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RESUMEN

Los productos carnicos son muy susceptibles al deterioro, principalmente por las
caracteristicas intrinsecas del producto y la microbiota asociada al mismo. Se ha
estimado que hasta el 35 % de la carne de cerdo se deteriora durante su
comercializacion y almacenaje. El deterioro de la carne es provocado, en gran
medida, por las poblaciones bacterianas asociadas al deterioro (BAD), las cuales
representan la microbiota del producto. Sin embargo, hasta este momento, se
desconocen los grupos bacterianos causantes del deterioro (BCD) de la carne de
cerdo. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue identificar y caracterizar las
poblaciones BCD en carne de cerdo. Para este fin, se implementé una estrategia
microbiolégica con ensayos cultivo-dependiente e -independiente. Al aplicar esta
metodologia, se recuperaron 75 aislamientos bacterianos, provenientes de carne de
cerdo cruda en proceso de deterioro. Estos aislamientos se sometieron a ensayos
de deterioro in vitro. El 65 % de los aislamientos mostraron capacidad deterioradora
y se clasificaron como BCD, con una produccion de nitrégeno volatil total (TVB-N,
por sus siglas en inglés) = 20 mg /100g. Estos aislamientos de BCD pertenecieron
a las familias Bacillaceae, Enterobacteriaceae, Hafniaceae, Planococcaceae y
Pseudomonadaceae. En estos ensayos, los valores de pH de la carne fluctuaron
entre 5.2 y 6.2, revelando una correlacion positiva entre los valores de TVB-N vy el
pH. Ademas, los ensayos cultivo-independiente mediante andlisis de secuenciacion
masiva del gen 16S rRNA revelaron la presencia de 18 familias y 55 géneros
diferentes como miembros de la microbiota de carne de cerdo cruda. También se
corrobor6 la dinamica y abundancia relativa de poblaciones BCD; por ejemplo,
miembros de la familia Pseudomonadaceae (52 %), Enterobacteriaceae (21 %),
Bacillaceae (16 %), y Planococcaceae (11 %). Estos resultados son un marco de
referencia en la identificacion de bacterias causantes del deterioro de carne de
cerdo.

Palabras clave: carne, deterioro microbiano, desperdicio, TVB-N, BCD



ABSTRACT

Meat products are very susceptible to spoilage, due to its intrinsic characteristics
and the presence of a diverse microbiota. It has been estimated that up to 35 % of
pork meat deteriorates during processing and storage. Meat spoilage is caused, to
great extent, by bacterial populations, also known as Spoilage Associated Bacteria
(SAB), which represents the microbiota associated with the product; however, the
diversity of spoilage causing bacteria (SCB) remains unknown. Therefore, the
objective of the present study was to identify and characterize SCB in pork meat.
For this purpose, a culture-dependent and independent microbiological assays were
implemented. A total of 75 bacterial isolates were recovered from retail pork meat.
The spoilage capacity of these isolates was evaluated using an in vitro model. Sixty-
five percent of the isolates were classified as SCB, producing = 20 mg of total volatile
basic nitrogen (TVB-N)/100g. These isolates belong to families Bacillaceae,
Enterobacteriaceae, Hafniaceae, Planococcaceae and Pseudomonadaceae. This
assays, also revealed a positive correlation between TVB-N and pH levels.
Furthermore, independent-culture assays by means of16S rRNA gene sequencing
revealed the presence of total 18 families and 55 different genera during pork meat
spoilage. Importantly, it was corroborated the diversity, dynamic, and abundance of
SCB; specificallu member of Pseudomonadaceae (52 %), Enterobacteriacea (21 %),
Bacillaceae (16 %), and Planococcaceae (11 %) families. Together, these results
provide a reference framework to advance in the identification of bacteria causing
pork meat spoilage.

Key words: meat, microbial spoilage, wastage, TVB-N, SCB



1. INTRODUCCION

La problemética asociada al desperdicio de alimentos, definido como la reduccién
tanto en proporcibn como en calidad debido a las decisiones tomadas por
proveedores y consumidores, representa un tema de gran importancia en el ambito
global. Este fendmeno conlleva consecuencias significativas en términos de
seguridad alimentaria, sostenibilidad ambiental y recursos econémicos (FAO, 2022).
A nivel global, cada afio se malgastan cerca de 1,300 millones de toneladas de
alimentos, con un valor estimado que ronda los 400 mil millones de dolares (FAO,
2020b; Gustavsson et al., 2021).

En México, de acuerdo con la FAO (2019), el 35 % de todos los alimentos
elaborados y producidos se pierde o desperdicia, lo que representa
aproximadamente 20 millones de toneladas de carne cada afio (FAO, 2019). Esta
alta incidencia de desperdicio de productos cérnicos se atribuye principalmente al
fendbmeno de deterioro temprano, que se caracteriza por la reduccién o pérdida de
las caracteristicas sensoriales del producto. Las causas fundamentales del deterioro
de productos carnicos pueden derivar de factores fisicoquimicos y/o microbiol6gicos
(Hebbel, 2019; Luong et al., 2020).

El deterioro microbiano, causado por ciertos grupos bacterianos con la capacidad
metabolica para proliferar y replicarse en sustratos como la carne, es un fenémeno
comun, especialmente en condiciones de refrigeracion. Se sugiere que esta
poblacién microbiana diversa podria estar conformada por bacterias conocidas
como "bacterias asociadas del deterioro”, las cuales estan asociadas al proceso de
deterioro (Boziaris y Parlapani, 2017; Comi, 2017). A medida que las bacterias
crecen, producen subproductos metabdlicos cuya acumulacion conlleva al
desarrollo de caracteristicas organolépticas indeseadas. Este fenbmeno tiene un
impacto considerable en la durabilidad de los productos carnicos, resultando en una

disminucion significativa de su vida util. (Hebbel, 2019; Luong et al., 2020).

En general, se establece que el deterioro bacteriano de la carne se produce cuando

se alcanzan los recuentos de 107 UFC/g (Bassey et al., 2021). Este proceso puede
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presentarse en las diferentes etapas de comercializacion, desde la obtencion de la

carne del animal hasta su llegada con el consumidor final (Ruiz et al., 2021).

Con el propdsito de disminuir el desperdicio de productos cérnicos, este estudio se
enfoca en analizar la diversidad bacteriana y las interacciones presentes en la carne
de cerdo, especialmente aquellas poblaciones relacionadas con su deterioro.
Utilizando técnicas avanzadas de secuenciacidbn masiva y analisis metagenémicos
del gen 16S rRNA, la investigacion busca identificar y comprender la composicién y
evolucion de estas poblaciones bacterianas en distintas etapas de deterioro de la
chuleta de cerdo. La obtencion de estos datos resultara crucial para desarrollar
estrategias destinadas a reducir las poblaciones bacterianas responsables del
deterioro, con el objetivo de mitiga la pérdida de estos alimentos a lo largo del

proceso de produccion.



2. ANTECEDENTES

2.1. Desperdicio de alimentos

Las pérdidas y el desperdicio de alimentos constituyen un problema grave a nivel
global (Karwowska et al., 2021). Anualmente, se estima que se pierden 1,300
millones de t de alimentos, generando pérdidas econdmicas globales de alrededor
de 400 mil millones de délares (FAO, 2020b; Gustavsson et al., 2021).

La pérdida de alimentos se define como la reduccién tanto en cantidad como en
calidad, resultado de acciones y decisiones tomadas por los proveedores de
servicios y los consumidores (FAO, 2022). Entre las causas que contribuyen al
desperdicio alimentario se encuentran el manejo deficiente, el traslado inadecuado,
el almacenamiento inapropiado, cambios en la cadena de frio y problemas
relacionados con el empaquetado (FAO, 2019). Diversos factores contribuyen al
desperdicio alimentario, entre ellos se encuentran la manipulacion deficiente, el
transporte inadecuado, el almacenamiento inapropiado, alteraciones en la cadena

de frio y problemas asociados con el empaquetado (FAO, 2019).

El derroche alimentario también tiene consecuencias adversas en el entorno global,
el clima y los recursos hidricos y terrestres (Buzdy, 2022), debido a que no se
aprovechan adecuadamente los recursos naturales para producir, procesar,
transportar, preparar y almacenar alimentos (Buzdy, 2022; FAO, 2019). La
importancia ecologica de las pérdidas de alimentos depende no solo de la cantidad,
sino también del tipo de alimento, el lugar de la cadena alimentaria donde se pierde

y la forma en que se recicla o se desecha (Karwowska et al., 2021).

Por lo tanto, cuando los alimentos se desechan, también lo hacen las oportunidades
para mejorar la disponibilidad y accesibilidad de alimentos, impulsar el desarrollo
econdémico y la expansion y estimular el bienestar y la salud del entorno natural
(USDA, 2019).



2.2. Produccion y desperdicio de carne de cerdo

La carne se considera una fuente primordial de proteinas para la dieta humana
(Hoffman y Falvo, 2014). Debido al crecimiento demogréfico a escala mundial, en
las udltimas cinco décadas, la generacion de carne se ha multiplicado por tres,
estimandose que actualmente se producen 340 toneladas en cifras millonarias de

carne al anualmente. (Karwowska et al., 2021).

Datos recientes sefialan un aumento en el consumo de carne de cerdo y aves,
mientras que el consumo total de carne de res y cordero esta disminuyendo (Boll,
2021). A pesar de restricciones religiosas y culturales en algunos paises, estudios
indican que la carne de cerdo ostenta el titulo de la variedad mas popular entre los
consumidores a nivel global, con una produccion anual estimada del 2.5 % (USDA,
2020). Sin embargo, algunos prondsticos sugieren gue la ingesta de carne de pollo
superara a la carne de cerdo en los proximos afios (Karwowska et al., 2021). De
acuerdo con la FAO (2020), en el afio 2019, la cantidad promedio de carne de cerdo
consumida por cada individuo a nivel global ascendio a 12.3 kilogramos anuales,
superando a la carne de res con 6.5 kg y siendo inferior al consumo de pollo, que
fue de 14.2 kg (FAO, 2020a; USDA, 2020).

El 75 % de la produccion mundial de carne de cerdo se origina en China, la Union
Europeay los Estados Unidos, como se muestra en la Figura 1. En la Gltima década,
la produccion global ha experimentado un aumento anual promedio del 1.4 % (FAO,
2020a). De acuerdo con la informacion proporcionada por la USDA en 2020, la
produccion global de carne de cerdo en el afio 2021 ascendié aproximadamente a
105 millones de toneladas, evidenciando un incremento del 8.5 % en comparacion
con el afo anterior, siendo China el principal contribuyente a dicho aumento. La
Union Europea se sitia como el segundo productor mas significativo a nivel mundial,
con una cifra de 24.8 millones de toneladas, representando un aumento del 2 %
respecto a 2020, seguida por los Estados Unidos, que registraron una produccion
de 12.7 millones de toneladas, reflejando una disminucion del 0.5 %, tal como se
visualiza en la Figura 1a (FAO, 2020a; USDA, 2020).
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Figura 1.Principales paises productores de carne de cerdo (a) expresado en miles toneladas (b)
expresado en porcentaje Fuente: USDA, 2020.

México se sitla como un productor de carne de cerdo de tamafio mediano,
contribuyendo con el 1.1 % de la produccion mundial. Ademas, ocupa el segundo
lugar como importador més significativo, constituyendo el 9 % del volumen total del
intercambio comercial internacional de este producto (SIAP, 2022). En cuanto a la
produccion de carne de cerdo, segun la informacién proporcionada en el boletin
mensual de la Produccion de Carne en Canal (sin visceras) de Porcino del SIAP
(Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera, Jalisco es el estado que lidera
como el principal productor con 342,736 toneladas, seguido por Sonora con 308,766
toneladas y Puebla con 121,000 toneladas (Figura 2) (SIAP, 2022).
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Figura 2. Principales estados productores de carne de cerdo en México, 2017-
2020. Fuente: SIAP, 2022.

En México, la ingesta individual de carne de cerdo se sitia en 19 Kg (Figura 3). De
manera especifica, el 51.3 % del consumo de carne de cerdo se concentra en los
estados de Veracruz, México, Puebla, Ciudad de México, Jalisco y Yucatan. Entre
estos, Yucatan destaca como uno de los estados con el mayor consumo per capita
a nivel nacional (SIAP, 2020).
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Figura 3.Consumo per capita de carne en México, 2006-2020. Fuente: SIAP ,2022.



