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RESUMEN

EFECTO DEL ULTRASONIDO DE ALTA INTENSIDAD SOBRE LAS
PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y MICROBIOLOGICAS DE CARNE DE

BOVINO
POR:
M.C. CRISTINA VALENZUELA GONZALEZ
Doctorado in Philosophia
Area mayor: Ciencia de la Carne
Secretaria de Investigacion y Posgrado
Facultad de Zootecnia y Ecologia
Universidad Autbnoma de Chihuahua

Presidente: Ph. D. Alma Delia Alarcon Rojo

Con el objetivo de evaluar el efecto del ultrasonido de alta intensidad

sobre las propiedades fisicoquimicas, microbiolégicas y oxidacién de lipidos de

carne de bovino se disefié un experimento con dos tratamientos: un control sin

aplicacion de ultrasonido y uno con una aplicacion de ultrasonido de 40 kHz de

frecuencia y 11 W/cm? de intensidad por un tiempo de 60 min. Las variables

medidas fueron color, pH, capacidad de retencion de agua, pérdida por goteo,

esfuerzo de corte, crecimiento de bacterias coliformes Stafilococcus aureus,

mesofilos, psicrofilos, y hongos y levaduras. Ademas se evalug el efecto del
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ultrasonido sobre la oxidacion de los lipidos de la carne. Todas la evaluaciones
se realizaron antes del tratamiento, inmediatamente después de éste y a los 3,
6 y 9 dias de almacenamiento a 4°C. La carne tratada con ultrasonido fue mas
luminosa, y con menor intensidad de color rojo durante el almacenamiento
(p<0.05). Ademas se observo que el ultrasonido produjo carne con menor pH
que el control y con una mayor capacidad de retencibn de agua mayor
comparada con la carne control (p<0.05), aunque estas dos Ultimas presentaron
valores igual al control durante el almacenamiento. La carne tratada mostro
menores pérdidas por goteo que el control (p<0.05) pero éstas presentaron una
tendencia a aumentar al dia 9 de almacenamiento. El ultrasonido no tuvo efecto
en el esfuerzo de corte de la carne (p=0.0867), aunque éste disminuyo en el
almacenamiento (p<0.05). Los conteos de coliformes totales, Stafilococcus
aureus, bacterias mesofilas y bacterias psicréfilas disminuyeron con la
aplicacion del ultrasonido (p<0.05). Los hongos y levaduras se incrementaron
en la carne ultrasonicada, particularmente después del dia 6 de
almacenamiento (p<0.05). La oxidacion de los lipidos de la carne no presenté
efecto del ultrasonido (p=0.1782) pero ésta disminuyo6 en el almacenamiento. El
ultrasonido puede ser una alternativa para la conservacion de carne ya que
ayuda a reducir el nimero de microorganismos presentes y con ello evitar el
deterioro de la carne sin efectos negativos en la calidad fisicoquimica; por lo
tanto, el ultrasonido es una tecnologia emergente que puede aportar beneficios

en el procesamiento y la conservacion de la carne.



EFECT OF HIGH INTENSITY ULTRASOUND ON PHYSICOCHEMICAL AND

MICROBIOLOGICAL PROPERTIES OF BOVINE MEAT

By:
M.C. CRISTINA VALENZUELA GONZALEZ

ABSTRACT

In order to evaluate the effect of high intensity ultrasound on the
physicochemical, microbiological and lipid oxidation of beef, an experiment was
designed with two treatments: one control without ultrasound application and
one with an application of ultrasound with a frequency of 40 kHz and an intensity
of 11 W/cm? for a time of 60 min. The variables measured were color, pH, water
holding capacity, drip loss, shear force, growth of total coliforms, Stafilococcus
aureus, mesophiles, psychrophils, and fungi and yeasts. The oxidation of the
lipids of the meat was also evaluated. All measurements were performed prior to
treatment, immediately after treatment and at 3, 6 and 9 days of storage at 4 °C.
The meat treated with ultrasound was more luminous, and with less intensity of
red color during the storage. It was also observed that ultrasound produced
meat with lower pH and with a higher water holding capacity compared to the
control meat, although the latter two presented values equal to the control during
the storage. Treated meat showed lower drip losses than control but these
losses showed a tendency to increase at day 9 of storage. Ultrasound had no

effect on the beef shear force (P = 0.0867), although this decreased in storage.



The counts of total coliforms, Stafilococcus aureus, mesophilic bacteria and
psychrophilic bacteria decreased with the application of ultrasound. Fungi and
yeasts were increased in ultrasonicated meat, particularly after day 6 of storage.
Oxidation of meat lipids of had no ultrasound effect (P = 0.1782) but decreased
in storage. Ultrasound can be an alternative for meat preservation as it helps to
reduce the number of microorganisms present, and thus, avoid the deterioration
of the meat without negative effects on the physicochemical quality. Therefore,
ultrasound is an emerging technology that can bring benefits in the processing

and preservation of meat.
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INTRODUCCION

El procesamiento de los alimentos estd en constante evolucion en
respuesta a los diferentes desafios de la actualidad. Los cambios en los gustos
de los consumidores y la necesidad de producir alimentos seguros y de calidad
son los responsables de la evolucion en los procesos alimentarios ya
establecidos. El ultrasonido es un ejemplo de las tecnologias intermedias y su
aplicacion podria llevar a una mejora ya que puede ser aplicado para controlar
caracteristicas de los productos o mejorando los procesos de la conservacion y
transformacién de los alimentos, al afectar la transferencia de masa, el
rendimiento o la calidad del producto (Gallego-Juarez et al., 2010; Carcel et al.,

2011).

Asi mismo, durante los ultimos afios se han presentado cambios en la
conservacion de los alimentos, particularmente en los procesos tradicionales
como las tecnologias térmicas, las cuales paulatinamente estan siendo
sustituidas por tecnologias no-térmicas, como; alta presion, pulsos eléctricos,
micro filtracion y ultrasonido de potencia. Aunque el calor sigue siendo la
técnica mas utilizada para la inactivacion de microorganismos en los alimentos,
existe un interés creciente en el desarrollo de tecnologias alternativas. Esto en
respuesta a que los consumidores buscan productos sin alteraciones en el
sabor y contenido nutricional, mismo que si cambia con el procesamiento con
calor. Por lo tanto, la industria alimentaria se ha visto en la necesidad de
desarrollar tecnologias alternativas de transformacion para producir alimentos

con un minimo de pérdidas de nutrientes, disminucibn de cambios



fisicoquimicos y organolépticos que son inducidos por las tecnologias
tradicionales, asi como el mantenimiento de los perfiles microbiolégicos

(Gallego-Juarez et al., 2010; Piyasena et al., 2003).

Sin embargo, los resultados reportados son muy variables y antes de
recomendar la aplicacion de la tecnologia del ultrasonido a nivel industrial es
necesario dilucidar con claridad los efectos que esta tecnologia puede

ocasionar en la calidad de la carne.

Por lo anterior, el objetivo de la presente investigacion es estudiar el
efecto del ultrasonido en las caracteristicas fisicoquimicas, microbiologicas y de

calidad de la carne.



REVISION DE LITERATURA

Ultrasonido y su Aplicacién en la Industria de los Alimentos

Una de las tecnologias verdes emergentes y de procesamiento minimo
con gran potencial en la industria de alimentos, especificamente en la industria
carnica, es la de los ultrasonidos de potencia (Ohlsson y Bengtsson 2002;

Mason et al., 2005; Gallego-Juarez et al., 2010).

El ultrasonido es una forma de energia de las vibraciones mecéanicas en
un solido o liquido a una frecuencia superior a la frecuencia audible por el
humano (16-18 kHz). La frecuencia mas baja de ultrasonido es de 20 kHz y el
limite superior se considera en 5 MHz para gases y 500 MHz para liquidos y
sélidos. El uso del ultrasonido se clasifica en dos grupos, el ultrasonido de baja
potencia, que involucra el uso de frecuencias altas 2-10 MHz, y baja potencia
(por debajo de 10 W). El ultrasonido de baja potencia no es destructivo y es
ampliamente usado como una herramienta de diagndstico en medicina y en
analisis quimicos. Las técnicas de ultrasonido, son cada vez mas populares en
la industria de procesamiento de alimentos para monitorear un proceso o un
producto (Piyasena et al., 2003; Jayasooriya et al., 2004). Una variedad de
caracteristicas del producto, como lo son composicién, estructura, textura, nivel
de liquido, espesor y velocidad de caudal son monitoreados usando ultrasonido

(Jayasooriya et al., 2004).

El otro grupo de ultrasonido de potencia, es el que usa altos niveles de

potencia (cientos de W a 10 kW) y baja frecuencia (20 y 100 kHz) y produce



efectos fisicos, quimicos y mecénicos en los materiales, alterando sus
propiedades (por ejemplo la integridad fisica y acelerando la velocidad de
algunas reacciones quimicas), a través de la generacion de una inmensa
presion, corte y un gradiente de temperatura en el medio a través del cual se

propagan las ondas soénicas (Jayasooriya et al., 2004).

El ultrasonido de interés en la conservacion de alimentos es el que se
muestra en la Figura 1 que es el ultrasonido de alta intensidad, con su
aplicacién se involucran cambios fisicos y quimicos (Chemat et al., 2008.;

Mason, 1998).

El ultrasonido se divide basicamente en:

e Ultrasonido de diagndstico o de alta frecuencia (2-10 MHz)

¢ Ultrasonido de potencia o de baja frecuencia (20-100 kHz).

El ultrasonido de diagndstico o de alta frecuencia se efectia cuando un
pulso de sonido es liberado a través de un medio de deteccion de un eco de
este sonido y regresa después de reflejarse en la superficie de un objeto sélido,
el limite de una fase o de otra interfaz. El ultrasonido de diagndstico puede ser
utilizado para proveer informacién sobre las propiedades fisicoquimicas, como
la estructura, composicién, estado fisico y velocidad de flujo (Mason, 1998;

Gallego-Juarez et al., 2007).

El ultrasonido de potencia o de baja frecuencia provoca el fenbmeno de

cavitacion, por lo que se estudia en la industria de alimentos ya que por dicho
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Alcance del oido humano 16Hz - 18kHz
Ultrasonido de poder ﬂ!ﬂmm 20kHz - 100kHz
Intervalo amplio de poder mm 20kHz - 2MHz
Ultrasonido de diagndstico SMHz - 10MHz

Figura 1. Intervalos de frecuencia de sonido (Chemat et al., 2008).



fendbmeno se pueden alterar las propiedades tanto fisicas como quimicas de los
alimentos. Por ejemplo el ultrasonido de baja potencia ayuda a la cristalizacion
de grasas y azucares, inhibe enzimas, altera de reacciones quimicas,
oxidaciones, congelacion y ablandamiento de carne entre otros. Otro efecto
importante es que causa dafio en la pared celular con lo que inhiben y se
destruyen microorganismos, pudiendo generar una nueva tecnologia de

conservacion de alimentos (Jayasooriya et al., 2004, Alarcon-Rojo et al., 2015).

Debido a que las aplicaciones del ultrasonido de alta intensidad provocan
cambios en las propiedades fisicas y quimicas de la carne y productos carnicos,
ha sido de gran interés para los investigadores, porque es una técnica fisica
que proporciona una alternativa a los medios de transformacion quimicos o

térmicos (Jayasooriya et al., 2004).

Cavitacion

La cavitacidn es el crecimiento y colapso de burbujas de gas en el medio
liquido (Figura 2). La implosién de dichas burbujas puede generar presiones y
temperaturas elevadas en puntos muy localizados del medio que a su vez
pueden producir una serie de efectos en el material como es modificar la
absorcion de agua y sales en las células y producir un incremento en la
porosidad de las membranas, la ruptura y lisis celular, asi como la generacion
de microcanales y la aceleracion de ciertas reacciones quimicas. Ademas, los
ultrasonidos pueden generar microcorrientes en las interfaces solido-liquido

disminuyendo la resistencia externa a la transferencia de masa y facilitando el



transporte de materia. Por lo tanto, los ultrasonidos pueden afectar tanto a la
estructura interna de los materiales como a la relacion de los mismos con su

entorno (Chemat et al., 2008).

Los factores que afectan la cavitacion son: las propiedades fisicas del
solvente, la temperatura, frecuencia de radiacidn, presencia de gases disueltos,
limpieza del sistema de reaccion, frecuencia del ultrasonido, presion
hidrostatica, tension superficial y potencia de radiacion (Jayasooriya et al.,

2004).

Aplicaciones del ultrasonido

Existen diversas aplicaciones del ultrasonido en general, pero en el
procesamiento de alimentos se encuentran las siguientes (Mason, 1998;

Gallego-Juérez et al., 2007; Chemat et al., 2011):

e Procesos de oxidacion; en el desarrollo de aromas y sabores, asi como
en la produccion de vinos.

e Reacciones enzimaticas; en la prevencion del oscurecimiento prematuro
de algunos vegetales, en la inhibicion de enzimas evitando el desarrollo
de malos olores y sabores.

e Estimulacion celular; acelera la produccién de yogurt y en la industria
agricola se han tenido resultados exitosos en la germinacion de semillas.

e Esterilizacién; es una de las aplicaciones mas comunes Yy utilizadas por
su poder para descontaminar tanto superficies de materiales como

alimentos.



