de
aminodcidos presentes en la carne de conejo a través de la dieta. En este estudio se
administraron en la dieta de los conejos extractos de salvia y orégano para lograr este

proposito (Simonova et al., 2010). El orégano es conocido como un agente antimicrobial

8



por el compuesto cavacrol (Sivropoulou et al., 1996). Por lo tanto, éste también es
utilizado para controlar el crecimiento microbiano y retrasar el dafio por descomposicion

bacteriana

c. Microorganismos presentes en la carne de conejo y métodos utilizados para
su control

Se ha determinado que la carne de conejo, una vez en el estante refrigerado a 4°C,
tiene una vida util de entre 6 y 8 dias (Badr, 2004; Rodriguez Calleja et al., 2005; Mendoza
et al., 2007). Varios estudios han determinado que la presencia de 6-7 log ufc/g de
microorganismos son suficientes como para causar dafio en la carne (Rodriguez y Calleja et
al., 2005). En otro estudio, se estimé que la vida util de la carne de conejo en el estante de
3 dias a 4°C (Bobbitt, 2002). Sin embargo, se ha encontrado que la estabilidad de la carne
en el estante depende de los conteos iniciales de microorganismos. Cuando los conteos son
altos, la vida qutil en el estante del producto se verd afectada de sobremanera (Gil et al.,
1998).

En la carne de conejo existen varios microorganismos presentes. Entre los mas que
se destacan estdin Pseudomonas, bacterias acido lacticas, levaduras y Brochothrix
thermosphacta (Hernandez, 2008). A estos también se pueden afiadir los microorganismos
que se pueden obtener a través de la matanza. Estos son los microorganismos entéricos,
microorganismos aerobios, hongos, levaduras, las bacterias Clostridium perfringes,
Bacillus cereus 'y Staphylococcus aureus. Sin embargo, Listeria monocytogenes,
Salmonella spp. y Campylobacter spp no se encontraron presentes. Los nimeros de los

microorganismos entéricos, Staphylococcus aureus y otras se redujeron considerablemente



después de la refrigeracion de la canal (Hernandez, 2008). Los microorganismos durante su
crecimiento en la carne causan olores y sabores a putrefaccion debido a la degradacion de
las proteinas y los lipidos (Elmer, 1998).

Varias estrategias se han considerado para poder controlar el crecimiento
microbiano. Entre éstas, se encuentran el uso de agentes naturales antimicrobiales en la
dieta o directamente al empaque. Se ha probado también con empaques especiales al vacio
y atmosferas modificadas. Todos estos utilizando la canal de conejo crudo. Sin embargo,
muy pocos o ninguno han trabajado con la carne lista para comer.

Entre los agentes antimicrobiales utilizados estan el orégano, el ajo, el tomillo y el
tomillo salsero con carvacrol, la alicina, el timol, el p-cymene y el Y- terpinen (Nevas et al.,
2004), siendo el orégano uno de los mas utilizados. Se ha comprobado que al administrar
aceite esencial de orégano se aumenta la estabilidad de la canal. Este aceite esencial reduce
los promedios de los conteos de microorganismos durante un periodo de hasta 12 dias en
refrigeracion e igualmente aumenta los dias para sentir el olor a putrefaccion y a
biopeliculas, que son caracteristicas del crecimiento microbiano en la canal (Soultos et al.,
2009). En otros estudios se ha encontrado que el alimentar a los conejos con alfalfa o con
semillas de linaza se logra bajar los conteos microbianos (Vannini et al., 2003).

Otras de las maneras utilizadas para reducir el crecimiento microbiano es el utilizar
empaques con atmoésferas modificadas. Existen varios tipos de empaques de atmoésferas
modificadas. Entre los gases utilizados estan el didéxido de carbono, el oxigeno y el
nitrogeno. En algunos casos se desea crear un ambiente detrimental para microorganismos
aerobio, lo que se logra reduciendo significativamente la porcion de oxigeno a didxido de

carbono (Rodriguez-Calleja, 2009).
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Muchas veces el dioxido de carbono afecta la coloracion de la carne, ya que el color
rojo o rosado resulta de la interaccion del oxigeno con la mioglobina del musculo. En otros
casos estudiados, se desea crear un ambiente equilibrado para que haya un intercambio
efectivo de gases entre el producto y el ambiente, que lo mas utilizado para frutas. Muchos
estudios se han realizado utilizando atmosferas modificadas y los conejos no han quedado
exentos. Vergara y colaboradores en el 2005 utilizaron varias combinaciones de gases para
aumentar la estabilidad del conejo empacado. El resultado fue que las combinaciones con
mayor didxido de carbono impartian caracteristicas menos deseables a la carne. El dioxido
de carbono ocasiond una coloraciéon poco atractiva y causé también un aumento en la
pérdida de liquidos. Sin embargo, estas combinaciones redujeron significativamente la
rancidez oxidativa y aumento la estabilidad microbiana del producto. Luego de muchas
evaluaciones, entonces se determind que el mejor empaque es aquél que contiene una
proporcion de 30% didxido de carbono y 70% oxigeno. Esta composicion en el empaque
extiende la vida del conejo en el estante por hasta 15 dias (Berruga et al., 2005).

Los empaques con atmosferas modificadas proveen la estabilidad a los productos,
pero no evita que el producto sea perecedero. Existen otros empaques, bajo distintas
condiciones, que proveen una mayor estabilidad y durabilidad a los productos. Estos
pueden permanecer hasta por varios afos sin perder sus caracteristicas organolépticas y de
inocuidad, siendo perfectamente seguros para el consumo del publico, en general. Sin
embargo, para que esto sea posible, se deben de realizar ciertos ajustes como un procesado
previo y una inocuidad adecuada.

Los envases enlatados proveen una estabilidad necesaria a los alimentos en el
estante a temperatura ambiente, si estos han pasado por un proceso previo de esterilizacion

comercial. La esterilizacién comercial es un proceso en el que se le aplica calor al producto
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final para que quede libre de microorganismos que son capaces de reproducirse bajo
condiciones normales de almacenamiento y distribucion sin refrigeracion. Mas previo a
eso, deben pasar por un pre-procesado bajo unas condiciones inocuas, ya que pueden atin
continuar contaminados si no son manejados adecuadamente. Para la mayoria de los
alimentos, de acuerdo a su composicion y empaque, ya se conocen unos microorganismos
que lo pueden impactar y echar a perder o, peor aiin, convertirse en una amenaza a la salud.