Por otra parte, un estudio reciente indica que cada afio, ~20 % de los
productos carnicos producidos a nivel mundial, se desperdician; esto equivale a 304
millones de toneladas (USDA, 2019). En México, aproximadamente el 40% de la
carne de cerdo se desperdicia, principalmente debido a su deterioro, que se
distingue por una disminucién en la calidad perceptible de los productos cérnicos
(USDA, 2019). Este deterioro en los productos carnicos se atribuye principalmente
a procesos fisicoquimicos y microbiolégicos. En particular, la degradacion
microbiolégica, originada por grupos especificos de bacterias, puede reducir el
periodo de conservacion de los productos carnicos y generar desaprobacion entre
los consumidores, al no cumplir con los estandares esperados de calidad (Hebbel,
2019; Luong et al., 2020).

2.3. Microbiologia de la carne

La carne, por su composicién quimica (agua, proteinas, grasa, acido lactico) es un
alimento altamente perecedero, convirtiéndose asi, en un sustrato adecuado para
los microorganismos, tanto patégenos como deterioradores. En general, se
establece que el deterioro microbiano de la carne se produce cuando los recuentos
bacterianos alcanzan niveles de 107 UFC/g (Bassey et al.,2021). Este recuento esta
vinculado al deterioro sensorial, generando sabores desagradables y extrafios, asi
como modificaciones en el color, emision de gases, alteraciones en el pH, formacién
de sedimentos, descomposicion de elementos estructurales y modificaciones en la
presentacion del producto (Luzardo-Buiatria, 2017). Este deterioro microbiano
puede presentarse en las diferentes etapas de comercializacion de la carne, desde
el momento que se desangra el animal, hasta el momento que la carne llega a los

consumidores, esta expuesta a la contaminacion microbiana (Ruiz et al., 2021)

El deterioro de la carne de cerdo esta relacionado con el desarrollo de diferentes
grupos bacterianos y sus interacciones. Segun la investigacion realizada por Saenz-
Garcia et al (2020), el deterioro de la carne es causado por dos grupos bacterianos.

El primer grupo, estad conformado por las bacterias causantes del deterioro (BCD),
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los cuales son los encargados de iniciar el proceso de deterioro; y el segundo grupo
son las bacterias asociadas al deterioro (BAD), los cuales representan todos los
grupos bacterianos presentes en la carne, antes, durante y después del proceso de
deterioro. Ademas, otros estudios indican que las BCD pueden proliferar en
ambientes hostiles, complejos, frios y que deben tener un genoma de tamafo

extenso, lo cual les ayuda a sobrevivir (Ercolini et al., 2020).

Los microorganismos asociados al deterioro de la carne, en condiciones de
refrigeracion, son bacterias psicrotrofas, que tienen la capacidad de replicarse a
temperaturas de 0 a 25 °C (Puga, 2020). Los géneros bacterianos predominantes
psicrotrofos, vinculados al deterioro de la carne de cerdo, incluyen a Moraxella,
Flavobacterium, Acinetobacter, Brochothrix thermosphacta, y miembros de las
familias Enterobacteriaceae, Lactobacillaceae y Pseudomonadaceae (Bassey et
al.,2021; Puga, 2020).

Varios estudios sefialan que los miembros del género Pseudomonas exhiben tasas
de replicacion reducidas y generan un pigmento fluorescente observable bajo luz
ultravioleta. Asimismo, emiten olores desagradables, como ésteres, aminas,
compuestos azufrados y acidos, derivados de la descomposicion de proteinas y
aminoacidos (Puga, 2020). Por otra parte, estudios recientes indican que algunas
especies del género Flavobacterium pueden producir coloraciones anormales y que
miembros del género Escherichia, tiene la capacidad de fermentar los carbohidratos
presentes en la carne (Bassey et al., 2021). En este contexto, la presencia de
microorganismos en la carne tiene un impacto directo en la seguridad alimentaria,
el tiempo de conservacion y la aceptacion por parte de los consumidores (Puga,
2020).

2.4. Mecanismo del deterioro de la carne

Las bacterias mantienen interacciones entre ellas y con el entorno, lo que tiene un
impacto directo en la velocidad de su crecimiento. Esta velocidad no solo se ve

afectada por las propiedades del medio, sino también por las interrelaciones con
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otras bacterias presentes en la parte externa de la carne. Estos procesos inician con
la adaptacion de las bacterias al sustrato, seguida de una fase de crecimiento
exponencial. Durante esta etapa, los microorganismos presentes metabolizan la
glucosa disponible utilizando constituyentes solubles como &cido lactico y
aminoacidos (Blazquez y Julio, 2019; Casaburi et al., 2015; Hebbel, 2019; Matrtin,
2020). Sin embargo, cuando la concentracidon de glucosa se agota, otros sustratos
como lactato, gluconato, glucosa-6-fosfato, piruvato, propionato, formiato, etanol,
acetato, aminoacidos, nucleétidos, urea y proteinas hidrosolubles son
metabolizados por la mayoria de las bacterias que forman parte de la microbiota de
la carne. Este proceso libera amonio, generando olores desagradables (Blazquez y
Julio, 2019; Casaburi et al., 2015; Hebbel, 2019; Martin, 2020).

Los factores enzimaticos, tanto endégenos del alimento como aquellos generados
por las bacterias, también contribuyen al deterioro, desencadenando procesos de
autdlisis. En la fase estacionaria, las bacterias permanecen en un estado viable con
una replicaciéon minima, y cuando los nutrientes se agotan, inicia el proceso de
muerte bacteriana (Blazquez y Julio, 2019; Hebbel, 2019; Martin, 2020). Las
enzimas extracelulares, liberadas por las bacterias proteoliticas cuando alcanzan su
densidad maxima, les facilitan la penetraciéon en la carne (Blazquez y Julio, 2019;
Hebbel, 2019; Martin, 2020).

Debido a sus caracteristicas microbioldgicas, la carne es altamente susceptible a la
descomposicion, proporcionando un ambiente favorable para la proliferacién de
diversos microorganismos. Factores como la actividad de agua, el potencial de
oxido-reduccién, el pH y la presencia de nutrientes contribuyen a esta
susceptibilidad (Dave y Ghaly, 2021). Por la naturaleza y concentracion de los
sustratos, la carne se considera como un medio de cultivo éptimo tanto para
microorganismos aerobios como anaerobios. Dentro de estos grupos bacterianos,
algunos tienen la capacidad de alterar el olor, color, apariencia, textura y sabor de
la carne. Estas transformaciones son resultado de la oxidacion de grasas, la

alteracion de pigmentos o la destruccidbn de vitaminas. En condiciones de
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refrigeracion, los microorganismos psicrotrofos son los principales responsables de

dichas alteraciones (Dave y Ghaly, 2021).

Una vez que inicia el proceso de deterioro, la presencia de bacterias, especialmente
las bacterias lacticas, desencadena la formacién de limo (mucosidad superficial) en
la superficie de la carne (Dave y Ghaly, 2021; Ercolini et al., 2020). La deteccion del
limo ocurre cuando la poblacién microbiana alcanza un valor de 107 UFC/cm?, y su
concentracion estd directamente relacionada con el namero inicial de bacterias
presentes en la carne (Dave y Ghaly, 2021; Ercolini et al., 2020). Por otro lado, el
fermentado ocurre internamente, resultado de procesos fermentativos bacterianos
gue provocan la produccién de acidos lactico y grasos, asi como procesos de
protedlisis (Dave y Ghaly, 2021; Ercolini et al., 2020).

La alteracion en el color de la carne puede ser causada por ciertas bacterias que
degradan o modifican los pigmentos, ya sea a través de reacciones con peroxidos
o al interactuar con el sulfuro de hidrégeno y la hemoglobina. Por otro lado, los
olores desagradables suelen originarse debido a la accion de bacterias anaerobias

gue descomponen proteinas y aminoacidos (Ercolini et al., 2020).

Se ha documentado que, al iniciar el proceso de deterioro, miembros del género
Pseudomonas, metabolizan compuestos como la glucosa, aminoéacidos v,
finalmente, &cido lactico. En contraste, las especies de Acinetobacter inician su
metabolismo con aminoacidos y &cido lactico. Ademas, miembros del género
Enterobacter tienen la capacidad de metabolizar glucosa, glucosa-6-fosfato y
aminoacidos, mientras que Brochothrix thermosphacta metaboliza glucosa y

glutamato (Luzardo-Buiatria, 2017).

La preservacion de alimentos, en sus diversas modalidades actuales, evita el
deterioro al disminuir la actividad bacteriana, asi como los procesos enzimaticos y

oxidativos que suelen ocurrir (Dave y Ghaly, 2021).
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2.5. Metabolismo de las bacterias asociadas al deterior de la carne

El deterioro de la carne es propiciado por el metabolismo bacteriano intracelular, el
cual es expresado por genes y proteinas funcionales. También se da por la
acumulacion de sustancias extracelulares, por ejemplo: las proteasas, lipasas y
oxidasas (Figura 4), por consecuente los fenotipos de deterioro microbiano seran
especificos de especie y cepas, ya que los mecanismos de deterioro poseen cierta
similitud (Shao et al., 2021).

Regulatory pathways (e.g. pyruvate(A) and AHLs(B))

SRNAS 4 — ian (ace(ale kmase)
(e.g. RsmA/Y/Z and DsrA) (S ek cumens) B wmase) acetyl CoA - metizn. > actat'e
A: pyruvate
e ey Rl aceto lactate (diacetyl reductase)
€O,, H,0, e »> diacetyl

Whole genome

flgA biofilm
sequences
rotease
5 moS ———* /uxl/l? E EREY p

lipA —’ lipase

w

GasS/A, AlgR/Z

Operons of protease and lipase SRNAs (RsmA/X/Y /2)
(e.g. aprX and /jpA)
S L K A b
aprX inh  aprD aprE  aprF prtA prtB lipA
T1SS | ,_._” TZSS@m> Tsssm
Extracellular enzymes !era 5 Q r:j‘j. | ---» promotion (1,
secreted by TSS —— inhibition @ exoenzymes

(e.. collagenase of ColH)—» xu, —[ () HITHEE-@D- oo spoilage compounds

pre catalytic domain common segment

Figura 4.Representacion gréfica de los procesos moleculares involucrados en el deterioro
microbiano de la carne. Fuente: Shao et al., 2021.

El andlisis del metabolismo microbiano ha permitido identificar metabolitos
vinculados al deterioro microbiano de la carne (Goldberg, 2013). En este contexto,
los genes que se expresan durante el metabolismo de lipidos relacionado al
deterioro de la carne son plsY, lipB, y fadR, respectivamente, principalmente en

Shewanella putrefaciens (Gao et al., 2021).

La regulacion de la produccion total de nitrégeno basico volatil (TVB-N) esta

influenciada por la expresion del gen aprD. Este proceso también puede ser
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modulado por el gen rpoS, presente en diversos géneros bacterianos, como
Pseudomonas, asi como por la actividad de la proteasa extracelular (Liu et al.,
2018). Ademas, se han identificado otros genes, como aprX, KB-Lip, rhlA y rhiB,
asociados con el deterioro de carne, perteneciente al género de Pseudomonas
(Saenz-Garcia et al., 2020).

Los genes bacterianos asociados al deterioro de la carne podrian ser utilizados
como indicadores de este proceso, ofreciendo la posibilidad de disminuir o evitar
dicho deterioro microbiano (Shao et al., 2021).

2.6. Indicadores de deterioro de la carne

La evaluacién del deterioro de la carne puede realizarse mediante diversos
indicadores, entre los cuales se incluyen la retencion de agua (conocida como WHC
por sus siglas en inglés), la pérdida por goteo (Cauchie et al., 2020; Rodriguez et
al., 2022; Rodriguez et al., 2019), el pH, el color, la produccion de nitrégeno volatil
total (TVB-N) (Casaburi et al., 2015; Gonzalez-Rivas et al., 2020).