Abertura de Flujode agua e Ruptura de la membrana

US  hinchamiento lisis celular

Figura 2. Diagrama del proceso de cavitacion intracelular (Chemat et al.,

2008).



e Emulsificacion ultrasénica; el colapso de burbujas formadas por la
cavitacion cerca de la linea de divisién entre las dos fases, hace que
estas se una formando emulsiones muy estables. Es utilizado en la
industria farmacéutica, textil y cosmética.

e Extraccion; en la extraccion de azucar, proteinas (soya), sélidos de hojas
para formar tés y componentes medicinales entre otros,

e Productos carnicos; en la formacidon de la emulsion para preparar
jamones, por la ruptura de las miofibrillas de la carne.

e Cristalizacion; controla el tamafio de los cristales cuando los alimentos
son congelados, especialmente en vegetales, ya que al aumentar el
tamafo del cristal se incrementa el dafio estructural y es uno de los
factores de calidad mas importantes en el manejo de alimentos.

e Desgasificar; retira aire o gas de liquidos viscosos como el chocolate.

e Filtracion; facilita la separacion de particulas suspendidas en liquidos.

e Secado acustico; incrementa la transferencia de calor entre el sélido y el

liquido, evita la oxidacién y degradacion del material.

Propiedades Fisicoquimicas de la Carne

Color

El color es uno de los parametro mas importantes en la calidad de la carne y
juega un rol esencial en la aceptacion ya que ésta es la primera caracteristica
apreciada sensorialmente por los consumidores. El color de la carne se expresa

por la percepcion de la luz de una cierta longitud de onda reflejada por un



objeto. El color es un factor importante para la calidad de la carne, ya que un
color rojo atractivo en la carne se valorara positivamente y un color oscuro a
marron se rechazara por el consumidor. En carnes rojas, el color rojo brillante
esta relacionado con la frescura y de esta caracteristica depende el rechazo o
la aceptacion por parte de los consumidores (O’ Sullivan et al., 2003; Pardo et
al., 2006). El color de la carne es resultado de la cantidad de mioglobina y su
estado quimico en el musculo, la desoximioglobina y la mioglobina son
responsables del color parpura en carne fresca. Cuando la carne esta expuesta
por varios minutos al aire la desoximioglobina se oxigena para transformarse a
oximioglobina, y ésta provocara el color rojo cereza en la carne. Cuando la
carne esta expuesta varias horas o dias al aire, la carne tomara un color pardo
o café debido a la oxidaciébn de la oximioglobina que dard paso a la
metamioglobina responsable de estos colores en la carne. Existen otros
pigmentos en la carne, algunos provienen de fuentes externas, a veces en

cantidades insignificantes, que indican comunmente deterioro.

pH

El pH es uno de los parametros mas importantes de calidad de la carne ya
gue éste afecta la estabilidad de las proteinas. De su valor final, dependen los
atributos de calidad del producto; dentro de las mas importantes se encuentran
la capacidad de retencién de agua, la pérdida por goteo y el color (Huff-
Lonergan y Lonergan, 2005). También el pH es responsable de la calidad de los
productos, ya que un incremento en el pH provoca un aumento en la capacidad

de retencion de agua de la carne, debido a los cambios en las cargas eléctricas

10



de las proteinas musculares, ya que el pH se localiza por arriba del punto

isoeléctrico.

Capacidad de retencion de agua (CRA)

Se define como la habilidad que poseen las proteinas de la carne o musculo
para retener y/o movilizar firmemente agua propia de la carne o afadida
durante la aplicacién de una fuerza conocida (Melody et al., 2004; Pardo et al.,
2006). Algunas caracteristicas de la carne que estan ligadas a la CRA son
color, textura, firmeza, jugosidad y blandura. La CRA de la carne se ve afectada
por factores como: instauracion de rigor mortis, pérdida de ATP y cambios en la
estructura miofibrilla asociados en parte a la actividad proteolitica. Muchas otras
caracteristicas se encuentran estrechamente relacionadas o dependen de la

CRA como es la pérdida por goteo.

Aproximadamente tres cuartas partes de la carne es agua y en el musculo
del animal en vivo cerca del 10% esta ligada a proteinas musculares, mientras
gue otras 5 a 10% estan localizadas en el espacio extracelular lo cual se ve
representado en los pequefios canales entre las porciones de las células
adyacentes. Sin embargo, la mayoria del agua se mantienen en los espacios
del filamento delgado y grueso de las miofibrillas. En cualquier musculo la CRA
es minima a pH bajos y por efecto de la maduracion esta tiende a aumentar
debido a la degradacion de las proteinas y cambios en las cargas eléctricas por
reorganizacion intramolecular (Lawrie y Ledward, 2006). Si la CRA es baja las

pérdidas por humedad o mermas de peso durante el almacenamiento son
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mayores por evaporacion superficial y exudacion de la superficie de los cortes
debido a que la CRA se relaciona con muchas caracteristicas fisicoquimicas de
sus componentes proteicos y miofibrilares. Su determinacion es el principal

indicador de la aptitud de la carne para elaboracion de determinado producto.

Pérdida por goteo

Este parametro es un problema de tipo econémico, primeramente por la
pérdida de peso al momento del corte, lo que provoca una acumulacion de
liquido alrededor del mismo y, por consecuencia, un rechazo por parte del
consumidor (Melody et al., 2004; Janz et al., 2007). Se ha sefialado que la
pérdida por goteo es la solucion roja acuosa de proteinas que emerge por
encima de la superficie del corte muscular en un periodo de tiempo, sin
embargo se ha sefialado que la pérdida de agua por goteo solamente mide el
exudado de agua extracelular de la carne (Morén-Fuenmayor y Zamorano
Garcia, 2004; Ocampo et al., 2009). La pérdida por goteo se realiza para
determinar las mejores condiciones de refrigeracién, congelacién, envasado y
almacenado de la carne, por lo tanto, con los resultados de la medicion de este

parametro también se puede determinar la CRA.

Dureza

La terneza o blandura es considerada como uno de los atributos mas
importantes de calidad de la carne cocida. La inconsistenciaen esta
caracteristica de la carne hasido considerado como unode los principales

problemas que enfrenta laindustria (Koohmaraie, 1987). Algunos métodos y
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procedimientos para reducir el tiempo de terneza de la carne, incluyen
estimulaciones eléctricas, presurizacion, infusion con calcio, tratamiento
enzimatico y marinado. La terneza es influenciada por la composicion, la
organizacion estructural y la integridad del muasculo esquelético. Los dos
componentes estructurales que determinan la fuerza intrinseca del musculo son
las proteinas miofibrilares y los tejidos conectivos (Lyng et al., 1998a). La
blandura miofibrilar puede ser controlada mediante la manipulacion de las
condiciones antes y después del sacrificio mediante el uso de métodos fisicos,
como la estimulacién eléctrica y suavizado elastico mediante la suspension de
la pelvis de la canal antes del rigor. La terneza de la carne después del rigor
también puede ser mejorada por métodos mecanicos, como ablandamiento por
navajas, la tecnologia de molienda de alta presién (1000-8000 bares) y el
proceso con hidrodine, que utiliza una pequefia cantidad de explosivos para
generar shock hidrodinamico y ondas para ablandar la carne. También se estan
utilizando métodos quimicos para la terneza de la carne como la inyeccion de
una salmuera que contiene cloruro sédico, cloruro calcico, polifosfatos y acidos
y métodos bioquimicos tales como la actividad de factores exdgenos (por
ejemplo, la bromelina, la fisina y la papaina) o de enzimas enddgenas durante
el envejecimiento (afiejamiento) (Lyng et al., 1998b; Jayasooriya et al., 2004).
Todos estos métodos son invasivos, ejercen deformacion y afectan la
apariencia de la carne. Ademas algunos, como la inyeccion presenta la
posibilidad de contaminar la carne con agujas infectadas. Por lo tanto, el
ultrasonido se podria contemplar como una tecnologia potencial para ablandar

la carne evitando algunas de esas desventajas.
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Efecto del Ultrasonido en las Caracteristicas Fisicoquimicas

En el pH de la carne no se han observado cambios drasticos por efecto del
ultrasonido como lo demuestran varios autores (Dolatowski et al., 2007;
Dolatowski et al., 2000, Jayasooriya et al., 2007; Stadnik y Dolatowski 2011).
Sin embargo otros autores han observado incrementos ligeros en el pH inicial
de la carne (Stadnik et al., 2008). Por ejemplo, Got et al. (1999) al aplicar el
tratamiento ultrasénico (2.6MHz, 10W/cm?) a mdsculo semimembranoso previo
al rigor mortis observé un ligero incremento en el pH sin alteraciones
significativas en el pH final. Similarmente, Jayasooriya et al. (2007) sonicaron
(24 kHz, 12 Wcm™) musculos bovinos (Longissimus lumborum et thoracis y
Semitendinosus) por un maximo de 4 min y posteriormente los almacenaron por
8 dias, los resultados mostraron un incremento en la blandura y en el pH sin
interaccion  significativa entre ultrasonido y tiempo de maduracion.
Este aumento fue atribuido a la liberacion de iones de la estructura celular en el
citoplasma o debido a un cambio en la estructura de la proteina, lo que podria
conducir ala modificacion en la posicion de algunos grupos idnicos que

pudieran producir amortiguamiento del pH muscular.

Los resultados en color de la carne son variables. Algunos autores sugieren
que los parametros CIE L*a*b* no son afectados por el tratamiento con
ultrasonido (Stadnik y Dolatowski 2011; Sikes et al., 2014), ya que consideran
que el calor generado no es suficiente para la desnaturalizacion y para la
oxidacion de los pigmentos de color (Jayasooriya et al., 2007), sin embargo,

otros autores han reportado incremento cambios en el color (Pohlman et al.,
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1997) de carne sometida a ultrasonido (22W / cm2) observando un cambio a
un color mas claro (inferior L *), menos rojo (inferior a *), mas amarillo (b *
superior), mas naranja (mas grande angulo de tono) y menos brillante con
respecto a el control. Ademas, Stadnik y Dolatowski (2011) observaron que el
ultrasonido acelera el cambio total de color, limita la formacion de oximioglobina

y ralentiza la formacién de metamioglobina.

La capacidad de retencion de agua es una caracteristica de calidad de la
carne y tiene influencia en el rubro econémico; por lo tanto, el andlisis de este
parametro en el la carne tratada con el ultrasonido es importante (Gambuteanu
et al., 2013). Los resultados observados a la fecha son muy variables, algunos
autores mencionan que el ultrasonido aumenta las tasas de exudado carne y de
pérdida de agua (Chang et al., 2015) mientras que otros mencionan que no hay
efecto sobre la capacidad de retencion de agua (Smith, 2011) y en la pérdida
por goteo (Jayasooriya et al., 2007) en carne de bovino (24 kHz, 12 W cm-2).
En contraste, otros autores indican que la carne ultrasonicada tiene mayor
capacidad de retencion de agua (Dolatowski et al., 2007; Pohlman et al., 1997,
et al.,, 2008), dando valores similares a una carne en etapa avanzada
postmortem. La explicacio podria deberse a la influencia del ultrasonido en los
cambios estructurales de las proteinas miofibrilares; lo anterior es confirmado
por los fotogramas de la microestructura (Stadnik et al. 2008). La variabilidad de
los resultados podria deberse a la forma de aplicar el ultrasonido, ya que hay
diferencias en tiempos e intensidades usados entre los autores consultados lo

cual dificulta su comparacion.
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Se ha propuesto que la cavitacion acustica induce la ruptura mecéanica de la
estructura de proteinas miofibrilares (Stadnik et al., 2008), la fragmentacion de
las macromoléculas de colageno y la migracion de proteinas, minerales y otros
compuestos con la consecuente aceleracion de la protedlisis o
desnaturalizacion de las proteinas (Sir6 et al., 2009). Los cambios estructurales
gue se ven afectados con el ultrasonido de potencia son diversos, esta revision
esta enfocada en los cambios esperados en la estructura del tejido muscular. El
ultrasonido de alta intensidad es capaz de ocasionar degradacion celular y de
algunos componentes subcelulares, debido a que la oscilacion periddica de la
presidon acustica causa reblandecimiento de las membranas celulares. Se han
encontrado resultados de la interrupcion de tejidos en la migracidén de proteinas,
minerales y otros componentes y, por lo tanto, la aceleracion de la actividad
enzimatica y la degradacion de macromoléculas de coldgeno (Jayasooriya et
al., 2004). Ademéas de ablandar la carne, el ultrasonido de alta intensidad
puede mejorar las propiedades sensoriales de la carne (Pohlman et al., 1997).
La terneza es un factor importante que los consumidores asocian con calidad
en la carne (Stadnik y Dolatowsky, 2011), debido a este factor se han hecho
innumerables estudios para mejorar este aspecto en la carne, particularmente
en la aplicacién del ultrasonido se han manejado diversos tiempos de sonicado,
frecuencias e intensidades, encontrando resultados muy variables (Lyng et al.,
1997). Los resultados de diferentes estudios no pueden ser comparables debido
a diferencias en el tipo de musculos que se usan, la edad de los animales, el
equipo de ultrasonidos y la eficiencia, las intensidades, frecuencias, y la

duracion de los tratamientos de ultrasonido. El efecto mecanico de la cavitacion
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ultrasénica puede ser responsable de la reduccién en el peso molecular del
colageno aunque el tropocolageno mantiene su estructura helicoidal original. Se
ha indicado que el uso del ultrasonido de potencia reduce el nivel de tejido
conectivo intramuscular con lo cual se mejora la textura (Jayasooriya et al.,
2004). En un experimento con musculo aislado de fibras de cordero se
observaron dafios leves en las membranas plasmaticas de las fibras

musculares con una posible activacion de la protedlisis después de 2 dias.