Los enlatados son impactados mayoritariamente por microorganismos que son anaerobios.

d. Microorganismos de impacto en los productos enlatados

Existen varios tipos de microorganismos de interés en los productos enlatados. En
su inmensa mayoria son anaerobios y muchos de ellos, son productores de esporas y hasta
termofilicos. Entre los microorganismos bacteriales mas conocidos, que cumplen con estas
caracteristicas, estan los pertenecientes a los géneros Clostridium, Bacillus 'y
Thermoanaerobacterium.

Segun el contenido de la lata y su producto en este, serd el microorganismo
encontrado como el tratamiento a ser aplicado. Existen varios tipos de enlatados, entre
estos, estan los que son de baja acidez, acidez media y alta acidez. Los alimentos con alto
grado de acidez son aquellos en donde el pH interno es menor de 3.7. Aquéllos con una
acidez media tienen un pH que fluctia entre 3.7 a 4.6 y baja acidez tienen un pH mayor de
4.7 (GMA, 2007).

En los alimentos con baja acidez, como en nuestro caso, se pueden incluir las
carnes, la leche, los productos marinos y algunos vegetales. Dentro de los microorganismos

que dafian estos tipos de alimento estan los termofilicos y los mesofilicos. Dentro de los
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termofilicos, estan los que producen un sabor agrio como el Geobacillus
stearothermophilus, 1os que producen azufre como con Clostridium nigrificans, y los que
producen gases como el Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum. Dentro de los
mesofilicos se pueden mencionar los anaerobios putrefactores tales como el Clostridium
botulinum, productor de toxinas.

En diversos estudios se ha encontrado la presencia de Geobacillus
stearothermophillus en distintos productos enlatados que poseen una Actividad de Agua
(Aw) alta y una baja acidez como por ejemplo la crema de maiz, los guisantes y las
habichuelas (Richmond y Fields, 1966). El Aw se conoce como el agua disponible en el
alimento para que asi ocurra actividad microbiana (Jay, 2000). En Taiwan, se encontraron
cepas de Geobacillus stearothermophillus en los esparragos enlatados en el afio 1963
(Chau-Ching et al., 1967). En otro estudio realizado, se verificaron unos productos
enlatados no estables y se encontraron siete cepas de Geobacillus. En ese mismo estudio
también se encontraron cepas de Geobacillus stearothermophillus en diferentes especias
(Prevost et al., 2010). En otros estudios se encontraron que mas del 80% del dafio a
productos enlatados provenia de los tres géneros antes mencionados y en donde el
Geobacillus stearothermophillus estuvo presente en mas del 35% de estos (André et al,
2013).

Existen varios métodos para prevenir el crecimiento de estos microorganismos en
los productos enlatados. Tales métodos incluyen acidificacion y altas temperaturas (GMA,
2007). Dependiendo del alimento, entonces serd el método a establecer y su frecuencia.
Cuando son alimentos con alto grado de acidez, generalmente se les aplica un tratamiento
de calor menos intenso ya que la acidez de por si provee un control microbiano. En el caso

de alimentos con pocos componentes y/o de latas mdas pequenas, el tratamiento
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generalmente serda menos intenso, pero debera probar su efectividad. Cuando se esta
elaborando un tratamiento de esterilizaciéon comercial para alimentos de baja acidez,
entonces se deben de tomar en consideracion varios factores. Estos factores seran

discutidos en la proxima seccion.

e. Factores que influyen en el disefio de un tratamiento de esterilizacion
comercial.

Existen varios factores que afectan el tratamiento de esterilizacion a realizar en los
enlatados. Entre estos, se pueden mencionar la cantidad de agua presente, la presencia de
grasas, las sales, los carbohidratos, las proteinas, nimero de microorganismos, la edad de
los microorganismos, la temperatura de crecimiento y la combinacién tiempo y
temperatura.

El agua afecta la efectividad del tratamiento ya que se acopla a las proteinas e
incrementa el tiempo de transferencia de calor en el producto. Sin, embargo el aceite
provee una transferencia de calor mas lenta. La presencia de grasas ha demostrado que
estas pueden proteger a los microorganismos de los efectos del calor y mientras mas largas
las cadenas de lipidos, mas protegidos estan (Sugiyama, 1951). Se ha demostrado que las
sales, en algunos casos, causan debilidad en los microorganismos. En otros casos, se ha
visto que algunas sales tales como el CaCl, pueden proteger del calor a algunos
microorganismos (Levison et al., 1964).

Los carbohidratos se ha encontrado que estos también pueden proteger a los
microorganismos de los efectos del calor (Corry, 1974). Otros componentes como las

proteinas al igual que los carbohidratos protegen a los microorganismos del calor. Se
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recomienda que los alimentos altos en contenido proteico se le aplique mayor cantidad de
calor para que sea efectivo el tratamiento ya que las proteinas interfieren con la
transferencia de calor a través del alimento.

El nimero de microorganismos es otro factor determinante en cuanto a la resistencia
térmica. Se ha encontrado que mientras mds microorganismos presentes haya, entonces
mayor sera la resistencia al calor ya que estas poblaciones segregan proteinas que les
protegen. Si la poblacion se encuentra en la etapa estacionaria, es mas resistente ante la
accion del calor y generalmente ésta es la etapa en la que prevalecen los microorganismos
en los alimentos (Ng et al., 1969).

La temperatura optima para el crecimiento de los microorganismos es un factor
determinante. Esto se debe que se ha encontrado que a medida que la temperatura de
incubacidn aumenta, entonces la resistencia de los microorganismos a las altas temperaturas
aumenta. En estudios hechos con S. senftenberg se encontrd que los cultivos crecidos a
altas temperaturas eran mas resistentes que aquellos a temperaturas mas bajas (Jay, 2000).

En general, cuando se realiza un estudio de inoculacién, publicaciones previas
recomiendan el que se realice este tipo de estudio con un microorganismo que sea analogo
al patogénico. Entre las caracteristicas deseables para este microorganismo sustituto estan
que tenga capacidades parecidas o mas robustas al patdgeno. EI hecho de que el
microorganismo sea mas robusto es apoyado por las autoridades de procesamiento como el
Codex (Codex, 1993). También se debe de tener en consideracion que sea no patogénico,
de crecimiento reproducible, de facil preparacion, estable genéticamente y que las
poblaciones sean estables en altos niimeros hasta utilizarse. Segin El Comité Nacional
Supervisor de Criterios en Microbiologia para Alimentos (NACMCEF) el sustituto perfecto

para el Clostridium botulinum es el Clostridium esporogenes (NACMCEF, 2009). A pesar
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de esta consideracion, este microorganismo es de dificil manejo ya que es un anaerobio
estricto y los controles que se deben de llevar son rigurosos. Ademas, se han encontrado
que las esporas de Geobacillus stearothermophillus son hasta 20 veces mas resistentes que
las de Clostridium botulinum (Martinez et al., 2009).