2.6.1. Efecto del pH en el deterior de la carne

El pH final de la carne estara influenciado desde las practicas previas al sacrificio
del animal, ya que esto afectara directamente a las poblaciones bacterianas y
enzimas de la carne, al igual que, la cantidad de carbohidratos disponibles para las
bacterias antes de dar inicio al metabolismo de las proteinas, generalmente, en las
primeras etapas de la alteracion este parametro incrementa (Zardez, 2021). La carne
de cerdo tiene un pH entre 5.1 y 5.6, el cual se determina por la cantidad de acido
lactico que se produce, este pH es el adecuado para llevar a cabo el desarrollo
bacteriano, por lo tanto, cambios en este rango de pH representan el inicio de
deterioro microbiano debido a la degradacion del tejido muscular (Pellissery et al.,

2020). El incremento del pH en las etapas finales se da porque comienza el
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crecimiento de los microorganismos proteoliticos, generando una degradacion de

las proteinas, liberando compuestos nitrogenados como las aminas (Zardez, 2021).

Se ha evidenciado que el gen Rendment Napole (RN) esté asociado a la calidad de
la carne en cerdos. El gen RN identificado en la raza Hampshire tiene dos alelos,
un alelo mutante dominante RN y un alelo RN + normal recesivo. La mutacion en el
gen RN se asocia con un bajo rendimiento y da como resultado una carne de mala
calidad, con un pH més bajo debido a la degradacion post-mortem del glucégeno,
descrita como “"carne acida”. Valores de pH altos esta asociado a una mala
capacidad de retencion de agua y bajos valores de luminosidad (color) (Davoli y
Braglia, 2008).

2.6.2. Nitrégeno volatil total (TVB-N)

El nitrégeno base volétil total (TVB-N, por sus siglas en inglés) representa la
cantidad total de nitrdgeno extraido del extracto acuoso de la carne mediante
condiciones de alcalosis. La determinacion de TVB-N expresa cuantitativamente el
contenido de bases volatiles de bajo peso molecular y es utilizado como un
marcador bioquimico del deterioro de la carne. Este compuesto se asocia a la
proliferacion bacteriana, especificamente a la actividad de las enzimas proteoliticas;
en conjunto, bacterias y metabolitos son un importante mecanismo de deterioro,
generando amoniaco, aminas biogénicas y otros productos de desaminacion
(Bekhit et al., 2021; Holman et al., 2020, 2021).

El TVB-N se genera gracias a la descarboxilacion y desaminacion que se lleva a
cabo por el deterioro microbiano en la carne y va a incluir a todas las bases
nitrogenadas volatiles como la trimetilamina, (TMA), que sera producida por el
deterioro bacteriano, la dimetilamina (DMA) que se forma durante el
almacenamiento en refrigeracién y congelacion por enzimas autoliticas presentes
en la carne; amoniaco, producido por desaminacién de aminoacidos y catabolitos
de nucleotidos, ademas, de otros compuestos nitrogenados basicos volatiles

asociados con el deterioro de la carne (Lee et al., 2018; Wei et al., 2021).
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Holman et al. (2019), establecieron que los valores de TVB-N debe ser bajos para
hacer referencia a una carne fresca y en buen estado; sin embargo, valores altos
de TVB-N, indican una carne con deterioro microbiano y por lo tanto en mal estado,
en consecuencia, se ha estipulado que la carne refrigerada debe tener un valor de
TVB-N que se encuentre en el rango de 15-20 mg/100 g segun el Estandar Nacional
de Seguridad Alimentaria (Bekhit et al., 2021; Wei et al., 2021).

2.7. Estudios microbiologicos del deterioro de la carne de cerdo mediante
ensayos genotipicos y fenotipicos

La identificacion de microorganismos presentes en la carne de cerdo durante todo
Su procesamiento es de gran relevancia para preservar la inocuidad y alargar la vida
atil de la carne. Asi, es importante identificar los grupos bacterianos que ocasionan
el deterioro de la carne durante todas las etapas del procesamiento. Para este fin,
se han establecido ensayos de microbiologia convencional (cultivo-dependientes)
en los cuales se emplean diferentes medios de cultivo dirigidos al aislamiento de
estas poblaciones bacterianas. Sin embargo, es necesario desarrollar y validar
ensayos de microbiologia molecular para identificar y caracterizar las bacterias
asociadas al deterioro, mediante técnicas fenotipicas y genotipicas (Cauchie et al.,
2020).

Los métodos fenotipicos se basan en la determinaciébn de caracteristicas
bioquimicas y/o fisiologicas, e incluyen la determinacién de actividad enzimatica y
la capacidad metabdlica. Ejemplo de los fenotipos de deterioro en la carne de cerdo
son la produccion de compuestos volatiles que dan lugar a malos olores, la
decoloracién y la formacién de limo (Shao et al., 2021). Los métodos genotipicos
se centran en la busqueda de genes asociados a las vias metabdlicas bacterianas

gue ocasionan el deterioro (Hernandez, 2020).

Por lo tanto, el enfoque de la biologia molecular funcional brinda la oportunidad de
investigar cambios globales en la expresion de genes conocidos o desconocidos en

la carne y asociarlos con caracteristicas fenotipicas, y estos nuevos enfoques
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generaran nuevos genes candidatos que se analizaran para la seleccion asistida
por marcadores para mejorar la calidad en general de la carne de cerdo (Rodriguez
et al., 2019).

En este contexto, en un estudio reciente se aislaron especies de Pseudomonas,
Brochothrix y Carnobacterium a partir de muestras de carne molida, y se evidencio
su capacidad de replicarse a temperaturas de 7 °C y 30 °C, en diferentes medios
de cultivo (Peruzy et al., 2019).

Ademas, Cauchie et al. (2020), realiz6 una evaluacion de las poblaciones
bacterianas que causan el deterioro en la carne de cerdo picada envasada en
atmosferas modificadas mediante el analisis del gen 16S rRNA. Los resultados
indican que los géneros dominantes fueron Photobacterium, Pseudomonas y
Brochothrix. Los resultados indicaron que la diversidad bacteriana se debe
principalmente a las condiciones de almacenamiento de alimentos y técnica de
envasado (Peruzy et al., 2019; Stoops et al., 2015). Por otro lado, Bahlinger et al.
(2021), desarrollaron un ensayo metagendmico para identificar los grupos
bacterianos asociados al deterioro de carne de cerdo para la elaboracion de
salchichas, encontrando que el género Pseudomonas, Enterobacteriaceae,
Brochothrix thermosphacta y Staphylococcus y miembros de la familia
Enterobacteriaceae siempre se involucran con mayor frecuencia en el deterioro de
la carne. Alcanzando concentraciones de hasta 10 log*® UFC/g, superior a los

demas géneros (Bahlinger et al., 2021).

Estudiar la diversidad y dindmica de las poblaciones bacterianas en la carne de
cerdo es esencial para garantizar la seguridad, calidad y durabilidad de los
productos carnicos, asi como para cumplir con las regulaciones y estandares de la

industria alimentaria.
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3. JUSTIFICACION

El desperdicio de alimentos es un desafio global de gran magnitud; cada afio, se
pierden 1,300 millones de toneladas de alimentos, generando pérdidas econémicas
que ascienden a 400 mil millones de dolares a nivel mundial (FAO, 2020b;
Gustavsson et al., 2021). Esta problemética no solo tiene un impacto econémico,
sino que también conlleva graves consecuencias ambientales al desperdiciar
recursos naturales utilizados en la produccion, almacenamiento y distribucion de
alimentos. Dentro de este contexto, los productos carnicos son particularmente
propensos al desperdicio, con hasta 74 millones de toneladas de carne desechadas
anualmente en todo el mundo (FAO, 2020a; USDA, 2020).

Uno de los principales impulsores de estas pérdidas en productos céarnicos es el
deterioro microbiano, un proceso que afecta la calidad sensorial y reduce la vida util
de estos productos. Investigaciones recientes indican que este deterioro de la carne
es impulsado por grupos bacterianos especificos, capaces de proliferar en
condiciones adversas, como bajas temperaturas de almacenamiento y limitadas
concentraciones de nutrientes (por ejemplo, a 4 °C) (Dave y Ghaly, 2021; Ercolini et
al., 2020). El deterioro microbiano puede manifestarse en diversas etapas de la
cadena de comercializacion, desde la obtencion de la carne del animal hasta su

llegada a los consumidores (Karwowska et al., 2021).

Basado en estas premisas, el objetivo del presente trabajo fue identificar los grupos
bacterianos causantes del deterioro en carne de cerdo, a través de ensayos
fenotipicos y genotipicos, asi como en un modelo de deterioro in vitro. La
informacion obtenida sera esencial para desarrollar estrategias destinadas a reducir
las poblaciones microbianas especificas que provocan el deterioro de la carne de
cerdo, contribuyendo de esta manera a la mitigacion del desperdicio de alimentos y

sus impactos asociados.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Identificar mediante ensayos genotipicos, los grupos bacterianos causantes del
deterioro en carne de cerdo y su dinamica de proliferacion durante el procesamiento

y almacenamiento.

4.2. Objetivos especificos

1. Implementar una estrategia microbiologica para aislar e identificar bacterias

asociadas al deterioro de carne de cerdo.

2. ldentificar en un modelo de deterioro, in vitro, los géneros bacterianos con

capacidad deterioradora de carne de cerdo.
3. Cuantificar e identificar a través de un analisis metagendmico la diversidad

bacteriana causante del deterioro, durante el procesamiento vy

almacenamiento de la carne de cerdo.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1.

Materiales y equipos

Cajas Petri de plastico estériles de 90x90 mm

Micropipetas de 100-1000, 20-200 y 1-10 uL (Lab systems)

Puntas universales para micropipeta, diferentes medidas

Botella para medio de cultivo redonda, con tapa de rosca de 250, 500 y 1000
mL (Pyrex)

Espétulas, pinzay tijeras de acero inoxidable

Incubadora de temperaturas ajustables 20-80 °C (IF750, Memmert)
Incubadora de 7-25 °C (HVTM12DABB, Haier)

Autoclave tipo olla, 121°C (Market-Forge, Sterilimatic)

Balanza analitica digital, 64/0,0001g (Talent, Sartorius)

Vasos de precipitado de vidrio y plastico 10, 50, 100, 250, 500 y 1000 mL
(Pyrex/ Kimax)

Licuadora clasica negra con papillero (BLSTBPSTO013, Oster)
Potenciometro pH/ORP Meter (Hanna Instruments Inc HI2213)
Vortex-Genie 2 (Scientific Industries Inc.)

Centrifuga velocity 14 (Metrix by Dinamic)

Mini Centrifuga (C1008-P, BENCHMARK MY FUGE™ MINI)

Centrifuga de mini placas (P-25, Allsheng Instruments)

PowerLyzer 24 Bench Top Bead-Based Homogenizer (MO BIO Laboratories,
Inc.)

Espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, USA)

Campana de flujo laminar vertical, Clase Il, Tipo A2 (LIMUSTELL)
Termociclador (T100, Bio-rad)

Termociclador tiempo real de alta capacidad (CFX96touch, Bio-rad)

UV Transilluminador (TM-26, LABNET)

Mini-Sub Cell GT (329BR026312, BIO RAD)
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Céamara de electroforesis (POWER PAC ™ BASIC, BIO RAD)
Multiskan™ GO (Thermo Scientific)

Cémaras de Conway de Polipropileno con tapa (Bel-Art)

Papel filtro cualitativo estandar grado 1(Whatman)

Bolsa de cierre hermético con zipper transparente (Ziploc)
Toppers con tapa hermética

Microplaca de ELISA (Thermo Scientific)

Placa de PCR 96 pozos (HSP9601, BIO RAD)

Sellos adhesivos (MSB100, BIO RAD)

Tiras Opticas planas de 8 tapas para tiras/placas de tubos de 0,2 Ml
(TCS0803, BIO RAD)

Tubos de PCR de bajo perfil, tira de 8 tubos (TLS 0851, BIO RAD)
Microtubos de 1.5 mL (MCT-150-C, Axygen)

. Reactivos

Cloruro de sodio NaCl (Fermont)

Glicerol (Golden Bell)

Kits de extracciéon de ADN: Quick-DNA™ Miniprep Kit (Zymo Research) y
ZymoBIOMICS DNA Miniprep (Zymo Research)

Iniciadores  especificos  (Pseudomonadaceae, Enterobacteriaceae,
universales para gen 16S rRNA) (IDT)

Enzima DreamTaq ™ (Thermo Scientific)

Enzima Taq polimerasa Phire Hot Start Il ((Thermo Scientific))

Enzima Taq Polimerasa PowerUp™ SYBR™ Green (Thermo Scientific)
dNTP: Soluciones acuosas de 100 mm de dATP, dCTP,dGTP ydTT (Thermo
Fisher Scientific)

Taq Buffer (10X) ((Thermo Scientific))

Albumina de suero bovino (BSA) (Bio Labs)

Tampon TBE 10X (Tris-borate-EDTA) (Thermo Scientific)

Agarosa al 1.5 % (Invitrogen)
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Agua libre de nucleasas (IDT)

Verde de bromocresol (Golden Bell)

Rojo de metilo (Golden Bell)

Carbonato de Potasio K,C05 (Golden Bell)
Acido Bérico H;B0, (Golden Bell)

Acido Sulfarico H,50, (Golden Bell)
Etanol al 96% (DRXR)

Vaselina (Vaseline)

Medios de Cultivo

Caldo soya tripticaseina (CST) (BD Bioxon)
Agar soya tripticaseina (AST) (BD Bioxon)
Agar R2A (BD Bioxon)

Agar agar (BD Bioxon)

Otros

Chuleta de cerdo

Cepas de Bacillus, Lysinibacillus, Pseudomonas, Hafnia
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5.2. Metodologia para el Objetivo 1

5.2.1. Aislamiento e Identificacion de bacterias asociadas al deterioro de
carne de cerdo

La identificacion de bacterias asociadas al deterioro (BAD) en carne de cerdo se
realizO mediante cultivos microbiolégicos, a partir de aislamientos bacterianos

obtenidos en diferentes tiempos durante el periodo de almacenamiento de la carne.

