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RESUMEN

En este trabajo se determinaron los cambios en la microbiota
durante la maduracion del chorizo elaborado en condiciones
artesanales. Se elaboraron cuatro templas de chorizo segin
la formulacién tradicional y se dejaron en maduracion por
dos semanas en condiciones artesanales, hasta que el pro-
ducto tuviera el aroma, textura y sabor deseados. Se realiza-
ron determinaciones microbioldgicas y fisico-quimicas al ini-
cio y durante el tiempo de la fermentacion y se aislaron e
identificaron las especies involucradas al inicio y al final del
proceso. Junto a los cambios bioquimicos del producto ocu-
rre una disminucion de la presencia de bacterias del deterio-
ro, de psicrofilos y enterobacterias y un aumento de las bac-
terias acidolacticas.

Palabras clave: chorizo, fermentacion, cambios en la
microbiota, bacterias acidolacticas.
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ABSTRACT

Microbiological changes during sausage chorizo’s type
ripening

In this work you dterminaron the changes in the microbiota
during the maturation of the sausage elaborated under
handmade conditions. For they were elaborated it four
sausage lots according to the traditional formulation and
they were left in maturation by two weeks, under handmade
conditions, until the product had the aroma, texture and
wanted flavor. They were carried out determinations
microbiologicas and physical-chemical to the beginning and
during the time of the fermentation and they were isolated
and they identified the species involved to the beginning
and the end of the process. It was observed that he/she
conforms to they produce the biochemical changes of the
product it happens a decrease of the presence of bacterias
of the deterioration, of psicrofilos and enterobacterias and
an increase of the bacterias acidolacticas.

Key words: sausage chorizo’s type, fermentation,
macrobiological changes, lactic acidic bacteria.

INTRODUCCION

La fermentacion de alimentos, desarrollada de forma
empirica durante muchos siglos, se basa en la partici-
pacion activa de los microorganismos presentes en la
materia prima. Los microorganismos fermentadores no
solo participan en la estabilidad microbioldgica de los
embutidos crudo-curados, sino que contribuyen a sus
caracteristicas organolépticas finales (1).

En muchos casos el carécter artesanal de estos pro-
ductos, en lo que se refiere a composicion de la mezcla
y caracteristicas del proceso, implica que su microbiota,
compuesta tanto por microorganismos que son bene-
ficiosos para el proceso de fermentacion y flavor del
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embutido, como por gérmenes indeseables
(deteriorantes y/o patdgenos) puede resultar muy va-
riada y compleja (2).

A diferencia de los embutidos méas acidos, la microbiota
tipica y los procesos de produccion, en muchos casos
todavia artesanales, no han sido suficientemente estu-
diados y su conocimiento permitiria un mejor control
de la calidad microbioldgica y de las caracteristicas
organolépticas de los embutidos fermentados (3). El
aroma de cada producto depende de la zona en que se
elabore, de los condimentos y de los gustos de los con-
sumidores (4).

En el proceso artesanal de elaboracién de embutidos
crudos curados, la etapa de secado es la de mayor du-
racion, la més importante y su duracion depende del
calibre y caracteristicas del producto. Durante el pro-
ceso de maduracion-secado, se produce la deshidrata-
cién del producto, junto con una serie de reacciones
bioquimicas producidas por enzimas de origen enddgeno
y microbiano que degradan lipidos y proteinas y contri-
buyen a conferir la textura y el "flavor" caracteristico
del producto (2).

Debido a la necesidad de mantener la calidad senso-
rial y seguridad de los embutidos crudos curados, es
importante lograr que la produccion industrial de em-
butidos fermentados se realice sobre la base del desa-
rrollo de cultivos bioprotectores con caracteristicas tec-
noldgicas y sensoriales, luego de la seleccion de cepas
aisladas de productos fermentados de forma empirica
(5). El objetivo de este trabajo fue determinar los cam-
bios en la microbiota durante la maduracion del chorizo
elaborado en condiciones artesanales.

MATERIALES Y METODOS

La Tabla 1 muestra que el chorizo se elabor¢ a partir
de carnes semicongeladas y para su manufactura se
utiliz6 una férmula propuesta por investigadores. Las
carnes semicongeladas a -5+2 °C se molieron por dis-
co de 13 mm y se mezclaron segln la formulacion con
el resto de los ingredientes durante 5 a 7 min. La masa
obtenida se dejo macerar por 24 h, para volver a mez-
clar por 10 min, luego se embutio en tripa natural de
cerdo y se torcié manualmente en porciones de 10 a 15
cm para alcanzar pesos de 90 + 10 g.