También es posible que como resultado de la aplicacién de ultrasonido se
modifique la cantidad de ATP disponible en el musculo en la etapa pre rigor
(Sikes et al., 2014), se acelere el inicio del rigor mortis (Dolatowski y Twarda
2004; Stadnik y Dolatowski, 2011) e incremente la tasa de maduracion de la

carne (Chandrapala, 2015).

Microbiologia de la Carne

Las bacterias son los microorganismos mas importantes en el
procesamiento de alimentos. La mayoria son inofensivos, muchos son muy
beneficiosos, algunos indican la probable presencia de contaminacion, el
deterioro y algunos causan enfermedades. Hay miles de especies de bacterias,
pero todas son unicelulares y caen en tres formas basicas: esféricas, bastones
y espirales. Algunas bacterias en forma de bastones son capaces de existir en
dos formas, esporas latentes y células vegetativas activas. Las células
vegetativas forman esporas en condiciones adversas como medio de

supervivencia.
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Las formas de esporas preservan las bacterias de la inanicion, el secado,
la congelacion, los productos quimicos y el calor. Cuando las condiciones se
vuelven favorables, las esporas germinan, con cada espora de nuevo
convirtiéndose en una célula vegetativa con la capacidad de reproducirse. La
mayoria de las bacterias esporulantes que crecen en presencia de aire
pertenecen al género Bacillus, y la mayoria de las que crecen sdlo en ausencia

de aire pertenecen al género Clostridium.

La carne es un alimento susceptible al desarrollo de ciertos
microorganismos patdégenos que lo afectan de manera recurrente y que son un
problema grave durante su obtencion, procesamiento y almacenamiento, por
ejemplo, E. coli, Campylobacter jejuni, Salmonella spp., Stafilococcus aureus y
Listeria monocytogenes. Para evitar el crecimiento de microorganismos en la
carne se emplean diversos métodos, los mas utilizados involucran la aplicaciéon

de calor, deshidratacién y la adicion de conservadores (ICMSF, 2005).

Los tipos comunes de bacterias meséfilas que son patégenos para los
seres humanos incluyen Stafilococcus aureus, salmonella y listeria. A pesar de
gue puede vivir sin dafio en el tracto intestinal de una persona, la salmonela es
una causa frecuente de intoxicacién alimentaria en los seres humanos.
Introducido a través de agua contaminada, alimentos contaminados y a veces,
contacto con animales, como reptiles o aves, la salmonela puede infectar los
intestinos, causando sintomas que van desde fiebre y diarrea leve hasta
deshidratacion severa o envenenamiento de la sangre. Otra bacteria mesofilica

comun es la listeria monocytogenes, que se distribuye con mayor frecuencia a
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través de alimentos contaminados, como carnes crudas 0 QquesosS no

pasteurizados (ICMSF, 2005).

Los animales y los seres humanos pueden transportar listeria, pero
representa la mayor amenaza para aquellos con sistemas inmunologicos
debilitados, como las mujeres embarazadas o los ancianos. En los EUA a
listeria es la tercera causa principal de muertes relacionadas con intoxicacion
alimentaria. Algunas de las cepas de E. coli encontradas en las heces humanas
son en si mismas patégenas, causando infeccion y enfermedad. Estos se

llaman enteropatdgenas como la E. Coli.

Stafilococcus aureus es una bacteria esférica, Gram positiva, que se
puede presentar en los cultivos de manera agrupada en parejas, cadenas
cortas o como racimos de uvas. Los Stafilococcus son bacterias no esporuladas
y sin movilidad pero resistentes a la desecacion, es decir, facilmente
dispersables por las particulas de polvo a través del aire y las superficies

(Forsythe, 2003).

S. aureus, esta normalmente presente en la piel y en las membranas
mucosas de los seres humanos y otros animales. Esta casi siempre presente en
pequeifias cantidades en carnes crudas y en alimentos manipulados
extensivamente por manos humanas. Las cepas de intoxicacion alimentaria
provienen generalmente de fuentes humanas. Pasteurizar o cocinar destruye el

organismo, pero no su toxina (Hennekinne et al., 2012).
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Los alimentos contaminados por organismos estafilococos pueden
causar intoxicacion alimentaria después de que los organismos han sido
destruidos por el calor. Los nimeros bajos (no mas de unos pocos cientos por
gramo) indican el grado de contacto con la piel humana o la mucosa nasal, la
contaminacion cruzada de la carne cruda, o los supervivientes de una poblacién
mas grande. Los numeros altos (100.000 o mas por gramo) indican que se
permitid que las bacterias crecieran en el alimento, creando asi el riesgo serio

potencial de la presencia de la toxina.

Los Stafilococcus pueden producir enfermedades mediante la produccion
de muchas sustancias extracelulares, estas sustancias son enzimas y toxinas
(Balaban and Rasooly, 2000). Los alimentos implicados en la intoxicacién de
este microorganismo son la carne y los derivados carnicos, entre otros. Los
alimentos que requieren de mucha manipulacién en su preparacion y que se
mantienen a altas temperaturas son los implicados en esta intoxicacion.
Mantener los alimentos completamente libres de la contaminacién de
Stafilococcus es a menudo dificil o imposible. Por lo tanto, el procesador debe
almacenar los alimentos a temperaturas que impiden el crecimiento de
Stafilococcus. Es so6lo durante el crecimiento que el Stafilococcus forma la

toxina.

La carne es uno de los alimentos mas perecederos conocidos por el
hombre y es facilmente dafado por las bacterias. Uno de los métodos de
conservacion mas comunmente utilizados es la refrigeracion y la congelacion.

Sin embargo, algunos grupos especiales de bacterias son capaces de crecer a
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4 ° C y son conocidos colectivamente como psicrofilos. Dentro de éstos se
pueden encontrar algunos patdgenos que incluyen Yersinia enterocolitica,
Listeria monocytogenes, cepas no proteoliticas de C. botulinum, algunas cepas
de E. coli enterotoxigénica y Aeromonas hydrophilia. Varios otros organismos
de enfermedades transmitidas por los alimentos y que crecen a temperaturas
de refrigeracion incluyen: Vibrio parahemolyticus; Bacillus cereus; Stafilococcus

aureus y ciertas cepas de Salmonella (ICMSF, 2005).

Al extenderse la refrigeracion, especies de Pseudomonas, Acinetobacter
y Moraxella pueden crecer y dafar la carne fresca (Ercolini et al., 2009). Se
conoce que los organismos gram negativos sobreviven menos que los gram
positivos (Farrell et al., 1978; Sheridan, 1997; Speck y Ray 1997) sin embargo,
estudios recientes han demostrado mayores tasas de supervivencia de
bacterias gram negativas especialmente las especies de Pseudomonas que
consisten en la mayoria de las bacterias responsables de la deterioracion de
carne refrigerada y otros productos alimenticios almacenados (Ercolini et al.,

2009).

Los alimentos refrigerados como las carnes procesadas deben
almacenarse lo mas cerca posible a 0 °C. Sin embargo, en la mayoria de los
casos se mantienen cerca de 4 a 8 °C. Esta fluctuaciéon de la temperatura
reduce la vida atil de los productos, y puede conducir a un problema de

importancia para la salud publica.

21



En la industria de la carne fresca se necesita incorporar tantos
tratamientos como sea posible que ayudara a reducir la poblacion microbiana y
minimizar la reproduccion. Algunos de estos tratamientos incluyen: calor,
acidificacion, conservantes, actividad reducida del agua, y empaquetado de la
atmosfera modificada. A pesar de que la atmésfera modificada se incluye como
una barrera potencial, hay que sefalar que las atmoésferas reducidas de
oxigeno pueden realmente favorecer a los patégenos anaerobios. Para muchos
productos, la atmosfera modificada es realmente una ayuda para mejorar la

calidad del producto en lugar de la seguridad.

Hongos y Levaduras

Las levaduras son ovales y ligeramente mas grandes que las bacterias.
Se reproducen con mayor frecuencia. En el brote cada célula puede producir
varios brotes que se separan para formar nuevas células enteras
completamente formadas. Los mohos pueden prosperar en condiciones
demasiado adversas para bacterias o levaduras. Las levaduras y los mohos
crecen en la mayoria de los alimentos, en el equipo y en las superficies del
edificio donde hay pequefias cantidades de nutrientes y humedad (Davis y
Board, 1998). Dado que las bacterias crecen mas rapido, superan en gran
medida las levaduras y los mohos en la mayoria de los alimentos. Sin embargo,
las bacterias encuentran condiciones de bajo pH, humedad, o temperatura y
alta sal o azucar desfavorable. En tales ambientes predominan las levaduras o
mohos. Por lo tanto, pueden ser un problema en alimentos secos, como carne

seca y pescado salado (Tortorello, 2014).
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Efecto del Ultrasonido sobre los Microorganismos

La eliminacién de microorganismos es un area de preocupacion que va
en aumento para los consumidores. La destruccion microbiana eficaz es de
suma importancia en el procesamiento de los alimentos; un solo informe de
contaminacion microbiana podria poner en duda la reputacion y éxito futuro de
un fabricante en situacion de riesgo. Para minimizar la carga bacteriana de un
producto, el fabricante debe reducir la contaminacion inicial, inactivar los
microorganismos presentes en el alimento y poner en préactica procedimientos
para prevenir o retardar el crecimiento de las poblaciones microbianas que no

han sido inactivadas.

Los métodos convencionales de inactivacion bacteriana involucran
tratamientos térmicos como lo es la pasteurizacidbn. Estos tratamientos
generalmente producen sabores indeseables y la pérdida de nutrientes. Por otro
lado, el tratamiento ultrasénico ha sido utilizado para la inactivacién de
poblaciones de bacterias (Piyasena et al., 2003) donde por efecto de la
cavitacion se producen cambios de presidbn por las ondas ultrasonicas
generadas lo que ocasiona una inactivacibn microbiologica (Piyasena et al.,
2003; Awad et al., 2012). El dafio microbioldgico al aplicar diferentes amplitudes
de onda de ultrasonido depende de factores como el tiempo de contacto con el
microorganismo, el tipo de microorganismo, la cantidad y composicion del
alimento, asi como la temperatura de tratamiento (Mason, 1998). La resistencia
microbiana varia entre microorganismos, es decir, unos son mas susceptibles

gue otros al proceso de ultrasonido.
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Se ha observado que las células que son mas grandes o mas largas son
mas susceptibles al ultrasonido debido a que tienen mayor superficie de
contacto y, por lo tanto, reciben mayor bombardeo por la presion producida por

la cavitacion (Mason, 1998; Lopez-Malo et al., 2005).

Las bacterias Gram positivas son menos sensibles al ultrasonido que las
bacterias Gram negativas, asimismo, se ha observado que los
microorganismos que tienen forma de bacilos tienden a ser mas susceptibles
que los cocos (Torley y Bhandari, 2007). Las bacterias Gram-positivas son mas
sensibles al ultrasonido posiblemente debido a que la pared celular es mas
gruesa y contiene una capa adherente de peptidoglicanos (Mason, 1998; Luo et
al.,, 2012; Mukhopadhyay y Ramaswamy, 2011). Por lo general, los
microorganismos que producen esporas son los que presentan mayor

resistencia al calor y al ultrasonido (Mason, 1998, L6pez-Malo et al., 2005).

Existe una cantidad considerable de datos sobre el impacto del
ultrasonido en la inactivacién de los microorganismos. Se realiz6 un estudio en
donde se observaron efectos microbioldgicos mientras las bacterias estan
suspendidas en un medio de cultivo. Se inoculdé Salmonella en la piel de pollos
de engorda y ésta se redujo con el tratamiento de ultrasonido en peptona a 20
kHz durante 30 min (Dolatowski et al., 2007). Se ha reportado que es posible
reducir el tratamiento térmico tradicional en un 50% mediante el uso de
ultrasonido de potencia. Sin embargo, un nuevo concepto de tratamiento
antimicrobial podria ser el efecto combinado de presion y ultrasonido

(manosonicacion) ultrasonido y calor (termosonication) o la combinacién
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ultrasonido, calor y presién (manotermosonicacion) (Pagan et al., 1999) siendo
éstos probablemente los mejores métodos para inactivar microbios ya que son
mas eficientes en energia y eficaces para inhibir los microorganismos. La
efectividad del ultrasonido requiere de exposicion prolongada a altas
temperaturas lo cual puede ocasionar deterioro de las propiedades funcionales,
las caracteristicas sensoriales y el valor nutritivo de los alimentos (Piyasena et
al., 2003). En combinacion con el calor, el ultrasonido puede acelerar la
velocidad de esterilizacion de los alimentos por lo tanto disminuir la duracion e

intensidad del tratamiento térmico y los dafios resultantes.