Para este fin, se obtuvo carne de cerdo (chuleta) de un supermercado de la ciudad
de Querétaro, la muestra fue trasladada al laboratorio para ser procesada
inmediatamente. La carne fue cortada en trozos pequefios (~25-30 g) y almacenada
en bolsas de polietileno por 8 dias a temperatura de refrigeracion (4 °C). La
recuperacion de bacterias se llevé a cabo en los dias 0, 2, 4 y 8, a través de in
lavado de las muestras, dentro de una bolsa estéril con 50 mL de solucion salina al
0.85 % frotando por 3 minutos por el exterior de la bolsa para colectar las células
bacterianas presentes en la carne. A partir de esta solucion, se hicieron diluciones
décuples seriadas y se inocularon 100 pl en cajas Petri con los diferentes medios
de cultivo oligotréficos (Cuadro 1) (Ahn et al., 2019).

Cuadro 1. Composicion de los medios de cultivo oligotréficos a utilizar.

Medios de Glucosa Tripteina Peptona Sales (Q) Agar
cultivo (9) ()] (@) Bacterioldgico

9)
M1 - 15 0.5 0.5 15
M2 - 0.15 0.05 0.05 15
M3 - 0.015 0.005 0.005 15
M4 0.5 - 1 0.65 15

Sales: 0.5¢

Los medios inoculados se incubaron a 22 °C por 48-72 h. Posteriormente, se
seleccionaron colonias representativas de diferentes morfologias, para obtener

cultivos bacterianos puros utilizando Agar Soya Tripticaseina (AST). Las bacterias
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aisladas se cultivaron en Caldo Soya Tripticaseina (CST) y se conservaron en
glicerol estéril al 50 % (v/v) a -20 °C, con el fin de emplearlas en analisis ulteriores
(Xia et al., 2023).

La identificacion de los aislamientos obtenidos se basé en un ensayo de
amplificacion y secuenciacion del gen 16S rRNA. Los cultivos puros de incubaron
en Caldo Soya Tripticaseina (CST) a 22 °C por 48 h. Posteriormente, se utilizo el kit
comercial Quick-DNA™ Miniprep (Zymo Research) para la extraccion de ADN. El
procedimiento consistié en centrifugar 1 mL de la suspension bacteriana a 13,000
rom por 3 minutos, al finalizar, al pellet obtenido se le realizd el proceso de
extraccion siguiendo el protocolo establecido por el laboratorio Microbiologia
Molecular. La concentracién y calidad del ADN se midieron utilizando el
espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, USA). Posteriormente, se
ajusto la concentracion a 5 ng/ul para su empleo en la reaccion de PCR dirigida al
gen 16S TrRNA. Los iniciadores de PCR utilizados fueron el 8F
(AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) y 1510R (CGGTTACCTTGTTACGACTT), el
protocolo de PCR consisti6 en:

e Desnaturalizacion inicial a 94 °C por 3 minutos
e Desnaturalizacion: 35 ciclos de 94 °C por 45 segundos
e Alineacién de 55 °C por 30 segundos
e Extension de 72 °C por 30 segundos
e Extension final de 72 °C por 5 minutos
(Frank et al., 2008)

Los productos de PCR se secuenciaron por el método de Sanger (GENEWIZ,
EE.UU., 2023), las secuencias obtenidas se analizaron mediante las bases de datos
SILVA rRNA database Projecty el Ribosomal Database Project 11 (Cole et al., 2014;
Hernandez et al., 2020).
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5.3. Metodologia para el Objetivo 2

5.3.1. Modelo de deterioro in vitro

La evaluacién del nitrdgeno basico volatil total (TVB-N) generado en carne de cerdo
almacenada durante 8 dias a 4 °C se llevo a cabo mediante la aplicacion del modelo
in vitro propuesto. La chuleta de cerdo fue adquirida en un supermercado de la
ciudad de Querétaro. Una porcion de esta carne, denominada "carne convencional”,

fue almacenada durante 8 dias a 4 °C en un recipiente estéril con tapa hermética.

Por otro lado, la otra porcion de carne fue sometida a un proceso de "esterilizacion”
con el objetivo de reducir la carga bacteriana. Para ello, la carne se cort6é en trozos
de 25 g y se sometié a un proceso de lavado en cinco etapas. Se realizaron tres
enjuagues con agua destilada estéril, seguidos de dos enjuagues con una solucion
de cloro al 20 %. Posteriormente, los trozos de chuleta se sumergieron en alcohol
etilico al 97 % durante un minuto y se expusieron brevemente a una llama hasta la
completa combustién del etanol. La superficie quemada fue eliminada con tijeras
estériles, y la carne "esterilizada" se traslad6 a recipientes estériles para llevar a

cabo experimentos in vitro.

Las muestras se almacenaron a 4 °C durante 8 dias y posteriormente se sometieron
al analisis de TVB-N en los dias 0, 2, 4 y 8 de almacenamiento en la misma
condicion. La medicion se realizd por el método microdifusion de Conway. Para ello,
se homogenizaron 5 g de muestra con 30 mL de agua destilada en una licuadora
por 1 min y se completd con agua destilada a un volumen de 50 mL. El
homogeneizado se filtré utilizando papel filtro Whatman No.1, de donde se extrajo
1 mL del filtrado. Este se colocé en el espacio externo de la camara de Conway,
mientras que en el espacio interno se dispuso 1 mL de H3zBOs3 al 0.01N junto con
200 pl del reactivo de Conway. Después, se afiadio 1 mL de K>COs saturado al

espacio externo de la camara, y se procedio a cerrarla y sellarla con vaselina.

La concentracibn de TVB-N se determind mediante la siguiente expresion

matematica;
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_ (a—b)(£)(28.014)(100)

TVN — N%mg 5

Dénde:

e S es el tamafio de la muestra en gramos
e arepresenta el volumen en mL de H2SO4 afadidos a la muestra
e b representa el volumen en mL de H2SO4 afiadidos al blanco

e f es el factor estandar del H2SOa4

Los resultados se expresan en mg de TVB-N por 100 g de carne de cerdo.

Conway y Byrne, 1933; GB, 2016; Masterson, 2013

5.3.2. Modelo in vitro de bacterias deterioradoras en carne de cerdo

Con el propdésito de identificar los géneros bacterianos capaces de deteriorar carne
de cerdo, se utilizé el modelo in vitro propuesto. Para este fin, se utilizaron los
aislamientos obtenidos en la seccién 5.2.1. La carne de cerdo (chuleta) se adquirié
en un supermercado de la ciudad de Querétaro. Para reducir la carga bacteriana, la
carne se “esterilizo”. La carne se cortd en porciones de 25 g y se sometié a un
proceso de lavado que consistié en cinco etapas: tres enjuagues con agua destilada
estéril, seguidos de dos enjuagues con una solucion de cloro al 20 %.
Posteriormente, las porciones de chuleta se sumergieron en alcohol etilico al 97 %
durante un minuto y se pasaron momentaneamente por una flama hasta que la
combustion final del etanol. Después de retirar la superficie quemada con tijeras
estériles se transfirio la carne “esterilizada” a bolsas estériles de cierre hermético

para inocular cada bolsa con los aislamientos previamente obtenidos.

Se estandarizé la preparacién de los in6culos obtenidos en la seccion 5.2.1., con el
fin de obtener una concentracion de 0.5 McFarland. Para lograr esta concentracion,
se inocularon en 3 mL de Caldo Soya Tripticaseina con 1 a 3 colonias previamente
crecidas en Agar Soya Tripticaseina y se homogenizaron durante 30 s en el vortex.

A continuacion, se dispusieron 200 uL del inéculo en el pocillo de la microplaca de
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ELISA (por duplicado), utilizando Caldo Soya Tripticaseina como blanco. Las
absorbancias se leyeron a 625 nm en un espectrofotometro para microplacas
Multiskan. Con base a los valores registrados, se llevd a cabo un periodo de
incubacion de 20-45 min hasta obtener absorbancias entre 0.1 y 0.08, que son
equivalentes a 0.5 McFarland (Hwang et al., 2015; Novoa-Palomares et al., 2022).

Las muestras se almacenaron a 4 °C durante 8 dias para poder medir la
concentracion de TVB-N en los dias 0, 2, 4 y 8 de almacenamiento. La medicion se
realizo por el método microdifusion de Conway como se describié en la seccion
5.3.1.

5.3.3. Determinacién de pH

La medicién de pH se realiz6 en carne almacenada durante 0, 2, 4y 8 dias a 4 °C,
mediante la metodologia descrita por Kang et al., 2014; Wang et al.,, 2021,
realizando ajustes menores. Las muestras de carne (5 g) se homogenizaron con 45
mL de agua destilada y luego se filtraron con papel filtro (Whatman No.1l). Se
determinaron los valores de pH de los filtrados mediante un medidor de pH/ORP
Meter (Hanna Instruments Inc HI2213), previamente calibrado el electrodo de vidrio

en soluciones tampon pH 4.0 y pH 7.0. Cada muestra se midio por triplicado.

5.4. Metodologia para el Objetivo 3

5.4.1. Preparacién de muestras

La evaluacion de la diversidad bacteriana en la chuleta de cerdo se llevo a cabo
mediante la toma de muestras, siguiendo una version modificada del procedimiento
descrito en la seccion 4.4.1, que incluyé el pesaje de 5 g de la muestra. A
continuacion, se tomaron las porciones de carne de cerdo con pinzas estériles y se
colocaron en bolsas también estériles. Las muestras se enjuagaron con 1.5 mL de

solucion salina estéril al 0.85 % por 1 min con el fin de obtener las poblaciones
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microbianas asociadas. Finalmente, los lavados se transfirieron a tubos Eppendorf

de 1.5 mL y se almacenaron a -20 °C para su uso posterior.

5.4.2. Extracciony secuenciacién de ADN

Las muestras obtenidas se procesaron para extraer el ADN y posteriormente se
amplificaron mediante PCR para el gen 16S rRNA. La extraccion de DN se realiz
con el kit comercial ZymoBIOMICS® DNA Miniprep kit (Zymo Research) (Piraine et
al.,, 2021). La concentracion y calidad del ADN se midieron utilizando el
espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, USA) y analisis de
electroforesis en geles de agarosa al 1.5%. Las muestras de ADN resultantes se
diluyeron a una concentracién de 5 ng/uL y fueron almacenados a -20 °C (Can-
Herrera et al., 2021).