Cuando se disena el tratamiento térmico, hay que tener en cuenta también otros
factores que afectan mas alla del producto. Estos factores son el equipo como tal, la
transferencia de calor en el empaque y el tiempo en que entra en temperatura el producto.
En cuanto al equipo hay que tener en cuenta con que material estd construido y el grosor
del material. Esto sirve para determinar aproximadamente cuanto tiempo tomara llegar a la
temperatura deseada, si sostendré la temperatura y si no existen fugas de vapor. Al igual
que es importante ver si la caldera y el equipo administran apropiadamente el vapor. La
transferencia de calor a través del empaque es otro factor importante ya que dependiendo
del tamano del empaque, pues asi sera su transferencia. Al final cabe destacar el tiempo en
que entra en temperatura el producto y como podria afectar la naturaleza del tratamiento

(Jay, 2000).
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ITI. Materiales y Métodos
a. Materia Prima
La materia prima utilizada en este experimento fue carne de Orytolagus cuniculus o
mejor conocido como conejo doméstico. Las 24 canales de conejo fueron obtenidas de la
granja cunicola del Departamento de Industria Pecuaria de la Universidad de Puerto Rico
Recinto de Mayagiliez localizada en Lajas. Las canales de los conejos pesaban
aproximadamente 1.4 kilos. Las especias frescas utilizadas (ajo, cebolla y orégano) fueron
adquiridas en el supermercado local. Las latas utilizadas y las dimensiones son (210 mm x

106 mm con una capacidad aproximada de 90 gramos) fueron donadas por Ardargh Group.

i. Primera Fase
El proceso se inici6 descongelando las canales de conejos en el refrigerador de un
dia para otro. Luego, se procedi6 a enjuagarlas con agua potable y a trozarlas en seis piezas
(patas delanteras, patas traseras y lomo; véase Apéndice 7). Los trozos de carne fueron
marinados por tres horas y se determind el pH, la capacidad de retencién de agua y la

terneza, tanto antes como después del proceso de marinado.
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1. Medidas de pH

El conejo fue dividido en diferentes secciones y medido. Estas secciones fueron
patas delanteras, patas traseras y lomo. A cada una de estas secciones se le tomaron
medidas segun establecido por Jansen (2001). Véase el Apéndice 19 para mas detalles.
Previo a comenzar el proceso de medicion, se realizo una calibracion del equipo DOC-pH
Meter Sartorius (Apéndice 8) con tres soluciones de diferentes pH los cuales fueron 4, 7 y
10. Una vez calibrado, se tomaron las piezas y se le extrajeron 5 gramos de carne que no
contenian tejido conectivo visible y tampoco grasa. Estas muestras se molieron y se
depositaron en un tubo de ensayo de 50.0 mL. Luego, se procedi6 a afiadir 5.0 mL de agua
destilada y se mezcld con un agitador de vidrio. Se tomaron las debidas precauciones entre
cada lectura para evitar discrepancias entre lecturas de la misma pieza. Entre cada lectura
se lavo con agua destilada y se sec6 con Kimwipes TM la sonda del metro de pH. Estas

lecturas de pH fueron realizadas previas al marinado y luego de este proceso.
2. Medidas de Capacidad de Retencion de Agua

Se utilizé el método descrito por Jay (1965) e Irie et al. (1996). Este consiste en
tomar un pedazo de carne de 0.5 g para ponerlo en un papel de filtro Whatman #1 y
aplicarle una presion de 3,000 Ibs entre dos placas de acrilico de 10 cm por 10 cm, por un
periodo de un minuto en una Prensa Carver, modelo 212041 (Apéndice 9). Al finalizar, se
midié la circunferencia de las muestras con un Planimetro Polar (K&E 6200; véase el
Apéndice 10). Una vez realizada la lectura, se calcul6 la capacidad de retencion de agua

dividiendo la circunferencia del agua desplazada entre la circunferencia de la carne.
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3. Medidas de Terneza

Las medidas de terneza se realizaron antes de la pre-coccion y después de este
proceso. El método utilizado fue el de Warner Bratzler Shear Force establecido por la
Asociacion Americana de Ciencia de la Carne (1995). Los musculos muestreados fueron
pertenecientes a 4 delantero, en donde se tomaron las muestras mayoritariamente del
Triceps Brachii y el Biceps Brachii, a %4 trasero del Biceps Femoris y Rectus femoris en el
caso del lomo se tomaron del Latissimus Dorsi. A las patas delanteras se le removio un
trozo de aproximadamente un centimetro, en todas las ocasiones, de acuerdo a la
Asociacion Americana de Ciencia de la Carne (AMSA). De las demaés piezas se obtuvieron
muestras con un sacabocados de 1.27 cm de didmetro. Cada muestra estaba libre de tejido
conectivo y grasa, tomada a favor de la fibra muscular. Las muestras se midieron con el
Warner Bratzler Shear Force, marca Salter, modelo 3000, en donde cada una de las tres

muestras medidas se colocod de forma perpendicular a la cuchilla (Apéndice 11).

ii. Segunda Fase

Durante esta fase se realizO una curva de crecimiento de Geobacillus
stearothermophillus para determinar en qué momento alcanzd su etapa estacionaria
(Apéndice 12). En un matraz Erlenmeyer con medio Caldo con Tripticasa de Soja se
inocul6 el caldo con Geobacillus stearothermophillus y se incubd por 6 horas a 60°C, con
agitacion continua. Durante este periodo se tomaron lecturas de absorbancia cada 15
minutos y se inocularon platos con Agar con Tripticasa de Soja. En cada muestreo se
realizaron diluciones seriadas. Inicialmente se comenzo6 realizando diluciones por las

primeras tres horas de 10™" hasta 10” y luego en las restantes tres de 10~ hasta 10”. Luego
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de este proceso, se incubaron los platos a una temperatura de 60°C por 24 horas y se evalud
el crecimiento.

