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Resumen

Resumen

La conservacién de alimentos mediante tecnologias de barreras
busca mantener las cualidades organolépticas en el producto final con la
combinacion de técnicas de conservacion tradicionales de baja
intensidad que actian como barreras para impedir o retrasar las
reacciones de deterioro. Las bacteriocinas son péptidos con actividad
antimicrobiana producidos por bacterias y junto con los lactatos son
considerados conservadores de origen natural; los nitritos son aditivos
inorganicos cuya funcidn es asegurar la calidad microbioldgica de
productos carnicos, a la vez que imparten caracteristicas de aroma,
sabor y color especificos. El objetivo de este trabajo fue aplicar
diferentes combinaciones de la bacteriocina producida por E. faecium
MXVK 29 y de antimicrobianos (lactato de sodio y nitrito de sodio) a una
emulsidén carnica empacada al vacio para evaluar su calidad higiénico-

sanitaria.

La bacteriocina fue extraida de un cultivo de E. faecium MXVK 29
y se determind su actividad antimicrobiana. Se utilizd un arreglo de
ajedrez para evaluar las combinaciones de los diferentes conservadores
comerciales utilizados (nitritos, sorbatos y benzoatos) en combinacion
con la bacteriocina contra diferentes microorganismos reto (B.
thermosphacta, E. coli y L. innocua). Se realizaron isobologramas para
determinar las combinaciones con efectos sinérgicos y éstas fueron
implementadas en un modelo carnico tipo emulsién, empacado al vacio
y sometido a condiciones de abuso de temperatura de 10°C para
observar los efectos sobre una carga microbiana de 5-6 log UFC/mL de
B. thermosphacta. Se evaludé crecimiento de B. thermosphacta,
mesofilos aerobios y bacterias lacticas, pH y color los dias 1, 3, 7, 14 vy

30 de almacenamiento.
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Resumen

Solo dos de las cuatro combinaciones probadas impartieron una
mayor estabilidad microbioldgica al modelo carnico (6.25 mg/mL de
bacteriocina con 0.05 mg/mL de nitrito y 6.25mg/mL de bacteriocina
con 0.2 mg/mL de lactato de sodio) durante 7 dias de almacenamiento;
fue en la primera combinacion que se observaron las mejores
caracteristicas en el desarrollo de color. Las demas combinaciones

utilizadas no garantizaron la calidad microbioldgica del producto.

En conclusidn, la bacteriocina producida por Enterococcus faecium
MXVK 29 utilizada con la tecnologia de barreras permitido una reduccién
significativa de la cantidad de nitritos en un modelo carnico,
manteniendo estabilidad microbioldgica y fisicoquimica en el alimento,
con lo cual se reducen los efectos negativos que tienen los nitritos sobre

la salud humana.

Pagina |3



Abstract

Abstract

The Food preservation by hurdle technology aims to preserve the
organoleptic qualities in the end product with the combination of
traditional preservation techniques of low intensity that act as hurdles to
prevent or delay the deterioration reactions. Bacteriocins are
antimicrobial peptides produced by bacteria and are considered natural
preservatives; the nitrites are inorganic additives whose function is to
ensure the microbiological quality of meat products, while imparting
characteristics of specific aroma, flavor and color; the lactates are
considered natural preservatives. The objective of this study was to
apply different combinations of the bacteriocin produced by E. Faecium
MXVK 29 and antimicrobials (sodium lactate and sodium nitrite) to a
vacuum packed meat emulsion to evaluate their hygienic-sanitary

quality.

The bacteriocin was extracted from a E. faecium MXVK 29 culture
and it's antimicrobial activity was determined. An array of chess was
used to assess different combinations of commercial preservatives used
(nitrites, sorbates and benzoates) in combination with the bacteriocin
against different challenge organisms (B. thermosphacta, E. coli and L.
innocua). Isobolograms were performed to determine combinations with
synergistic effects and these were implemented in a model meat
emulsion, vacuum packed and subjected to temperature abuse
conditions of 10 ° C to observe the effects on microbial load of 5-6 log
CFU / mL B.thermosphacta. We evaluated growth of B. thermosphacta,
lactic acid bacteria and aerobic plate counts, pH and colour on days 1, 3,
7, 14 and 30 of storage.
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Abstract

Only two of the four tested combinations imparted a higher
microbiological stability to the meat model (6.25 mg/mL of bacteriocin
with 0.05 mg/mL of nitrite and 6.25 mg/mL of bacteriocin with 0.2
mg/mL of sodium lactate) for 7 days of storage; it was the first
combination observed the best features in the development of colour.
Other used combinations did not ensure the microbiological quality of

the product.

In conclusion, the bacteriocin produced by Enterococcus faecium
MXVK 29 used with hurdle technology allowed a significant reduction in
the amount of nitrites in a meat model, keeping physicochemical and
microbiological stability in food, thereby reducing the negative effects

that have nitrites on human health.
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() LAAB
"La vida no es facil, para ninguno de nosotros.
Pero... iqué importa! Hay que perseverar y, sobre todo, tener confianza
en uno mismo. Hay que sentirse dotado para realizar alguna cosa y que
esa cosa hay que alcanzarla, cueste lo que cueste."

Marie Curie

"No lo sé, procuro no cargar mi memoria con datos que puedo
encontrar en cualquier manual, ya que el gran valor de la
educacién no consiste en atiborrarse de datos, sino en
preparar al cerebro a pensar por su propia cuenta y asi llegar

a conocer algo que no figure en los libros."

Albert Einstein

Nota: Respuesta que le dio a Thomas A. Edison cuando le pregunté la

velocidad del sonido.
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( LAAB Capitulo 1

Capitulo 1

1. Introduccion

A partir del establecimiento de las primeras comunidades
prehistoricas, los humanos han aprovechado las actividades que
desarrollan los distintos microorganismos sobre los alimentos. Fue
durante el siglo XX cuando la conciencia de la importancia de estas
actividades (desarrollo, conservacion, deterioro y contaminacion de los
alimentos), dio lugar al desarrollo de la “Microbiologia de Alimentos”.
Asi, la conservacion biotecnolégica de los alimentos tal y como la
conocemos hoy, se origind a partir de la comprension cientifica del
proceso de fermentacion de los alimentos, una de las mas antiguas
técnicas de conservacion practicada desde hace 12 000 afos. Durante
este extenso periodo, el ser humano logré, mediante la practica de
ensayo-error, procedimientos naturales para evitar la alteracion de los

diferentes alimentos (Holzapfel et al., 1995).

A pesar de todos los avances tecnoldgicos logrados para la
conservacion de alimentos a lo largo de la historia, los consumidores
demandan alimentos cada vez mas seguros y prefieren aquellos que
estén minimamente procesados, por lo que se estd retomando una
conservacion mas natural de los alimentos, aunque aplicando los
conocimientos adquiridos con el paso del tiempo de una forma mas
razonada. El interés en tecnologias avanzadas de procesado es mas que
una respuesta a las demandas expresadas por el consumidor, que valora
productos similares a los frescos (fresh-like), con apariencia mas natural
a diferencia de los alimentos altamente procesados cuyas caracteristicas
nutricionales y sensoriales las consideran inferiores; sin embargo los
productos similares en apariencia a los frescos, son muy perecederos
(Holzapfel et al., 1995).
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( LAAB Capitulo 1

La bioconservacion se puede definir como la extension de la vida
media y de la seguridad de los alimentos mediante el empleo de su
microbiota natural o controlada y/o sus productos antibacterianos como
son las bacteriocinas. Los agentes bioconservantes por excelencia son,
sin lugar a duda, las bacterias acido lacticas (BAL), debido a que
producen diferentes metabolitos con propiedades antimicrobianas, y
contribuyen a las caracteristicas organolépticas de los productos donde
se aplican; ademas de tener el estatus GRAS (Generally Recognized As
Safe). Dentro de estas bacterias productoras de antimicrobianos
tenemos las que pertenecen al género Enterococcus, como son
Enterococcus faecium 'y Enterococcus faecalis que producen

bacteriocinas.

Las bacteriocinas son péptidos bioldogicamente activos contra
miembros de la misma especie o especies muy relacionadas

taxondmicamente a la cepa productora.

Debido a la demanda de alimentos cada vez mas seguros y que
estén minimamente procesados, por parte de los consumidores, se
estan produciendo alimentos que pueden ser afectados de manera muy
significativa por microorganismos patégenos o alterantes, si no se lleva
a cabo una adecuada manipulacién de los alimentos durante toda la

cadena de proceso y hasta el punto de venta.

Estos efectos son marcados y contundentes, especialmente en los
productos carnicos, que requieren una especial atencion en el control de
la materia prima y la cadena de frio, ya que un buen control de
temperatura es imprescindible para alcanzar la vida util que permita una

adecuada comercializacion del alimento (Simpson et al., 1989).
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Las principales causas de disminucion de vida atil de los alimentos
son la pérdida de calidad, causada por microorganismos y el crecimiento
de patdgenos a niveles detectables. Los microorganismos presentes en
alimentos se pueden clasificar principalmente en bacterias de deterioro

y patdgenas para el consumidor.

Para el control o eliminacién de estos microorganismos se usan
diversos métodos y técnicas, como son: tratamientos térmicos,
empaques especiales, aplicacion de aditivos y tecnologia de barreras,

entre otros.

La tecnologia de barreras consiste en la aplicacion de diversas
técnicas o estrategias combinadas, mas suaves, que en conjunto
consiguen una adecuada conservacion de los alimentos, pero sin
modificarlos intensamente con el fin de obtener alimentos mas sanos y
nutritivos, utilizando menos aditivos y conservar las cualidades

sensoriales de los mismos.
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Capitulo 2

2. Justificacion

En general todos los alimentos contienen sustratos suficientes
para el crecimiento de microorganismos, tanto patdégenos como
alterantes, por lo que es necesaria la aplicacion de medidas que
prolonguen la vida util y aseguren la inocuidad de los mismos. Muchos
microorganismos afectan de manera importante a los alimentos o a los
consumidores de los mismos. Sin embargo también se sabe que muchos
microorganismos producen agentes antimicrobianos; asi como las
bacterias lacticas que producen bacteriocinas, las cuales son

especialmente eficaces contra las bacterias Gram positivas.