5.4.3. Secuenciacion masiva del gen 16S rRNA y preparacion de librerias

La secuenciacion dirigida al gen 16S rRNA se llevé a cabo con los iniciadores Quick-
16S™ Primer Set V3-V4 (Zymo Research). Las librerias se generaron con el kit
comercial Quick-16S™ NGS Library Prep Kit (Zymo Research). Con el fin de reducir
la formacién de quimeras y cuantificar los productos finales, las reacciones de
amplificacion de la region V3-V4 se realizaron en equipos de qPCR. Los productos
finales de PCR se recogieron en funcion de la misma molaridad. Posteriormente, la
biblioteca resultante se sometié a una purificacién utilizando el kit Select-a-Size DNA
Clean & Concentrator™ (Zymo Research, Irvine.), y despules se cuantifico con las
plataformas TapeStation® (Agilent Technologies) y Qubit (Life Technologies™).
Durante todos los procesos se utlizaron controles negativos y positivos
(ZymoBIOMICS Microbial Community DNA Standard).

La biblioteca final se secuenci6 utilizando un kit de reactivos V3 (600 ciclos) en un
lllumina® MiSeq™, la secuenciacién se realizé con un PhiX >10 %. Las muestras
de ADN se procesaron a través de la secuenciacion de ZymoBIOMICSTM: Targeted
Metagenomic Sequencing (Zymo Research, Irvine.) (Can-Herrera et al., 2021; Celik
et al., 2021; Piraine et al., 2021; Resendiz-Nava et al., 2023).
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5.4.4. Anédlisis bioinformético

Se llevo a cabo un proceso de demultiplexing en los archivos que contenian las
secuencias adquiridas, con el propoésito de eliminar los cédigos de barras que se
habian introducido durante la preparacion de las librerias. Después, se aplicdé un
procedimiento de trimming utilizando el software de andlisis de Illumina para
homogeneizar las secuencias resultantes. Las secuencias resultantes se dividieron
en archivos FASTQ y se sometieron a un procesamiento mediante el paquete
DADAZ2 para eliminar las secuencias quiméricas y deducir cuales son las secuencias
variantes de amplicones (secuencias agrupadas con un 100% de similitud, ASV, por
sus siglas en inglés). La asignacion taxonomica de los ASV a nivel de familia se
realiz6 con la herramienta Uclust del programa QIIME v.1.9.1 con la base de datos
de referencia de Zymo Research Database (Abellan-Schneyder et al., 2021; Berni
Canani et al., 2017; Neu et al., 2021; Piraine et al., 2021; Resendiz-Nava et al.,
2023).

5.4.5. Analisis de la diversidad y abundancia bacteriana

Se identifico la composicion de la microbiota en la carne de cerdo evaluando la
abundancia relativa y el porcentaje de ocurrencia con valores de corte 21% y 250%
(Resendiz-Nava et al., 2023). Se realiz6 la estimacion de la abundancia relativa a
nivel taxonémico de familia y se realizaron analisis de diversidad alfa mediante los
indices de riqueza (richness), indice Simpson y equidad (evenness) (Feranchuk et
al., 2018; Hagerty et al., 2020). La estimacion de la diversidad alfa se realizo con el
programa estadistico PAST version 4.03. Los resultados obtenidos se sometieron a
un analices mediante la prueba T de Student y prueba de Fisher’s utilizando el
programa StatView 5.0.1. El nivel de significancia establecido fue P < 0.05 (K. Li et
al., 2013; Neu et al., 2021)
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5.5. Anélisis estadistico

Los resultados de TVB-N y pH fueron objeto de andlisis estadistico a través de
pruebas de T-Student, con un nivel de significancia establecido en P < 0.05. La
ejecucion de estos analisis se realizO empleando el software Minitab (version
19.3.03, liberada el 17 de marzo de 2022).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Aislamiento e identificacién de Bacterias Asociadas al Deterioro de la
Carne de Cerdo

Con el fin de aislar e identificar bacterias asociadas al deterioro (BAD) de la carne
de cerdo se utilizd una combinacién de métodos cultivo-independientes y cultivo-
dependientes. En esta investigacion, se opto por utilizar medios oligotréficos; esta
eleccion se baso en la previa documentacion que sugiere que los medios de agar
convencionales no son idéneos para el aislamiento de bacterias asociadas al
deterioro en carne (Medina et al., 2017). La implementacién de esta metodologia
permitié recuperar un total de 75 cepas bacterianas a partir de chuleta de cerdo
almacenadas a 4 °C durante 8 dias. Estas cepas presentaban diversas
caracteristicas morfologicas (Figura 5), provenientes de los diferentes medios
oligotréficos (M1, M2, M3 y M4).

ASL 45 ASL 1 ASL 2
Figura 5. Diversas morfologias en los aislamientos obtenidos.

ASL: Aislamiento

La mayor cantidad de cepas se recuperd del agar M4, seguido por el agar M1, M2

y, en ultimo lugar, el agar M3 (Figura 6).
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=M3

Figura 6.Porcentaje de aislamientos recuperados en los diferentes medios oligotréficos.

(n = 75 aislamientos)

Este resultado resalta la importancia de seleccionar cuidadosamente los medios de
cultivo para aislar bacterias con bajos requerimientos nutricionales. El agar M4
demostré ser eficaz para el aislamiento de bacterias oligotréficas en la carne de
cerdo debido a su limitada disponibilidad de nutrientes. La variacion en la
recuperacion en distintos medios refleja la diversidad en los requerimientos
nutricionales de las bacterias asociadas al deterioro, lo que sugiere que cada medio
favorece grupos bacterianos especificos (Ahn et al.,, 2019; Saenz-Garcia et al.,
2020).

6.2. Modelo in vitro propuesto para identificar bacterias deterioradoras en
carne de cerdo

Para evaluar la reproducibilidad y consistencia del modelo in vitro propuesto para
determinar la capacidad deterioradora de las bacterias aisladas de la carne de
cerdo, se realiz6 una comparacion entre “carne convencional” y "carne estéril,"
ambas muestras almacenadas durante 8 dias a 4 °C. La medicion de nitrégeno
volatil total (TVB-N), se realiz6 durante los 0, 2, 4 y 8 dias (Figura 7).
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Figura 7. Determinacién de TVB-N en carne de cerdo almacenada durante 8 dias, ambos
experimentos se realizaron con “carne convencional” vs “carne estéril” (a). Experimento 1 (b)
Experimento 2. Los resultados estan expresados como mg/100 g de peso. El grafico presenta
los valores promedio + error estandar. El asterisco (*) indica diferencias significativas segun la
prueba T de Student (P < 0.05)

La determinacién de TVB-N se utiliza para cuantificar los compuestos nitrogenados,
gue se generan debido a la actividad bacteriana implicada en el deterioro de la carne
de cerdo (Alizadeh-Sani et al., 2020; Dirpan y Hidayat, 2023). En ambos
experimentos, se observa un aumento significativo (P < 0.05) en la produccion de
TVB-N a medida que transcurren los dias, siendo la carne convencional la que

muestra una mayor produccion en comparacién con la carne estéril (Figura 8).

Los valores iniciales de TVB-N en la “carne convencional” fueron de 1.83 mg/100 g
en el experimento 1y de 1.09 mg/100 g en el experimento 2, lo que sugiere que el
producto cumplia con los parametros de frescura establecidos (Alizadeh-Sani et al.,
2020; Lee y Shin, 2019).

La “carne esteéril” tenia una produccion inicial de TVB-N de 1.44 mg/100 g y aumento
significativamente a 12.2 mg/100 g (Figura 7a). La produccion de TVB-N en la “carne
estéril” inicio en 1.04 mg/100 g y finalizé en 11.98 mg/100 g (Figura 7b). La reduccion
en la produccion de TVB-N en la carne de cerdo esterilizada se atribuye a la
efectividad del método de esterilizacion en la reduccion de la carga bacteriana inicial
y por ende el retraso de la descomposicion de proteinas. Por parte de las BCD
(Hwang et al., 2015; Saenz-Garcia et al., 2020; Q. Wang et al., 2020).
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El umbral aceptable de TVB-N para considerar la carne de cerdo como fresca y no
en proceso de deterioro es de 20 mg/100 g (GB, 2016; Holman et al., 2021). En la
Figura 7a y 7b, se observa que los valores de TVB-N en la “carne convencional’
superaron el limite para el dia 8 de almacenamiento. En contraste, el contenido de
TVB-N en la “carne estéril” se mantuvo significativamente por debajo de este

umbral, registrando valores de 12.2 y 11.98 mg/100 g, respectivamente.

El incremento en los niveles de TVB-N en la carne convencional se debe a la
actividad proteolitica de las bacterias que provocan el deterioro de la carne; estas
bacterias degradan moléculas que contienen nitrégeno, como proteinas y acidos
nucleicos, y a la acumulacién de compuestos no proteicos, como amoniaco, aminas
primarias, secundarias y terciarias, y otros compuestos volatiles (Khezrian y
Shahbazi, 2018; Lv et al., 2023).

En un estudio previo, Lv y colaboradores (2023) observaron que los valores de TVB-
N fueron similares y superaron el limite maximo aceptable de 20 mg de TVB-N/100
g para carne de cerdo, después de 8 dias, aunque en el caso de la carne tratada
con recubrimientos comestibles, el contenido final de TVB-N se mantuvo por debajo
de dicho limite. Estos hallazgos también coinciden con los resultados presentados
en el estudio de Alizadeh-Sani y colaboradores (2020). En su investigacion, llevaron
a cabo un seguimiento de los niveles de TVB-N en muestras de carne de cordero
durante un periodo de 15 dias de almacenamiento. El valor inicial de TVB-N en la
carne de cordero fue de 7.61 mg/ 100 g de carne, lo que sugiere una alta calidad
higiénica en las muestras iniciales. A medida que se prolongaba el tiempo de
almacenamiento, se observd un aumento significativamente mas rapido en los
niveles de TVB-N en el grupo de control en comparacion con las muestras tratadas
con aceite de romero. Ambos experimentos presentaron una tendencia similar a la

observada en nuestro estudio.

En este estudio, se ha propuesto un modelo in vitro con el propésito de identificar
bacterias deterioradoras en carne de cerdo. A través, de la comparacion entre
”"carne convencional” y “carne estéril” almacenadas durante 8 dias a 4 °C, hemos

evaluado la reproducibilidad y consistencia de nuestro modelo, centrandonos en la
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medicion de TVB-N. Los resultados obtenidos en este experimento indican que la
carne convencional mostré6 un aumento significativo en la produccion de TVB-N,
superando el limite maximo aceptable de 20 mg de TVB-N por cada 100 g de carne
después de 8 dias de almacenamiento. Por otro lado, la carne esterilizada presenté
una producciéon de TVB-N que se mantuvo considerablemente por debajo de este
limite, lo cual puede atribuirse a la eficacia del método de esterilizacion en la

reduccion de la carga bacteriana inicial.

Estos resultados refuerzan la importancia de nuestro modelo in vitro para evaluar la
capacidad deterioradora de las bacterias aisladas de la carne de cerdo, destacando
la influencia de la carga bacteriana en la produccién de TVB-N. Ademas, nuestros
hallazgos concuerdan con investigaciones previas (Alizadeh-Sani et al., 2020; Lee
y Shin, 2019) respaldando la utilidad de este enfoque en la deteccion y evaluacion

de bacterias deterioradoras en productos carnicos.

6.3. Cambios del pH en la carne de cerdo durante el almacenamiento

La determinacién del pH en la carne emerge como un parametro esencial en la
evaluacion de su calidad y estado de frescura. Este parametro brinda informacion

valiosa acerca del proceso de deterioro que la carne esta experimentando.

Se llevo a cabo una evaluacion de los cambios de pH en muestras de carne de
cerdo “convencional” y "carne estéril", ambas sometidas a un periodo de
almacenamiento a 4 °C por 8 dias. La medicién del pH se efectué en los dias 0, 2,
4y 8 (Figura 8).
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Figura 8. Determinacion de pH en carne de cerdo durante 8 dias, ambos experimentos se
realizaron con “carne convencional” vs “carne estéril” (a). Experimento 1 (b). Experimento 2.
El gréafico presenta los valores promedio + error estandar. El asterisco (*) indica diferencias
significativas: prueba T de Student (P < 0.05)

En ambas pruebas representadas en la Figura 8, se evidencia un incremento
notable (P < 0.05) en los valores de pH a medida que avanza el tiempo de
almacenamiento a 4 °C, destacandose la “carne convencional” como aquella con

valores de pH mas altos.