Una vez obtenido el tiempo necesario para que Geobacillus stearothermophillus
entrara en la etapa estacionaria de crecimiento, entonces se procedio a realizar la curva de
muerte térmica a tres temperaturas diferentes a 85°C, 95°C y 100°C. En primera instancia
se tomaron del caldo del conejo ya pre-cocido 500 mL para echar la cantidad de liquido
utilizado en la lata. Luego, se tomaron 1000 mL para posteriormente inocularlo con la
bacteria en etapa estacionaria con una carga bacteriana no menor a 10’. Entonces, se tomd
una cuarta parte de todos los componentes de la lata y se depositaron en tubos de ensayo.
Cada tubo contenia una cantidad de 24 mL y 1 mL de caldo inoculado sumando un
volumen total de 25 mL. En todas las corridas de temperatura se usaron un total de 2 tubos
por cada tiempo en minutos y uno adicional siendo este el control que contenia el
termoOmetro.

En la primera temperatura a 85°C, se sacaron los tubos cada cuatro minutos y se
muestrearon. A las temperaturas de 95°C y 100°C se sacaron los primeros tres tubos cada
minuto, los siguientes cada dos minutos, los ultimos tres cada tres minutos y se
muestrearon. A cada tubo se le realizé una dilucion seriada hasta 10” y se incubaron a
60°C por un espacio de 24 horas en TSB (Apéndice 13). Una vez obtenidos los resultados,
se calcularon los valores de D y Z para este microorganismo en el producto (Figura 4). El
valor de D es el que determina el tiempo necesario en minutos para eliminar el 90% de las
células viables o esporas de un microorganismo, en particular, a una temperatura constante.
Altos valores de D indican mayor resistencia de un microorganismo al calor. El valor de Z

es el cambio en temperatura de calentamiento necesaria para cambiar el valor de D en un
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90%. Esta provee informacion necesaria de la resistencia relativa de un microorganismo a

diferentes temperaturas (Jay, 200).

iii. Tercera Fase

En esta fase experimental se procedi6 a pre-cocinar al vapor (Apéndice 14) la canal
de conejo en piezas por un tiempo de 50 minutos. Luego, se deshuesé manualmente para
remover toda la carne y se mezcld. Se tomo la carne con el caldo que se obtuvo durante la
pre-coccion y se depositaron en las latas. Para culminar esta fase, se hicieron los analisis
microbioldgicos segin lo establecido por los procedimientos del USDA 1998 para
productos enlatados. Se tomaron tres latas y se muestrearon mensualmente para determinar
presencia o ausencia de microorganismos. Al finalizar, se tomaron tres canales de conejos
al azar para determinar su composicion proximal y de igual manera se hizo lo mismo con
las latas. Los métodos de la AOAC utilizados fueron determinacion de proteina bruta
(991.20), grasa cruda (960.39), humedad y ceniza. Por tltimo, cabe destacar que se realizd
un analisis estadistico de comparacion de los resultados por ANOVA de parcelas sub-

divididas.
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IV. Resultados y Discusion

a. Seleccion de Pre-Tratamiento

A continuacion los registros de las pruebas realizadas para determinar el pre-tratamiento mas adecuado para el enlatado. Los
resultados de las pruebas (Tabla-1) eran registrados el dia en cual se realizaba el experimento a excepcion de la capacidad de retencion
de agua que se realizaba posteriormente, una vez la muestra estaba seca.

Tabla-1 Datos Totales de 1a Seleccion del Pre-tratamiento.

ANTES DE SALMUERA DESPUES DE SALMUERA
Pata delantera Pata Trasera Lomo Pata delantera Pata Trasera Lomo
Tiempo

Tratamiento | (min) | Repeticién | pH | WBS | WHC | pH | WBS | WHC | pH | WBS | WHC | pH | WBS | WHC | pH | WBS | WHC | pH | WBS | WHC
1 40 1 588 | 14 341 |5.72] 09 299 548 023 | 2.54 |6.15] 1.2 34 16.02] 24 236 |56 1.5 2.63
1 40 2 5.63| 1.2 477 15.62| 1.2 3.17 [5.39] 0.37 32 |591| 29 3.5 |558| 3.1 6.8 |53]| 45 6.35
1 50 1 6.19] 34 3.27 16.09] 0.6 3.77 | 6.1 0.2 227 [6.19] 0.5 23 |597| 25 2.29 |57 2 2.3
1 50 2 6.04| 2.6 4.65 |5.65| 2.3 33 |552] 04 4.69 1599 1.6 4.6 |5.85 1 4.1 |55 3.7 4.3
1 60 1 5.68| 2.1 599 [546| 1.3 413 | 53| 0.7 3.63 | 5.6 | 0.8 6.5 |545] 1.8 345 [ 54| 4.7 4.66
1 60 2 5.8 1.8 2.77 |5.56] 1.5 2.81 |544] 0.6 245 [5.77] 2.1 2.8 |5.63| 2.7 2.19 |54 2 2
2 40 1 5.73 1 249 |554] 1.1 228 |561] 0.1 2.27 |5.77] 2.67 2.5 |571| 3.7 24 |56 42 2
2 40 2 6.05] 0.8 1.63 [592] 09 2.07 [591] 0.2 1.5 |595] 3.2 2.6 |597| 09 1.81 | 5.8 1 2.03
2 50 1 6.02| 1.2 326 |562] 1.3 3.55 |5.46 1 2.68 | 5.8 1.1 6.2 |559] 1.7 2.61 |55| 14 1.91
2 50 2 588 | 2.2 1.67 | 5.58| 2.6 1.95 [5.62| 04 1.74 |5.88| 0.7 2.8 |5.65 1 1.82 |56 1.1 1.54
2 60 1 6.16| 1.9 2.88 |5.75 1 1.77 | 587 0.5 249 | 6.1 0.4 24 |5.63| 0.6 3 5.9 2 2.76
2 60 2 586| 1.9 1.96 |5.65| 3.7 2.05 |5.39 1 1.57 |5.66| 0.9 2.5 |561] 1.1 1.78 | 54| 24 1.85
3 40 1 6.26| 1.9 2.28 [6.06]| 0.6 1.86 | 5.91 2 1.81 [6.27] 04 14 |592] 0.8 1.88 | 6.3 2 1.67
3 40 2 57| 23 3.61 |5.58 3 3.61 [559| 0.6 296 | 57 | 0.8 23 |552( 1.9 238 |5.6| 3.1 2.53
3 50 1 642 ] 0.8 2.53 |5.76 1 23 |553] 0.6 2.38 [6.66| 0.5 24 16.12| 09 196 | 6 1.8 2.24
3 50 2 5.85] 1.1 326 |5.62| 137 | 3.24 |547| 0.5 3.56 [5.86] 0.6 1.6 |576] 1.5 2.39 |55 4 2.75
3 60 1 587 1.7 3.63 |5.66| 2.8 2.53 |546| 0.7 2.1 |594| 0.3 2.5 599 1.5 215 | 57| 2.5 2.02
3 60 2 5.7 3 2.05 |556] 1.6 233 |547] 0.6 2.19 [5.69] 0.7 22 |566| 1.6 2.66 |56]| 3.6 2.49
4 40 1 6.04| 1.8 274 1592] 2.8 3.02 [582] 0.3 2.7 16.05 1 1.8 |577| 1.2 1.92 |56 2.6 1.93
4 40 2 5941 42 217 [6.19] 1.2 2.01 [556] 0.2 1.85 [595] 0.5 2 5781 0.8 1.72 | 5.6 2 2.07
4 50 1 577| 34 33 5.6 | 0.2 276 |5.66| 1.1 2.66 |5.66| 0.6 2 5.68 | 2.6 2.07 | 55| 43 2.67
4 50 2 5771 2.1 2.53 |541] 1.1 245 |522] 0.8 2.63 |549| 0.6 1.9 |549| 1.7 2.57 |53] 3.5 2.64
4 60 1 575] 1.8 243 |5.61] 0.2 2 5.51| 0.2 2.19 [5.69] 0.6 1.8 |555] 0.9 24 |56 3.1 1.7
4 60 2 5.8 1.4 2.31 |554] 2.1 294 |546| 0.8 2.88 |5.68| 0.7 2.1 |544| 3.7 2.15 | 53] 2.5 3.23
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Tabla-2 Promedios de pH de los diferentes cortes previo a la Salmuera.