La seguridad alimentaria es un factor altamente valorado por los
consumidores, por lo que la ciencia de los alimentos esta dedicando
muchos medios para obtener productos mas seguros para el consumo
humano. Las ETA, son enfermedades bacterianas que suponen pérdidas
elevadas en la industria, ademas de los consiguientes efectos para la
salud. Las bacteriocinas actian atacando las membranas celulares de los
organismos sensibles, reduciendo o incluso inactivando a la flora

microbiana.

Estudios preliminares realizados en la Universidad Auténoma
Metropolitana-Iztapalapa, han reportado que Enterococcus faecium
MXVK29 tiene la capacidad de producir una bacteriocina, la cual
presenta un reducido espectro antimicrobiano contra algunas bacterias
alterantes de alimentos, pero demostré tener alta actividad antilisteria

(Alvarez-Cisneros et al., 2010).
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La utilizacidn de estos conservadores naturales en alimentos esta
contemplada como parte de un mecanismo de barreras y no como
agente de conservacion unico, por ello se deben realizar estudios para
conocer con qué tipo de conservadores comerciales puede actuar en
sinergia y asi ampliar el espectro antimicrobiano de ambos

conservadores.

Por otra parte el consumidor prefiere alimentos sin conservadores,
y si se encuentran combinaciones de bacteriocinas con concentraciones
muy bajas de conservadores quimicos, pero con la misma actividad
antimicrobiana posiblemente se tengan productos mas cercanos a lo

natural, pero sin perder la calidad y la inocuidad.
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Capitulo 3

3. Revisién Bibliografica

Los alimentos se componen principalmente de agua, lipidos, grasa,
y carbohidratos con pequenas proporciones de minerales y de
compuestos organicos. Los alimentos se pueden clasificar de diferentes
maneras como son los alimentos perecederos, semi-perecederos, no
perecederos, cosechados, frescos, como minimamente procesados,
preservados, manufacturados, formulados, primarios, derivados
secundarios, sintéticos, funcionales, etcétera (Shafiur, 2007). Dentro de
los alimentos altamente perecederos se encuentran los productos
carnicos refrigerados y minimamente procesados, que cuando son
sometidos a tratamientos térmicos, sobrevive una carga microbiana
residual significativa, debido a su elevada ay y pH cercano al neutro (aw
> 0.95y pH > 5.2), por lo que se clasifican como perecederos (Simpson
et al., 1989; Shafiur, 2007).

3.1 Métodos de Conservacion.

Los alimentos se pueden conservar por medio de: frio, calor,
utilizacion de conservadores quimicos o combinaciones. La tabla 1
muestra la aplicacion tecnoldgica de estos métodos. El uso del frio
significa generalmente la refrigeracion o la congelacién; mientras que la
utilizacién de calor implica muchos métodos de proceso, por ejemplo la

pasteurizacién, la esterilizacion comercial, entre otros.

La adicion de conservadores quimicos y el proceso de la
fermentacion son también formas de conservar los alimentos. La
composicion fisica y quimica de los alimentos ayuda a determinar el tipo

de proceso requerido para la conservacion. Otros factores que influyen
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en la seleccién del método de conservacion son: el producto deseado,

tipo de empaque, costo y métodos de distribucién.

Tabla 1. Métodos de conservacion de alimentos.

acceso de
microorganismaos
a los productos

Objetivo Fundamento Tecnologia o técnica
Coccion, Pasteurizacion o
. . Calor . . .
Inactivacion de Esterilizacion Comercial
microorganismos Radiacion Gamma, Rayo de electrones
y enzimas Descontaminacion . , . .
Exposicion a oxido de etileno
gaseosa
el d En lata, plastico, aluminio
Restriccion en el Empacado P ' '

vidrio

Proceso Aséptico

HACCP, ISO 9000, BMP

Prevencion de la
oxidacion

Reaccidon Quimica

Adicion de antioxidantes
organicos, inorganicos y
enzimaticos.

Inhibicion del
crecimiento de
microorganismos

Frio

Refrigeracidn, congelado

Reduccion ay

Secado, curado por adicidn
de sales, adicidon de
azucares, liofilizacidon

Niveles de oxigeno
bajo

Atmosfera controlada

Acidificacion

Reduccion del pH por adicién
de &cidos

Fermentacion

Alcohdlica, acética, lactica

Reaccidon Quimica

Adicion de conservadores
inorganicos, organicos y
naturales

Fuente: (Gould, 1989; 1995; 2001)

3.1.1 Conservadores usados en la industria carnica.

Los conservadores son un grupo de aditivos cuya finalidad es la de
prevenir el crecimiento microbiano de: hongos, levaduras y bacterias,
La FDA (U.S. Food And Drug

Administration) define a los conservadores como “cualquier sustancia

asi como mantener la frescura.
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quimica que, cuando se agrega a los alimentos puede prevenir o
retardar el deterioro de éstos, pero no incluye la sal y el azdcar comun,
vinagres, especias o aceites extraidos de especias, sustancias agregadas
a los alimentos por exposicion directa de estos al humo de madera o
guimicos aplicados por sus propiedades insecticidas o herbicidas” (FDA,
21CFR101.22, a, 5).

Los conservadores son usados para prevenir o retardar el
deterioro quimico y bioldgico de los alimentos; estos incluyen
antioxidantes para prevenir la autoxidacion de pigmentos, sabores,
lipidos y vitaminas; compuestos antipigmentativos, para prevenir el
oscurecimiento  enzimatico y no enzimatico, y compuestos
antiendurecimiento, para prevenir los cambios de textura. Los aditivos
usados para prevenir el deterioro microbiolégico son llamados
antimicrobianos (Davidson y Branen, 2005); como son: acido ascorbico,
ascorbato de sodio, acido lactico, sorbato de sodio, nitrato de sodio,

nisina, etc.
3.1.2 Antimicrobianos empleados en la industria carnica.

Los agentes antimicrobianos son definidos por la FDA como
“sustancias usadas como conservadores alimenticios para prevenir el
crecimiento de microorganismos y su subsecuentes desperdicios,
incluyendo fungistaticos, antilevaduras e inhibidores de crecimiento”,
(FDA, 21CFR170.3, o, 2). Sin embargo el uso de antimicrobianos se ha
incrementado como intervencién principal para la inhibicibn o
inactivacién de microorganismos patdgenos en alimentos (Davidson vy

Zivanovic, 2003; Davidson y Branen, 2005).
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Los antimicrobianos pueden ser clasificados como tradicionales o
naturales y quimicos, los primeros incluyen los extractos de especias y
hierbas, asi como el uso de bioconservadores; los segundos abarcan
compuestos organicos, inorganicos y aquellos que han sido sintetizados
como: acido acético y acetatos, acido lactico y lactatos, nitratos y

nitritos, sulfitos, acido citrico y citratos, parabenos, etc.

Benzoato de sodio: su efecto antimicrobiano aumenta en su forma
no disociada (pH 2.0-4.5) y disminuye a pH > 5.0, inhibe principalmente
mohos y levaduras (Davidson & Branen, 2005), asi como algunas
bacterias catalasa (+), pero a altas concentraciones, interviniendo en el
ciclo del acido citrico. Tiene un valor de ingesta diaria admisible (ADI)

de 0-5 mg/kg peso corporal (Luck y Jager, 1999).

Lactato de sodio: excelente antimicrobiano contra bacterias
anaerobicas por descenso del pH, es ineficaz contra mohos y levaduras.
Se considera aditivo GRAS, por lo que no existe un limite para su uso
(Davidson et al., 2002). Se ha utilizado con éxito como agente
antimicrobiano porque proporciona un gusto salado leve que realza el
sabor de la carne, conserva el color, contribuye a la capacidad de
retencién del agua y mejora la jugosidad; el acido aparece naturalmente
en productos de carne. Se ha utilizado junto con nitritos en salchichas

sin que se presente un efecto sinérgico (Doores, 2005).

Nitrito de sodio: Los nitritos liberan o6xidos de nitrégeno que
atacan grupos aminos del sistema deshidrogenasa (enzimas con SH) de
las células microbianas. Valor ADI para nitritos, 0-0.2 mg/kg peso
corporal, dosis mayores pueden formar nitrosohemoglobina, lo que
conduce a la cianosis. Su efecto antimicrobiano aumenta a pH acido

(Lick y Jager, 1999) en presencia de ascorbato e isoascorbato (Long y
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Barker, 1999) y eritorbato (Tompkin, 2005), asi como bajo condiciones
de anaerobiosis (Davidson et al., 2002) NaCl, sorbatos y polifosfatos. Es
muy eficiente contra bacterias Gram (+) y Gram (-) (Simpson y Sofos,

2009). La norma oficial mexicana limita su uso a 156 partes por millén

(ppm).

Sorbato de potasio: efectivo antimicrobiano cuya efectividad
aumenta en su forma no disociada (pH 2.0-4.5) y disminuye a pH > 5.0,
inhibe esencialmente mohos y levaduras (Davidson et al., 2002), asi
como algunas bacterias catalasa (+), pero a altas concentraciones,
interviniendo en el ciclo del acido citrico. Se considera un aditivo GRAS,
por lo que en general no existe un limite para su uso; sin embargo la
EFSA (European Food Safety Authority) y diferentes autoridades
internacionales restringen su uso en ciertos alimentos (Smith y Hong-
Shum, 2003). En México esta limitado su uso a 1000 ppm, en la NOM-
213-SSA1-2002.

Propianato de sodio: antimicrobiano con una efectividad en un
rango de pH 2.0 a 5.5 y disminuye a pH > 6.0, se usa generalmente
para controlar o eliminar mohos y levaduras asi como algunas bacterias,
su uso en alimentos no esta limitado al tener el grado de aditivo GRAS
(Smith y Hong-Shum, 2003). Solo se permiten 1000 ppm bajo la

legislacién mexicana a partir del afio 2002.

Parabenos: Derivados del acido benzoico con una débil sensibilidad
al pH que permite utilizarlos cerca de la neutralidad (pH 3-8), activos
contra mohos, levaduras y menos contra bacterias. Se usan en
concentraciones de 0.05-0.1% en alimentos. A pesar de su baja
toxicidad, su baja solubilidad, su precio y el sabor que confieren a los

alimentos limitan su uso (Smith y Hong-Shum, 2003).
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3.2 Tecnologias de conservacion.