En una investigacion, la inactivacion de Salmonella typhimurium,
Salmonella derby, Salmonella infantis, Yersinia enterocolitica, y una no
patdgena de Escherichia coli se estudiaron en muestras inoculadas que fueron
tratadas durante 0,5 a 2,0 s. Los recuentos de bacterias viables totales se
redujeron 1,1 log UFC cm™ después del tratamiento durante 1 seg y en un 3,3
log UFC cm™ después del tratamiento por 4 seg. La reduccién en la piel fue
significativamente mayor que la reduccion en la carne. Con una excepcion, no
se observaron diferencias significativas en la reduccién entre los tipos de
bacterias. Sin embargo, llama la atencién el trabajo de Smith et al. (1991) donde
no se reporté efecto en Salmonella o E. coli en carne de pollo marinada con
ayuda del ultrasonido, posiblemente el ultrasonido por si solo no es totalmente
efectivo en la inhibicion bacterial. Kordowska-Wiater y Stasiak (2011)
investigaron la eliminacién de bacterias Gram negativas (Salmonella anatum,

Escherichia coli, Proteus sp., y Pseudomonas fluorescens) de la superficie de la
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piel de pollo después de tratamiento con ultrasonido (40 kHz y 2,5 Wem™ por 3
0 6 min) en agua y en acido lactico acuoso al 1%. La sonicacion en agua sola o
en acido lactico durante 3 min resultd en una reduccion del numero de
microorganismos en la superficie de la piel de 1,0 UFCcm™. El tratamiento con
ultrasonido en combinacién con un acido lactico puede ser un método adecuado
para la descontaminacion de la piel de la canal de aves de corral. Herceg et al.
(2013) estudiaron el efecto del ultrasonido de alta intensidad sobre la
inactivacion de suspensiones que contenian Escherichia coli, Stafilococcus
aureus, Salmonella sp., Listeria monocytogenes y Bacillus cereus tratados con
una sonda de ultrasonido de 12,7 mm a 20 kHz y amplitudes de 60, 90 y 120
mm por 3, 6 y 9 min a 20, 40 y 60 °C. Los tres parametros estudiados afectaron
la inactivacion de las bacterias en cultivos puros. Los resultados indicaron un
aumento en la inactivacion de los microorganismos a periodos mas largos de
tratamiento sobre todo en combinacién con alta temperatura y amplitud. Otros
reportes demuestran que el tratamiento de vapor y ultrasonido aplicado a
canales de pollo en la linea de proceso reduce significativamente la cuenta del
namero de Campylobacter en aves contaminadas. El conteo total viable fue
reducido en aproximadamente tres logaritmos al aplicar vapor y el ultrasonido

inmediatamente después del sacrificio (Hanieh et al., 2014).

26



MATERIALES Y METODOS
Descripcion del Area de Estudio

El presente estudio se llevd a cabo en los laboratorios de Nutricion
animal, Bioquimica y Microbiologia de la Facultad de Zootecnia y Ecologia de la
Universidad Autonoma de Chihuahua ubicada en el km 1 del Periférico

Francisco R. Almada en la Ciudad de Chihuahua.
Obtencion de la Carne

Se seleccionaron al azar 10 lomos (Semitendinosus) de bovino obtenidos
en un local comercial. Dicha carne fue provenientes del rancho San Bernardino
en la Ciudad de Saucillo Chihuahua. La raza de los animales fue de tipo
Europeo (Una cruza de las Razas Hereford, Charolais, Aungus y Limosin). La
edad de la poblacion de estudio fue entre 20-36 meses aproximadamente y con

un peso en pie entre 460 y 480 kg.
Disefio de los Tratamientos

De cada corte se retir0 la grasa visible y se obtuvieron rebanadas de una
pulgada de grosor, como unidades experimentales y se empacaron al vacio
individualmente para su posterior analisis. Los tratamientos se formaron por la
combinacion de niveles de ultrasonido (0 y 60 min) y cuatro tiempos de
almacenamiento (0, 3, 6 y 9 dias). Cada rebanada se almacend en refrigeracion

a 4°C.
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Aplicacién del Ultrasonido

Las muestras elegidas aleatoriamente para la aplicacién de ultrasonido
se radiaron en un bafio marca Branson® mod. 1510 de 40 kHz de frecuencia y

11 W/cm? de intensidad utilizando agua destilada como medio de difusién.
Variables Fisicoquimicas Evaluadas

Se determind color (L*, a* y b*), capacidad de retencién de agua (CRA),

pérdida por goteo (PG) y esfuerzo de corte (EC) en todas las muestras.
Determinacion del color

Para determinar color, primero se elimind el tejido conectivo y grasa
visible sobre el musculo, se retird la bolsa de vacio y permitiendo la oxigenacion
de la superficie de la carne por 20 min, posteriormente se a realizaron las
mediciones de los parametros de color, de acuerdo a la técnica utilizada por

Garrido et al. (1994).

Se determinaron por triplicado los valores de L* (luminosidad), a*
(intensidad de color rojo), b* (intensidad de color amarillo) y C (cromaticidad)

utilizando un colorimetro Minolta® CR400.
Determinacion del pH

La determinacién de pH se realiz6 por triplicado con un potenciometro de

puncion modelo 101 (Sentrum® Integrate Sensor Technologie USA).
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Determinacion de la capacidad de retencion de agua

Para determinar la capacidad de retencién de agua (CRA) se utilizé una
modificacion a la técnica de Grau y Hamm (1953), en la cual se pesaron
aproximadamente 0.3 g de muestra en una balanza analitica y se colocan entre
dos papeles filtro los cuales a su vez se colocaron entre dos placas de
plexiglass ejerciendo sobre éstas una presion de constante de 5 kg. La

ecuacion empleada para determinar el porcentaje de CRA es la siguiente:

peso inicial—-peso final
! 100

0, i —
agua libre =
% g peso final

CRA= 100 - % agua libre

Determinacion de la pérdida por goteo

Se cort6é una porcion de carne de aproximadamente 3 g y se suspendi6
con un hilo en un recipiente de plastico. Los recipientes tapados se
almacenaron a 3°C por 48 h con la finalidad de calcular la pérdida por goteo. Se

sigui6 la Técnica de Honikel y Hamm (1994).

La ecuacion empleada para calcular la pérdida por goteo, es la siguiente:

(o Peso inicial— inal
Pérdida por goteo = eso tnictal=peso final y 10

Peso inicial
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Determinacién del esfuerzo de corte

Se evalud utilizando un texturometro marca Lloyd® TAl1 6041 adaptado
con una navaja Warner-Bratzler®. Las muestras se obtuvieron cocinando la
carne a bafo Maria hasta alcanzar una temperatura interna de 72°C y se
enfriaron por 24 h. Posteriormente se obtuvieron las submuestras usando un
sacabocados de 1.5 cm de didmetro por aprox. 3 cm de altura (Guerrero,

2002).

Andlisis Microbioldgico

Para realizar el analisis microbiolégico, primeramente se desinfect6 la
parte exterior de la bolsa que contenia la carne para evitar la contaminacion de
la muestra y posteriormente el paquete fue abierto. Se tom6 1 ml de exudado
de cada muestra. Las muestras se volvieron a empacar al vacio de manera
individual en bolsas nuevas y se refrigeraron a 4°C para proceder con los

analisis a los siguientes dias de almacenamiento (0, 3, 6 y 9 d).

Después de realizadas las recolecciones de exudado, se prepard una
serie de diluciones seriales hasta 1:1000000 en diluente estéril (Maximum
Recovery Diluent, CM0733, Oxoid®,Basingstoke, RU). Para el recuento de
bacterias psicrofilas y mesdfilas se empled la técnica de recuento de colonias
por extension en placa (Amador et al., 1993). De cada una de las diluciones se
inocularon 100 pl en los medios de cultivo correspondientes. Para el conteo de
bacterias mesofilas y psicrofilas las diluciones se inocularon en placas con agar

PCA (Plate Count Agar, 105463, Merk®). Las placas para bacterias mesofilas
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fueron incubadas a 35 + 2°C por 48 = 2 h y las placas para bacterias psicrofilas

se incubaron a5 £ 2°C por 7 d (NOM-092-SSA1-1994).

El recuento de E. coli se realiz6 en un medio soélido, inoculando las
diluciones de las muestras en agar MacConkey (CM0007, Oxoid®) e incubando

las placas a 44 + 1°C durante 18 a 24 h (Valverde, 2003).

La inoculacion de bacterias acido lacticas se llevé a cabo en agar MRS
(Man, Rogosa y Sharpe, CM0361, Oxo0id®) y las placas se incubaron a 25 ° C

por 5 d.

Las pseudomonas fueron incubadas en placas de medio CFC
(Cefalotoina, Acido Fusidico, Cetrimida, CM 0559, Oxo0id®) a una temperatura

de 25°C por 48 h.

Para el conteo de Enterobacterias se inocularon placas con medio

MacConkey (CM 0007, Oxoid®) por un periodo de 48 h a 25°C.

Los hongos y levaduras se incubaron en el medio RBC (Rose-Bengal

Chloramphenicol, CM0549, Oxoid®) a 25°C por 5 d.

Para el recuento de S. aureus se inocularon placas con medio Baird
Parker (255084, BD®, Heidelberg, Germany) a 25°C por 48 h (NOM-115-SSA1-

1994).

Finalmente se realiz6 el conteo microbiano de cada caja Petri.

Para calcular el nimero de Unidades Formadoras de Colonias por mililitro (UFC
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ml™) en el exudado de cada porcién de carne de bovino se empleé la siguiente

ecuacion:

ﬁzP-FD-lO
ml

donde:
P = Promedio de nimero de colonias en una dilucién

FD = Factor de dilucion, el cual depende de la dilucion que se tomo

1 para 1:0 10000 para 1:10000
10 para 1:10 100000 para 1:100000
100 para 1:100 1000000 para 1:1000000

1000 para 1:1000

Variables microbiolégicas a evaluar

Para medir el crecimiento de las bacterias mesdfilas, psicroéfilas,
pseudomonas, enterobacterias, hongos y levaduras, bacterias acido lacticas, E.
coli y S. aureus presentes en la carne se evaluéo el nimero de unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC ml™) en cada uno de los cuatro
tiempos de muestreo. Cada valor obtenido en unidades formadoras de colonias

por mililitro fue transformado a unidades de ciclos logaritmicos (Logio); esta
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transformacién en ciclos logaritmicos se realiza para que los datos con

asimetria positiva sean mas normales y para estabilizar la variacion.

Determinacion de Oxidacién de Lipidos

Para la evaluacion del grado de oxidacion se realiz6 la determinacion de
acido tiobarbitirico (TBA) reportado por Tarladgis et al. (1960). Se
homogenizaron 10 g de muestra con 50 ml de agua destilada por 2 min,
posteriormente se transfirieron a un matraz de destilacion usando 47.5 ml de
agua destilada y 2.5 ml de HCI 4N. Los matraces se ensamblaron en un aparato
de destilacidon, hasta que ser recuperé aproximadamente 50 ml de destilado.
Con el destilado se prepararon alicuotas de 2.5 ml cada una y se adicionaron a
tubos con 2.5 ml de reactivo de TBA, el cual se preparo disolviendo 0.721 g de
acido 2-tiobarbitirico en agua destilada y aforando a 250 ml.
Adicionalmente se preparé una curva estandar de 1,1,3,3-tetraetoxipropano.
Primero se prepar6é una solucion madre disolviendo 0.1 g de 1,1,3,3-
tetraetoxipropano en 500 ml de agua destilada, para asi tener una
concentracion de 200 mg/L. De la solucién madre se tomé una alicuota de 25
ml, los cuales se disolvieron y aforaron en 100 ml de agua destilada para asi
tener una concentraciéon de 50 mg/L. A partir de la solucién de 50 mg/L se
fueron tomando alicuotas de 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5y 3.0 ml, las
cuales se disolvieron en matraces de 50 ml; de ahi se tomaron 2.5 ml de cada
dilucién, los cuales se mezclaron con 2.5 ml de reactivo del TBA.
Tanto las mezclas, como las diluciones para la curva estandar se calentaron en

un bafio de agua a ebullicion durante 40 min. Simultdneamente a la reaccion de
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estas mezclas se prepararon dos blancos con 2.5 ml de agua destilada
adicionada con 2.5mL del reactivo del TBA. Posteriormente los tubos se
enfriaron, las lecturas de densidad Optica se realizaron en un espectrofotbmetro
Perkin EImer Lambda 25 (PerkinElmer Inc., EUA) a 531 nm. El nimero de &cido
tiobarbitirico se expres6 en mg de malonaldehido/kg de muestra y fue
calculado a partir de la curva estandar de 1,1,3,3-tetraetoxipropano,
previamente mencionada. Para el Calculo del indice de TBA se usa la siguiente

formula;

indice TBA= 22x(4=5)

donde:
A=Absorbancia de la muestra
B=Absorbancia del blanco

50= Factor aplicado si el matraz utilizado es de 25 ml y el ancho de cubetas de

10mm
M= Masa de la muestra en gramos

Anélisis Estadistico

Los datos de las variables fisicoquimicas fueron analizados mediante un
modelo para un disefio completamente al azar con medidas repetidas en el
tiempo, que incluyé como efectos fijos la aplicacion de ultrasonido, el tiempo de
almacenamiento y su posible interaccion. Se utilizé el procedimiento MIXED del

programa SAS® (SAS, 2003), ajustandose el siguiente modelo estadistico:

34



Yik= L+ Ui+ T+ UTy + €
donde:
Y = Variable respuesta, medida en la observacion k para el periodo de
exposicion al ultrasonido i, en el tiempo de almacenamiento |,
M = Media general,
U; = Efecto del periodo de exposicion al ultrasonido i (i =0 y 60 minutos),
T;= Efecto del tiempo de almacenamiento j(j = 0, 3, 6 y 9 dias),
U*T¢ = Efecto de interaccion entre el periodo de exposicion al
ultrasonido i y el tiempo de almacenamiento j,
gjx = Error aleatorio medido en la observacion k para el periodo de
exposicion al ultrasonido i, en el tiempo de almacenamiento j.
Para probar las diferencias entre medias de tratamiento y/o grupos de
tratamientos se realizaron contrastes ortogonales, mediante la sentencia

CONTRAST del SAS® (SAS, 2003).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del Ultrasonido sobre las Variables Fisicoquimicas en Carne de

Bovino

Color

En la Grafica 1 se observa que el ultrasonido incremento (p<0.001) los valores
de luminosidad (L*) de la carne sin existir efecto del tiempo de almacenamiento
(p=0.4865). El efecto en el color puede estar relacionado con el efecto del
ultrasonido sobre los pigmentos musculares, ya que se ha sefalado que quiza
el tratamiento ultrasonico acelera cambios en el color limitando la formacion de
oximioglobina y acelerando la formacion de metamioglobina (Stadnik y
Dolatowski, 2011). También se han reportado cambios estructurales en las
proteinas miofibrilares lo cual puede aumentar las tasas de exudado carne y de
pérdida de agua (Chang et al., 2015) lo que podria resultar en una carne mas
luminosa a la vista del ojo humano. La literatura en este tema presenta gran
variablidad. Por un lado, Pohlman et al. (1997) en carne sometida a ultrasonido
(22W / cm?2) observé que la carne se tornaba menos luminosa, menos roja y
mas naranja (mas grande angulo de tono), pero menos brillante con respecto al
control. Por su parte Lyng et al. (1997) y Lyng et al. (1998a) no observaron
efecto en el color en carne de bovino tratada con ultrasonido (Lyng et al., 1997,
Lyng et al.,, 1998a). En el presente estudio no se encontraron cambios
significativos en luminosidad durante el almacenamiento. Esto indica que el

ultrasonido ejerce su funcién inmediatamente después de su aplicacion si
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Grafica 1. Medias de los cuadrados minimos (+0.3497 error estandar) para la
luminosidad (L*) de musculo Semitendinosus de bovino durante el
almacenamiento a 4°C con y sin aplicacion de ultrasonido de
potencia.
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cambios posteriores en la maduracion de la carne. Estos resultados, son
similares a los encontrados por Polhman et al. (1997) quien encontré que la
luminosidad no presentd efecto significativo durante el tiempo de
almacenamiento (P>0.05) con aplicacion de ultrasonido. De la misma manera,
estos resultados concuerdan con lo encontrado por Stadnik y Dolatowsky
(2011) quienes reportaron valores mas altos de luminosidad en muestras con

tratamiento, como se encontr6 en este estudio.