Corte Media Minimo Maximo D.S.
Pata Delantera 5.91 5.74 6.14 0.20
Pata Trasera 5.69 5.505 6.06 0.20
Lomo 5.57 5.37 5.81 0.21

En la Tabla-2 se presentan los promedios de pH de los diferentes cortes previo a
salmuera. Se puede observar que el pH de la carne de la pata delantera fue mas alto y el
lomo mostr6 tener el menor valor. Estos resultados son consistentes a los encontrados en la
literatura, donde los valores de pH encontrados en el Biceps femoris son mayores a los
encontrados en el Longissimus dorsi. Esto ocurre debido a que el biceps contiene menos
actividad glicolitica y mas actividad oxidativa, promoviendo de esta manera que la baja en

pH sea mas lenta (Ouhayoun y Dalle, 1993).

Tabla-3 Valores promedio de WHC de diferentes cortes previo a la Salmuera.

Corte Media Minimo Maximo D.S.
Pata Delantera 2.98 2.06 4.38 1.03
Pata Trasera 2.70 1.91 3.535 0.67
Lomo 2.54 1.89 3.48 0.72

En la Tabla-3 se puede apreciar que la capacidad de retencion de agua fue mayor en
la pata delantera, mientras que el lomo fue el que registré menor valor WHC. La retencion

de agua, segiin la metodologia empleada para medirla, debe de acercarse a 1 para indicar
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una mayor capacidad de retencion en los tejidos. Este resultado se debe a la influencia del
pH sobre las proteinas. Mientras mas acido es el valor de pH, las proteinas pierden la
conformacién y su capacidad de retencion de agua se reduce. Esto a su vez promueve la
pérdida de agua debido a que muy pocas proteinas quedan libres para atraer el agua. Sin
embargo, se observd que la retencion de agua resulta ser mayor en el lomo que en la pata
delantera. Este comportamiento pudo haber sido debido a que las canales de los conejos
utilizados fueron congeladas inmediatamente después de la matanza, lo que retraso el
proceso natural de la acidificacion de la carne y la retencion de agua no se vio afectada.
Cabe destacar que en otros estudios se ha encontrado que en el lomo la acidificacion de los
tejidos es mas rapida debido a la glicolisis que ocurre en los musculos blancos. Por

consiguiente, se produce acido lactico y a su vez acidez en el tejido, pero mas rapido

(Ouhayoun y Dalle, 1993).

Tabla-4 Efecto del pre-tratamiento sobre el pH

Combinacion | Grados de Suma de Media de los Valor F Pr>F
libertad Cuadrados Cuadrados
PreTr 1 0.004 0.004 0.01 0.932
Tabla-5 Efecto de la Salmuera sobre el pH.
Combinacion Grados de Suma de Media de los Valor F Pr>F
libertad Cuadrados Cuadrados
Salmuera 3 0.437 0.146 1.37 0.339
PreTr*Salmuera 3 0.207 0.069 0.65 0.612

Ni el pre-tratamiento (Tabla-4) ni la salmuera (Tabla-5) afectaron el valor de pH.
Sin embargo, hubo un efecto significativo del tiempo (P = 0.029) y de la interaccion tiempo

x salmuera.
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Tabla-6 Efectos del tiempo, pre-tratamiento, salmuera y sus interacciones sobre el pH.

Combinacion Gradosde | Sumade | Mediadelos | ValorF | Pr>F
libertad Cuadrados Cuadrados

Tiempo 2 0.648 0.324 442 0.030

PreTr*Tiempo 2 0.001 0.0004 0.01 0.995

Salmuera*Tiempo 6 1.132 0.189 2.58 0.061

PreTr*Salmuer*Tiempo 6 0.131 0.022 0.30 0.928

Tabla-7 Efecto del corte y de las combinaciones de las variables estudiadas sobre el pH.

Combinacion Gradosde | Sumade | Mediadelos | ValorF | Pr>F
libertad Cuadrados Cuadrados
Corte 2 2.460 1.230 109.12 | <.0001
PreTr*Corte 2 0.0127 0.006 0.56 0.573
Salmuera*Corte 6 0.109 0.018 1.62 0.163
Tiempo*Corte 4 0.094 0.024 2.09 0.097
PreTr*Salmuera*Corte 6 0.065 0.011 0.96 0.464
PreTr*Tiempo*Corte 4 0.081 0.020 1.80 0.145
PreT*Salm*Tiem*Corte 24 0.409 0.017 1.51 0.111

No se observaron efectos adversos del pre-tratamiento, salmuera, tiempo y sus
interacciones (Tabla-6).  Sin embargo, el corte de la carne de conejo afectd
significativamente a la acidez de los tejidos (Tabla-7). Esto pudo deberse a que algunas de
estas variables no afectan directamente el pH. No se espera que el tiempo influya en el pH
ya que éste se le aplicaba a la canal luego de haberse realizado las lecturas. Sin embargo, la
combinacion de salmuera y el corte pudieron haber afectado directamente el pH, pero no se
demostrd ningin efecto significativo. Este fendmeno posiblemente pudo haber ocurrido

debido a la accion del NaCl, que solubilizé las proteinas y de esta manera estabilizo el pH

(Ouhayoun, 1993).
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Tabla-8 Efecto en el WHC del Pre-tratamiento.