El pH inicial en la carne convencional fue de 5.42 en el experimento 1 y 5.44 para
el experimento 2; aunque el pH normal en la carne fresca oscila entre 7.0y 7.2, este
desciende rapidamente después del sacrificio del ganado debido al proceso de
glucolisis anaerdbica, ocasionado por la interrupcion del suministro de oxigeno a los
musculos. En la glucdlisis, las reservas de glucégeno se transforman en &cido
lactico, lo que reduce el pH. Este proceso concluye con el agotamiento de los niveles

de glucogeno (Dirpan y Hidayat, 2023).

El incremento subsiguiente en el pH se atribuye a la alcalinizacién ocasionada por
la liberacion de productos resultantes de la protedlisis post-mortem (Lee y Shin,
2019). Como se visualiza en las Figuras 8a y 8b, el pH de las muestras de “carne
convencional” experimentd un aumento significativo durante el periodo de
almacenamiento (P <0.05), registrando valores de 6.25 y 6.30 en ambos

experimentos.

36



TVB-N (mg/100g)

Investigaciones anteriores han sefialado que el incremento en el pH esté vinculado
con el rapido deterioro de la carne durante su almacenamiento. En el caso de la
“carne estéril”, la variacion poco evidente en el pH se atribuye a la eficacia del
método de esterilizacidn para reducir la carga bacteriana inicial y retardar la
descomposicion de proteinas (Hwang et al., 2015; Saenz-Garcia et al., 2020; Q.
Wang et al., 2020). La evaluacion del pH en la carne de cerdo a lo largo del tiempo
de almacenamiento proporciona informacion valiosa sobre los cambios quimicos y

las reacciones enziméaticas provocadas por las bacterias en la misma.

6.4. Evaluacién de la capacidad deterioradora de bacterias aisladas en
carne de cerdo

Se realizaron pruebas de nitrdgeno volatil total (TVB-N) con los 75 aislamientos
obtenidos en la seccién 5.2.1, con el propdésito de categorizar a las bacterias como
BAD o BCD. Esta clasificacion se baso en los criterios establecidos por la Norma
Nacional de la Republica Popular de China (GB 2707-2016), que establece un
umbral de referencia en 20 mg/100 g (Figura 9).
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Figura 9. Evaluacién de la capacidad deterioradora de los 75 aislamientos mediante la
determinacion de TVB-N. Se utiliz6 como umbral de referencia una concentracion >20 mg TVB-
N/100 g, marcada por una linea roja punteada.

Aquellas bacterias que excedieron este limite, representando el 65 % de los
aislamientos en presente estudio, fueron clasificadas como BCD. Por otro lado, el
35 % de los aislamientos no rebasaron los niveles de TVB-N establecidos y se

clasificaron como BAD.
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Los 49 aislamientos obtenidos fueron sometidos a un nuevo proceso de seleccion,
considerando tanto el medio como la muestra de origen, resultando finalmente en

27 aislamientos.

Posteriormente, se realizé la identificacion de los aislamientos pertenecientes al
grupo de las BCD (Figura 10).

B Pseudomonadaceae

m Bacillaceae

B Planococcaceae
Enterobacteriaceae

m Hafniaceae

-

o

Figura 10. Diversidad de aislamientos causantes de deterioro (BCD) a nivel Familia,
obtenidos a partir de carne de cerdo almacenada durante 8 dias.

(n = 27 aislamientos)

La identificacion de los aislados obtenidos de los diferentes medios de cultivo se
realiz6 mediante el andlisis de secuenciacion del gen 16S rRNA (Lee et al., 2017).
Las familias identificadas como BCD, engloba a las familias Pseudomonadaceae,
Bacillaceae, Planococcaceae, Enterobacteriaceae y Hafniaceae. Se observd que
Pseudomonadaceae predomind significativamente, representando el 52 % del total,
seguida de Bacillaceae con un 18 %, Planococcaceae con un 15 %,
Enterobacteriaceae con un 11 %, y Hafniaceae con un 4 %.

El conocimiento de las poblaciones microbianas asociadas con el deterioro de la
carne es extenso. De acuerdo con la literatura, los géneros mas comunmente
involucrados en el deterioro de la carne son Pseudomonas, Enterobacterias,
Bacillus, Hafnia, Serratia Kurthia (Chaillou et al., 2020; Kukhtyn etal., 2020),
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pertenecientes a las familias identificadas en este trabajo de investigacion. La
presencia de géneros bacterianos en la chuleta de cerdo podria atribuirse al hecho
de que la carne de cerdo constituye una matriz compleja y rica en nutrientes
(proteina, en su mayoria), facilitando el crecimiento microbiano (Eshamah et al.,
2020; N. Li et al., 2019).

El deterioro es el resultado de la interaccion entre la proliferacién de bacterias y la
actividad enzimética de estas; como resultado, el deterioro se debe a las bacterias
predominantes en la matriz de carne (BCD) (Lee et al., 2017). Los factores como la
temperatura, el pH, entre otros, tienen un impacto en la tasa de crecimiento,
seleccién y actividad bacteriana durante el almacenamiento (Comi, 2017). Se
estima que solo el 10 % de los microorganismos inicialmente presentes son
psicrotolerantes y pueden crecer en condiciones de refrigeracion (0 a 8 °C) y la
fraccidn de microorganismos que causan deterioro es aun menor (FoodSafety.gov,
2019; Jaaskelainen et al., 2018; H. S. Lee et al., 2017).

Los hallazgos de esta investigacién coinciden de manera significativa con los
resultados previamente publicados por Li y col., (2019), quienes informaron sobre
la composicibn de la microbiota y controlaron las poblaciones bacterianas
predominantes en el tocino almacenado a temperaturas de refrigeracion, utilizando
métodos tanto independientes como dependientes del cultivo. Estos resultados
respaldan la nociéon de que los géneros bacterianos identificados en ambas
investigaciones pueden considerarse indicativos del deterioro de la carne de cerdo
almacenada en condiciones de refrigeracion. Investigadores como Zhao y col.,
(2019), Chaillou y col., (2020), asi como Vargas y col., (2022), también han
documentado resultados similares. La consistencia en los hallazgos de estas
investigaciones refuerza alin mas la importancia de comprender la microbiota

asociada al deterioro de la carne.

Tras la identificacidon de las bacterias causantes del deterioro, se llevaron a cabo
pruebas de TVB-N mediante el modelo in vitro previamente mencionado. El

propésito fue identificar los géneros que mas influyen en la produccion de nitrogeno
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en la carne de cerdo almacenada a 4 °C durante 8 dias. Los resultados de esta

evaluacion se muestran en la Figura 11.

30

[
o
L

[
(=]
n

=)
[=1
=] -s-Control
E 15 1. Lysifiibaciﬂus
= ——2. Bacillus
E ——3. Pseudomonas
10 4. Hafnia
5. Serratia

Dias

Figura 11. Capacidad deterioradora de los géneros bacterianos presentes en carne
de cerdo después de 8 dias de almacenamiento. El grafico presenta los valores
promedio = error estandar. Las letras diferentes indican diferencias significativas:
ANOVA de Fisher (P <0.05).

La Figura 11 muestra que el género con mayor capacidad deterioradora fue
Lysinibacillus, seguida de Bacillus, Pseudomonas, Hafnia y Serratia. La produccién
de TVB-N aumentd de manera progresiva a medida que avanzaba el
almacenamiento, superando los niveles permitidos de TVB-N (=220 mg TVB-N/100g)
en el sexto dia. El octavo dia, se observé la maxima produccion de TVB-N,
alcanzando valores de 26, 25, 24, 24y 22 mg TVB-N/100 g, respectivamente, para
cada uno de los géneros (P < 0,05). Estos resultados indican una correlacion directa
entre el tiempo de almacenamiento y la produccion de TVB-N por parte de los
diferentes géneros bacterianos. En contraste, el grupo de control no superé los
valores minimos de TVB-N establecidos, con una produccién final de 12 mg TVB-
N/100 g.

El deterioro de la carne es un proceso complicado en el que diferentes comunidades

bacterianas exhiben tanto relaciones positivas como negativas, tales como
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antagonismo y metabiosis. Estas interacciones son influidas por una serie de
factores bidticos y abioticos, estrechamente relacionados a la cantidad inicial y la
diversidad de microorganismos presentes, asi como a su crecimiento, la oxidacion

de lipidos y las reacciones enzimaticas autoliticas (Chen et al., 2023; Comi, 2017).

Los microorganismos poseen la capacidad de actuar sobre las proteinas a través
de su actividad proteolitica, convirtiéendolas en compuestos mas reducidos, como
aminoé&cidos liberados, los cuales se someten a desaminacion oxidativa,
descarboxilacion y desulfuracién, generando NHs, CO2 y H2S como productos
resultantes. Dimetilamina (DMA) y trimetilamina (TMA), sirven como indicadores
adicionales de la descomposicion microbiana de las proteinas en los alimentos
(Zequan et al., 2019). Lysinibacillus, se distingue por su capacidad para generar
endosporas, permitiéndole sobrevivir en temperaturas bajas (Abreu et al., 2021; C.
Li et al., 2020). Debido a deficiencias en algunas enzimas involucradas en el
procesamiento de azlcares o polisacaridos, Lysinibacillus es capaz de utilizar
sustratos predominantemente ricos en componentes proteicos, como la carne. La
presencia abundante de enzimas proteoliticas y sistemas de transporte permite a
esta bacteria emplear vias metabdlicas exclusivas, utilizando una amplia variedad

de compuestos organicos y aminodcidos (Jamal y Ahmad, 2022; Nandy et al., 2013).

Es importante destacar que algunos microorganismos proteoliticos, al liberar
aminodcidos, tienen la capacidad de potenciar el crecimiento de otros. En patrticular,
el desarrollo de Bacillus y Enterobacteriaceae resulta en una notable produccién de
nitrégeno, contribuyendo asi al complejo proceso de descomposicion en los

alimentos.

Otros estudios previos han informado que Pseudomonas es la bacteria mas
comunmente encontrada durante el proceso de deterioro de la carne debido a su
capacidad para prosperar en una amplia variedad de entornos, lo que se atribuye a
sus bajos requerimientos nutricionales y su versatilidad metabdlica como la
produccion de proteasas extracelulares y lipasas a bajas temperaturas (Chen et al.,
2023; H. Zhang et al., 2019).
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Por otro lado, la familia Enterobacteriaceae es comunmente asociada con el
deterioro de la carne roja almacenada por periodos prolongados. Este fenbmeno se
evidencié en su estudio, donde después de 9 dias de almacenamiento en
condiciones refrigeradas (0 a 8 °C), se observé un aumento significativo en la
produccion de TVB-N, hallazgo que también se respalda con resultados similares

encontrados en carne de vacuno refrigerada (Khezrian y Shahbazi, 2018).

Estudios anteriores han mostrado la relevancia de la temperatura de
almacenamiento en el crecimiento y potencial de deterioro de las bacterias
presentes en la carne. En el estudio, realizado por Zhang y col., (2019), se logro la
identificacion de las bacterias BCD y se llevaron a cabo analisis adicionales
utilizando muestras de pollo conservadas a una temperatura 6ptima de 4 °C. Aqui,
se pudo observar que las notables fluctuaciones de temperatura durante el
procesamiento, transporte y almacenamiento desempefian un papel determinante
en el desarrollo bacteriano. Por ende, los resultados concernientes a las bacterias
de deterioro y los metabolitos asociados podrian experimentar variaciones
sustanciales en distintas temperaturas, tales como O - 8 °C.

Los resultados obtenidos en nuestra investigacion son consistentes con los
informados por otros estudios (Khezrian y Shahbazi, 2018; Shavisi et al., 2017;
Zhang et al., 2019) para hamburguesa de res, carne fresca de cerdo, y carne picada,
respectivamente. En estos casos, la mayoria de las familias de bacterias
identificadas como causantes del deterioro coinciden con las mencionadas en la

presente investigacion.

La evaluacién de la capacidad deterioradora de bacterias aisladas en carne de
cerdo destaca la complejidad de los procesos microbianos que afectan la calidad y
seguridad alimentaria. Los resultados evidencian la presencia de bacterias con

variados niveles de capacidad deterioradora.
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6.5. Determinacion de pHalas BCD

La evaluacion del pH en la carne es esencial para medir su calidad y frescura, y
podria indicar una relacion con el modelo in vitro propuesto para determinar la
capacidad deterioradora de las bacterias aisladas de la carne de cerdo. Después de
identificar las bacterias responsables del deterioro, se evaluo el pH para comprender
los rangos en los que las bacterias BCD podrian estar presentes. Esta
determinacion se llevo a cabo utilizando carne de cerdo almacenada a 4 °C durante
8 dias (Figura 12).