Tabla 1. Formulacién empleada para la elaboracién del chorizo

Ingredientes Porcentaje
Carne cerdo primera y tercera categoria 91,32
Sales 2,65
Pimentén dulce 4,00
Especias 0,325
Pimentdn picante 0,155
Vino seco 1,50
Acido lactico 0,05
TOTAL 100,00

Los chorizos se colocaron en varillas a razon de 30 y
35 unidades y se ahumo a 30 °C durante 3 h. El proce-
so de maduracion-fermentacion se realizé por dos se-
manas a temperatura y humedad relativa entre 18+2
°C y 50+5 %, respectivamente, en condiciones
artesanales, hasta que el producto tuviera el aroma,
textura y sabor deseados.

Se realizaron cuatro producciones y a cada uno se le
realiz6 una caracterizacion fisico-quimicaal inicioy al
final de la fermentacion. Para ello se realizaron deter-
minaciones de humedad (7), nitrito (8), cloruro de sodio
(9). Ademas, cada 72 h y hasta el final de la fermenta-
cion, se realizaron determinaciones de pH (10) y acti-
vidad de agua (11).

Al final de la fermentacion se realizd, ademas, la eva-
luacidn sensorial del producto por un panel de jueces
adiestrados mediante una escala de puntuacion para
evaluar la calidad general (7-excelente, 1 pésimo), para
ello los productos se identificaron con nimeros aleatorios
de tres cifras y los jueces debian tener en cuenta los
atributos de aspecto, sabor, color y textura.

Para la evaluacién microbiol6gicaal inicioy cada 72 h
se determind la presencia de flora mesofilay psicrofila
total, enterobacterias totales, hongos, levaduras y de
bacterias acido lacticas (BAL). La determinacion de
mesofilos se realizo en medio ACP, incubandose las
placas durante 48 h a 35 + 1°C. La determinacion de
psicrofilos se realiz6 también en ACP con incubacién a
4 °C por siete dias. Las enterobacterias se determina-
ron en Agar violeta rojo bilis glucosa, las placas se in-
cubaron a 37 °C durante 18 a 24 h. Para la determina-
cién de lactobacilos se empled Agar dextrosa triptona,
se incubo a 37 °C durante 18 a 24 h.
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Ademas, se analizo la presencia de los patdgenos E.
coli, Salmonella sp., Aeromonas sp., y Staphylooccus
aureus. Para la determinacion de patogenos (E. coli,
Salmonella sp. y Aeromonas sp.) se empleo la base
de medio cromogénico Cromocen AGN siguiendo las
indicaciones del productor. Para la interpretacion de
los resultados se tuvo en cuenta que las colonias de
Aeromonas sp toman una tonalidad verde claro, las
colonias de Salmonella sp. son rosado intensas con
bordes rosados, mientras que las de E.coli son violetas
con halo azul (12). Staphylococcus aureus se deter-
mind empleando el medio Agar Baird Parker (13)

Para el aislamiento y caracterizacion de los
microorganismos se tomaron, de forma aséptica, mues-
tras de chorizo at=0y cada 72 h hasta la maduracion
completa del mismo en condiciones artesanales. Se
prepararon diluciones y se realizaron los andlisis
microbiolégicos por el método de la placa vertida. Se
determino la flora mesdéfila en medio agar nutriente,
incubandose las placas durante 48 h a 35 + 1°C y se
analizd, ademas, la presencia de los patégenos E. coli,
Salmonella sp. y Aeromonas sp. en medio
cromogénico Cromocen AGN siguiendo las indicacio-
nes del productor (12).

A partir del crecimiento obtenido en las placas del me-
dio agar nutriente, se aislaron las colonias mas repre-
sentativas. Para esto se sembraron por agotamiento
empleando el mismo medio de cultivo y se incubaron a
30°C de 18a24 h con el fin de obtener las colonias
fisiol6gicamente aptas. Para facilitar la identificacion,
las colonias se numeraron y se describieron sus carac-
teristicas. Luego, se sembraron por estrias, se pasaron
a medios sdlidos inclinados y se refrigeraron para su
conservacion.

Para ubicacion en género se realizaron las pruebas de
tincion de Gram, test de la catalasa, test de la oxidasa,
produccion de acido a partir de la glucosa, relacion con
el oxigeno y crecimiento en caldo oxidacion/fermenta-
cién y los resultados se compararon con las tablas de
identificacion (14).