Combinacion | Grados de Suma de Media de los Valor F Pr>F
libertad Cuadrados Cuadrados
PreTr 1 0.476 0.476 1.50 0.346

Tabla-9 Efecto en el WHC de las diferentes combinaciones de salmuera y los
tratamientos experimentales.

Combinacion Grados de Suma de Media de los Valor F Pr>F
libertad Cuadrados Cuadrados

Salmuera 3 42.160 14.053 8.14 0.016

PreTr*Salmuera 3 3.757 1.252 0.73 0.573

El pre-tratamiento, por si solo, no afecté el WHC (Tabla-8) y, aunque hubo un

Tabla-10 Efecto en el WHC el tiempo y sus combinaciones.

efecto significativo de la salmuera, la interaccion pre-tratamiento x salmuera no lo fue
(Tabla-9). Al examinar mas detalladamente los datos, se observd que la salmuera tuvo un
efecto significativo sobre la capacidad de retencion de agua. Sin embargo, al comparar las
medias de los diferentes tratamientos, no se observaron diferencias significativas entre
ellas, debido a la interaccion con el pre-tratamiento. Se ha demostrado que la adicion de sal
a las carnes aumenta la terneza y la jugosidad debido a que la sal solubiliza las proteinas

promoviendo la retencion del agua libre (Gregory, 1998; Desmond, 2006; Tarte, 2009).

Combinacion Grados de Suma de Media de Valor F Pr>F
libertad Cuadrados los
Cuadrados
Tiempo 2 0.987 0.494 0.20 0.824
PreTr*Tiempo 2 0.440 0.220 0.09 0.917
Salmuera*Tiempo 6 2.123 0.354 0.14 0.989
PreTr*Salmuer*Tiempo 6 2.411 0.402 0.16 0.984
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Tabla-11 Efecto en el WHC de las diferentes combinaciones de cortes y tratamientos

experimentales.
Combinacion Grados de Suma de Media de Valor F Pr>F
libertad Cuadrados los
Cuadrados
Corte 2 2.458 1.229 3.25 0.048
PreTr*Corte 2 0.548 0.274 0.72 0.490
Salmuera*Corte 6 3.420 0.570 1.51 0.196
Tiempo*Corte 4 0.676 0.169 0.45 0.774
PreTr*Salmuera*Corte 6 3.173 0.529 1.40 0.235
PreTr*Tiempo*Corte 4 1.060 0.265 0.70 0.595
PreT*Salm*Tiem*Corte 24 9.721 0.405 1.07 0.408

Se pudo observar que el tiempo realmente no tuvo influencia en esta etapa ya que

¢éste fue aplicado luego de haberse hecho la lectura de WHC (Tabla-10). Previamente se

resaltd que, segun el corte, el pH podria diferir debido a la capacidad glicolitica de los

tejidos.

La Tabla-11 muestra como el corte afecta la retencion de agua, posiblemente

debido a los diferentes procesos de fosforilacion oxidativa y glicolisis que ocurren en los

musculos. Los musculos de la parte roja pasan por procesos de fosforilacion oxidativa

manteniendo un pH alto y evitando, por tanto, la pérdida de agua por acidificacion de los

tejidos. En cambio los musculos de la parte blanca de la carne pasan por una actividad

glicolitica, que promueve una deposicion de acido lactico en los tejidos, causando una

rapida acidificacion de los tejidos y, por tanto, una posible pérdida de capacidad de

retencion de agua (Ouhayoun, 1993).

Tabla-12 El efecto del pre-tratamiento en el WBS.

Combinacion | Grados de Suma de Media de los Valor F Pr>F
libertad Cuadrados Cuadrados
PreTr 1 8.463 8.463 8.38 0.102
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El pre-tratamiento no tuvo efecto significativo sobre el WBS (Tabla-12). Esta
variable no podia causar efecto en la terneza ya que no existié la opcidon de trabajar en el
experimento sin el pre-tratamiento y, por tanto, no ejerci6 influencia en los resultados. El

programa estadistico ANOVA no discrimina en cuanto a variable dentro del experimento

solamente observa interacciones.

Tabla-13 Efecto de la salmuera en el WBS.

Combinacion

Grados de | Suma de Media de los Valor F Pr>F

libertad Cuadrados Cuadrados
Salmuera 3 1.958 0.653 0.62 0.630
PreTr*Salmuera 3 3.761 1.254 1.18 0.392

El tipo de salmuera utilizada no afect6 la terneza de la carne (Tabla-13). Esto es
consistente a lo observado por Bianchi et al. (2009), en donde les aplicaron diferentes
tratamientos de marinado a pollos. Sus resultados reportados no mostraron una diferencia

significativa entre tratamientos de marinado.

Tabla-14 Efecto en el WBS de las diferentes combinaciones de tiempo y tratamientos

experimentales.
Combinacién Gradosde | Sumade | Mediadelos | ValorF | Pr>F
libertad | Cuadrados | Cuadrados
Tiempo 2 0.381 0.191 0.28 0.759
PreTr*Tiempo 2 1.282 0.641 0.94 0.410
Salmuera*Tiempo 6 2.801 0.467 0.69 0.664
PreTr*Salmuer*Tiempo 6 16.339 2.723 4.00 0.012

Se observd una interaccion significativa entre pre-tratamiento, tipo de salmuera y

tiempo de pre-procesado sobre la terneza (Tabla-14). Los resultados obtenidos nos
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muestran que los diferentes tiempos de coccion cambian la terneza de los tejidos y facilitan

el intercambio de agua.

Tabla-15 Efecto en el WBS de las diferentes combinaciones de cortes y tratamientos

experimentales.