En la carne el color puede verse influenciado por factores
intrinsecos (tipo de mduasculo, raza, género, susceptibilidad al estrés) y
extrinsecos (alimentacion, estrés pre-sacrificio, reduccién enzimatica de la
mioglobina, pH, temperatura, almacenamiento y oxidacion) (Pérez, 2006).
Asimismo del color de la carne depende de aspectos fisicoquimicos como el
descenso de pH, ya que el color evoluciona desde el momento del sacrifico
generado por la transformacion de glucégeno en acido lactico, el cual puede
transformar las propiedades 6pticas de la carne en un sélido opaco y claro
(Judge et al., 1989). Finalmente, es posible que en el presente estudio el
ultrasonido podria haber presentado ruptura muscular como consecuencia de la
alta intensidad lo cual favoreceria la liberacion de liquido intracelular, y al
aumentar la cantidad de agua libre la carne se torna mas luminosa y brillante

(Alarcon-Rojo et al., 2015).

En cuanto a los valores de a* (tendencia al color rojo) existio efecto de
del ultrasonido (p<0.001); y también se observo efecto (p=0.0062) a través del

tiempo de almacenamiento. Los resultados muestran que la carne que fue
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tratada con ultrasonido present6 valores menores de intensidad del color rojo
(@*) y ésta disminuye con el tiempo de almacenamiento (Gréfica 2). Las
muestras sin aplicacion de ultrasonido se mantuvieron mas estables en el
periodo de almacenamiento de los 0 a los 9 dias, durante este tiempo el color
disminuyo lentamente. Sin embargo las muestras tratadas con el ultrasonido se
mostraron un poco mas inestables, al dia 0 present6 un valor mas bajo que al
dia 3 y de ahi en adelante los valores siguieron disminuyendo. Es posible que
este efecto esté correlacionado con los cambios estructurales producidos por el
ultrasonido que pueden estar afectando las proteinas musculares y quiza este

efecto se refleje en una disminucion en la intensidad del color rojo (a*).

Valores similares se encontraron en el estudio realizado por Caraveo et
al. (2015), donde los valores de la intensidad de color rojo de carne tratada con
ultrasonido fueron menores que los del control a través del tiempo. En
investigaciones realizadas por Pohlman et al. (1997) se encontraron resultados
similares en donde la tendencia al color rojo fue disminuyendo a través de los
dias de almacenamiento de 1 a 10 dias y se observé que la carne presento
coloraciones naranjas ocasionadas por la disminucién de los valores de a* en
muestras tratadas con ultrasonido de alta intensidad. Sin embargo, otros
autores (Stadnik y Dolatowsky, 2011) han observado efectos inversos en
muestras tratadas con ultrasonido donde los valores de a* fueron aumentando a
través del tiempo de almacenamiento, o bien, no cambiaron (Chang et al., 2012)

al aplicar ultrasonido de potencia (40 kHz, 1500 W) a musculo Semitendinosus
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bovino por 10, 20, 30, 40, 50, y 60 min permaneciendo los valores de a* igual al

control.

Especialmente, se observa como para los valores de a*, en el dia 3, se
muestra un valor muy similar para muestras tratadas con ultrasonido y control,
en este punto, ambas muestras presentan valores mas altos de a*,
posiblemente por lo que se comentd anteriormente, el proceso de blooming tal
vez en este tiempo de almacenamiento no se llevo a cabo de manera suficiente,
pudo haberle faltado tiempo y ocasioné las variaciones en los valores que se
elevaron en el dia 3 de almacenamiento, posteriormente en los dias 6 y 9, los
valores de a* disminuyeron, como es normal que suceda cuando la carne se

almacena por un determinado tiempo.

En la Gréafica 3 se muestran los resultados en la tendencia al color
amarillo (b*) por efecto de ultrasonido en carne de bovino. Aunque no existio
efecto global del ultrasonido (p= 0.2544) se muestra un efecto de interacciéon
con el tiempo de almacenamiento lo que indica que el efecto ocurre s6lo en
ciertos tiempos especificos de almacenamiento (p=0.0091). Se muestra un
patrén similar en b* al de los valores encontrados para a*, se observo que la
muestra control presentd valores mas estables de b* y su valor fue
disminuyendo a través del tiempo de almacenamiento, lo cual no ocurrié con
muestra tratada con ultrasonido, los valores fueron mas variables, esto puede
ser ocasionado debido a que la carne se coloca en el bafio ultrasénico en

presencia de agua destilada, y como consecuencia, la carne pudo liberar
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Grafica 2. Medias de los cuadrados minimos (+0.4551 error estandar) para la
tendencia al color rojo (a*) de musculo Semitendinosus de bovino
durante el almacenamiento a 4°C con y sin aplicacion de ultrasonido
de potencia.

41



16 -
14 -
12 -

10 -

Tendencia al g -
1 *
amarillo b —=4=Con US

6 - —@-Sin US

0 3 6 9
Tiempo (dias de almacenamiento a 4°C)

Gréfica 3. Medias de los cuadrados minimos (+0.02458 error estandar) para la
tendencia al color amarillo (b*) del musculo Semitendinosus de
bovino durante el almacenamiento a 4°C con y sin aplicacion de
ultrasonido de potencia.
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algunos de sus pigmentos al agua, lo que ocasiona una mayor variabilidad en

los resultados, comparandola con las muestras control.

En el estudio realizado por Pohlman et al. (1997) se encontré que los
valores de b* aumentaron (p<0.05) a través de los dias de almacenamiento, lo
que indica que el masculo se fue haciendo mas amarillo a través del tiempo,
estos valores obtenidos en el estudio, resultan diferentes a lo encontrado en

esta investigacion.

Tang et al. (2006) mencionan que con la aplicacion de ultrasonido, se
afecta negativamente el color de la carne. La mayoria de los estudios en los
gue se analiz6 el color en carne tratada con ultrasonido, no presentd cambios
significativos. Otros autores indican que la aplicacion de ultrasonido de alta
intensidad en carne cambia los parametros de color, mas bajos valores de
luminosidad (L*), menor intensidad al color rojo (a*), mayor tendencia al amarillo
(b*), consideran que estos cambios son ocasionados debido al aumento de
temperatura durante el tratamiento con ultrasonido (Gambuteanu y Alexe,

2013).

Se considera importante dilucidar claramente el efecto de la radiacion
ultrasénica en las propiedades de color de la carne ya que la percepcion del

color juega un rol muy importante en la evaluaciébn de la carne y sus
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cambios pueden ser trascendentales en el aspecto econdmico.
pH

Se observo efecto de tratamiento (p=0.0107) en el pH de la carne, la
muestra control presentd valores mas altos de pH en comparacion con las
muestras tratadas con ultrasonido con efecto (p<0.001) a través del tiempo de
almacenamiento a 4°C (Grafica 4). El pH de la carne ultrasonicada disminuye
aceleradamente y a los tres dias de almacenamiento el pH es igual entre las
muestras tratadas y el control permaneciendo asi durante la maduracion. En
general la literatura en este tema indica que el ultrasonido no tiene efecto
marcado en pH o es casi minimo. Por ejemplo, Dolatowski et al. (2000) no
encontraron diferencias significativas en el pH por efecto de ultrasonido (25 kHz
y 2 W/cm? por 2 min) de alta intensidad, utilizando el musculo
semimembranoso, pero Unicamente mencionan que fueron animales jévenes no
especificando la edad y un peso aproximado de 450 a 500 kg en peso vivo. En
otro estudio, Stadnik y Dolatowsky (2011) reportaron diferencias significativas
en valores de pH en muestras tratadas y no tratadas con ultrasonido de alta
intensidad, el estudio se realiz6 en el musculo semimembranoso, en animales
de 24 a 30 meses de edad, la frecuencia usada fue de 45 kHz y 2 W/cm? de
intensidad en un tiempo de 2 min, posiblemente las diferencias con el presente
estudio se deban a las diferencias entre intensidades y frecuencias o
probablemente porque en este estudio y en el mencionado con anterioridad, el
tratamiento aplicado fue por 2 min Unicamente y en esta investigacion se aplico

un tiempo de 60 min de sonicado.
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Grafica 4. Medias de los cuadrados minimos (£0.02458 error estandar) para el
pH de mudsculo Semitendinosus de bovino durante el
almacenamiento a 4°C con y sin aplicacion de ultrasonido de
potencia.
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Jayasooriya et al. (2007) encontraron que los valores de pH aumentaron
significativamente en muestras que fueron tratadas con ultrasonido,
aumentando los valores conforme avanza el tiempo de almacenamiento. Teran-
Acuia et al. (2015) encontraron que el pH disminuy6é de manera proporcional de
acuerdo a los tiempos de exposicion que fueron de 30, 45 y 60 min, lo que
quiere decir, que la muestra que se tratd con 60 minutos de ultrasonido tuvo
valores mas bajos de pH, en promedio 5.83. Ellos mencionan que este
comportamiento se atribuye a la disociacion de las moléculas de agua de
producto de la sondlisis, la cual libera iones hidrogeniones al medio
ocasionando que disminuya el pH. También mencionan que estos cambios
pudieran ser ocasionados debido a que en los procesos postmortem, el tejido
muscular de la especie bovina ocasionan que el glucégeno se metabolice en
acido lactico, haciendo que la carne presente disminuciones de pH hasta
valores finales de 5.4 a 5.8 después de 24 h postmortem. Al comparar este
valor final de pH con el obtenido tras 60 min de tratamiento con ultrasonido, se
pudo evidenciar que la tecnologia usada acelera el descenso del pH, con lo que
el pH final se alcanza en menos tiempo, sin embargo se menciona que los
cambios en pH pueden depender de varios factores como el tiempo de
almacenamiento, tipo de musculo y tiempo de tratamiento. Gambuteanu y Alexe
(2013) no encontraron diferencias significativas de pH en las muestras control y
las tratadas con ultrasonido, los valores reportados fueron alrededor de 5.7 y
5.8. Las condiciones que se usaron en este estudio fueron una frecuencia de 25
kHz y una intensidad de 0.2 W/cm? y 0.4 W/cm?. Ellos trabajaron con carne de

cerdo en el muasculo Longissimus dorsi. En otro estudio Gambuteanu et al.
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(2013), mencionan que el efecto del ultrasonido no tiene influencia en el pH,
aunque otros autores indican que el pH si se ve afectado por la aplicacion de
ultrasonido. Por otro lado, en el caso de la edad de carne de vacuno, se
observa que el pH aumenté conforme aumenta el tiempo de envejecimiento y
con la aplicacion de ultrasonido de alta intensidad. Ademas los autores
mencionan que estos cambios en el aumento de pH podrian explicarse por
cambios conformacionales asociados con la desnaturalizacion de las
proteinas, por el tratamiento de ultrasonido y por la degradacion proteolitica de

las fibras musculares.

Capacidad de retencién de agua (CRA)

En la Gréfica 5 se observa que la aplicacion de ultrasonido no
incrementd los valores de CRA (p=0.1589) sin embargo este parametro fue
aumentando a través del tiempo (p<0.001). Estos resultados indican que la
capacidad de retencibn de agua aumenta conforme pasan los dias de
almacenamiento y no hay diferencia en este parametro en muestras tratadas

con ultrasonido y muestras control.

Se infiere que el incremento en el porcentaje de agua retirada por
compresion, se debe al fendbmeno de cavitacion producto de la aplicacion de
ultrasonido, ya que este genera gradientes de temperatura y compresion y
descompresion alternativa del material, produciendo microcanales en las

interfaces del material lo que permite la movilidad del agua.
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capacidad de retencidbn de agua de musculo Semitendinosus de
bovino durante el almacenamiento a 4°C con y sin aplicacion de
ultrasonido de potencia.
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La capacidad de retencion de agua es una caracteristica de calidad de la
carne y con influencia en el rubro econémico; por lo tanto, es importante el
analisis de este parametro cuando se aplican tratamientos como el ultrasonido

(Gambuteanu et al., 2013).

