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El consumo de pepperoni en todo el mundo ha
aumentado de forma continuada en las dltimas
décadas, principalmente debido al uso de este
producto carnico como ingrediente en bocadillos y
pizzas (Technomic, 2012). Considerado también un
aperitivo, sus numerosas recetas incluyen siempre
pimentén, un alto contenido de grasa y, dependiendo
del fabricante, una elevada proporcién de hierbas y
especias. Todos estos factores, junto con el intenso
sabor acido debido a la fase de fermentacién que
tiene lugar antes del secado, confieren al producto
final un sabor apetitoso y una textura jugosa.

Durante esta fase de secado el producto permanece
colgado varias semanas (segin el calibre, la
composicién y los parametros utilizados) y pierde
suficiente cantidad de agua hasta que se alcanza
una proporcion humedad:proteina no superior a
1,6:1. Este periodo de secado constituye la fase
mas lenta del proceso de elaboracién tradicional
de embutidos fermentados, y muchas veces se ha
intentado acortarla incrementando la temperatura,
reduciendo el grosor de las piezas o incorporando
aditivos o ingredientes especificos. La tecnologia
Quick Dry Slice (QDS process®) se basa en la
aplicacién de conveccion forzada para acelerar el
secado de las lonchas inmediatamente después de
haberse alcanzado el pH deseado (Comaposada et
al., 2004). Las lonchas pueden secarse en la misma
medida que los productos tradicionales en un tiempo
considerablemente menor (30-60 min. en lugar de
1-2 meses) (Comaposada et al., 2009).

Seguridad alimentaria del pepperoni

La mayor parte del pepperoni elaborado en los Estados
Unidos y en el resto del mundo incluye cierta cantidad
de carne de vacuno en su composicién, un tipo de carne
que se ha relacionado con diversos casos de infeccién
por Escherichia coli 0157:H7 (EFSA, 2012] y retiradas
de productos (http://www.fsis.usda.gov/fsis Recalls/
index.asp). Esta bacteria también se denomina E. coli
enterohemorragica, o EHEC, y puede causar sindrome
urémico hemolitico (SUH). Por esta razén, el FSIS (2001)
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exige una reduccién de al menos 5 log en los productos
fermentados secos y semisecos que se elaboren con
carne de vacuno (USDA, 2005). Esta reduccién de la
carga bacteriana debe validarse mediante un "challenge
test” con el proceso empleado en las instalaciones de
produccion.

Elinforme final sobre seguridad alimentaria publicado por
laagenciaMeat & Livestock Agency of Australia (Predicting
Escherichia coli inactivation in uncooked comminuted
meat products) contiene una revision bibliografica
completa sobre la inactivacién de Escherichia coli, y
puede concluirse que pocos procesos podrian conseguir
de manera fiable una reduccién superior a 2 log sin una
etapa de calentamiento o unincremento del tiempo o fases
de alta temperatura. De hecho, los diversos "challenge
test” publicados que se han realizado con sustitutos de
€. coli 0157:H7 indican que la Unica forma de lograr una
reduccién de 5 log es mediante un tratamiento térmico a
mas de 50 °C en el centro del embutido durante al menos
1 hora, con un pH final inferior a 4,7 tras la fermentacion
(Health Canada, 2000).

El Comité Asesor Nacional de los Estados Unidos
sobre Criterios Microbioldgicos para los Alimentos
(2000) recomienda el uso de un microorganismo
sustituto en lugar de los patdgenos objetivo para los
estudios de inactivacién que se lleven a cabo en los
centros de produccién. Abundando en la utilidad de
los microorganismos sustitutos, la Food and Drug
Administration (FDA) de los Estados Unidos, en su
Glosario de cinética de la inactivacién microbiana
para las tecnologias alternativas de procesamiento
de alimentos, sefialaba que los sustitutos permiten
la verificacion biolégica de un determinado proceso o
tratamiento antimicrobiano sin introducir patégenos
en un alimento (FDA, 2000). La FDA (2000) también
sefiala que un microorganismo descrito como bacteria
sustituta debe ser “una especie y cepa no patdgena que
responda a un determinado tratamiento de una forma
equivalente a una especie y cepa patogena”.

Porlotanto, los estudios de provocacién conintervencién
microbiana realizados con una bacteria sustituta que no

haya sido validada, 0 que se sepa con certeza que es
mas sensible que el patégeno a un tratamiento concreto,
pueden desacreditar resultados con los que se pretenda
emular la reduccién de un patégeno objetivo.