Para el protocolo de identificacidn hasta especie se tu-
vieron en cuenta la morfologia de las colonias, la reac-
cién a la prueba de gram y la prueba de la catalasa (5).
Las bacterias que resultaron catalasa negativas y gram
positivas se les realizaron las siguientes pruebas fisio-

l6gicas y bioquimicas: formacion de gas de la glucosa,
hidrolisis de la arginina, crecimiento a 8 y 10 % de clo-
ruro de sodio, crecimiento a4, 10, 15, 37 y 45 °C. Ade-
mas, se les realizo el patron de identificacion hasta es-
pecie APl CHL (BioMeriux) recomendado para espe-
cies de lactobacilos.

En el caso de los cocos gram y catalasa positivos se
les determind API Staph (BioMeriux), método sencillo
por el que se pudo obtener, de manera rapida, la identi-
ficacion hasta especie de las bacterias integrantes de
la familia Micrococaceae, a la que pertenecen
Staphylococcus spp. y Micrococcus spp.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 2 muestra que al inicio de la fermentacién, se
parte de un chorizo que tiene un porcentaje medio de
humedad de 59,44 %, de cloruro de 2,26 %y de 29,32
ppm de nitrito de sodio. Los bajos porcentajes de hu-
medad alcanzados por el producto al inicio podrian es-
tar relacionados con el ahumado a que se somete el
producto unido a los porcentajes de grasa que tiene la
carne de tercera categoria. Al final de la maduracién
del chorizo se produce una disminucidn del porcentaje
de humedad a 32,43 %, asi como del nitrito de sodio a
17,32 %. Se produce, ademas, un aumento del porcen-
taje de cloruro de sodio a 4,67 % (primer obstaculo que
deben vencer los microorganismos) debido a los cam-
bios fisico-quimicos y a las pérdidas de peso que ocu-
rren durante la maduracion de este embutido. Estos
valores son esperados y coinciden con lo informado
por otros autores para productos similares (6, 15).

Tabla 2. Valores medios y desviaciones estandar
de los andlisis fisico-quimicos realizados al
chorizo al inicio y al final de la fermentacién

Anélisis realizados Inicio Final
% Humedad 59,44+0,78 32,43+1,56
% Cloruro 2,26+0,12 4,67+0,35
ppm nitrito 29,32+2,17 17,23+0,32
pH 5,76+0,33  5,35+0,07
aw 0,98+0,01 0,85+0,01
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La Fig. 1 refleja que en el caso del pH, al inicio el
producto tiene un valor medio de 5,76 y paulatinamen-
te se produce una acidificacién que esta intimamente
ligada a la actividad microbiana que genera la acumu-
lacion de &cido lactico. Esto, unido a la accion del pro-
pio &cido que se adiciona al producto al inicio del pro-
ceso, condicionan los cambios bioquimicos y de textu-
ra que ocurren en el chorizo. Este es otro de los obsta-
culos que deben vencer los microorganismos.
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Fig. 1. Valores medios de pH durante el tiempo de
fermentacion de las variantes 1y 2.

Los resultados sensoriales realizados mostraron que el
producto se caracteriza por tener un buen aspecto al
corte, una textura adecuada asi como sabor y color
propio de un chorizo crudo fermentado. Los valores
medios de las evaluaciones estuvieron entre 6 (muy
bueno) y 7 (excelente). Son muchos los factores que
contribuyen al aroma y sabor final de este producto y
entre ellos los més importantes son la calidad y el tipo
de las materias primas asi como las condiciones y el
tiempo de maduracion (18).

La Fig. 3 muestra que al inicio de la fermentacion los
conteos de aerobios mesdfilos estan en el orden de 6
unidades. En los primeros dias de la maduracion, las
barreras importantes que tiene el producto son la pre-
sencia de cloruro de sodio y nitritos, que inhiben mu-
chas de las bacterias presentes, lo que trae consigo
una disminucion de los conteos. De hecho, se produce
una disminucidn del conteo de Pseudomonas spp que
podria deberse al efecto del nitrito presente en el pro-
ducto sobre este grupo relacionado con el deterioro de
la carne. Ese fenémeno fue explicado por investigado-

La Fig. 2 representa que el descenso paulatino de la
actividad de agua y el valor final obtenido (0,85) se
convierten en otro obstaculo que deben superar los
microorganismos y los valores finales que alcanza el
chorizo lo convierten en un producto estable a tempe-
ratura ambiente que se conserva sus caracteristicas
nutricionales y sensoriales sin necesidad de refrigera-
cion segun la clasificacion de realizada por otros inves-
tigadores (16, 17).
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Fig. 2. Valores medios de aw durante el tiempo de
fermentacion de las variantes 1y 2.

res (19, 20) quienes atribuian la reduccion de
Pseudomonas spp presentes en la carne fresca al efecto
que tenia el ntrito de sodio sobre el potencial redox.
Esto, unido al efecto de la multiplicacion de otros gru-
pos bacterianos como los micrococos, que también jue-
gan su rol en la disminucion del potencial redox del
producto, modifica el balance de la microbiota al final
de la maduracion del chorizo.