-»—Control
1. Lysinibacillus
——2. Bacillus
——3. Pseudomonas
4. Hafnia
5. Sematia

5 T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Dias
Figura 12. Determinacién de pH en los géneros bacterianos presentes en carne de cerdo
después de 8 dias de almacenamiento. El grafico presenta los valores promedio * error

estandar. Las letras diferentes indican diferencias significativas: ANOVA de Fisher (P < 0.05).

Como indica la Figura 12, se observa un incremento gradual en el pH tanto en el
grupo de control como en los géneros bacterianos a medida que avanza el periodo
de almacenamiento. Ademas, se puede apreciar que los cambios en el pH durante
el almacenamiento muestran una tendencia consistente entre todos los géneros

bacterianos.

El pH inicial fue de 5.2; sin embargo, después de 8 dias de almacenamiento, las
bacterias Lysinibacillus, Bacillus, Pseudomonas y Hafnia presentaron un pH

alrededor de 6.3, evidenciando que no habia diferencias estadisticas significativas
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(P > 0.05) entre ellas. Sin embargo, Serratia, con un pH final de 6.2, mostré una
diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05). En contraste, el grupo de
control, que tuvo un pH inicial de 5.2, presenté un pH de 5.9 en el dia 8, mostrando
diferencias estadisticas significativas (P < 0.05) en comparacion con los géneros
bacterianos.

El pH inicial de las muestras de carne de cerdo inoculadas se situé dentro del rango
de valores reportados previamente para la carne fresca de cerdo, entre 5.2y 5.6, lo
cual es considerado un rango 6ptimo para garantizar una adecuada vida (util
comercial y asegura que la carne conserva las caracteristicas fisicoquimicas
adecuadas (Hernandez-Garcia et al., 2022; Sammanee et al., 2022; Tang et al.,
2022)

El incremento del pH se atribuye principalmente a la actividad bacteriana. Durante
el proceso de descomposicion, las bacterias presentes en la carne inician la
protedlisis de las proteinas y otros compuestos organicos presentes en el tejido
muscular. Como consecuencia de esta actividad bacteriana, se generan
subproductos metabdlicos, como el amoniaco (NHs), que actia como una base
fuerte y desprotona el agua para originar iones de amonio e hidroxido. La liberacion
de amoniaco por parte de las bacterias puede elevar el pH del entorno circundante,
resultando en un aumento de la alcalinidad (Chen et al., 2023; Kang et al., 2014; G.
Wang et al., 2021).

La practica comun de refrigerar carne, aunque eficaz para la preservacion, puede
tener consecuencias desfavorables cuando se prolonga su almacenamiento a bajas
temperaturas. Esta situacion propicia el desarrollo de bacterias psicrotroficas,
incluyendo especies como Pseudomonas spp. y algunas Enterobacterias,
desempeiiando un papel crucial en el deterioro de la carne. Estas bacterias influyen
en el pH de la carne al producir, mediante su actividad proteolitica, una notable
cantidad de proteasas extracelulares y lipasas que provocan el deterioro de la carne
de cerdo, causando asi un aumento en el pH. Este proceso da origen a compuestos
organicos volatiles, como el acido metil-2-butenoico, contribuyendo asi al aumento
en la produccion de TVB-N (Tang et al., 2022).
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Herndndez-Garcia y colaboradores (2022), llevaron a cabo una evaluacién del
parametro de pH en un estudio centrado en la calidad y estabilidad de filetes de
carne de cerdo. Sus hallazgos revelaron valores similares a los reportados en esta
investigacion. Ademas, observaron que, durante el almacenamiento, los valores de
pH de la carne aumentan debido al incremento del contenido de bases
nitrogenadas, resultado de la protedlisis inducida por la actividad microbiana. Estos
resultados también concuerdan con los reportados por E.J. Lee y Shin (2019) y por

Tang y colaboradores (2022).

6.6. Correlaciones entre el pHy la concentracién de TVB-N en la carne de
cerdo

Se llevé a cabo analisis de correlacion de Pearson con el objetivo de identificar
posibles asociaciones entre las variaciones de pH y la concentracion de TVB-N (=
20 mg/100 g) que se manifiestan durante el proceso de deterioro de la carne de
cerdo y pH de los aislamientos con capacidad deterioradora. Este enfoque nos
proporcion6 una comprension detallada de la fuerza y direccion de las asociaciones
observadas contribuyendo asi a la interpretacion completa de las relaciones entre

el pH y la concentraciéon de TVB-N en la carne de cerdo deteriorada (Figura 13).

6.4 -

6.2 -

5-2 T T T T T T 1
14 16 18 20 22 24 26 28

TVB-N (mg/100g)

Figura 13. Correlacién de Pearson entre valores de TVB-N y pH en aislamientos deterioradores
de carne de cerdo deteriorada.
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La relacion entre los niveles de TVB-N y los valores de pH reveld una correlacion
positiva significativa (r = 0.92) (Figura 13), indicando una fuerte conexién entre los
parametros evaluados (Schober et al., 2018). Segun los hallazgos de este estudio,
se determiné que las bacterias clasificadas como BCD deben presentar un valor de
pH = 6.2, ya que a partir de este punto se observa una produccién significativa de
TVB-N (=20 mg TVB-N/100g).

Este punto se resalta aun mas al considerar que las bacterias proteoliticas
encuentran condiciones favorables en productos carnicos con valores de pH
elevados. Esto se debe a que la carne con un pH mas alto presenta menores
reservas de glucogeno o glucosa, lo que convierte a las proteinas y aminoacidos en
la principal fuente de energia disponible para las bacterias causantes del deterioro
(BCD). En consecuencia, un pH mas elevado indica mayor protedlisis mediada por
las BCD y, por ende, una mayor producciéon y/o acumulacion de TVB-N (Holman et
al., 2021; Honikel, 2014; Li et al., 2019).

Esta asociacion positiva entre los valores de pH y la concentraciéon de compuestos
nitrogenados volatiles (TVB-N) no es exclusiva de la carne de cerdo. Estudios
anteriores han informado hallazgos similares en otras matrices alimentarias, como
la carne de pato y de pescado (Qiao et al., 2017; Tian et al., 2017; Wang y Xie,
2020). Estos resultados respaldan la idea de que la relacion entre el pH vy la

generacion de TVB-N es un fendmeno observado en diversas fuentes de alimentos.

6.7. Analisis de la biodiversidad bacteriana y su abundancia relativa en
carne de cerdo durante el almacenamiento

La diversidad de la comunidad microbiana y la abundancia relativa de las especies
bacterianas presentes se evaluaron después de la secuenciacion masiva del gen
16S rRNA. A continuacion, se ilustran los cambios en las abundancias relativas
dentro de las comunidades bacterianas en cada uno de los dias de almacenamiento

a nivel familia y género (Figura 14 y 15).
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Familia
Moraxellaceae
Pseudomonadaceae
Vibrionaceae
Planococcaceae
Flavobacteriaceae
Streptococcaceae
Campylobacteraceae Abundancia
Enterobacteriaceae relativa (%)
Listeriaceae 0
Leuconostocaceae 5
Enterococcaceae 10
Rhodospirillaceae 20 -
Aeromonadaceae
Micrococcaceae
Carnobacteriaceae
Bacillaceae
Staphylococcaceae
Otros

Figura 14. Mapa de calor que muestra los cambios en la composicion de la comunidad bacteriana de
la carne de cerdo almacenada por 8 dias. Se muestran las abundancias relativas de las especies
bacterianas a nivel de familia. Aquellas familias con una abundancia relativa <1% se agrupan bajo la
categoria "Otros".
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Género
Acinetobacfer
Phatobacterium
FPesudamonas
Nyroides
Lacfococcus
Arcobacter
Psychrobacier
Lysinibacilus
Brochotfirix
Kurthia
Vagaocacous
Flanomicrobium
Leucanostoc

Aeromanas
Citrobacter
Azospinilum
MSS:,,[& Abundancia
Carmabacteriurm relativa (%)
Lacfobacillus

Bacilus o
Serratia 5
Hafnia 10
Hafnia-Hafnia-Obssumbactenum 0 -
Moellzraillz
Fheinheimers
Shewanslla

Marnganeila
Staphylococcus
Camamaonas
Cloacibaciterium
Carynebacierium
Cilostridiurm
NMicrobactenum
Erferobacier

Escherichia

Affpia

Fropionibacfenum
Klehsislia

Salmonella

Frevatella

Froteccatslla
Buftisuxslia-Lallioftis
Fhyilchactenum
Hlzhsislia
Buffiauslia-Kiuyvera
Yersinia
Enhydrobacter-Maraxells
Ernferococcus

Chungsngia
Froteus
Providencia
Raouitells
Otros

Figura 15. Mapa de calor que muestra los cambios en la composicion de la comunidad bacteriana de la carne
de cerdo almacenada por 8 dias. Se muestran las abundancias relativas de las especies bacterianas a nivel
de género. Aquellos géneros con una abundancia relativa <1% se agrupan bajo la categoria "Otros".
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A lo largo del proceso de deterioro, se notaron marcadas variaciones en las
comunidades bacterianas, lo cual podria estar asociado con el metabolismo y

crecimiento bacteriano, asi como el agotamiento de nutrientes (Zhang et al., 2018).

La composicion intrafamiliar difirid significativamente en cada momento del
muestreo. En el transcurso del estudio, se identificaron un total de 18 familias
(Figura 14) y 55 géneros diferentes (Figura 15). La diversidad bacteriana inicial
podria estar asociada con la presencia de bacterias complejas en el entorno y la
contaminacion durante el proceso de obtencién de la carne, transporte y punto de
venta (Xia et al., 2023).

Al comienzo del experimento, la diversidad genética de la comunidad microbiana
fue mas destacada, siendo Moraxellaceae, Vibrionaceae y Pseudomonadacea las
familias dominantes (Figura 14). Posteriormente, se observé una marcada
disminucion en la presencia de Moraxellaceae, posiblemente como resultado de la
inhibicién del crecimiento debido a la competencia bacteriana, especialmente por
parte de las Enterobacteriaceae, este declive esta vinculado a la capacidad
mejorada de este grupo para llevar a cabo un metabolismo anaerobico (Figura 14)
(Zhang et al., 2018).

Carnobacteriaceae, otra familia bacteriana, muestra una disminucién a medida que
avanzan los dias de almacenamiento (Figura 14). Ese grupo es conocido como una
bacteria deterioradora importante en diversas matrices alimentarias y se encuentra
en toda la cadena de produccion de la carne, desde el animal hasta el producto final.
Investigaciones adicionales también han sefialado su presencia en pechugas de
pavo crudas, jamon, carne de pescado y carne de cerdo. Aunque los miembros de
la familia Carnobacteriaceae podrian denominarse BCD, su predominio se ve
superado por bacterias pertenecientes a la familia Lactobacillaceae en condiciones

anaerobicas, bajas temperaturas y valores bajos de pH (Remenant et al., 2015).

En el cuarto dia hay una disminucion mas pronunciada en la diversidad bacteriana,
alcanzando solo el 50 % de la diversidad inicial (Figura 14 y 15). Esto podria
atribuirse al agotamiento de los nutrientes facilmente degradables, lo que resulta en

la disminuciéon de familias que carecen de las habilidades para metabolizar
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nutrientes mas complejos. Algunas bacterias también pueden generar condiciones

especificas de antagonismo o metabiosis (Boziaris y Parlapani, 2017; Comi, 2017).

En el octavo dia, se puede observar que la diversidad bacteriana ha aumentado en
un 70 % con respecto al dia 4, aunque aun se mantiene por debajo del nivel inicial
(Figura 14 y 15). Este cambio en la diversidad bacteriana esta relacionado con el
agotamiento de la glucosa. Durante el almacenamiento, la glucosa se posiciona
como una fuente energética esencial para los microorganismos que desencadenan
la liberacion de olores caracteristicos del deterioro en productos cérnicos. La
disminucién de los recursos de glucosa conlleva a menudo a un cambio del
metabolismo sacarlitico hacia la degradacion de aminoacidos en algunas especies
bacterianas (Dorn-In et al., 2023; Xiao et al., 2013). Este fenOmeno subraya la
complejidad de las interacciones bacterianas durante el proceso de deterioro, donde
factores como la disponibilidad de sustratos y el tipo de bacterias individuales

presentes juegan un papel crucial (Dorn-In et al., 2023; Xiao et al., 2013).