Seleccién del sustituto de Escherichia coli 0157:H7

A fin de validar la aplicacién de la tecnologia QDS
process® en la produccién de pepperoni, se selecciond
un sustituto no patogénico con un comportamiento
muy similar al del patégeno Escherichia coli 0157:H?.

Se elaboraron dos partidas independientes de
embutidos. Cada partida se preparé mezclando los
siguientes ingredientes: magro de cerdo 90:10, carne
grasa de cerdo 50:50 y carne grasa de vacuno 50:50.
La receta también contenia sal, dextrosa, jarabe de
maiz, mostaza, pimentdn, oleorresina de pimentdn,
ajo, eritorbato sédico, fosfato tricalcico, agua helada,
cultivo iniciador (Pediococcus spp.) y nitrito. Las
carnes se trituraron hasta alcanzar el tamafo de
particula deseado y se mezclaron bajo vacio con el
resto de ingredientes.

Cada partida constaba de 3 lotes de mezcla para
pepperoni. Cada lote fue inoculado en una cabina de
seguridad biolégica (Telstar BIO-II-A) con un cultivo
de cepas de E. coli seleccionadas hasta alcanzar una
concentracion aproximada de 107 ufc/g. Las cepas
utilizadas pertenecen a diferentes colecciones de
cultivos (CECT: Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo,
CTC: coleccién propia procedente de aislado de carne,
ATCC American Type Culture Collection): E.coli 0157:H7
CECT4267, E.coli 0157:H7 CTC1058, E.coli CTC1079
(ATCC25922, CECT434). Las mezclas inoculadas se
distribuyeron en placas Petri con tapa. Se preparé una
placa Petri adicional que contenia mezcla no inoculada
a fin de registrar la evolucién del pH y la temperatura
durante la fermentacién y el proceso de coccién. Todas
las muestras se fermentaron y se cocinaron en una
incubadora de laboratorio (Heraeus) segun un proceso
industrial comdn, con un pH tras la fermentacion
inferior a 4,8 y con un tratamiento térmico de 128 °F
durante 1 hora en el ndcleo del embutido.

Andlisis microbioldgico y fisicoquimico

Los recuentos de E. coli se determinaron por duplicado
tras la inoculacion (Momento 0] y por triplicado tras el
proceso de fermentacién-coccién (Momento 1). Quince
gramos de mezcla se homogeneizaron (dilucion 1/10)
con 0,1% bactopeptona y 0,85% NaCl en un Masticator
Classic (IUL, Barcelona, Espafa), se diluyeron de
forma seriada y se distribuyeron en placas con medio
cromogénico (CHROMagarTM 0157). Las placas se
incubaron a 37 °C durante 24-48 h. Los recuentos se
expresaron como log ufc/g. El limite de deteccién fue de
10 ufc/g. La inactivacién bacteriana se valoré a través
de reducciones logaritmicas como la diferencia entre
los recuentos después del tratamiento térmico y los
recuentos iniciales, es decir Log[N/NO],

El pH se midié con un pHimetro portatil (Crison pH25)
en el Momento 0 y tras la fermentacion. El contenido
de agua, grasa y proteina de las mezclas de carne se
determind mediante un espectrofotémetro de infrarrojo
cercano Foss Foodscan segin el método descrito por
Anderson (2007).

Los resultados obtenidos en la primera parte del estudio
se muestran en las figuras y tablas siguientes.

TABLA 1 Composicion quimica (%) de las mezclas de carne.

] Partida 1 Partida 2

Grasa 36.96 31.97
Proteina 11.15 11.91
Humedad 45.67 49.25
Colageno 3.20 1.73

A Tabla 1. Composicion quimica (%) de las mezclas de carne.
V Tabla 2. Evolucién del pH durante el proceso.

TABLA 2 Evolucién del pH durante el proceso.
Momento 0 Tras la
(mezcla de carne) fermentacion
Partida 1 1* 5.77 4.68
Partida 2 1** 5.76 4.71

T muestras no inoculadas

*10 horas y 15 minutos de fermentacion y 4 horas y 45 minutos
para alcanzar una temperatura de 54 °C en el nicleo del embutido.
**8 horas y 45 minutos de fermentacion y 3 horas y 15 minutos
para alcanzar una temperatura de 54 °C en el nicleo del embutido.
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TABLA 3 Recuentos de E.coli en piezas tipo de pepperoni.
Partida mezcla inoculada) tras el tratamiento térmico!