La mayoria de las técnicas de preservacion de alimentos actuan
retrasando o inhibiendo totalmente el crecimiento de microorganismos.
Pocas técnicas inactivan los microorganimos. Mientras que el calor sigue
siendo la técnica mas usada extensivamente para la inactivacion,
recientemente ha estado aumentando el interés en el desarrollo de
alternativas. Estas incluyen el uso de las altas presiones hidrostaticas,
descargas eléctricas de alto voltaje, el laser de alta intensidad y de las
pulsaciones de luz, termosonificacién (combinacion de calentamiento
suave con el ultrasonido), procesamiento 6hmico y radiofrecuencias.
Ademas de un numero de antimicrobianos naturales, incluyendo las
lisozimas, extractos de especias y bacteriocinas como la nisina y la

pediocina.

Asi como también la utilizacion de la tecnologia de barreras como
el “sous vide" que combina diversas técnicas y tecnologias con lo cual se
obtiene lo mejor de las tecnologias combinadas con un reduccion
significativa de sus respectivas desventajas (Thippareddi y Sanchez,
2006).

3.3 Bacteriocinas.

Las bacteriocinas son péptidos termoestables activos, sintetizados
via ribosomal por bacterias lacticas y tiene un mecanismo de inmunidad
especifico. Se caracterizan por presentar un efecto antagoénico contra
especies de microorganismos taxondmicamente relacionadas, ya sean
patdgenos y/o causantes de deterioro (Cotter et al., 2005). Dentro de

los géneros de bacterias lacticas productoras, se encuentran
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Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus y Enterococcus
(Heng et al., 2007).

El uso de bacterias lacticas y de sus metabolitos; como las
bacteriocinas en forma de extractos crudos, semi-purificados o
purificados, ofrecen un potencial en la conservacién de alimentos,
siendo una alternativa en la industria alimentaria que podria ayudar a
reducir el uso de conservadores quimicos y disminuir la intensidad del
tratamiento térmico, resultando en alimentos con mejores propiedades
nutricionales y organolépticas (Galvez et al., 2007). En la tabla 2 se

muestra la clasificacion de bacteriocinas propuesta por Cotter.

Tabla 2. Clasificacidon de bacteriocinas.

Clase | Subclase | Caracteristicas Descripcion Ejemplos
Péptido sencillo:
nisina,
Se han mersacidina,
Clase I propuesto | Bacteriocinas con | Lantibidticos de unoy lacticina 481
11 lantionina dos péptidos . ]
subclases Péeptido doble:
lacticina 3147,
citolisina
1A Bacteriocinas tipo Pediocina PA1,
pediocina leucocina A
Bacteriocinas sin Bacterioc de d
Clase II 1B lantionina, ac e”o,c'g‘.zs € dos Lactacina F
pequefios péptidos peptidos
I1C heterogeneos. Bacteriocinas de un Lactococina A,
solo péptido y lineales divergicina A
Son grandes . .
ITIA proteinas liticas L|sost§f!na,
. enterolisina a
B termolabiles
Clase Proteinas, no S r
I1I bacteriocinas roteol':agsrir:) I(iatsicas Helveticina J,
I1IB P . steptococina A-M57
termolabiles
Clase IV Peptldc_)s €ON 9rupo | g cteriocinas ciclicas Enterocm_a AS48,
tiol ("'SH) activo reuterina 6

Fuente: (Cotter et al., 2005; Heng et al., 2007).
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3.3.1 Espectro antimicrobiano.

La mayoria de las bacteriocinas generadas por las bacterias Gram
(-) actuan esencialmente sobre especies microbianas relacionadas
taxondmicamente con ellas, mientras que las bacteriocinas de las Gram
(+) son antagonistas de una mayor diversidad de especies Gram (+)
(Tagg et al., 1976). Aunque, las bacterias Gram (+) como Lactobacillus
acidophilus (Vicent et al., 1959), producen bacteriocinas que inhiben el
desarrollo de bacterias Gram (-). Su utilizacién antimicrobiana frente a
bacterias Gram (-) ha dado buenos resultados cuando son combinadas

con otras sustancias como algun acido organico (Mustapha et al., 2002).

Las bacteriocinas producidas por las bacterias lacticas se han
clasificado en tres clases, respecto a su espectro antimicrobiano: a)
bacteriocinas con un estrecho margen de accidén, restringido a
microorganismos de la misma especie; b) bacteriocinas con una
actividad intermedia que inhibe bacterias lacticas y algunas bacterias
Gram (+); y c) bacteriocinas con amplio margen de accién, las cuales

inhiben una amplia variedad de Gram (+) (Cintas et al., 2001).
3.3.2 Mecanismo de accion.

Las bacteriocinas tienen un espectro antimicrobiano que parece
estar asociado a la presencia de receptores apropiados en los
micoorganismos sensibles (Tagg et al., 1976). Algunos miembros de la
clase I, como la nisina, han demostrado tener un modo dual de accién:
pueden unirse al lipido II (receptor universal y principal transportador
de subunidades de peptidoglicano del citoplasma a la pared celular)
impidiendo la sintesis correcta de la pared celular y conduciendo a la

muerte de la célula. Ademas puede utilizar al lipido II e interaccionar
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con la bacteriocina para iniciar un proceso de insercidon en la membrana
y formacion de poros, que conducen a la muerte rapida de la célula.
Algunas bacteriocinas de la clase II con dos péptidos (como la lacticina

3147) pueden tener esta actividad dual distribuida en los dos péptidos.

En general, los péptidos de la clase II tienen una estructura
anfifilica helicoidal la cual permite que se inserte en la membrana de las
células blanco, conduciendo a la despolarizacion y muerte. Las grandes
proteinas bacterioliticas (bacteriolisinas o clase III de las bacteriocinas)

causan la muerte vy lisis de la célula (Cotter et a/, 2005; Imagen 1).

Imagen 1. Mecanismos de accion de bacteriocinas.

Clase Il Clase | Bacteriolisinas
(Sakacina) (Nisina) (Lisostafina)

i Y
PRerrrrErrEeEreeY ¢ e
PP e T
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e

Membrana
celular
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Subunidad peptidoglicarlgg 20

-
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Fuente: (Cotter et al, 2005).
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3.3.3 Métodos de deteccidon de actividad de bacteriocinas.

Se basan en la cuantificacion de la inhibicién producida en un
microorganismo sensible; este tipo de ensayos son las técnicas mas
ampliamente utilizadas para la determinacién cuantitativa de
bacteriocinas (Hoover y Chen, 2005). El analisis por difusién en agar, es
indudablemente el mas usado a pesar de las inconveniencias y

limitaciones de su uso (Papagianni et al., 2006).

La técnica de difusién en agar tiene por finalidad correlacionar el
didmetro del halo de inhibicidon con la sensibilidad de un microorganismo
a un antimicrobiano (bacteriocina) determinado (Riera et al., 2008). El
funcionamiento del método, depende en gran parte de la capacidad
humana; el juicio y la precision no pueden ser obtenidos cuando las
zonas de inhibicion son difusas o no son perfectamente circulares asi
como las dificultades relacionadas con la difusién de la sustancia activa
(Papagianni et al., 2006).

3.3.4 Bacteriocinas del género Enterococcus.

El género Enterococcus pertenece al grupo de bacterias acido
lacticas Gram (+), son cocaceas agrupadas en pares o cadenas cortas,
no esporuladas, catalasa negativo, oxidasa negativo y anaerobios
facultativos, tienen un crecimiento 6ptimo a temperaturas de 35° C,
aunque algunas especies del género crecen en un rango de 10 - 45° C,
en presencia de NaCl al 6.5% y pH de 9.6; puede sobrevivir a

tratamientos de 65° C durante 30 minutos (Spelina et al., 2007).

También pueden producir bacteriocinas (enterocinas) que

generalmente son de tipo II, muy efectivas contra diversas bacterias
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lacticas y algunos microorganismos deteriorantes y patdgenos como
listerias (Devriese et al., 2006). Dentro de este género existen algunas
cepas productoras como Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,
Enterococcus durans 'y Enterococcus munditi. Las enterocinas
identificadas se clasifican dentro de la clase I, clase IIA, clase IV y clase
III de las bacteriocinas (segun corresponde a la clasificacién presentada
en la tabla 3).

Tabla 3. Clasificacion de algunas enterocinas.

Clase Bacteriocina Cepa Productora
Clase I |Citolisina E. faecalis DS16
Clase IIA |Enterocina A E. faecium CTC492
Mundticina E. mundtii AT06
Enterocina CRL35 E. faecium CRL35
Enterocina SE-K4 E. faecalis K-4
Enterocina P E. faecium P13
Bacteriocina 31 E. faecalis Y1717
Bacteriocina RC714 E. faecium RC714
Clase III |Enterolisina A E. faecalis LMG 2333
Clase IV | Enterocinas AS-48 E. faecalis S-48
Enterocina B E. faecium T136
Enterocinas L50A E. faecium L50
Enterocinas L50B E. faecium L50
Enterocina RJ-11 E. faecalis R1-11
Enterocina Q E. faecium L50
Enterocinas 1071A E. faecalis BEF 1071
Enterocinas 1071B E. faecalis BEF 1071
Fuente: (Foulquié et al., 2006).

3.3.5 Uso de enterocinas en alimentos.

Aunqgue los enterococos tengan una larga historia de uso artesanal
como cultivos iniciadores en la preparacion de varios tipos de quesos,
son asociados a veces a patogenicidad. Sin embargo después de muchos

estudios sobre patogenicidad y virulencia puede ser concluido que los
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cultivos enterococcaceos que carecen de actividad hemolitica y que no
llevan genes de resistencia de citolisina ni de vancomicina pueden ser
vistas con seguridad y se pueden utilizar como iniciadores co-cultivo, o
probidticos (De Vuyst et al., 2003). La tabla 4 muestra algunas de la

enterocinas usadas en alimentos, asi como el microorganismo principal

al que inhiben.

Tabla 4. Enterocinas usadas en alimentos.