Los resultados obtenidos en el presente estudio son positivos, ya que no
reflejan disminucion en la CRA de la carne tratada aun y cuando se pueda
haber modificado la estrucutra miofibrilar que tuvo como resultado una pérdida
de color rojo e incremento en la luminosidad. Es posible que los cambios que
originaron esos efectos no son suficientemente significativos para causar
disminucion en la CRA de la carne tratada. Resultados similares fueron
reportados por otros autores (Dolatowski et al., 2007; Pohiman et al., 1997;
Stadnik et al., 2008), quienes encontraron valores similares en carne en etapa
avanzada postmortem. Se sugiere un incremento en la tasa de maduracién
debido a la influencia del ultrasonido en cambios estructurales de las proteinas
miofibrilares lo cual se puede reflejar en un incremento en la capacidad de éstas
para unir agua por efecto del aumento en el pH de la carne como fue observado

en el presente estudio.

En un estudio realizado por Stadnik y Dolatowsky (2011) se encontraron
resultados contrarios donde indican que la capacidad de retencion de agua
disminuye en muestras que fueron tratadas con ultrasonido de alta intensidad
comparandolas con las muestras control, sin embargo se comporta de manera
similar a través de los dias de almacenamiento ya que el valor de CRA aumenta

conforme pasa el tiempo al igual que en nuestros resultados. Teran-Acufa et al.
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(2015) se encontr6 que la CRA no presentd cambios estadisticamente
significativos, estos autores mencionan que la humedad fue la que si presento
una disminucién significativa debido a la cavitacion producida por las ondas de
ultrasonido, lo cual genera una micro evaporacion del agua. Las condiciones a
las cuales se trabajo en este estudio fueron una frecuencia de 25 kHz, durante

tiempos de exposicion de 30, 45 y 60 min.

En su reporte, Gambuteanu et al. (2013) enfatizan que las variaciones en
la CRA son el resultado de cambios en las proteinas miofibrilares y ellos
mencionan que los cambios en las estructuras de las proteinas de carne por
efecto de las ondas ultrasonicas podrian estar acelerando el envejecimiento de

la carne.

Pérdida por goteo (PG)

Se encontrd efecto de tratamiento ultrasonico (p=0.0187) en la pérdida
por goteo de la carne, ya que ésta presento valores mas altos en el control con
efecto a través del tiempo, la PG fue disminuyendo (p<0.001) al trascurrir los
dias de almacenamiento (Gréafica 6). Los valores de la pérdida por goteo fueron
disminuyendo a través de los dias de almacenamiento tanto en muestras
control y tratadas con ultrasonido, las muestras tratadas con ultrasonido
presentan valores mas altos de pérdida por goteo, sin embargo, estos valores
fueron muy similares entre ambos tratamientos el dia 6 de almacenamiento y

para en el dia 9, las muestras control presentaron mayor pérdida por goteo
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gue las muestras tratadas con ultrasonido.

Estos resultados concuerdan con el incremento en la capacidad de
retencion de agua (CRA) observada en los tratamientos ya que hay una relacion
inversa entre CRA y PG, resultados similares a los encontrados por Caraveo et
al. (2014). Los resultados inversos indican que al aumentar la CRA, los valores
de PG fueron disminuyendo a través de los dias de almacenamiento como se
observar en la Grafica 6. La CRA aumento y la PG fue disminuyendo, esto se
puede observar ya que las muestras tanto control como tratadas con ultrasonido
de alta intensidad fueron perdiendo menor cantidad de agua en el
almacenamiento, de tal manera que el dia 3 las muestras tuvieron la mayor
pérdida de liquido y conforme transcurrié el tiempo la PG disminuyé para
presentar valores iguales entre carne tratada y control al final del

almacenamiento.

Esto significa, que cuando la capacidad de retencién de agua (CRA) es
alta, las pérdidas por goteo (PG) van a ser menores durante el almacenamiento
debido a la menor superficie de exudacidén. Otros autores indican que las
pérdidas por goteo son distintas en los musculos Semitendinosus y Longissimus
Lomborum, sin diferencias significativas entre muestras tratadas con ultrasonido
y muestras control (Jayasooriya et al., 2007). La pérdida por goteo al igual que
muchas caracteristicas de la carne se encuentra estrechamente relacionada
con la CRA y es definida como la solucion roja acuosa de proteinas que emerge
encima de la superficie del corte muscular en un periodo de tiempo de horas o

dias. La pérdida de agua por goteo solamente mide el exudado de agua
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extracelular de la carne (Moron-Fuenmayor y Zamorano Garcia, 2004, 2004).
La PG se mide para determinar las mejores condiciones de refrigeracion,
congelacion, envasado y almacenado de la carne. Un 4 al 5% del agua total del
musculo esta en forma ligada esto quiere decir que permanece fuertemente
unida, incluso cuando se aplica fuerza mecanica sobre el musculo. El agua
inmovilizada son moléculas acuosas que se atraen subsiguientemente por las
moléculas ligadas en capas, cada vez mas débiles a medida que su distancia
es mayor del grupo reactivo de la proteina y esta inmovilizacion también
depende de la cantidad de fuerza ejercida fisicamente sobre el masculo (Lawrie
y Ledward, 2006). Numerosos factores influyen en el nimero de grupos
reactivos de las proteinas y su capacidad para ligar el agua, tal condicion es en
gran parte consecuencia de los cambios postmortem y esto depende de la
produccion del acido lactico, pérdida del ATP, la instauracion del rigor mortis y
cambios en la estructura celular asociada a las actividades proteolitica
enzimatica.

Un factor importante en la pérdida de agua de la carne se da durante el
proceso del rigor mortis. Mientras se presenta un pH alto se obtendra mayor
CRA pero si sucede lo contrario tendremos mas pérdida del agua; por eso es
importante el control del estrés durante el sacrificio y posterior a éste, ademas
se tiene gque controlar el descenso de la temperatura y el pH para evitar este

tipo de situaciones.

Dentro de la industria una de las formas de poder obtener una mejor

retencion de agua es la implementacion del curado en el cual se utiliza el
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cloruro de sodio (NaCl) y polifosfatos que tienen la funcion de mantener los

iones especificos dentro la estructura muscular y, consecuentemente, el agua.
Esfuerzo de corte (EC)

En la presente investigacion no se observo efecto de tratamiento
(p=0.0867) sobre el esfuerzo de corte de la carne, pero si hubo efecto durante
el almacenamiento, ya que el EC fue disminuyendo (p<0.001) a través del
tiempo de almacenamiento o maduracién (Grafica 7). Posiblemente en este
estudio no fue posible observar ningun efecto estadistico en la blandura de la
carne por la aplicacion del ultrasonido debido a que la intensidad aplicadas a la
carne no fue suficientemente altas para ejercer disrupcion esctructural en la
carne, ya que otros autores si han reportado efectos.

Otra razon por la cual no se observo efecto podria ser porque la dureza
de la carne era mayor que el efecto ablandador que pudiera ejercer el
ultrasonido. Es conocido que existe una diferencia marcada en cuanto a terneza
de la carne de ganado Bos indicus y Bos taurus. Conforme se incrementa la
proporcién de Bos indicus en las cruzas, la terneza de la carne de res tiende a
disminuir y se incrementa la variabilidad de la terneza. Se ha establecido que la
carne de ganado Bos indicus es mas dura debido a los niveles mas bajos de
grasa intramuscular y contenidos mas altos de tejido conectivo al compararlo
con ganado Bos taurus.

Wheeler et al. (1990) demostraron que el ganado Bos indicus tiene
niveles mas bajos de p-calpaina (enzima proteolitica dependiente de Ca®) y

niveles de calpastatina (proteina inhibidora de las calpainas) mas elevados y
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Grafica 7. Medias de los cuadrados minimos (+0.1042 error estandar) para el
esfuerzo de corte (EC) de musculo Semitendinosus de bovino
durante el almacenamiento a 4°C con y sin aplicacion de ultrasonido
de potencia.
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concluyeron que la actividad de la calpaina (la cual es modulada por la
calpastatina), parece jugar el principal papel en las diferencias de terneza
inherentes entre las razas Bos indicus y Bos taurus.

Cuando se [utilizael ultrasonido a bajas frecuencias Yy altas
intensidades se ha observado una mejora en la blandura de la carne sin
comprometer otros parametros de calidad como se demostré cuando se aplicé
una intensidad de 12 Wcm™ y una frecuencia de 24 kHz a muestras
de carne crudapor 4 min. Los autores observaron que se redujo
significativamente la fuerza y la dureza de la carne debido a la fragmentacién
de las macromoléculas de colagenoy su desnaturalizacibn a menor
temperatura (Jayasooriya et al., 2004, 2007). Ademés, se reporta la
degradacion de proteinas con un peso molecular superior a 20-25 kDa
induciendo un incremento en la disponibilidad del sistema calpaina y de los
contenidos lisosomales, lo que sugiere un efecto en la terneza (Jayasooriya et
al., 2007). Stadnik y Dolatowsky (2011) también reportaron que la terneza de la
carne mejora con la aplicacion del ultrasonido de alta intensidad, disminuyendo
sus valores comparados con la muestra control a través del tiempo de
almacenamiento.

La calidad de la carne depende del aroma, sabor, apariencia, blandura y
jugosidad. ElI comportamiento del consumidor ha demostrado que la blandura
es el factor de palatabilidad mas importante en la determinacion de la calidad de
la carne (Smith et al., 1991). Técnicamente el ultrasonido puede actuar de dos
maneras en el tejido carnico: mediante la ruptura de la integridad de las células

musculares 0 mejorando las reacciones enzimaticas (Boistier-Marquis et al.,
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1999). Algunos autores (Jayasooriya et al., 2004), afirman que una exposicion
prolongada a las ondas ultrasénicas de alta intensidad ocasionan un
ablandamiento significativo de la carne, sin embargo, varios autores no han
logrado corroborar este efecto (Lyng et al., 1997; Lyng et al., 1998a; Lyng et al.,
1998b) al igual que en la presente investigacion.

Ellos aplicaron el ultrasonido en carne de bovino (Lyng et al., 1997; Lyng
et al., 1998a) y en carne de cordero (Lyng et al., 1998b) al usar intensidades de
62 Wcm™ por periodos de 15 seg y después de 1, 3 y 14 dias de maduracién.
Sin encontrar cambios en dureza de la carne, fuerza de masticacion,
caracteristicas sensoriales, solubilidad del colageno y protedlisis miofibrilar.

La investigacion presentada por Got et al., (1999), con musculo
Semimembranosus tratado con ultrasonido (2.6 MHz; 10 Wem'?; 2 x 15 s) antes
del rigor mortis (dia 0, pH 6.2) o post rigor (dias 1, pH 5,4) mostré efecto
solamente en la aplicaciéon pre rigor. En este tratamiento se observé una mayor
elongaciéon de los sarcomero con alteracion ultraestructural en la region de la
linea Z y un aumento en el calcio del citosol, pero no se observo efecto cuando
el ultrasonido se aplic6 post rigor.

También se han reportado efectos del ultrasonido en el colageno de la
carne. Chang et al. (2012) observaron que al aplicar ultrasonido de potencia (40
kHz, 1500 W) a musculo Semitendinosus bovino por 10, 20, 30, 40, 50, y 60 min
disminuyo el diametro de la fibra muscular sin efectos en el contenido de
colageno insoluble por calor, pero presento un efecto en la estabilidad térmica y
caracteristicas del colageno asi como en la textura de la carne. Este efecto lo

atribuyeron a un incremento en la actividad de la [B-galactosidasa y B-
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glucuronidasa entre las muestras tratadas con ultrasonido.

La hipotesis de que el ultrasonido causa disrupcidon mecéanica y
ablandamiento del musculo también ha sido corroborado en pechuga de gallina
ultrasonicada (24 KHz por 15 seg a 12 Wem™®) y almacenada a 4 °C durante 0,
1, 3, y 7 dias. Los resultados sugieren que el ultrasonido y las proteasas
endogenas contribuyeron a la degradacion muscular, se registré6 un aumento en
la blandura de la carne y una disminucion en la pérdida por cocinado (Xiong et
al., 2012).

La tecnologia del ofrece caracteristicas potenciales para lograr ablandar
sin alterar la apariencia que se produce con algunos otros tratamientos ya que
la aplicacion ultrasénica puede dafiar las paredes y membranas celulares y
desnaturalizar las proteinas por medio de la pulsacion de las burbujas, la
cavitacion y la formacion de radicales libres, incluyendo la fragmentacion del
colageno. Gomez-Diaz y Lopez-Malo (2009) observaron que el ultrasonido de
alta intensidad aplicado en carne de bovino cocinada a 75°C, presentd
ablandamiento. Ellos sefialan que este efecto se podria considerar como una
consecuencia de la cavitacion acustica y la aparicion de burbujas producidas
por las fuerzas hidrodinAmicas las cuales afectan la integridad de la estructura
muscular.

A pesar de que en el presente estudio no hubo diferencias significativas
en esfuerzo de corte entre muestras control y tratadas con ultrasonido, es
importante mencionar que todos los valores de EC de la carne ultrasonicada
fueron matematicamente inferiores a los de la carne control, indicando una

ligera tendencia al ablandamiento de la carne por efecto del ultrasonido.
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Ademas, quiza al modificar factores como la frecuencia e intensidad de la
sonicacion, se pudieran observar los efectos esperados sobre la blandura de la

carne de bovino.