Partida 1 cepas inoculadas

ATCC25922/CECTA34 7.01£0.09 <1
CTC 1058 (O157:H7) 7.26£0.10 <1
CECT4267 (O157:H7) 7.40£0.18 <1

Partida 2 cepas inoculadas

ATCC25922/CECTA434 7.13:0.16 <1
CTC 1058 (O157:H7) 7.20£0.04 <1
CECT4267 (0157:H7) 7.470.01 <1

A Tabla 3. Recuentos de E.coli en piezas tipo de pepperoni.
*Los recuentos microbianos se expresan como Log ufc/g = desviacion estandar.

La figura 1 muestra el grado de inactivacién de las
cepas de E. coli en las piezas tipo tras el proceso de
fermentacion-coccién, expresado como reduccién
logaritmica de la viabilidad, Log (N/N,], donde N, y N
son el nimero inicial de células tras la inoculacién y el
numero final de supervivientes, respectivamente. En
los dos ensayos independientes (partida 1 y partida
2), el proceso de fermentacion-coccion dio como
resultado reducciones de 6 Log para E. coli ATCC25922
0 incluso mas para las cepas de E. coli 0157:H7
utilizadas. Por consiguiente, la cepa no patogénica
de E. coli ATCC25922/CECT434 seleccionada es un
sustituto Gtil de la cepa de E. coli 0157:H7 para validar
la aplicacién del QDS process en la produccién de
embutidos de pepperoni.

FIGURA 1 Inactivacion de E.coli en piezas tipo de
pepperoni
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A Figura 1. Inactivacion de E.coli en piezas tipo de pepperoni.
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Validacién del QDS process en la produccién de
embutidos de pepperoni mediante "challenge test”

Los embutidos de pepperoni utilizados en el
"challenge test" se elaboraron mezclando los mismos
ingredientes, y en idéntica proporcién, que para la
seleccidn de un sustituto de E. coli. Se utilizd el mismo
proceso de produccién.

La inoculacién con la cepa no patogénica de E. coli
ATCC25922/CECT434 se llevo a cabo durante la fase
de mezcla, antes de embutir en tripa de coldgeno de
80 mm de didmetro. Todas las piezas se colgaron de
varales y se trasladaron al horno. La temperatura del
termémetro seco (TS) y la del termémetro humedo
(TH) en el interior del horno de vapor, asi como la
temperatura del nicleo de una pieza, se registraron
cada 10 segundos con un DataLogger 177-T4. Altérmino
del proceso de coccién, la mitad de los embutidos
fueron envasados al vacio en bolsas de poliamida y
polietileno (PA/PE) y se almacenaron a 0 °C durante 24
horas hasta los analisis, mientras que el resto de los
embutidos se envasaron al vacio y se congelaron a -4
°C para proceder a su secado con la tecnologia QDS®.

Proceso de secado

Las piezas de pepperoni congeladas se cortaron
por el centro para obtener lonchas de 7,55 =0,09 g
destinadas al QDS process®. Se llevaron a cabo un total
de 3 procesos de secado (n=3). El tiempo de secado

fue de 34 = 1 min a 25 °C, la velocidad del aire fue
de 3,5 m/s y se mantuvo una humedad relativa del
30-33% hasta alcanzar una merma de peso del 26,7
=+ 0,1%. La temperatura inicial de las lonchas era de
1,7 = 0,5 °C, mientras que al término del proceso de
secado era de 19 = 1°C. El peso medio de las lonchas
secas fue de 5,5 £ 0,07 g. Después del secado,
las lonchas se envasaron al vacio (3 bolsas de PA/
PE por cada pieza de embutido) y se conservaron
refrigeradas a 4 °C hasta el momento del analisis.

Analisis microbiolégico y fisicoquimico

Quince gramos de embutido se homogeneizaron
(dilucién 1/10) con 0,1% bactopeptona y 0,85% NaCl
en un Masticator Classic (IUL, Barcelona, Espaﬁa], se
diluyeron de forma seriada y se distribuyeron en placas
de agar Coli ID (BloMérieux). Las placas se incubaron a
37 °C durante 24-48 h. Las bacterias acidolacticas se
determinaron mediante recuento en placa con MRS agar
(Merck), con incubacion en anaerobiosis a 37 °C durante
48 h. Los recuentos se expresaron como log ufc/g,

El limite de deteccién fue de 10 ufc/g. La inactivacion
bacteriana se valoré através de reduccioneslogaritmicas
como la diferencia entre los recuentos tras el tratamiento
térmico y los recuentos iniciales, es decir Log [N/Nn].