Cepa Productora Enterocina Producto probado Microorganismo
blanco

E. faecium 7C5 Bacteriocina sin identificar | Taleggio (Queso de Italia) Listeria
monocytogenes
E. faecium 7C5 Bacteriocina sin identificar | Leche Listeria innocua

Lactococcus lactis MG1614 | Enterocina A Queso Cottage Listeria
monocytogenes

E. faecium WHE 81 Enterocinas Ay B Queso Munster Listeria
monocytogenes

E.faecium F58 Enterocinas L50A y B Leche de cabra y Jben Listeria
(Queso de cabra de monocytogenes

Marruecos)

E. faecalis A-48-32

Enterocina AS-48

Queso duro sin grasa

Bacillus cereus

E. faecalis A-48-32 Enterocina AS-48 Leche descremada y queso Staphylococcus
suave sin madurar aureus
E. faecium CCM 4231, E. Enterocina CCM 4231, Salchichas secas fermentadas | Listeria spp.

faecium RZS C13 y
Lactobacillus sakei CTC494

enterocina 13 y sakacina
K

estilo espafiol

E. faecium CTC492

Enterocinas Ay B

Salchichas secas fermentadas

Listeria innocua

E. faecium CTC492 vy L.

Enterocinas Ay By

Cerdo cocido

Listeria sakei

sakei CTC494 sakacina K CTC746

Fuente: (Khan et al., 2010)

3.3.6 Ventajas y desventajas del uso de enterocinas.

Una de las ventajas del uso enterocinas en alimentos es que
pueden formar parte de la dieta del ser humano y de los animales, son
inactivadas por proteasas de origen gastrico o pancreatico, son
termoestables y pueden soportar tratamientos térmicos en alimentos.
Algunas pueden soportar temperaturas y pH bajos y muestran efectos
métodos de conservacidon. Sus

sinérgicos con otros principales

desventajas es que son moléculas hidrofdbicas, tienen baja solubilidad
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en ciertas aplicaciones (segun caracteristicas del producto), son
sensibles a enzimas de algunos alimentos, mientras que en su
produccién son sensibles a diversos factores y su estabilidad disminuye

a medida que aumenta su purificacion.

A pesar de las ventajas y desventajas es necesario determinar y
conocer muchas de sus propiedades fisico-quimicas, asi como el

espectro de actividad antimicrobiana.

3.4 Embutidos.

Los embutidos frescos son un producto de carne compactada o
molida y condimentada con hierbas aromaticas y diferentes especias
(pimentdn, pimienta, ajos, romero, tomillo, clavo de olor, jengibre, nuez
moscada, etcétera) que es introducida ("embutida") en piel de tripas de

cerdo o fundas artificiales (Food Safety and Inspection Service, 2001).

Estos pueden contener agua, sin exceder el 3% del total de
ingredientes en el producto. Usualmente son sazonados, curados
frecuentemente y pueden contener agentes de ligado y féculas
alimentarias (por ejemplo, harina de trigo y leche deshidratada sin
grasa). Estos se deben mantener refrigerados y cocidos completamente
antes de comerse. Una forma de clasificarlos desde el punto de vista de
la practica de elaboracién, es en base al estado de la carne al
incorporarse al producto. En este sentido, los embutidos se clasifican

en:

Embutidos crudos: aquellos elaborados con carnes y grasa crudos,
sometidos a un ahumado o maduracion. Por ejemplo: chorizos,

salchicha y salamis.
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Embutidos escaldados: aquellos cuya pasta es incorporada cruda,
sufriendo el tratamiento térmico y ahumado opcional, luego de ser
embutidos. Por ejemplo: mortadelas, salchichas tipo Frankfurt, jamoén
cocido, etc. La temperatura externa del agua o de los hornos de
cocimiento no debe pasar de 75 - 80° C. los productos elaborados con
féculas se sacan con una temperatura interior de 72 - 75° C y sin fécula
70 - 72° C.

Embutidos cocidos: cuando la totalidad de la pasta o parte de ella
se cuece antes de incorporarla a la masa. Por ejemplo: morcillas, paté,
queso de cerdo, etc. La temperatura externa del agua o vapor debe
estar entre 80 y 90° C, sacando el producto a una temperatura interior
de 80 - 83° C (Mdller y Ardoino, 2005).

Dentro de los embutidos existen dos grandes tipos de pasta: los
picados y los de tipo emulsién, en ambos casos existen productos
cocidos, escaldadados y crudos. Este trabajo estd basado en los

embutidos tipo emulsion (emulsidn carnica).

Las emulsiones carnicas pueden definirse como dispersiones del
tipo grasa en agua (O/W) formadas por tejido muscular, tejido adiposo,
agua, sales inorganicas y aditivos. Estas dispersiones de pasta fina son
definidas como emulsiones (Ramos et al., 2007), a pesar de que las
gotas de grasa son semisdlidas o parcialmente cristalizadas y se
encuentran dispersas en una fase continua semisdlida de proteinas
gelificadas, que forman la matriz, donde las gotas de grasa son

efectivamente atrapadas.

Las emulsiones son sistemas inestables en los que ocurren

procesos de descremado, floculacién y coalescencia (Becher, 1986) por
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lo cual se da la separacién de agua y grasa, siendo este uno de los
principales problemas en la correcta elaboracion y conservacién de las
emulsiones carnicas, ya que se debe asegurar la estabilidad
fisicoguimica del producto durante el tiempo de vida util del alimento
(Ramos et al., 2007). Algunos de los factores que influyen en las

emulsiones carnicas son:

a) Temperatura

La temperatura es uno de los factores que influyen tanto en la
elaboracion como en la conservacion de embutidos emulsionados.
Durante su elaboracién es fundamental mantener temperaturas bajas
para poder extraer de manera mas eficiente la miosina y la actomiosina
(fundamental para formar la emulsidén), también evita que la pasta se
caliente y se obtenga una emulsidn muy inestable, asi como para evitar
un crecimiento de microorganismos mesofilos (Cassens, 1996; Tirado et
al., 2005; Mdller y Ardoino, 2002; Coreti, 1986).

Durante el almacenamiento del producto terminado, las bajas
temperaturas retrasan el crecimiento de microorganismos viables en el
producto, asi como reacciones de auto oxidacion y descomposicién
enzimatica; las pequefas variaciones de temperatura durante su
transporte y su almacenaje fomentan el crecimiento de microorganismos
y la efectividad de la refrigeracion y/o el congelado se ve reducida por

mucho (James y James, 2008).

b) pH

Al igual que la temperatura, el pH tiene una importancia antes y

después de la elaboracion de los embutidos asi como durante su
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conservacion y almacenamiento. Para la elaboracién es importante que
la carne presente un pH entre 5.4 y 5.8 con lo que se consigue en la
carne, la llamada “estructura abierta”, en la cual las fibras musculares
se retraen en virtud del jugo cedido; también en este estado penetra
mejor la sal y las sustancias curantes a través de los espacios
intermedios dilatados y llenos de jugo, con lo que también se reduce la
posibilidad de tener defectos (Coreti, 1986). Este pH también ayuda a
gue la estabilidad de la emulsidon se prolongue por mas tiempo (Larissa,
2005).

Durante la conservacion de los embutidos es de gran importancia,
ya que si el pH no es el adecuado habrad un crecimiento de
microorganismos; que varian en funcion de cdmo sea el método de

conservacion.

c) Color

El color es el factor que mas afecta la apariencia de la carne y de
los productos carnicos durante su almacenamiento y el que mas influye
en la preferencia de los consumidores. La nitrosomioglobina, el
pigmento de la carne curada, aunque estable al calor, es muy labil a la
oxidacion (Pérez y Andujar, 2000). La mayoria de los cambios de
coloracion de los productos carnicos se refieren al enverdecimiento; que
consiste en la aparicién de zonas pardo-verdosas en la superficie y de

anillos verdes en los embutidos fermentados.

El color es una sensacién subjetiva, resultado de una compleja
serie de respuestas fisiolégicas y psicolégicas a la radiacion
electromagnética de longitudes de onda comprendidas en el intervalo de
400 - 700 nm (Mancini y Hunt, 2005).
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En relacién con los productos carnicos, la retencion del color
constituye un problema muy diferente al de la carne fresca. La
formacién del color de la carne curada no depende del oxigeno, puesto
gue el color se forma por la accién del 6xido nitrico. La disociacion del
nitroso pigmento no se incrementa a bajas tensiones de oxigeno y la
velocidad de oxidacién del pigmento se incrementa progresivamente con

el incremento del oxigeno (Pérez y Andujar, 2000).

El efecto de los nitritos en el color de la carne es uno de los
resultados mas estudiado pero también es un buen ejemplo de la
complejidad de las reacciones de nitrito en la carne, porque el nitrito no
actla directamente como un agente nitrificante (transferencia de dxido
nitrico), sino mas bien forma oxido nitrico por varios mecanismos

diferentes, dependiendo de las condiciones.

La produccién de Oxido nitrico a partir de nitrito es un paso
necesario para dar color a la carne, ya que es el 6xido nitrico el que
reacciona posteriormente con la mioglobina para producir pigmento
rosa/ rojo que es tipico del color de la carne curada. Debido a que los
nitritos en la carne se disuelven en la fase acuosa, los iones nitrito (~
NO;) estan disponibles para reaccionar con los iones H*, iones de las
condiciones de acido débil de una mezcla de carne (pH 5.5 a 6.0) y al
hacerlo, forma acido nitroso (HNO,) segin menciona (Sebranek, 2009).
La mayoria de las reacciones son incluidas en la imagen 2, donde se

aprecian mejor.
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Imagen 2. Formacion de color en emulsiones.

Metamioglobina ——] Nitrosometamioglobina
(marrén) (marroém)

NO:z Omdnm/ \C&#N

Oximioglobina Nitrosilhemocromo
(rojo brillante) (rosa) Onin

DemﬂgeN v V %ur

Mioglobina NO > Nitrosomioglobina
(ptarpura) (rojo)

NO ‘

Porfirinas Oxidadas
(verde,amarillo,
incolora)

Reduccién Reduccion

Fuente: (Pérez y Andujar, 2000).