La Figura 16, presenta el porcentaje de abundancia relativa por géneros,
destacando aquellos encontrados con mayor prominencia durante el
almacenamiento de la carne por 8 dias. Estos géneros pertenecen a las familias
previamente mencionadas, y entre las bacterias identificadas se encuentran

Pseudomonas, Lysinibacillus, Bacillus,y Serratia.

A nivel de género, también es posible observar patrones de coexistencia o exclusion
mutua entre diferentes géneros. Algunos géneros pueden presentar correlaciones
positivas, lo que indica que sus abundancias tienden a aumentar o disminuir
simultdneamente. Por otro lado, se pueden identificar géneros con correlaciones
negativas, sefialando una relacion inversa en la que el aumento de la abundancia
de uno se asocia con la disminucion del otro. Estos patrones de correlacion ofrecen
valiosa informacion sobre las interacciones dinamicas entre los diferentes géneros

bacterianos durante el periodo de almacenamiento de la carne (Dorn-In et al., 2023).

A lo largo de todo el periodo de almacenamiento, se evidencid la presencia
constante de las familias Pseudomonadacea, Enterobacteriaceae, Bacillaceae y

Planococcaceae, respaldando asi la categorizacibn de estas como BCD. El
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comportamiento dindmico de estas cuatro familias, asi como los géneros que las

componen, se destaca a medida que avanza el tiempo (Figura 16).

La familia Pseudomonadacea donde se encuentra las Pseudomonas, se distingue
por exhibir una mayor abundancia relativa en el dia 0 (P < 0.05) en comparacion
con las demas familias. Para el dia 8 se observa un aumento significativo en la
abundancia relativa, indicando una diferencia estadisticamente significativa (P <
0.05) (Figura 16ay b).

El comportamiento de la familia Enterobacteriaceae, es destacado por el incremento
significativo (P < 0.05) en su abundancia relativa a lo largo del tiempo (Figura 16a).
A pesar de experimentar una disminucion en el dia 4, se observa un aumento
estadisticamente significativo en su abundancia relativa para el dia 8, indicando una
diferencia notable (P < 0.05). Este comportamiento también se refleja en los géneros
Hafnia y Hafnia Obesumbacterium, que son parte de esta familia. Por otro lado, el
género Serratia (Figura 16b), a pesar de pertenecer a esta familia, presenta un

incremento gradual conforme avanzan los dias (P < 0.05).

Contrario a lo observado con Enterobacteriaceae, Bacillaceae exhibié un
comportamiento lineal, mostrando diferencia significativa (P < 0.05) en el porcentaje

de abundancia relativa (Figura 16a y b).

Para concluir, se observa que Lysinibacillus, que forma parte de la familia
Planococcaceae, exhibe un patrén de comportamiento semejante al de los géneros
mencionados anteriormente, con un aumento progresivo a medida que transcurren
los dias de almacenamiento (P < 0.05). Este microorganismo se posiciona en

segundo lugar con el mayor porcentaje de abundancia relativa (Figura 16ay b).
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Figura 16. Abundancia relativa de las familias (a) y géneros (b) encontrados durante los 8
dias de almacenamiento. El gréfico presenta los valores promedio + error estandar. Las
letras diferentes indican diferencias significativas: ANOVA de Fisher (P < 0.05).

Investigaciones previas han sefialado la presencia frecuente de enterobacterias en
carne refrigerada de cerdo, terneray cordero. La prevalencia de Enterobacteriaceae
sugiere una posible contaminacion inicial o la existencia de microflora en la linea de
produccion o en el envasado (Remenant et al.,, 2015). Estos microorganismos
podrian desempeiiar un papel significativo en el deterioro de los alimentos, ya que
tienen la capacidad de metabolizar los aminoacidos y convertirlos en compuestos

volatiles, como las aminas y compuestos sulfaricos (Remenant et al.,, 2015).
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Paralelamente, otro estudio (Xiao et al., 2013) sobre el deterioro de la carne de Yao
durante el almacenamiento indic6 que Enterobacteriaceae fue uno de los taxones
predominantes desde la etapa intermedia del periodo de almacenamiento

experimental en adelante.

Los géneros que forman parte de la familia Pseudomonadaceae tienen una
preferencia por metabolizar la glucosa. No obstante, cuando el gradiente de difusion
de la glucosa desde el tejido subyacente hasta la superficie de la carne ya no puede
satisfacer las demandas de la abundante poblacién bacteriana deterioradora, inician
a degradar los aminodacidos y proteinas. Esto conduce a la produccion de amoniaco,
aminas y sulfuros, que son compuestos quimicos distintivos del deterioro de la carne
de cerdo (Dorn-In et al., 2023; Tian et al., 2017).

Por otro lado, la familia Bacillaceae produce diversos compuestos nitrogenados
asociados con el deterioro de la carne de cerdo (X.-R. Li et al., 2021). Estas
bacterias son reconocidas por su capacidad para formar esporas; también, se les
atribuye la responsabilidad de la generacion de acidez en la carne y otros cambios
de deterioro, como el ablandamiento y la decoloracion de la superficie, la
licuefaccion del producto, a lo largo de un amplio rango de temperaturas de
procesamiento y almacenamiento (Xiao et al., 2013).

Estudios comparables se han llevado a cabo para analizar la estructura de la
microbiota y las posibles funciones que afectan el deterioro de la carne fresca de
vacuno. Se han observado similitudes significativas en la diversidad bacteriana, asi
como cambios notables, incluyendo la disminucion o desaparicion de ciertas
bacterias, de manera consistente con los hallazgos de este estudio. Ademas, la
conservacion de algunas especies bacterianas también fue observada en la
investigacion realizada por otros autores (Chen et al., 2023; B. K. Hwang et al.,
2020; N. Li et al., 2019).

Asimismo, se llevé a cabo la evaluacion de la diversidad bacteriana mediante el
analisis de la riqueza, el indice de Simpson, Shannon y la equidad (evenness), y los

resultados obtenidos estan representados en la Figura 17a, b, c y d.
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El andlisis de la riqueza de especies en la comunidad estudiada de carne de cerdo
durante un periodo de 8 dias (Figura 17a) ha proporcionado una perspectiva
esencial de la diversidad biolégica. Revela una mayor diversidad bacteriana en el
dia cero en comparacion con los dias subsiguientes (P < 0.05). No obstante, se
observa una disminucion en el dia 4, seguida de un aumento en el dia 8. Este patrén
sugiere una fluctuacion significativa en la variedad de bacterias a lo largo del tiempo,
destacando la dinamica compleja de la microbiota en la carne de cerdo durante el
periodo de estudio. Las disminuciones en la riqueza y diversidad bacteriana
observadas al final del periodo de almacenamiento, en comparacion con el dia
inicial, podrian ser atribuibles a diversos factores. Entre ellos se encuentran la
posible deficiencia de nutrientes, el agotamiento de los niveles de oxigeno, la
inhibicién del crecimiento bacteriano y el aumento de la competencia entre las

distintas cepas bacterianas (Xiao et al., 2013).

El analisis de diversidad biolégica mediante el indice de Simpson arrojo resultados
que detallan la composicion de la comunidad estudiada. Los hallazgos clave se
discuten a continuacién (Figura 17b). La observacién de las tres barras que
representan los diferentes dias de evaluacion revela una baja diversidad, sin
diferencias estadisticamente significativas (P > 0.05). Esto sugiere que algunas
especies podrian estar dominando la comunidad, ya que la falta de variacion
estadistica indica una posible uniformidad en la composicion de la poblacion a lo
largo de los dias evaluados. La baja diversidad segun el indice de Simpson sugiere
interacciones ecolbégicas especificas, como competencia entre especies o0
condiciones ambientales particulares que favorecen a algunos organismos en
detrimento de otros. Esta informacion es valiosa para comprender las dinamicas

subyacentes en las comunidades estudiadas (Cauchie et al., 2020; Xia et al., 2023).

Se aprecia que en el indice de Shannon se registra un valor de 2.5 en el dia 0,
evidenciando notables discrepancias entre los dias 4 y 8, respectivamente (P <
0.05). Se observan alteraciones en la estructura de la comunidad bacteriana, con
disminuciones en el dia 4 y aumentos en el dia 8 (Figura 17c). Estos cambios

pueden vincularse a la introduccion o pérdida de especies, asi como a ajustes en
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las interacciones ecologicas. Este indice, en consecuencia, facilita la validacion de
interacciones particulares entre especies, tales como las relacionadas con
Pseudomonadacea, Enterobacteriaceae y Bacillaceae. Ademas, posibilita la
identificacion de la influencia de factores ambientales, como las temperaturas de
refrigeracion y la disminucién de nutrientes en el entorno (Konopinski, 2020).

Durante los dias evaluados, se aprecia que no existe una distribucion homogénea
de la diversidad bacteriana, como se refleja en los valores altos de equidad
(evenness) (Figura 17d), indicando una marcada dominancia de algunas especies
sobre otras (Cauchie et al., 2020). Ademas, se observa que esta dominancia tiende

a aumentar a medida que transcurren los dias.
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Figura 17.Diversidad bacteriana en la carne de cerdo durante el almacenamiento de 8 dias.
(a). Rigqueza, (b). indice de Simpson, (c). indice de Shannon y (d). equidad (evenness). Los
datos se presentan como medias + error estdndar. Los asteriscos (*) indican diferencias
significativas: prueba de Fisher (P < 0.05).
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Cauchie y colaboradores (2020), llevaron a cabo un estudio sobre las comunidades
bacterianas de deterioro presentes en envoltorios para alimentos y muestras de
carne de cerdo picada envasadas en atmésferas modificadas, utilizando analisis
metagenéticos. Al correlacionar los indices de Shannon y Simpson, informaron
resultados coherentes con los hallazgos encontrados en esta investigacion. Estas
correlaciones también se han explorado en otros alimentos como salchichas, carnes
blancas y pescado (Barcenilla et al., 2022; Fougy et al., 2016; Poirier et al., 2018;
Shedleur-Bourguignon et al., 2023).

El empleo de indices como la riqueza de especies, el indice de Simpson, el indice
de Shannon y la equidad (evenness) ha demostrado ser fundamental para
caracterizar la biodiversidad y la abundancia relativa bacteriana durante el
almacenamiento de la carne de cerdo. Estos indices proporcionan una perspectiva
integral de la estructura de la comunidad bacteriana, permitiendo identificar
patrones temporales en la diversidad y evaluar la equitativa distribucién de las

especies.
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7. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio han contribuido significativamente a la
comprension de los procesos microbioldgicos asociados al deterioro de la carne de
cerdo. Se ha observado que el agar M4 se destaca como un medio eficaz para el
aislamiento de bacterias oligotroficas en la carne de cerdo, lo cual se atribuye a su
limitada disponibilidad de nutrientes.

El modelo in vitro propuesto ha permitido establecer correlaciones significativas
entre la concentracion de TVB-N y el grado de deterioro de la carne, asi como
distinguir entre bacterias consideradas como BAD y BCD. La identificacion de
familias como Pseudomonadaceae, Bacillaceae, Planococcaceae,
Enterobacteriaceae y Hafniaceae en la categoria BCD respalda la metodologia
como una herramienta para medir la capacidad deterioradora de las bacterias y
comprender su impacto en la calidad de la carne de cerdo de manera objetiva.

Se ha establecido una correlacion positiva entre el pH y la produccién de TVB-N,
proporcionando una comprension significativa de las condiciones asociadas con el

deterioro de la carne de cerdo.

El analisis metagenémico fue esencial para cuantificar e identificar la diversidad
bacteriana en la carne de cerdo, enriqgueciendo nuestra comprension de los
procesos microbiolégicos vinculados al deterioro del producto. La evaluacién de la
diversidad bacteriana mediante indicadores como la riqueza, el indice de Simpson,
Shannon y la equidad (evenness) ha demostrado ser fundamental para comprender
la complejidad de las comunidades microbianas. Estas métricas han proporcionado
una vision detallada de la estructura y distribucion de las especies bacterianas
presentes, permitiendo discernir patrones y cambios a lo largo del tiempo, y

enriqueciendo asi nuestro conocimiento en este ambito.
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