Los recuentos microbianos se llevaron a cabo después
de preparar la mezcla de carne (Momento 0, después
del proceso de fermentacion-coccion (Momento 1),
después del secado QDS (Momento 2), y al cabo
de 45 dias (Momento 3] y 90 dias (Momento 4) de
conservacion en frio (4 °C). En cada momento se
analizaron 3 muestras diferentes, salvo en el momento
0, que se analizaron 2 muestras.

Se realizd un analisis fisicoquimico (Anderson, 2007) y
se midi6 el pH (Crison GLP 21, Crison Instruments, SA.,
Alella, Espafia) de la mezcla de carne tras rellenar con
ella las tripas de colageno. El pH se determiné después
de la fermentacién y después del QDS process por
medio de un pehachimetro portatil 13 (Crison pH25).
La actividad de agua (aw) se determiné con un
dispositivo Aqualab 3TE [Decagon Devices).

TABLA 4 Composicién quimica (%) de los embutidos de pepperoni en diferentes fases del QDS process.

_“ o

Momento 0 52.19 14.90 31.06 212 3.64
Momento 1* 50.84+0.74 13.99 27.44+1.61 1.57£0.17 3.79£0.41 3.63
Momento 2* 30.74£0.54 20.45+0.08 39.86+0.42 3.31£0.17 5.01£0.06 1.50

A Tabla 4. Composicion quimica (%) del pepperoni en diferentes fases del QDS process.
*promedios =+ desviacion estandar de tres muestras extraidas de cada pieza de embutido.

TABLA 5 Recuentos microbianos, pH y actividad de agua (aw) de los embutidos de pepperoni en diferentes fases del

QDS process.

Bacterias
E. coli * acidolacticas *

0 (mezcla de carne) 7.96+0.10 8.05+0.01

1 (después del proceso de fermentacién-coccion) <1.00 6.75+0.43 4.61+0.01 0.949+0.002
2 (24h tras QDS) <1.00 6.46+0.19 4.54+0.03 0.895+0.003
3 (45 dias de almacenamiento a 4°C) <1.00 5.71+0.34 - -

4 (90 dias de almacenamiento a 4°C) <1.00 5.12+0.13 - -

A Tabla 5. Recuentos microbianos, pH y actividad de agua (aw) del pepperoni en diferentes fases del QDS process.
*Los recuentos microbianos se expresan como Log ufc/g = desviacidn estandar, y son el promedio de dos muestras

(momento 0) o tres muestras (momentos 1, 2, 3y 4).
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FIGURA 2. Inactivacién de E.coli en embutidos de

pepperoni.

E. coli inactivacion

Post TT Post TT+QDS

Log (N/No)

A Figura 2. Inactivacion de E.coli en embutidos de pepperoni.

Resultados

Los resultados obtenidos en el "challenge test” con
E. coli ATCC25922/CETC434 en piezas de pepperoni se
muestran en las tablas y figuras siguientes.

La figura 2 muestra el grado de inactivacién de la
bacteria E. coli en el pepperoni tras el proceso de
fermentacién-coccién (Post TT), expresado como
reduccion logaritmica de la viabilidad, Log (N/N ],
donde N, y N son el numero inicial de células tras
la inoculacion y el nimero final de supervivientes,
respectivamente. La fermentacién-coccién dio como
resultado una reduccién de 7 Log en el recuento de E.
coli. No se observé inactivacion adicional tras el QDS
process® (Post TT+0DS). La inactivacion alcanzada se
mantuvo tras 90 dias de almacenamiento a 4 °C, y no
se observé ninguna recuperacion de E. coli.

CONCLUSION

Es posible utilizar estudios de inactivacién para
determinar si un determinado proceso proporciona
una reduccién logaritmica adecuada de un patégeno
objetivo segun las exigencias de los reglamentos o
la politica gubernamental (por e]. el FSIS exige una
reduccion de 5 Log para E. coli 0157:H7).

A partir de los resultados obtenidos en este estudio,
puede concluirse que la inactivacién conseguida con
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E. coli ATCC25922, cepa previamente seleccionada
como sustituto adecuado, cumple la reduccién
exigida por el reglamento FSIS, y que los embutidos de
pepperoni elaborados con el QDS process son seguros.
Tal y como se ha mencionado anteriormente, estos
resultados son coherentes con los estudios publicados
sobre inactivacion de sustitutos de E. coli 0157:H?, ya
que se consigue una reduccién superior a 6 Log tras la
fase de tratamiento térmico a mas de 50°°Cen el nicleo
del embutido durante al menos 1 hora, combinado con
un pH de 4,7 o inferior tras la fermentacion.
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