Puesto que las carnes curadas poseen un medio que ocasiona
muchas reacciones quimicas y bioquimicas, los productos carnicos son
mas sensibles a los cambios de color por las condiciones de
almacenamiento de la carne fresca. El nitrosopigmento aunque es
estable al calor, es muy labil a la oxidacion. A consecuencia de esto, la
pérdida gradual del color de la carne curada puede estar afectada por la
exposicion a la luz, la temperatura, las condiciones de empacado, el

crecimiento bacteriano, etcétera.

La decoloracion de la superficie de la carne curada cuando se
expone a la luz, constituye uno de los problemas mas graves de la
retencion del color de los productos carnicos porque cataliza la oxidacién
de los pigmentos y puede acelerar la decoloracién. La luz y el oxigeno
interactian y causan decoloracion en la superficie de los productos
(Watts, 1954). Sin embargo, esta claro que una proteccion completa a
la luz no es compatible con el mercado de estos productos. Tanto la luz

fluorescente como la incandescente aceleran la oxidacion de la
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mioglobina, aunque la luz blanca tiene un efecto mayor (Satterlee y

Hansmeyer, 1974).

La carne curada es mucho mas susceptible a la decoloracidn por la
luz que la carne fresca, porque acelera la disociacién del éxido nitrico del
nitrosopigmento. Los ascorbatos, son muy Uutiles en la formacion del
color especialmente donde el nivel de nitrito es bajo, tienen un efecto
positivo en su estabilidad (Sebranek, 2009). La susceptibilidad del
pigmento a la Iluz fluorescente depende del pH vya que el

nitrosopigmento se favorece a pH < 6 (Pérez y Andujar, 2000).
3.5 Microorganismos presentes en carne procesada.

Los microorganismos asociados a la descomposicion de la carne
actian sobre todo en las proteinas presentes, usualmente después las
fuentes de energia como glucosa son consumidas. La protedlisis
convierte las proteinas en péptidos solubles y aminoacidos. La accion
microbiana subsecuente en los aminoacidos puede ser desaminacion o
descarboxilacién, dando lugar a compuestos tales como el amoniaco,
acidos cetonicos, didxido de carbono y varias aminas. El metabolismo de
aminoacidos especificos puede dar lugar a sustancias como el sulfuro de

hidrégeno y el indol.

Muchos de estos microorganismos causan dafos directamente
sobre el producto y con la consecuente formacion de olores
desagradables y defectos fisicos, cuando se alcanzan los niveles

adecuados (Cassens, 1996).

Los embutidos se pueden ver afectados por diferentes

microorganismos como son: levaduras, bacterias lacticas, Brochotrix
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thermosphacta, lactobacilos, Enterococcus faecium, Enterococcus

faecalis, Pseudomonas sp., E. coli, entre otros.

3.5.1 Microorganismos seleccionados como posible blanco de la

bacteriocina.

Listeria innocua: bacteria Gram positiva, catalasa positiva. Es un
patdgeno oportunista e infecta principalmente a la poblacién
inmunocomprometida (mujeres embarazadas, nifios, adultos en
plenitud, enfermos de SIDA y alcohdlicos). La contaminacién post-
coccion es el principal factor que permite la contaminacion de los

alimentos listos para consumo (Jay, 2000).

Pseudomonas spp: bacteria Gram negativa, aerdbica, pueden
crecer dentro de un pH 4.0 a 8.0 (Jay, 2000) Generan dafos en los
productos carnicos, ya que degradan compuestos nitrogenados de bajo
peso molecular, compuestos aromaticos y xenobidticos. En ausencia de
azlcares pueden atacar a los aminoacidos y producir malos olores
(Adams y Moss, 2008).

Escherichia coli: bacteria Gram negativa, anaerobia facultativa,
oxidasa negativa, catalasa positiva y meséfila. Forma parte de la flora
normal intestinal de los animales (Adams y Moss, 2008), por lo que
resulta un buen indicador de contaminacion fecal. Puede sobrevivir a
congelacién, representan un riesgo para consumir si no se cocina
adecuadamente (Jay, 2000). Las infecciones causadas por este
microorganismo pueden ser debidas a variedades distintas de esta

bacteria, con mecanismos de accién diferentes:
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E. coli enterotoxigénico: Producen toxinas secretoras y el indculo
de microorganismos debe ser lo suficientemente alto como para resistir
el pH acido del estdmago. Clinicamente aparece diarrea liquida, sin
moco ni sangre. E. coli enteropatdgeno: determinados serotipos,
producen diarreas con heces liquidas con moco sin sangre en lactantes y

ninos pequenos (Adams y Moss, 2008).

E. coli enteroinvasivo: actua invadiendo las células del epitelio
intestinal. Causa diarrea aguda similar a la producida por el género
Shigella, produciendo lesiones ulceradas en el colon. E. coli
enterohemorragico: produce toxinas citotoxicas (verotoxina). El cuadro
se caracteriza por dolor abdominal intenso y diarrea con sangre. El
serotipo mas habitual es O157:H7. Se han descrito brotes por consumo

de hamburguesas poco cocinadas (Adams y Moss, 2008).

Brochothrix thermosphacta: bacteria Gram positiva, catalasa
positiva y anaerobia facultativa. Metaboliza azlUcares por fermentacion,
no tiene movilidad, responsable de la generacién de malos olores en la
carne empacada al vacio y resistente a los nitritos. Son comunes en la
superficie de carnes sometidas a algun tipo de tratamiento que se
guardan en envases impermeables a los gases a temperaturas de

refrigeracion (Jay, 2000).
3.6 Tecnologia de barreras.

La estabilidad microbiana y la seguridad de los alimentos esta
basada en una combinacion de fuertes factores de conservacién
llamados “barreras” las cudles no deberan ser superadas por los
microorganismos presentes en el alimento. El efecto barrera es de

fundamental importancia para la preservacion de alimentos, desde una
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barrera que mantenga la estabilidad microbioldgica hasta una que evite

gue sea toéxico (Leistner, 2007; Leistner y Gould, 2005).

Mas de 60 potenciales barreras han sido identificadas por la Unidn
Europea (UE), pero probablemente existan cientos de antimicrobianos
de origen natural que sean barreras en potencia (Leistner, 2007). En los
paises industrializados la tecnologia de barreras actualmente es de
particular interés para los alimentos minimamente procesados, asi como
en los paises en vias de desarrollo donde esta presente la importancia
de tener alimentos estables para almacenarlos sin refrigeracion y para la
modificacion de alimentos tradicionales de humedad intermedia (IMF vy
0.6<aw<0.9), asi como los de alta humedad (HMF y a,>0.9) (Leistner y
Gould, 2005).

Muchas de las tecnologias de barreras actian principalmente
interfiriendo  con o0 completamente previniendo, reacciones
homeostaticas en microorganismos. La reparacion de una perturbacién
homeostatica exige mucha energia y por lo tanto, es la restriccién del
suministro de energia la que inhibe los mecanismos de reparaciéon de las
células microbianas y lleva a un efecto sinérgico de los factores

protectores (barreras).

Las restricciones de energia para los microorganismos son
causados por condiciones anaerdbicas, tales como el empacado al
"vacio" o "atmédsfera modificada"; por lo tanto la interferencia con la
homeostasis de los microorganismos es el fundamento mas usado para
preservar los alimentos (Leistner, 2007), Ver anexo A (Leistner y Gould,
2005).
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La imagen 3 muestra ejemplos del uso de la tecnologia de
barreras. El ejemplo 1 representa un alimento que tiene cinco barreras,
aqui la temperatura de almacenado es baja (t), actividad acuosa baja
(aw), acidez alta (pH), potencial redox (Eh) no es modificado y tiene
conservadores (pres); en el ejemplo 2 el microorganismo presente no
puede pasar estas barreras y es un alimento estable y seguro, pero este
es un caso ideal porque todas las barreras tienen el mismo peso e

intensidad y raramente ocurre.

Imagen 3. Efecto de la tecnologia de barreras.

Fuente: (Leistner, 2007)

Cuando se usa la tecnologia de barreras es importante que todas
las barreras sean las correctas y los factores protectores sean
suficientes para el blanco. Cada uno de los obstaculos es un punto
critico de control dentro del proceso de produccion y si cualquiera de las
barreras es incorrecta, entonces el sistema de preservacion de

alimentos se vera afectado y fallara (Betts y Everis, 2008).
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3.7 Las enterocinas y la tecnologia de barreras en embutidos.

Las bacteriocinas a pesar de tener aplicaciones en muchos tipos de
alimentos, no deberian ser consideradas como Uunico conservador, sino
mas bien como parte de un sistema de barreras que utilice multiples
factores (Castro et al., 2004). Las bacteriocinas a menudo actuan de
forma sinérgica con otros tratamientos y pueden ser usadas como una
barrera adicional para mejorar la seguridad de los alimentos (Leistner,
2007).

La aplicacion de bacteriocinas en el biocontrol de los alimentos
esta orientada principalmente en dos direcciones: el uso de BAL
productoras de bacteriocinas o la aplicacion directa de bacteriocinas ya
sea sintetizadas o producidas “in situ”. Dentro de este panorama se ha
visto que algunas bacteriocinas han sido muy efectivas al desarrollar
efectos sinérgicos con altas presiones hidrostaticas, al igual que con la
combinacion de tratamientos térmicos. También se ha observado que la
adicion de bacteriocinas a los sistemas alimentarios tiene efecto sobre
algunas propiedades organolépticas como el aroma y el sabor entre
otros. (Hugas et al., 2003).
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Capitulo 4
4. Objetivos

4.1 Objetivo general:

Determinar la efectividad de un extracto de la bacteriocina
producida por Enterococcus faecium MXVK29 en combinacién con otros
conservadores de uso comun en la industria carnica (benzoatos,
sorbatos, nitritos y lactatos) contra microorganismos de deterioro y

patdgenos in vitro y en un sistema modelo de emulsidon carnica.
4.2 Objetivos especificos:

a) Obtener un extracto crudo de la bacteriocina producida por

Enterococcus faecium MXVK?29.

b) Determinar la concentracion inhibitoria de la bacteriocina y de los
conservadores contra Brochothrix thermosphacta, Escherichia coli,

Listeria inocua y Pseudomonas putida.

c) Evaluar el efecto antimicrobiano de la bacteriocina en combinacion
con conservadores quimicos in vitro contra los microorganismos

reto.

d) Determinar el o los antimicrobianos que tengan un efecto sinérgico
con la bacteriocina contra Brochothrix thermosphacta y ver sus
efectos en una emulsion modelo, aplicando la tecnologia de

barreras.
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Imagen 4. Metodologia general en el proyecto.