Efecto del Ultrasonido sobre las Caracteristicas Microbiolégicas de la

Carne de Bovino

En el presente estudio se realizaron pruebas microbiologicas en la carne
de bovino para determinar el efecto del ultrasonido sobre Stafilococcus aureus,
bacterias coliformes, hongos y levaduras, bacterias mesdéfilas y psicrofilas. El
ultrasonido tiene diversas aplicaciones en la industria alimentaria, incluida la
muerte ola inhibicibn delas Dbacterias. Historicamente, la  eficacia del
ultrasonido en la inactivacion delas células bacterianas se ha Vvisto
limitada por la proteccion otorgada alos organismos por el medio ambiente
alimentario. En la actualidad, los ultrasonidos son investigados en combinacién
con otras tecnologias para intentar alcanzar la letalidad microbiolégica de una

pasteurizacion y sin llegar a degradar las caracteristicas organolépticas.

Stafilococcus aureus

Se encontré que hay diferencias significativas en las cuentas (UFC/mI)
de Stafilococcus aureus (p<0.001) por efecto de la aplicacion de ultrasonido y
durante el tiempo de almacenamiento por 0, 3, 6 y 9 dias. Como se observa en
la Grafica 8, las muestras que fueron tratadas con ultrasonido de alta
intensidad, presentan valores (UFC/ml) mas bajos en comparacion con las

muestras control.
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Gréfica 8. Medias de los cuadrados minimos (+0.08050 error estéandar) del
crecimiento de Stafilococcus aureus de musculo Semitendinosus de
bovino durante el almacenamiento a 4°C con y sin aplicacion de
ultrasonido de potencia.
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El uso de ultrasonido es una tecnologia no térmica la cual contribuye a
incrementar la seguridad microbioldgica, prolongar la vida de anaquel, sobre
todo en alimentos sensibles al calor y mejorar las caracteristicas nutricionales y
funcionales. El ultrasonido de alta potencia dentro del rango de frecuencia de 20
a 100 kHz y de la intensidad energética de 10 a 100 Wem™ genera gradientes
de intensa presion que pueden alterar la estructura de las bacterias en los
alimentos. La eficacia del tratamiento depende mas de la intensidad de la onda
de la frecuencia y a medida que aumenta la frecuencia el efecto se reduce

(Sykes, 1965).

El efecto del ultrasonido en los microrganismos es complejo, pero la
alteraciéon de las membranas celulares y las cadenas de ADN se cree que es el
principal responsable del efecto letal. Las tecnologias de descontaminacion con
ultrasonido aplicadas en canales, puede reducir los conteos microbiolégicos por
aproximadamente de uno a tres logaritmos de UFC/cm?, bajo condiciones
apropiadas. Mencionan que la aplicacién de ultrasonido de alta intensidad es
una herramienta potencial para reducir microorganismos en las aves de corral,
carne de bovino y puerco. Sin embargo indican que el ultrasonido por si solo no
reduce los microorganismos en un numero considerable, sino que hay que
combinarlo con otros métodos antimicrobianos como hipoclorito, calor medio,

presion, vapor o acido organico (Turantas et al., 2015).

El mecanismo del ultrasonido para matar microorganismos es
principalmente debido al adelgazamiento de las membranas celulares, calor y

produccion de radicales libres.
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La efectividad del tratamiento de ultrasonido depende del tipo de bacteria
tratada, en el caso de los Stafilococcus aureus de este experimento tuvo un
efecto positivo contra esa bacteria en donde se pudo llevar a cabo el

adelgazamiento de las membranas celulares con la subsiguiente muerte celular.

Coliformes

En la Gréafica 9 se observan diferencias en las cuentas coliformes
(p<0.001) de la carne con y sin ultrasonido asi como durante el tiempo (0, 6y 9
dias) de almacenamiento. Los tres primeros dias de almacenamiento no se
presentaron diferencias entre las muestras tratadas y no tratadas, pero
posteriormente las diferencias fueron mayores indicando que el ultrasonido

presento un efecto inhibidor de coliformes muy considerable.

En el presente estudio, las bacterias coliformes fueron de las mas
afectadas por el tratamiento de ultrasonido tanto inmediatamente después de la
aplicaciéon como durante el almacenamiento en refrigeracion, ya que se vio un

efecto en la disminucién durante el almacenamiento.

Durante el proceso de sonificacion, las ondas longitudinales son creadas
cuando la onda sénica pasa a través del medio liquido y crea alternativamente
regiones de cambio de presion (compresion y expansion). En estas regiones se
produce la cavitacion, que causa un efecto bactericida debido a la formaciony a
la ruptura de las burbujas de gas microscépicas. Si la onda sonora
subministrada no es suficiente para retener la fase de gas en la burbuja se

produce una condensacién rapida y provoca choques micro-mecanicos que
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Grafica 9. Medias de los cuadrados minimos (+0.0958 error estandar) del
crecimiento de bacterias coliformes de muasculo Semitendinosus de
bovino durante el almacenamiento a 4°C con y sin aplicacién de

ultrasonido de potencia.
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conllevan a un aumento de temperatura y presion, un cambio en los
componentes estructurales y en las funciones celulares hasta el punto de

producir la lisis o la muerte celular (Awad et al., 2012; Pingret et al., 2013).

La eficacia del tratamiento de ultrasonido depende del tipo de bacterias.
Las esporas son relativamente resistentes a los efectos y es por ello que se
necesitaran periodos mas largos de tratamiento para obtener un producto mas
seguro o aplicar mas presion, temperatura o algun producto que produzca
alguna variacién de pH. Otros efectos a considerar importantes en la reduccién
microbiana por ultrasonidos son el colapso de las burbujas que producen
incrementos de temperatura (5000 °C) y presion (500 MPa) en puntos
localizados y la sondlisis que forma radicales libres muy oxidantes (Piyasena et

al., 2003).

La susceptibilidad al ultrasonido puede variar entre diferentes
microorganismos. Las bacterias gram-negativas son mas susceptibles a la
inactivaciéon que las gram-positivas ya que estas poseen una pared celular
mucho mas gruesa. También, por lo general, las bacterias mas largas o mas
grandes son mas sensibles, posiblemente, por la mayor superficie de contacto
(Gao et al.,, 2014). La tasa de mortalidad es altamente dependiente de la
frecuencia de ultrasonido, amplitud de la onda y el volumen de concentracion
bacteriana. Frecuencias alrededor de 20 kHz son eficientes en la inactivacion
microbiana, pero las esporas y las bacterias gram-positivas resisten mas a esta
frecuencia. Ademas, se ha encontrado variacion de efectividad entre diferentes

cepas bacterianas. Estudios sobre la letalidad en Yersinia enterocolitica,
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Salmonella y Escherichia coli en tratamientos que combinaban los ultrasonidos
con presion y temperatura, dieron bajas reducciones microbiolégicas a presion y
temperatura ambiente, pero el efecto se incrementaba a medida que la presion

y/o la temperatura aumentaba (Awad et al., 2012).

Teran-Acufa et al. (2015) analizaron carne de bovinos machos entre los
4y 5 afios de edad con 12 h postmortem, fueron sonicadas a una frecuencia de
25 kHz por tiempos de 30, 45 y 60 min, no indican la intensidad utilizada. Los
resultados muestran que hubo efectos significativos sobre la disminucion de
coliformes sobre el mdusculo, llegando a la inactivacién microbiana con
resultados favorables tras periodos de exposicién de 60 min. Similar al presente
trabajo, Caraveo et al. (2015) encontraron disminucion significativas en los
conteos de coliformes por efecto del tratamiento de ultrasonido y por el tiempo
de almacenamiento. Ellos sefialaron que la técnica de aplicacion de ultrasonido
fue muy efectiva en la reduccién de coliformes totales, ya sea cuando es
aplicado a la carne por 60 0 90 min, presentando una reduccién aproximada de

tres y cuatro ciclos logaritmicos respectivamente.

Nazari y Jochen (2010) reportan niveles de inhibicion del 81% en jarabe
de frutas cuando fueron tratadas con ultrasonido. Joyce et al. (2011) indican
gue las bacterias coliformes presentan una alta sensibilidad a los tratamientos
de ultrasonido a 20 y 40 kHz de frecuencia, observando una alta disminucion
microbioldgica en los conteos finales después de la aplicacion de ultrasonido.
Drakopolou et al. (2009) mencionan que el efecto del ultrasonido de alta

intensidad sobre E.coli depende directamente de la temperatura a la cual se
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lleva a cabo el experimento. A una temperatura de 25 °C o menor, la efectividad
del ultrasonido disminuye, mientras que a altas temperaturas la eliminacion de

bacterias se mantiene constante por el efecto de ultrasonido.

Bacterias mesofilas

En la Gréfica 10 se observan diferencias significativas (p<0.001) en las
cuentas de mesdfilos entre tratamientos, las muestras tratadas con ultrasonido
presentas valores mucho mas bajos que las muestras control. En muestras
tratadas con ultrasonido de alta intensidad, los valores de UFC/ml fueron
disminuyendo a través de los dias de almacenamiento, lo que indica que el
ultrasonido de alta intensidad disminuye la cantidad de bacterias mesdfilas de la
carne fresca inmediatamente después de la ultrasonicacion y durante el

almacenamiento.

El ultrasonido es una tecnologia reciente que reduce el nivel inicial de
poblaciones de microorganismos. Entre estos microorganismos, podemos
encontrar a los patdgenos, de gran interés e importancia en la microbiologia de
alimentos y el impacto en la seguridad alimentaria (Bermudez-Aguirre et al.,
2011). Las ondas ultrasénicas tienen un poder antimicrobiano debido a que
provocan un aumento en la energia cinética de las moléculas (Fitzgerald et al.,
2004), particularmente, la inactivacion de la carga microbiana se debe al efecto
letal del ultrasonido de potencia y al fendmeno de cavitacion, el cual genera
altas presiones y altas temperaturas que conduce a la formacion de radicales

libres que pueden producir oxidacion de los fosfolipidos que componen las
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10. Medias de los cuadrados minimos (+x0.0805 error estandar) del
crecimiento de bacterias mesoéfilas de muasculo Semitendinosus de
bovino durante el almacenamiento a 4°C con y sin aplicacion de
ultrasonido de potencia.
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membranas celulares de los microorganismos, y en consecuencia la posterior

inactivacion de las células bacterianas.

Previamente se reportd que la ultrasonicacion del musculo de bovinos
machos entre los 4 y 5 afios de edad a las 12 h postmortem produjo efectos
significativos sobre la disminucion de bacterias meséfilas del masculo, llegando
a la inactivacion microbiana con resultados favorables tras periodos de

exposicién de 60 min (Teran-Acufia et al., 2015).

Este efecto ha sido corroborado por otras investigaciones (Antoniadis et
al., 2007; Bhaskaracharya et al., 2009; Cameron, 2007; Dolatowski et al., 2007).
Ademas se ha reportado que la manipulacion de microorganismos con
ultrasonido va en relacion de la frecuencia de la resonancia de las
microburbujas que se forman con la cavitacion, ya que observaron que los
microorganismos se pegan a los limites de las burbujas, permaneciendo ahi
durante el tratamiento y después de pasado el efecto de ultrasonido, recobrar
su movimiento. Debido a esto entre una mayor frecuencia y potencia del
ultrasonido y un tiempo razonable de tratamiento habra una reduccién de
microorganismos (Porras et al., 2004). Similarmente, un estudio con carne
cruda masajeada con ultrasonido de alta intensidad antes y después de la
inyeccion de salmuera (Dolatowski y Stasiak, 2002) mostré que el ultrasonido
reduce significativamente la carga microbiana sobre todo de bacterias aerdbicas
las cuales presentaron una sensibilidad importante al tratamiento. De la misma

manera, Haunghton et al. (2010) y Pifion et al. (2015) mostraron que en carne
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de pollo el conteo total de bacterias mesoéfilas disminuye después de la

aplicacion de ultrasonido.

Sin embargo, la capacidad del ultrasonido para controlar el crecimiento
de microorganismos depende de multiples factores como el equipo, la
intensidad y la frecuencia aplicada en cada tratamiento (Antoniadis et al., 2007;
Cameron, 2007; Dolatowski et al., 2007; Baskaracharya et al., 2009; Joyce et
al., 2011), consideraciones que se deben tomar en cuenta a la hora de la

aplicacion del tratamiento ultrasénico

Bacterias psicrofilas

Se encontraron diferencias significativas (p<0.001) entre las muestras de
carne de bovino tratadas con ultrasonido y el control. Las muestras
ultrasonicadas presentaron valores mas bajos que las muestras control, a

excepcion del dia 0 en donde no hay diferencia entre tratamientos (Gréfica 11).

Estos resultados estan acorde con lo encontrado por Caraveo et al.
(2015), donde encontraron que las muestras control presentaron valores mas
altos de UFC/ml en comparacién con las muestras tratadas con ultrasonido de
alta intensidad. Mencionan que este tipo de bacterias mostraron una mayor

disminucién que otro tipo de bacterias como las mesofilas.

Sin embargo, estos resultados se contraponen con lo obtenido por otros
autores, como Vilkhu et al. (2008) en donde se menciona que el ultrasonido es
un método eficiente para la extraccion de diversos componentes en los
alimentos y esto puede contribuir al crecimiento de microorganismos en este
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Grafica 11. Medias de los cuadrados minimos (+0.1052 error estandar) del
crecimiento de bacterias psicrofilas de musculo Semitendinosus de
bovino durante el almacenamiento a 4°C con y sin aplicacion de
ultrasonido de potencia.
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caso de las bacterias psicrofilas. Dolatowsky y Stasiak (2002) reportan que en
muestras tratadas con ultrasonido y que se almacenan en refrigeracion, no se
presenta una disminucion importante de bacterias. De igual manera, Boerema
et al. (2007) y Suérez et al. (2008), también indican que algunas bacterias
psicrofilas crecen con facilidad en alimentos empacados al vacio y que se

almacenan en refrigeracion.