Combinacién Gradosde | Sumade | Mediadelos | ValorF | Pr>F

libertad Cuadrados | Cuadrados
Corte 2 0.588 0.294 0.40 0.671
PreTr*Corte 2 56.702 28.351 38.76 <.0001
Salmuera*Corte 6 3.225 0.538 0.73 0.624
Tiempo*Corte 4 1.565 0.391 0.53 0.711
PreTr*Salmuera*Corte 6 7.710 1.285 1.76 0.128
PreTr*Tiempo*Corte 4 1.835 0.459 0.63 0.645
PreT*Salm*Tiem*Corte 24 8.788 0.366 0.50 0.965

La Tabla-15 muestra la interaccion significativa entre cortes y pre-tratamiento.
Cabe destacar que el cocido afecta cada corte en forma diferente debido a que cada uno de
ellos tiene sus caracteristicas particulares que inciden en la retencién de agua. Seglin
reportado en la literatura, los miisculos que componen la parte roja de la carne de conejo
tienen una mejor irrigacion, contienen una mayor cantidad de fosfolipidos, grasa
intracelular y un menor didmetro de las fibras musculares. Esto le promueve una mayor

jugosidad y sabor (Ouhayoun y Dalle, 1993).

b. Determinacion de los valores de D y Z para Geobacillus stearothermophilus
en el alimento.

Se realizaron varias curvas de crecimiento (Figura-1), en donde se determin6 que el
Geobacillus stearothermophilus llegaba a la etapa estacionaria a partir de la cuarta hora.

Estudios previos han reportado el crecimiento exponencial de Geobacillus
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stearothermophilus a 600 nm (Min et al., 1988). En nuestro caso, éste alcanza hasta 700

nm, pero se vuelve estacionario a 600 nm.
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Figura-1 Curva de crecimiento de Geobacillus stearothermophilus en condiciones
optimas a 60°C.

Luego, se tomaron los indculos y se depositaron en el medio a temperaturas de 85°C
(Figura-2), de 95°C (Figura-3) y de 100°C (Figura-4) para calcular el valor D
correspondiente y, posteriormente, el valor de Z. Segln se ilustra en la Figura-5, el valor
de Z encontrado fue de 38.6. Se encontrd una poblacion microbiana de 4 logaritmos
equivalente a 10* a una temperatura de 85°C. Eso quiere decir que el tiempo de
esterilizacion se debe de llevar hasta 5 D para asi eliminar todos los microrganismos

habiles.
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Figura-2 Grafica para la determinacion del valor D a 85°C en el medio.
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Figura-3 Grafica para la determinacion del valor D a 95°C en el medio.
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Figura-4 Grafica para la determinacion del valor D a 100°C en el medio.
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Figura-5 Grafica para la determinacion del valor de Z.
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Eliminar un logaritmo de la poblacion tomd 31 minutos a temperatura constante.
Por tanto, si se quiere eliminar la poblacion total presente en el medio es necesario aplicar
85°C por 155 minutos. Si se le aplican 39°C a 85°C, segun el valor calculado de Z,
entonces se estima un tratamiento de 124°C por 15.5 minutos. En estudios previos con
esparragos enlatados, se ha encontrado un tiempo de procesado a 250°F por 14.2 min (Lin
et al.,, 1968). En otros estudios realizados en habichuelas de aceite africanas, se ha

encontrado un valor de D a 110°C de 12 minutos (Enujiugha y Akanbi, 2010).
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Figura-6 Diagrama del Procesado Térmico.

En la Figura-6 se observa el procesamiento térmico luego de haber calculado el
valor de Z. La grafica muestra las tres etapas tipicas en un proceso de esterilizacion
comercial: el “come up time”, el tratamiento térmico y el enfriamiento. El enlatado fue
realizado manualmente y todo el proceso se llevo a cabo en una retorta estacionaria (véanse
los Apéndices 17 y 18).

33



¢. Analisis microbiologico y proximal del contenido de las latas.

Luego de haber realizado el tratamiento, se incubaron las latas con su contenido por
tres meses a temperatura ambiente.  Posteriormente se procedieron a muestrear
mensualmente y en duplicado las latas para determinar presencia o ausencia de

microorganismos (Apéndice 15). Los resultados obtenidos se encuentran presentados en la

Tabla-16 y la Tabla-17.

Tabla-16 Resultados de los muestreos a las latas a 55°C. DBT: Dextrose Triptone Broth;

MCMM: Modified Cook Meat Medium.

Fecha del Medio Control + | Control - Muestra 1 Muestra 2
muestreo

14-11-12 DTB Positivo Negativo Negativo Negativo
14-11-12 MCMM | Negativo | Negativo Negativo Negativo
14-12-12 DTB Positivo Negativo Negativo Negativo
14-12-12 MCMM | Negativo | Negativo Negativo Negativo
14-01-13 DTB Positivo Negativo Negativo Negativo
14-01-13 MCMM | Negativo | Negativo Negativo Negativo

Tabla-17 Resultados de los muestreos a las latas a 35°C. DBT: Dextrose Triptone Broth;

MCMM: Modified Cook Meat Medium.

Fecha del Medio Control + | Control - Muestra 1 Muestra 2
muestreo

14-11-12 DTB Negativo | Negativo Negativo Negativo
14-11-12 MCMM | Negativo | Negativo Negativo Negativo
14-12-12 DTB Negativo | Negativo Negativo Negativo
14-12-12 MCMM | Negativo | Negativo Negativo Negativo
14-01-13 DTB Negativo | Negativo Negativo Negativo
14-01-13 MCMM | Negativo | Negativo Negativo Negativo

Se pudo observar que el crecimiento del Geobacillus stearothermophilus en el
control positivo fue efectivo en el DTB a 55°C. Sin embargo, el crecimiento a 35°C en el

mismo medio DTB no fue efectivo. Esto pudo deberse a que el Geobacillus tiene una
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temperatura minima de crecimiento de 45°C. El MCMM tampoco permite el crecimiento
amplio de este microorganismo debido a que contiene una cantidad considerable de
tioglicolato, que reduce el oxigeno presente. Esta condicion de crecimiento no existe en el
enlatado consistentemente ya que ocurren condiciones anaerdbicas, pero aun se puede

encontrar un poco de oxigeno disuelto (Rosero, 2006).

Tabla-18 Promedios de los Analisis Proximales en los conejos seleccionados.

Tipo de Anélisis Promedio Porciento Desviacion Estandar
Proteina 19.06% 1.69
Grasa 1.00% 0.72
Humedad 75.32% 0.96
Ceniza 4.62% 0.01

Tabla-19 Promedios de los Analisis Proximales en las Latas Seleccionadas.