Crecimiento de Enterococcus faecium
MXVK29 en medio CCGa35°C/24h

Reactivacién de cepas
24h/32°C

Determinacion de la
actividad inhibitoria.

Extraccion de bacteriocina
10000 rpm / 4° C/ 15’

v

v Y v
Difusion en agar Técnica montada (Dalix)
24h/32°C 24h/32°C/pH5.6
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Pruebas preliminares.

Determinacion de la actividad
de la bacteriocina.
(Schillinger y Liicke, 1989)
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5.1 Crecimiento de cepas.

Las cepas se obtuvieron de diferentes fuentes (tabla 5),
Enterococcus faecium fue cultivado en medio CCG (Anexo B);
Brochothrix thermosphacta, Escherichia coli, Listeria inocua y
Pseudomonas putida en medio TSB (Anexo B). Todos Ilos

microorganismos fueron incubados a 32° C.

Tabla 5. Cepas utilizadas y clasificacion.

Cepa Tipo de Bacteria
Enterococcus faecium MXVK29(2) Gram (+)
Brochothrix thermosphacta NCIB-10018(2) Gram (+)
Listeria innocua ATCC33090(2) Gram (+)
Escherichia coli JM P101(1) Gram (-)
Pseudomonas putida(2) Gram (-)

(1) Dr. M. Collins, Queen s University of Belfast, Irlanda.
(2) Laboratorio de Bioquimica de Macromoléculas, Universidad Auténoma
Metropolitana, Iztapalapa, México.

5.2 Extraccién de la bacteriocina.

5.2.1 Extracto crudo.

La extraccion del compuesto antimicrobiano se llevd a cabo a
partir de un cultivo de 24 horas de Enterococcus faecium MXVK29 el
cual fue sometido a un tratamiento térmico a 70° C durante 30 minutos
para la inactivacién de las proteasas (Katla et al., 2003) que pudieran
estar presentes en el medio. Posteriormente se ajustd el pH del cultivo a
6.5 con una solucion 10M de NaOH para neutralizar metabolitos acidos

producidos por la cepa.
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Las células se mantuvieron en agitacion a 4° C durante 10 horas.
Posteriormente se sometieron a centrifugacion a 3100 x g durante 20
minutos a 4° C para descartar células y retener el sobrenadante con la
bacteriocina; luego se liofilizé a 0.005 atm y -60° C para concentrar el
compuesto antimicrobiano. Una vez concentrado se disolvid en agua
destilada y esterilizada para obtener una solucién de bacteriocina 500
mg/mL, finalmente se filtr6 a través de membranas estériles Millipore
(Durapore® Membrane Filters, GV, Irlanda) con tamafno de poro de 0.22

pm El filtrado obtenido es lo que se denomina extracto crudo (EC).

5.3 Determinacion de la actividad inhibitoria.

El extracto crudo liofilizado se disolvidé en buffer de fosfatos 0.1M
pH 7, al cual se le determiné la concentraciéon de proteina por el método
de Bradford, en un Biofotdmetro Eppendorf® 6131. Posteriormente se
realizaron diluciones seriadas de dos. La actividad antimicrobiana del
extracto crudo se realizd por el método de difusidn en agar (Schillinger
y Llucke, 1989) con modificaciones, utilizando Listeria innocua
ATCC33090 como cepa sensible. La técnica consistid en depositar 30 pL
(EC) en pozos hechos con una pipeta Pasteur estéril en agar TSA
semisdlido (0.8% de agar bacterioldgico), sobre una capa del mismo

medio pero con 1.5% de agar bacterioldgico.

El medio semisélido (10mL) fue previamente inoculado con 70 pL
de un cultivo en fase logaritmica 10°-107 ufc/mL (D.Ogoonm = 0.15) de
la cepa sensible (Listeria innocua ATCC33090). La actividad del
compuesto antimicrobiano tipo bacteriocina se evalué determinando el
halo de inhibicién formado, una vez incubada la placa a 37 °C durante
24 h para el desarrollo de la cepa sensible. Para determinar la actividad

de los extractos crudos, las cepas productoras se incubaron en
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condiciones de anaerobiosis, para descartar presencia de halos

derivados de la produccién de peréxido de hidrégeno.

La actividad de extracto crudo de bacteriocina se reportd en
Unidades Arbitrarias por gramo de extracto liofilizado (UA/g). Las
unidades especificas (UA/ug de proteina) se calcularon con las UA/mL o
UA/mg entre pg de proteina/mL o pg de proteina/mg; estando definida 1
UA como el inverso de la maxima dilucién (base 2) en la cual se tiene un
halo de inhibicion de 2 mm de didmetro entre el volumen del compuesto
antimicrobiano colocado en cada pozo por el factor de conversién (D x
1000/30, donde D= inverso dilucién; (Bhunia et al., 1991; Chikindas et
al., 2004).

D

UA = unidades arbitrarias en un mililitro.
D = inverso de la dilucién base 2.
V = volumen de bacteriocina en cada pozo (30uL).

Fp = factor de conversién (1000 pL/ 1mL).
5.4 Actividad antimicrobiana de los conservadores.

La determinacion se hizo mediante una técnica montada (Dalix)
gque es una combinacion de la técnica de Miles y Misra (Miles et al.,
1938) y el método de la traza de la dilucion (Pérez et al., 2002). Para
ello se reactivaron las cepas de los microorganismos sensibles
(Enterococcus faecium, Brochothrix thermosphacta, Escherichia coli 'y
Pseudomonas putida). Las concentraciones utilizadas para cada

conservador se determinaron de acuerdo a los datos reportados en la
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bibliografia (anexo A; Smith, 1993; Lick y Jager, 1999; Davidson et al.,
2002; Davidson y Branen, 2005).

Se realizaron soluciones de los conservadores a diferentes
concentraciones, usando el buffer de citratos (pH 5.6) como disolvente,
con excepcion del lactato de sodio. Se prepararon cajas con 5 mL de
agar TSA (1.5%) y 5 mL de cada una de las soluciones de los diversos
conservadores: lactato de sodio (0.1, 0.2, 0.4, 0.5, 10 y 20 mg/mL),
benzoato de sodio (0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 mg/mL), sorbato de
potasio (0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 mg/mL) y nitrito de sodio (como
sal cura, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6 y 0.8 mg/mL) asi como la bacteriocina
(3.125, 6.25, 12.5, 25, 37.5 y 50 mg/mL).

Se utilizd un control negativo (sin antimicrobianos) y dos
controles positivos probando por separado cada uno de los
antimicrobianos. Las cajas preparadas con los diferentes antimicrobianos
se dividieron en secciones y en cada seccidn se colocaron 10 uL de
indculo de los diferentes microorganismos a una DOjgoonm = 0.1 para E.
coli, P. putida y B. thermosphacta y a una DOjsoorm = 0.15 para L.

innocua; las cajas se incubaron por 24 horas a 32° C.

Para las combinaciones se tomaron 2.5 ml del antimicrobiano A
(bacteriocina) y 2.5 ml del antimicrobiano B (el que corresponda segun
la combinacién). Después de 24 h de incubacidon, se observd en que
dilucion de cada una de las bacterias existia una inhibicion total del
crecimiento y posteriormente se estimo la concentracidn bacteriana que
fue inhibida.
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5.4.1 Actividad antimicrobiana de las combinaciones.

La evaluacién de la combinaciéon de agentes antimicrobianos fue
necesaria debido a que un microorganismo puede ser resistente a la
inhibicion y/o eliminacion por dosis convencionales de un solo
antimicrobiano, pero al ser expuesto a una combinacion de agentes
puede aumentar su actividad antimicrobiana. Existen ademas varias
razones que nos llevan a la combinacion de antimicrobianos para la
inhibicion de microorganismos por ejemplo (Eliopoulos y Moellering,
1991):

a) Algunos agentes solo pueden utilizar hasta ciertas concentraciones
limites, debido a que pueden causar toxicidad si se utilizan por

arriba de dichas concentraciones.

b) Desarrollar un proceso adecuado para la conservacion de

alimentos mediante tecnologia de barreras.

Cuando se combinan dos antimicrobianos, pueden suceder tres
efectos; Un efecto aditivo, que es igual a la suma de los efectos
observados con los agentes probados individualmente o igual al agente
mas activo en la combinacion (Barreto, 2003).El sinergismo donde el
efecto que se observa con una combinacion es mayor que la suma de
los efectos observados de los agentes probados individualmente. El
antagonico ocurre cuando la actividad antimicrobiana de un compuesto

es reducida con la presencia de un segundo agente antimicrobiano.

Las pruebas de combinacidon se realizaron con la técnica descrita
en el punto 5.4, junto con un arreglo tipo ajedrez. El disefio tipo ajedrez

se utiliza porque se entiende facilmente, los calculos matematicos
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necesarios para interpretar y calcular los resultados son simples y se
obtienen buenos resultados cuando se desea definir si existe sinergismo
entre agentes. El término tablero de ajedrez se refiere a diluciones
multiples de dos antimicrobianos evaluados en concentraciones iguales
por arriba y por debajo de las concentraciones minimas inhibitorias
(CMI) o concentraciones minimas bactericidas (CMB) (Eliopoulos y
Moellering, 1991).

5.4.2 Evaluacion de los efectos de las combinaciones.

Un método para saber el tipo de interaccién que siguen los
antimicrobianos es el uso de isobologramas. Estos diagramas se realizan
usando los datos de CMIs (concentraciones minimas inhibitorias)
directamente o calculando las CFIs (Concentraciones Fraccionarias
Inhibitorias). Este método para evaluar la actividad antimicrobiana de
diferentes agentes sobre crecimiento microbiano, estd basado en el

diseno tipo ajedrez (Davidson y Parish, 1989).

Para evaluar el tipo de efecto que presentan las mezclas se
calcularon las CFIs para los microorganismos diana. Con las CMIs o
CMBs obtenidas se construyen los isobologramas y se calcula la
concentracion fraccional inhibitoria (CFI) de acuerdo a lo reportado por

(Davidson y Parish, 1989) asi como el céalculo del indice CFI (CFI;).