La modificacion del potencial redox, inhibe los organis-
mos aerobios pero favorece el crecimiento de bacte-
rias acidolacticas (BAL), que son la flora competitiva,
lo que causa acidificacion del producto. Esta poblacion
aumenta rapidamente llegando a alcanzar valores de 5
unidades log y se convierten entonces en la flora domi-
nante del chorizo. Algunos factores que podrian incidir
en que estos microorganismos sean capaces de adap-
tarse a condiciones tan extremas, podrian ser su capa-
cidad de crecer a amplios rangos de temperatura asi
como a pH entre 3,2y 9,6 (21).
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Otro resultado importante en la caracterizacion
microbioldgica es la disminucién marcada de psicréfilos
(CPs), enterobacterias (CE) y levaduras totales (CL).
Esta disminucién probablemente se deba al efecto que
tiene el pH sobre la homeostasis celular. Este fendme-
no se describi6 por Leistner (17, 22) y esté relaciona-
do con el hecho de que en los &cidos débiles existe un
equilibrio entre el estado disociado y sin disociar que
depende del pH. Al disminuir el pH, como la célula
necesita mantener su homeostasis interna, consume
todo el ATP en producir los protones y aniones necesa-
rios que compensan el estado no disociado de la molé-
cula lo que trae como consecuencia una restriccion del
crecimiento de los microorganismos.
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2,00

valores medios de los conteos (log
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Al final de la maduracidn, y ya cuando el producto
posee actividades de agua de 0,85; se produce una dis-
minucion de los conteos totales y de bacterias
acidolacticas de hasta 2 unidades logaritmicas. Esto
podria estar dado por la influencia que tienen las bajas
actividades de agua sobre todos los grupos microbianos.
De hecho, las bajas actividades de agua son las
reponsables de la estabilidad microbioldgica de los
embutidos de larga maduracion (22).

——CTAM
CPs
—a—CE
->-CH
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Fig. 3. Resultados medios de los conteos microbianos en chorizo.

La Tabla 3 refleja los resultados obtenidos luego de ca-
racterizar las colonias al inicio del estudio. Predominan
las colonias bacterianas de los géneros Pseudomonas
spp (34 %), Micrococcus spp (31 %), Lactobacillus
spp (18 %) y en mucha menor cuantia Stahpylococcus
spp (12 %) y Xanthomonas spp (5 %), lo cual denota
la variabilidad de la microbiota inicial del producto. Estos
resultados corroboran lo informado por algunos investi-
gadores, quienes encontraron, ademas, especies como
Bronchotrix thermofacta, microorganismo relaciona-
do con el deterioro de productos envasados (23).

En el caso de los micrococos, las especies aisladas al
inicio de lamaduracion del chorizo fueron Micrococcus
luteus y M. varians. Estos grupos microbianos juegan
un rol muy importante durante la maduracion de los
embutidos, sobre todo M. varians que se le ha asocia-
do actividad reductora sobre los nitritos. Los géneros
Micrococcus spp y Stahpylococcus spp como pre-
sentes en multiples ambientes naturales ya que tiene
gran versatilidad nutricional. Estos géneros pertenecen
a la familia Microccocaceae y pudieran estar presen-
tes debido a la manipulacion que sufre el producto (24).
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Tabla 3. Identificacion hasta género de las bacterias aisladas del producto
al inicio de la fermentacién

GRAM OXlI CATA O/IF GLU O, Grupo % Aparicion
Coco-Bacilos - Pos. Pos. O Pos. Aer. Pseudomonas spp. 34
Cocos + (rac) Pos. Pos. O Neg. Aer. Micrococcus spp. 31

Bacilos + Neg. Neg. F Pos. Fac. Lactobacillus spp. 18

Cocos + Neg. Pos. F Pos. Fac. Staphylococcus spp. 12

Bacilos - Neg. Pos. Neg. Neg. Aer. Xanthomonas spp. 5

Leyenda: Neg: negativo F: Fermenta la glucosa Fac: anaerobio facultativo

Pos: positivo

El género Lactobacillus spp. esta formado por bacilos
largos y delgados que fermentan los azlcares dando
como producto principal acido lactico. Son microaerdfilos
y catalasa negativos. La especies identificadas al inicio
de la fermentacidn del chorizo fueron L. plantarumy L.
viridescens. Estas especies se han aislado de produc-
tos como los frankfurthers y se asocian con las fermen-
taciones asistidas de productos carnicos (25).