Tipo de Anélisis Promedio Porciento Desviacion Estandar
Proteina 12.28% 1.065
Grasa 7.34% 0.57
Humedad 76.75% 0.085
Ceniza 3.63% 0.41

Los resultados de los analisis proximales (Tabla-18 y Tabla-19) se asemejan a los
reportados en la literatura para la carne de conejos (Apéndice 16). Se han reportado valores
para proteina de 18.1% a 23.7%, para grasa de 0.6% a 14.4% y para humedad de 66.2% a
75.3%. En nuestro caso, la proteina alcanz6 en un promedio de 19%, la grasa de 1% y la
humedad alcanzé un 75%. Sin embargo, en el enlatado la proteina fue la mas baja,
mientras que la grasa y la humedad fueron un poco mas altas. Esto pudo deberse a que la
carne de conejo, en el enlatado, se envasod con caldo aumentando asi la humedad al igual

que incorporé grasas diluidas en este por el calor producido. Durante el pre-cocido la grasa
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de los tejidos sale y se incorpora al caldo aumentando por tanto las proporciones de estas

partes en el analisis proximal (Dalle, 2002).
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V. Conclusiones

La investigacion se enfocd en el desarrollo de un tratamiento de esterilizacion
comercial a partir de Geobacillus stearothermophillus. La misma consté de varias fases, en
donde la primera fase se enfocod en determinar cudal era el mejor pre-tratamiento a ser
utilizado para la carne a enlatar. La segunda fase se basod en elaborar el tratamiento de
esterilizacion comercial a partir del microorganismo seleccionado. Por ultimo, en la tercera
fase se le aplico el tratamiento de esterilizacion comercial y se determiné su validez. En
todos los conejos, el pH de la carne de las patas delanteras fue mayor debido a que pasa por
un proceso de fosforilacion oxidativa, segun ha sido reportado en la literatura. En cambio
en el lomo, el pH fue menor, debido a la actividad glicolitica. Sin embargo la capacidad de
retencion de agua fue mayor en el lomo, contrario a lo reportado hasta ahora en la literatura.
Esto pudo haber sido debido al rapido congelamiento de la canal, que redujo la actividad
glicolitica que promueve la deposicion de lactato, el cual produce acidez en los tejidos. La
salmuera también influy6 en la retencion de agua, pero no causd cambios significativos
entre los tratamientos aplicados a la carne de conejo.

La pre-coccion (luego de la salmuera) causd un alza significativa en la terneza
debido a la hidratacion de los tejidos, pero por un tiempo determinado. EI pre-tratamiento
mas efectivo fue la combinacion de 50 minutos de pre-cocido y 14% de salinidad de la
salmuera. Esto pudiera deberse a que por encima de ese tiempo, los tejidos se sobre
cocinan y endurecen demasiado comprometiendo la terneza, mientras que debajo de los 50
minutos, la carne queda sin cocinar y no puede ser deshuesada.

Por ultimo, si deseamos disminuir por un logaritmo el crecimiento microbiano en el

enlatado, entonces se recomendaria aplicar un valor de Z de 39°C. De esta manera, se
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promueve un tratamiento de esterilizacion de 124°C por 15.5 minutos. El tratamiento de
esterilizacion aqui empleado fue efectivo ya que no se encontré ningiin microorganismo en

el producto enlatado.
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VI1. Recomendaciones

Tomar lecturas de pH en el conejo justo después de la matanza, posteriormente, luego
del rigor mortis y ver el cambio real en pH segun la pieza.

Elaborar el tratamiento de esterilizacion a partir de suspensiones de esporas.

Utilizar otro microorganismo anaerobio como Clostridium sporogenes para desarrollar
el tratamiento de esterilizacién comercial.

Evaluar cudl es el tipo de flora microbiana prevaleciente entre los conejos vivos y
muertos en Puerto Rico.

Evaluar diferentes aditivos en la dieta y ver como esto promueve la estabilidad de la
carne enlatada.

Llevar a cabo un tratamiento de esterilizacion utilizando aceites en vez de caldos.
Verificar si los componentes de las especias, conocidos como bactericidas, son

liberados durante el almacenamiento.
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VIII. Apéndices
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Apéndice 1. Conejo de la familia Leporidae
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Apéndice 2. Conejo de la familia Ochontonidae

49



Apéndice 3. Conejo Rex
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Apéndice 4. Conejo Angora
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Apéndice 5. Conejo Nueva Zelanda
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Apéndice 6. Conejo California

CALIFORNIAN
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Apéndice 7. Flujograma Primera Fase del Experimento

Determinar el Pre tratamiento para el Deshuese y Procesado

l

Determinar Capacidad de Retencion de Agua y pH

e

Pata
Delantera

Pata
trasera

\ Lomo /

A

Marinado en Diferentes Concentraciones de Sal

39 g de sal
78 g de sal 117 g de sal

4

Determinar Capacidad de Retencion de Agua y pH Nuevamente

Determinar Terneza

V

Precoccion a Diferentes Tiempos

Determinacion de Terneza después de cocido el conejo.
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Apéndice 8. DOC-pH Meter Sartorius
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Apéndice 9. Prensa Carver, modelo 212041
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Apéndice 10. Planimetro Polar

RS )
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Apéndice 11. Warner Bratzler Shear Force, marca Salter, modelo 3000
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Apéndice 12. Flujograma Segunda Fase Experimental

Geobacillus
stearothermophillus

l

Curva de
Crecimiento

l

Tratamiento
Térmico

/ \

CORC>
|

Determinacion del Valor Dy Z
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Apéndice 13. Diagrama del experimento para determinar Valores de Dy Z

1000mL de caldo

ImL de caldo

o
24 ml de producto en el tubo en el bafio de Maria a 85°C, 95°C 0 100°C

i

Cada 4 minutos para 85°C y para las otras dos temperaturas los primeros 3 tubos cada minuto,
luego a los siguientes cada dos minutos, los tltimos tres cada tres minutos y se muestrearon.

l

—
)

|.‘< —

Pl fil

N g

l

Se realizaban 3 diluciones y se incubaban por 24 horas a 60°C.
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Apéndice 14. Flujograma Tercera Fase del Experimento

Disefio Experimental
Tercera Fase

Precocido y
Deshuese Manual

Adicion de
Componentes a la
Lata

Sellado
Hermético

.. . ; o Analisis
Analisis Proximal de Tratamiento Térmico . Lo
< de Esterilizacion —> Microbiolégico

la Muestra :
Comercial Mensual
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Apéndice 15. Muestras de Microbiologia
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Apéndice 16. Maquina para determinar grasa Soxhlet
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Apéndice 17. Maquina Enlatadora
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Apéndice 18. Retorta Estacionaria
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Apéndice 19. Diferentes cortes de la canal de conejo utilizados para la tesis

HEp\MV

CARNE DE CONEJO

COSTILLA

MUSLOS

Tomado de http://www.grupohermi.com/wp/wp-content/uploads/2011/11/Esquema-
conejo2.jpg.
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