Las CMB de los antimicrobianos empleados en forma individual se
definieron como la cantidad de agente antimicrobiano que inhibid el
crecimiento de los microorganismos diana durante 24 horas a 35°C. Una
vez determinadas las CMB individuales se aplicaron los disefios tipo

tablero de ajedrez para evaluar los efectos sobre el crecimiento de /os
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microorganismos diana de las diferentes mezclas de agentes

antimicrobianos.

Las CMI se trasformaran a las concentraciones fraccionales
inhibitorias (CFI). Las concentraciones fraccionales inhibitorias de una
agente antimicrobiano individual (A) es la relacién de la CMI del
antimicrobiano en combinacién con un segundo compuesto (AB) a la
CMI del antimicrobiano por si solo (A), es decir, la concentracién de un
compuesto necesaria para inhibir el crecimiento tiene un valorde 1, y la
concentracion necesaria del compuesto para inhibir el crecimiento
cuando se combina con otro agente antimicrobiano se expresa como una

fraccion:

CFI A = (CMI de A en presencia de B)/ (CMI de A individualmente)
CFI B = (CMI de B en presencia de A)/ (CMI de B individualmente)

Indice CFI = CFI A + CFI B

A partir del valor del indice CFI se puede determinar si la mezcla
es aditiva, antagdnica o sinérgica. Una mezcla es aditiva si el valor del
indice CFI es igual a la unidad, antagdnica si es > 1 y sinérgica si es <
1. Estas mismas férmulas y criterios se pueden aplicar a mezclas de 3 o
mas antimicrobianos segun lo reportado por (Berenbaum, 1978)

(Branen y Davidson, 2004), ver anexo C.
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Imagen 5. Representacion de un isobolograma de la combinacion de dos

antimicrobianos.

CFIB ]

La curva por debajo de la diagonal representa un efecto sinérgico, mientras que la

curva por encima representa un efecto antagoénico.

5.5 Evaluacidon en un modelo carnico.

En este punto, solo los antimicrobianos que presentardn un efecto
sinérgico con la bacteriocina fueron evaluados en una emulsidn carnica
modelo contra uno de los microorganismos diana que en base a la
bibliografia y los resultados de los puntos anteriores fue el mas

adecuado.

5.5.1 Modelo carnico.

Se realizd una emulsién carnica segun la formulacidon (anexo B),
se divididé en partes suficientes para agregar los antimicrobianos (nitrito
y lactato de sodio) seleccionados de la seccidon anterior. Las diferentes
“pastas” se embutieron en una funda de celulosa, que se sometié a un

proceso térmico (72° C por 30 minutos), posteriormente se realizd un
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choque térmico (0° C por 5 minutos). Las muestras elaboradas tenian
un tamafio de 2.5 cm de largo y un diametro de 2 cm. La funda de
celulosa se retird en condiciones estériles y se aplicd la bacteriocina a
las concentraciones adecuadas (3.125 y 6.125 mg/mL) a manera de
recubrimiento. Una vez que se agregd la bacteriocina, los embutidos se
dejaron secar en flujo laminar y en condiciones estériles a 30° C por 2

minutos.

Se prepararon 60 muestras con sus respectivos duplicados para
realizar un seguimiento de los efectos microbiolégicos, pH y cambios de
color de la emulsién carnica elaborada. El seguimiento se realizé durante
30 dias a 10° C. Las muestras se inocularon (ver tabla 6) con B.
thermosphacta a una DOjeponm = 0.1 con equivalente a 10° - 10’
ufc/mL. Por ultimo se envasaron al vacio (0.005 atm) y se colocaron en

refrigeracién a 10° C.

Tabla 6. Disefio de experimentos para obtener una emulsion carnica

Emulsion Inoculo |Tipo Grupo Dias de Muestreo
1 |3 |7 |14]30
sola No Control |12 ]3[4 |Si |Si |Si |Si [Si
sola Si Control |1]12]3]4|Si |Si |Si |Si |Si
con bacteriocina [3.125] Si Control |1]|2]3]4|Si |[Si |Si |Si |Si
con bacteriocina [6.25] Si Control |1(2 ]3[4 |Si |Si |Si |Si [Si
con nitritos [0.05] No Control |12 Si |Si |Si |Si |Si
con nitritos [0.05] Si 12 Si |Si |Si |Si |Si
con nitritos y bacteriocina [3.125] |Si 2 4|Si |Si |Si |Si |Si
con nitritos y bacteriocina [6.25] Si 2 4 |Si |Si |Si |Si |Si
con lactato [0.2 ppm] No Control |1 3 Si |Si |[Si |Si |Si
con lactato [0.2 ppm] Si 1 3 Si |Si |Si |Si |Si
con lactato y bacteriocina [3.125] |Si 3|4 |Si |Si |Si |Si [Si
con lactato y bacteriocina [6.25] Si 314|Si |[Si |Si |Si |Si

Todas las concentraciones estan dadas en mg/mL. Los Controles sirven como
referencia al momento de comparar los diferentes tratamientos.
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5.5.2 Analisis microbiolégico.

Se realizd con base en las normas oficiales vigentes (NOM-109-
SSA1-1994, 1994; NOM-110-SSA1-1994, 1994); la metodologia se
escald para poder trabajar con muestras de menor tamafio, por lo que

los datos obtenidos son validos.

5.5.2.1 Cuenta estandar.

Se realizd el muestreo de acuerdo a las normas microbioldgicas
para productos carnicos y alimenticios (NOM-092-SSA1-1994, 1994;
NOM-213-SSA1-2002, 2002). En medio cuenta estandar y se incubd por
24ha35°C.

5.5.2.2 Bacterias acido lacticas.

El muestreo se hizo en medio APT y segun las indicaciones de este
medio (anexo B). Se incubaron en camaras de anaerobiosis por 24 h a
35° C.

5.5.2.3 Brochothrix thermosphacta.

La determinacién se hizo de acuerdo a la (ISO 13722, 1996)
(anexo B). En medio STAA y se incubd por 48 h a 25° C.

5.5.3 Medicion de pH.

Se tomd 1g de la muestra y se homogenizé en 9 mL de solucidn
salina, y se determin6 el pH empleando un potencidmetro Hanna

Instruments®, U.S.A. Las determinaciones se realizarén por duplicado.
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5.5.4 Medicidon de color.

La determinacion de color se realizd empleando un colorimetro
Hunter Lab ColorFlex® modelo D25-PC2 (Hunter-Lab, Inc. Virginia,
USA). La lectura fue realizada con las muestras dentro del empaque (sin
abrir) con un observador patréon a 10°, iluminante Dgs y un puerto de
0.75 pulgadas. Cada lectura se realizd por cuadriplicado, obteniendo los
valores: L*, a* y b*, ademas del espectro de reflectancia para cada
muestra. Con estos se obtuvieron los valores de Hue y Chroma,
presentes en las emulsiones carnicas (American Meat Science

association, 1991).

_1b*

Hue =tan Chroma = Va *2+ b %2

a*
5.5.5 Analisis Estadistico.

Todos los experimentos fueron acompanados al menos por un
duplicado y se analizaron empleando el andlisis de componentes
principales (PCA) con el programa de The Unscrambler X® para
Windows® (CAMO Software AS, Oslo, Norway). También se analizaron
empleando el analisis de varianza (ANOVA) y la comparacion de medias
se realizd por el método de Duncan con el programa estadistico SPSS
para Windows® (SPSS 19.0 Inc, Chicago, Illinois, USA). El nivel de

significancia establecida en todos los casos fue de a=0.05.

Pagina |58



(© LaAB Capitulo 6

Capitulo 6

6. Resultados y discusion
6.1 Determinacion de la actividad inhibitoria.

La actividad se evalué determinando la dilucion mas alta en la que
se observé un halo de inhibicién (Imagen 6) cuando se disuelven 500mg
de bacteriocinas por mL de buffer. El EC de la bacteriocina producida por
Enterococcus faecium presentd halos de inhibiciéon hasta la dilucién 16,
dando una actividad de 1066.7UA/g de extracto crudo liofilizado (533.3
UA/mL de extracto) y una concentracién de proteina de 11.33ug/mL de
extracto, que expresado en unidades especificas correspondié a 46.34

UA/ug de proteina (Anexo C).

Imagen 6. Determinacion de actividad antimicrobiana de la bacteriocina

por el método de difusion en agar.

Microorganismo sensible: Listeria innocua ATCC33090
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6.2 Actividad antimicrobiana de los conservadores.

Las concentraciones de benzoato de sodio, sorbato de potasio,
nitrito de sodio (como sal cura) y lactato de sodio con los diferentes
microorganismos reto estan reportadas en el anexo A. Las pruebas
antimicrobianas se realizaron por la técnica dalix para los diferentes
microorganismos diana (Listeria innocua, Brochothrix thermosphacta,

Escherichia coli y Pseudomonas putida) se muestran en la tabla 7.

Los benzoatos y sorbatos en concentraciones 0.1 y 0.2 mg/mL
tienen un efecto inhibitorio sobre los microorganismos diana utilizados,
excepto en Pseudomonas putida; debido a que el pH de 5.6 es mas
cercano a el mecanismo de accidon de estos conservadores, puesto que

su eficacia se encuentra entre un pH de 2.0 a 4.5 (Chipley, 2005).

Una limitante durante el experimento fue el pH, ya que se decidio
no disminuirlo de 5.6, debido a que microorganismos como Listeria
innocua no crecen a pH menores a este valor. Las pruebas con altas
concentraciones de benzoatos y sorbatos en las que no hubo inhibicion
contra los microorganismos, se puede atribuir a una posible resistencia

que presentan dichos microorganismos.