La responsable del efecto antimicrobial del ultrasonido de alta intensidad
es la cavitacion. Las burbujas de gas formadas en el medio, hacen que se
llegue a un momento donde la energia ultrasénica que se provee no es
suficiente para retener el vapor en la burbuja y se provoca la condensacion
(Gomez-Diaz y LoOpez-Malo, 2009 Awad et al., 2012). Las moléculas
condensadas chocan violentamente creando ondas, dichas ondas crean
regiones de alta temperatura y presion. Dichos choques actian sobre ciertos
componentes estructurales y funcionales celulares hasta el punto de provocar la

lisis celular.

Ciertos microorganismos pueden ser mas susceptibles al tratamiento con
ultrasonido que otros. Se ha visto que las células largas o mas grandes son las
sensibles a la aplicacion de ultrasonido de alta intensidad. Con el incremento en
el area de superficie, las células de mayor tamafio son bombardeadas por la
presién producida por la cavitacion. Como parte del mecanismo de accion, tanto
el calor como las ondas de choque por cavitacibn o ambos, pueden ser los
responsables del efecto letal de la aplicacion del ultrasonido de alta intensidad.

En el presente estudio se encontr6 un efecto en la reduccidon de
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microorganismos en carne de bovino, lo que nos indica que el ultrasonido de
alta intensidad puede ser usado como una alternativa para la conservacion de
los alimentos sin usar tecnologias mas agresivas como el calor que nos puede

dafnar el alimento.

Una caracteristica importante es el tiempo de aplicacién del tratamiento
ultrasénico (Rodriguez-Calleja et al.,, 2006; Kalantar et al.,, 2010), se ha
reportado que el efecto bactericida del ultrasonido aumenta con el tiempo de
aplicacion y que cuando éste es de 30 min o menos, los niveles microbianos se
reducen inmediatamente, pero el efecto desaparece durante el almacenamiento

en refrigeracion ((Pohlman et al., 1997).

Algunos autores (Boerema et al., 2007; Suarez et al., 2008) sefialan que
algunos organismos psicrofilos crecen facilmente en productos que son
empacados al vacio y almacenados en refrigeracion. Sams y Feria (1991)
propusieron que este fendmeno se debe a la liberacién de nutrientes de la
carne sometida a ultrasonificacion incluyendo el agua del material tratado
(Fuente et al.,, 2004) aumentando asi la disponibilidad de los nutrientes para
las bacterias. Sin embargo, en el presente estudio si se encontrdé efecto del
ultrasonido en las bacterias psicrofilas y éste fue permanente a lo largo de todo
el tiempo de almacenamiento en refrigeracion ya que se observaron valores por
debajo de las muestras control en todos los tiempos de almacenamiento, siendo
al tiempo 0 de almacenamiento donde se registraron los valores mas bajos

mostrando una tendencia a incrementarse en los Udltimos dias del
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almacenamiento, pero aun asi, las muestras tratadas con ultrasonido tuvieron

valores por debajo de la muestra control.

Los multiples beneficios conferidos por el ultrasonido de alta intensidad
han permitido su utilizacion en areas muy distintas. Una de las de mayor interés
dentro de la industria de alimentos es su aplicacion como agente
antimicrobiano. El efecto del ultrasonido sobre las bacterias depende de
multiples factores, sin embargo no se conoce por completo su modo de accién.
Es necesario el desarrollo de mas investigaciones que ayuden a explicar el
comportamiento de los microorganismos frente a las ondas de ultrasonido, ya

gue las teorias existentes quizas no puedan ser aplicadas en todos los casos.

Es necesario continuar investigando el tema para poder determinar los
niveles de intensidad, exposicion al ultrasonido y duracion de la aplicacion
sobre el conteo microbiano. Es dificil establecer los limites entre todas estas
hipotesis y, probablemente, la inactivacion microbiana se produzca como

consecuencia de una mezcla de los mecanismos anteriores.

A pesar de los efectos favorables observados por el ultrasonido sobre los
microbios, el ultrasonido por si solo no es suficientemente efectivo para
inactivar los microorganismos presentes en la carne, por lo que debe
combinarse con otros factores que aumenten de forma considerable la
inactivacibn microbiana. Se ha comprobado que cuando el ultrasonido se
combina con niveles moderados de presién, temperatura, o ambos, hay un

efecto letal sobre los microorganismos sin que se presenten alteraciones
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considerables de la caracteristicas fisicas, quimicas y/o sensoriales del alimento
(Manas y Pagéan, 2005). Otros factores que podrian tener actividad sinérgica
con el ultrasonido son la reduccion de pH, actividad de agua, y la adicion de
agentes antimicrobianos tales como nanoparticulas de zinc o de plata, entre
otros.

Hongos y levaduras

En la Gréfica 12 se observan los resultados en las cuentas de hongos y
levaduras por efecto del ultrasonido. Solo se presentan diferencias significativas
(p<0.001) al dia 9 de almacenamiento dando valores mas altos para las
muestras tratadas con ultrasonido que en las no tratadas. El nimero de UFC/ml
fue aumentando a través del tiempo de almacenamiento con diferencias
significativas entre muestras control y tratadas con ultrasonido de alta
intensidad. Se observa que tanto en el dia 6 con el 9 los valores son mayores
que las muestras control, Unicamente el dia 3 las muestras tratadas con

ultrasonido presentaron un conteo ligeramente mas alto que el control.

Fue evidente que el utlrasonido es una metodologia muy eficaz para bajar
las cuentas de hongos y levaduras de la carne fresca de bovino y este efecto
perdura durante el almacenamiento. La teoria principal sobre como el
ultrasonido de alta intensidad provoca la muerte de los microorganismos se
basa precisamente en el fenobmeno de la cavitacion (Cameron, 2007). Sin
embargo, es importante mencionar que las altas intensidades de ultrasonido
son mas eficaces que las bajas, ya que se ha visto que el ultrasonido de baja

intensidad no produce el dafio celular necesario para la eliminacion de
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Gréfica 12. Medias de los cuadrados minimos (+0.0362 error estandar) del
crecimiento de hongos y levaduras de musculo Semitendinosus de
bovino durante el almacenamiento a 4°C con y sin aplicacion de
ultrasonido de potencia.
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microorganismos debido a la poca formacion de burbujas ocasionadas por la

cavitacion (Jgrgensen et al., 2008).

Efecto del Ultrasonido sobre la Oxidaciéon de Lipidos en Carne de Bovino

No se presento efecto de la aplicacion de ultrasonido sobre la oxidacion
de A&cidos grasos (p=0.1782) de la carne de bovino, pero si por
almacenamiento, ya que la oxidacion disminuy6 con la maduracién de la carne
durante los 9 dias de almacenamiento en refrigeracion. Este es un efecto muy
favorable, ya que permite asegurar que es posible aplicar ultrasonido a carne de

res sin alterar la calidad oxidativa de los lipidos (Gréfica 13).

Previamente habia sido sefialado por Stadnik et al., (2008) que la
sonicacion puede ser un método eficaz para mejorar las propiedades
tecnoldgicas del masculo sin efecto en la oxidacion de lipidos. También Stadnik,
(2009) al analizar muestras tratadas con ultrasonido (45 kHz, 2 W/cm2 por 120
seg) y almacenadas en refrigeracion, reportan valores de sustancias reactivas
al acido-2-tiobarbituico (TBAR"s) que no comprometen la estabilidad oxidativa

de la carne.

Contrariamente, otros autores han reportado que el ultrasonido ademas
de fragmentar el colageno deteriora la membrana celular y promueve la
formacion de radicales libres (Kuijpers et al., 2002). En consecuencia,
intensifica la oxidacion de la carne durante el tratamiento con ultrasonido, por el
incremento en la velocidad de las reacciones quimicas (Awad et al., 2012). Sin

embargo, estos efectos no fueron observados en la presente investigacion.
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Gréfica 13. Efecto del ultrasonido sobre la oxidacion de mausculo
Semitendinosus de bovino durante el almacenamiento a 4°C con y
sin aplicaciéon de ultrasonido de potencia.
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Al evaluar la influencia del tratamiento de ultrasonido en la estabilidad
oxidativa de la carne de vacuno en Semimembranosus bovino durante la
maduracion, Stadnik y Dolatowski (2008) observaron minimas diferencias en la
velocidad y el grado de oxidacion de lipidos por efecto del ultrasonido en carne
madurada. Este estudio demuestra que la ultrasonicacion, en conjuncién con el
almacenamiento refrigerado, puede ser un método eficaz para mejorar las
propiedades tecnoldgicas de carne de vacuno sin comprometer su estabilidad

oxidativa.

Tampoco se ha presentado efecto del ultrasonido en productos carnicos
procesados. Cichoski et al. (2015) evaluaron salchichas para hot dog adquiridas
en un local comercial con diversos ingredientes, entre ellos carne de pollo, pavo
y bovino, los resultados obtenidos indican que no hay efecto significativo en el
nivel de TBA, en muestras tratadas con ultrasonido y muestras control, sin
embargo, observaron que al dia 60 de almacenamiento los valores de
malonaldehido aumentaron en los dos tratamientos, pero las muestras tratadas
con ultrasonido presentaron valores mas bajos que las muestras control. Las
variables que usaron fueron una frecuencia de 25 kHz y 200 W y pasteurizaron
al mismo tiempo que sonicaron a una temperatura de 74°C por 10.5 min.
Condiciones diferentes a las que se usaron en esta investigacion, por lo que tal
vez a esto se deban las diferencias encontradas con este estudio, ademas que

se trabaj6 con un producto carnico procesado.

McDonnell et al. (2014) analizaron carne de cerdo curada y tratada con

ultrasonido para reducir el tiempo de procesado, encontraron que la aplicacion
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del ultrasonido de alta intensidad no tiene efecto significativo en el aumento de
la oxidacion de lipidos en la carne, sin embargo, los valores de TBA a traves del
tiempo de almacenamiento, fueron mayores en tratamientos con aplicacién de
ultrasonido de alta intensidad, comparadas con las muestras control. Ellos
concluyen que a pesar de que los valores de oxidacion fueron mayores en
muestras tratadas con ultrasonido de alta intensidad, esto no afecta los

atributos de calidad de la carne de cerdo.

Es importante mencionar que en el presente estudio se utilizd6 una
frecuencia de ultrasonido de 40 kHz y una potencia de 11 W/cm?, asi como
rebanadas de carne de 2.5 cm de grosor y un tiempo de sonicado de 60 min.
Diferentes tipos de musculos de bovino y por lo general los tiempos de sonicado
de los demas estudios son menores al aplicado en esta investigacion. Otra de
las variables que puede causar efecto en las diferencias encontradas son los
tiempos de almacenamiento de la carne, en este estudio se realizaron
mediciones del dia 0, 3, 6 y 9 dias y en cada uno se realizé medicion de
oxidacion, hay estudios en los que el tiempo de almacenamiento fue de hasta

60 d, lo cual hace dificil la comparacion entre estudios.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se concluye que el ultrasonido aplicado por 60 min a carne de bovino
aumenta la luminosidad y disminuye la intensidad de color rojo en el
almacenamiento. Ademas el ultrasonido disminuye el pH, y aumenta la
capacidad de retencion de agua inmediatamente después de su
aplicacion aunque se iguala con el control en el almacenamiento. La
carne sonicada tiene menores pérdidas por goteo sin efecto en la
oxidacion de lipidos durante la refrigeracion, por lo que se puede afirmar
que el ultrasonido no tiene efectos desfavorables en la calidad
fisicoquimica de la carne.

El esfuerzo de corte no se afectd significativamente con el ultrasonido,
sin embargo, se recomienda continuar realizando investigacion para ser
mas contundentes en torno al efecto del ultrasonido como mejorador en
la terneza de la carne.

El ultrasonido usado a una frecuencia de 40 kHz y una intensidad de 11
W/cm? aplicado por 60 min presenta efectos inmediatos sobre las cargas
de coliformes totales, Stafilococcus aureus, mesofilos, psicroéfilos y
hongos y levaduras. Esto es de importancia para la carne refrigerada
indicando que el tratamiento con ultrasonido puede ayudar a mantener la
carne en refrigeracion a 4 °C en buenas condiciones por mas tiempo en
almacenamiento.

El ultrasonido de alta intensidad representa una alternativa para

controlar, primordialmente, el crecimiento de bacterias psicrofilas y

80



coliformes en carne de bovino almacenada a 4°C, sin afectar las
propiedades de calidad de la carne que son de gran interés tanto para la
industria carnica como para el consumidor.

El ultrasonido puede ser una alternativa para la conservacion de carne ya
qgue ayuda a reducir el nUmero de microorganismos presentes y con ello
evitar el deterioro de la carne sin efectos negativos en la calidad
fisicoquimica; por lo tanto, se demostr0 que el ultrasonido es una
tecnologia emergente que puede aportar beneficios en el procesamiento
y la conservacién de la carne.

Se recomienda combinar el ultrasonido con otras tecnologias de
potencial antimicrobiano con la finaliad de controlar con mayor eficacia el
crecimiento de patdgenos en la carne de bovino sin afectar otros
parametros de calidad.

Se recomienda investigar la aplicacion del ultrasonido en cortes carnicos
de mayor volumen con la finalidad de escalar la implementacion de esta

tecnologia a nivel industrial.
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