Al género Xanthomonas spp., pertenecen microorganismos
que hasta hace poco tiempo pertenecian al género
Pseudomonas por su notable parecido morfologico y fisiol6-
gico. Se caracterizan por ser aerobios estrictos y se les ha
encontrado en carnes deterioradas (25).

O: Oxida la glucosa

Aer: aerobio

La Tabla 4 muestra que al final de la fermentacion, se
produjo un incremento de los géneros Lactobacillus spp.,
Micrococcus spp. y Staphylococcus spp. Luego de la
maduracion del producto las cepas de Lactobacillus
spp. aportaron 43 % de los microorganismos aislados,
mientras que Micrococcus spp. y Staphylococcus spp.
contribuyen con 38y 16 %, respectivamente. Se encon-
tro presencia, ademas de un grupo microbiano que no
estaba al inicio Leuconostoc spp. que pertenecen al
grupo de las bacterias &cidolacticas pero producen &ci-
do léctico por una via heterofermentativa.

Tabla 4. Identificacion hasta género de las bacterias aisladas
del producto al final de la fermentacién

GRAM OXI CATA O/F GLU O, Grupo % Aparicion
Bacilos y cocobacilos + Neg. Neg. F Pos. Fac. Lactobacillus spp. 43
Cocos + (rac) Pos.  Pos. O Neg. Aer. Micrococcus spp. 38
Cocos + Neg. Pos. F Pos. Fac. Staphylococcus spp. 16
Diplococos + Neg. Neg. F  Pos. Fac. Leuconostoc spp. 3

Leyenda: Neg: negativo F: Fermenta la glucosa Fac: anaerobio facultativo
Pos: positivo, O: Oxida la glucosa, Aer: aerobio

Las especies aisladas luego de la fermentacion son
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus viridescens
y Lactobacillus curvatus. Esta ultima especie no se
aislé al inicio del estudio pero se ha reportado su pre-
sencia durante la fermentacién de embutidos croatas y
hangaros (5), que son muy parecidos al elaborado en
este estudio.

Es importante destacar el rol que juegan determinadas
especies del género Micrococcus spp. que se suelen
emplear en la Industria de la Carne como cultivos ini-
ciadores. Estos microorganismos aparecen como parte
de la microflora de diversos embutidos y carnes cura-
das, por lo que desarrollan el sabor de embutidos y ja-
mones crudos fermentados, son microorganismos
lipoliticos y ejercen una importante funcion reduciendo
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el nitrato a nitrito en estos productos. Las especies aisla-
das al final de la fermentacion del chorizo fue
Micrococcus varians y M. roseus. Estas especies se
han identificado, también, en embutidos serbios y debido
a la prohibicion de la mayoria de colorantes de origen
artificial ha provocado que los microorganismos de la
familia Micrococcaceae hayan ganado adeptos (26).

Los estafilococos se han convertido en el género méas
comunmente usado como "starter" en productos
carnicos debido a su capacidad de crecer y metabolizar
distintos compuestos en condiciones de anaerobiosis
(27). Las especies aisladas fueron Staphylococcus
carnosus y Staphylococcus xylosus, estas dos espe-
cies se han utilizado como cultivo iniciador en los em-
butidos (27, 28).

Cuando se adiciona S. xylosus como cultivo iniciador,
su nmero se ve reducido durante la fermentacion cuan-
do esta se realiza a elevadas temperaturas, especial-
mente si la concentracion de sal es baja y la concen-
tracion de glucosa alta (32). Ademas, la adicion de otros
cultivos iniciadores como Pediococcus pentosaceus
puede inhibir a S. xylosus especialmente al comienzo
de la fermentacion y durante los periodos de secado,
debido a los bajos niveles de sal en estos periodos. Los
nitritos también parecen tener un efecto inhibidor so-
bre este microorganismo a elevados niveles.

La especie del género Leuconostoc spp. identificada
fue Leuconostoc pentosus, quien se caracteriz por
fermentar la glucosa en condiciones de anaerobiosis
asi como los carbohidratos estudiados. Este microor-
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