Tabla 7. Actividad antimicrobiana de conservadores contra

microorganismos de deterioro y patégenos a pH 5.6 y aw 0.99

Antimicrobiano [mg/mL] | Listeria | Escherichia Brochothrix Pseudomonas
innocua coli thermosphacta putida
CNT C) C] C] C]
Bacteriocina 3.125 Y Y Y ©
6.25 ¥ C] ¥ C)
12.5 ) "4 "4 Q)
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25

37.5

50

Benzoato de sodio 0.1

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

Sorbato de potasio 0.1

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

Lactato de sodio 0.1

0.2

0.4

0.5

10

20

Sal Cura 0.05

0.1

0.2

0.4

0.6

OO0 KIKIOOOOK OO OOOIK KOO OO K/ KKK K
H A |4 | 4 | < | H< | H< | < | < | Q| 4 | 4K | 4K | 4K | < | < | < | < | < | i< |4 | @D [ 4 | < | #< | #< | #<
QO OO KIKOKKOK OO KOO KKIKOOO K KKK K
oM oJoJloJlol[oJfolo oI OO MO OMHONOHONONHONONONONONONONONO)

0.8

CNT Control (Agar TSA pH 5.6)
® Crecimiento del microorganismo
Y Inhibicién del microorganismo

El lactato presenté inhibicidn sobre los microorganismos
evaluados, con excepcion de Pseudomonas putida, debido a que las
concentraciones usadas de lactato son bajas, y para poder observar un
efecto inhibitorio contra Pseudomonas se requieren concentraciones
mayores al 2% (Doores, 2005). La eficacia contra Escherichia coli en

todas las concentraciones evaluadas del conservador, se puede deber al
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descenso de pH que se causé en el medio, ademas del uso de

concentraciones 10! - 10° ufc/mL del microorganismo.

Sin embargo, a pesar de usar concentraciones 10! - 103 y un pH
de 5.6, Pseudomonas no fue inhibida, lo cual se puede deber a que
estas pueden crecer a pH bajo, mientras que Listeria innocua vy
Brochothrix thermosphacta son menos susceptibles (Doores, 2005), ya
que se ha encontrado que este mecanismo es totalmente reversible y en
presencia de acido lactico y/o sus sales los microorganismos productores
gastan energia en tratar de eliminar el acido y no gastan energia en
reproducirse, ademas se ha encontrado que Listeria es acido tolerante
(Lehrke et al., 2011) y su limite de tolerancia depende del medio en que
se encuentre, por lo que solo a 0.2 mg/mL del antimicrobiano hay
inhibicion hacia estos microorganismos. Brochothrix thermosphacta a
pesar de ser un productor de acido lactico, puede resistir mas sus
efectos ya que es un microorganismo, cuyo metabolito principal en
condiciones aerobias no es el acido lactico (Stackerbrandt y Jones,
2006).

Por otro lado, la bacteriocina presenté un efecto antimicrobiano
muy eficaz contra Listeria innocua y Brochothrix thermosphacta en
todas las concentraciones usadas, mientras que para Escherichia coli,
solo hubo crecimiento en la concentracién de 6.25 mg/mL ya que por lo
general las bacterias Gram (-) son mas resistentes que las Gram (+).
Mientras que Pseudomonas putida presentd resistencia porque ademas
de ser Gram (-) es un microorganismo que presenta diversos
mecanismos de defensa, como la produccién de enzimas proteoliticas
capaces de degradar los péptidos antimicrobianos y crece en pH de 4.0
a 8.0 (Guérin-Méchin et al., 2004; McPhee y Griffiths, 2011; Zago y
Chugani, 2009).
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La actividad observada contra bacterias Gram negativas es inusual
(Alvarado et al., 2005; Martin-Platero et al., 2006), aunque existen
algunos reportes de bacteriocinas producidas por BAL que inhiben a
estos microorganismos (De Kwaadsteniet et al., 2005; Line, et al.,
2008).

Las diferentes concentraciones utilizadas de nitrito de sodio,
presentaron un efecto antimicrobiano contra Escherichia coli, mientras
que para Listeria innocua y Brochothrix thermosphacta solo hubo
inhibicién con 0.5 y 1.0 mg/mL debido a que los nitritos que contiene la
sal cura generalmente son mas efectivos a pH acido puesto que se
trasforman en HNO, y NO, estos tienen dos areas fundamentales de la
reaccion: (1) con la célula bacteriana y (2) con diversos componentes
del medio, haciendo que no estén disponibles para su metabolismo
posterior (Shafiur, 2007). Sin tomar en cuenta que muchas otras
sustancias como ascorbatos y eritorbatos favorecen la efectividad de los
nitritos, y cuya interaccién con los nitritos no se pueden dar en el medio
(Smith, 1993; Llck y Jager, 1999; Tompkin, 2005).

Por otra parte ya que no hubo efecto sobre Pseudomonas putida,
debido a lo anteriormente mencionado y a que son muy adaptables a
diferentes condiciones, este microorganismo ya no se utilizd en el resto

de los experimentos.
6.2.1 Actividad antimicrobiana de las combinaciones.

Las pruebas de combinacién de conservadores se realizaron con
base en los resultados de la actividad antimicrobiana de cada uno de los

conservadores por separado.
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Los resultados de la combinacidon (arreglo tipo ajedrez) de la
bacteriocina con los conservadores (benzoato de sodio, lactato de sodio,
sorbato de potasio y nitrito de sodio) se observan en la tabla 8. Se
consideraron Unicamente las 3 concentraciones mas bajas utilizadas
para cada microorganismo, donde no se observd crecimiento de los
diferentes microorganismos en estudio, cuando se utilizaron de forma

individual.

Tabla 8. Pruebas combinatorias de conservadores quimicos con la

bacteriocina de acuerdo a un arreglo tipo ajedrez.

Benzoato Sorbato Lactato [mg/mL] Nitrito de

[mg/mL] | [mg/mL] sodio
. . Bacteriocina [mg/mL]

Microorganismo [mg/mL] R

I N TN NN o ||| N
Listeria innocua 3.125 Ol Y| ¥ O|O0|Y¥Y|O0|60|O0|--|--|Y¥Y|O0|Y
6.25 Y ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ OO |¥ |—|—|Y¥|Y¥ ¥
12.5 Y| ¥ | ¥ | ¥ | ¥ | ¥ | ¥ |¥|¥ ||| ¥|¥|¥
Escherichia coli 3.125 OO0 |O|Y | ¥ Y O|Y|--|--|Y| Y| Y
6.25 Y ¥ O|O | ¥ | ¥|¥ ¥ | ¥ |—|—|Y¥| ¥ | ¥
12.5 Y ¥ ¥ O|0O|0|¥Y¥ ¥ O |—|¥|¥ ¥
Brochothrix 3.125 Y ¥ Y ¥ Y| Y |- Y O|Y Y| Y
thermosphacta 6.25 Y Yl yl y¥lylyl—-ly|—-|ylylylyly
12.5 Y ¥ | ¥ | ¥ | ¥ ¥ | |¥ | |¥| ¥ Y Y ¥

Y Inhibicion del microorganismo
(S Crecimiento del microorganismo
No evaluado

Las combinaciones de benzoatos y bacteriocina en general
presentan una mejor inhibicién contra los diversos microorganismos, lo
que resulta interesante ya que puede significar un posible efecto
sinérgico, el cual se determina de forma cuantitativa con la construccion

de isobologramas. Al comparar las tablas 8 y 9, podemos deducir una
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tendencia de mayor inhibicién en presencia de ambos conservadores en

sus diferentes combinaciones.
6.2.2 Evaluacion de los efectos de las combinaciones.

Para evaluar el tipo de efecto que presentan las mezclas se
calcularon las concentraciones fraccionales inhibitorias para B.
thermosphacta, E.coli y L.innocua. En el anexo C se muestran los
resultados de las CFI para estos microorganismos con los diferentes

conservadores.

Los isobologramas indican si existe un efecto (sinérgico, aditivo o
antagonico) en las mezclas benzoato de sodio — bacteriocina, sorbato de
potasio — bacteriocina, lactato de sodio - bacteriocina y sal cura -
bacteriocina, contra los microorgasnismos diana. Una linea recta, marca
gue el efecto es aditivo (linea de aditividad), si la curva es desviada por
debajo y hacia la izquierda de la linea recta el efecto es sinérgico vy sila
linea es desviada por encima y a la derecha, el efecto es antagdnico
(Tompkin, 2005).

Las pruebas realizadas mostraron que las combinaciones de
benzoatos y bacteriocina tienen un efecto sinérgico contra tres de los
microorganismos en estudio (B.thermosphacta, E.coli y L.innocua) con
una CFI;<1 (0.63, 0.38 y 0.75, respectivamente). Los isobologramas
corroboraron este hecho, ya que indicaron de forma cualitativa que
existe un efecto sinérgico entre la bacteriocina y el conservador contra

los microorganismos evaluados.

En la grafica 1 se observa que existe un efecto sinérgico entre la

bacteriocina y el benzoato de sodio contra B.thermosphacta, E.coli y
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L.innocua, ademas el isobolograma indica que Ila actividad
antimicrobiana se incrementa en las combinaciones con concentraciones
bajas de bacteriocina (3.125 y 6.250 mg/mL) y benzoato de sodio (0.1 y
0.2 mg/mL).

0.45 -

0.4 %

o o

© N 9 w

N w O
1 1 1 1

Benzoato mg/mL

©

[

(&)
1

0 T T T T T T b 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Bacteriocina mg/mL

—e— Aditividad —=— Listeria innocua —a— Brochothrix thermosphacta Escherichia coli

Grafica 1. Isobolograma de la combinacién benzoato de sodio - bacteriocina para B.

thermosphacta, E.coli y L.innocua a,, 0.99 y pH 5.6

Las combinaciones de sorbato de potasio y bacteriocina tienen un
efecto sinérgico contra B.thermosphacta y L.innocua, pero al ser
probados contra E.coli sélo se demostré este efecto en la primera mitad
del isobolograma (0 a 6.250 mg/mL), en tanto que en la otra mitad se

observo un efecto aditivo (grafica 2).

Ademas la concentracion fraccional inhibitoria obtenida contra
B.thermosphacta cuando se utiliza la combinacidn de bacteriocina con
sorbato de potasio o benzoato de sodio es la misma (CFI;= 0.63), lo cual

se puede deber a que el mecanismo de accion de ambos conservadores
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es a nivel de pared celular en su forma disociada (Luck, Erich y Jager,
1999). Por otra parte, L.innocua presentdé un perfil diferente cuando se
probd la combinacién con el sorbato de potasio, ya que ademas de tener
una CFI; mayor (0.75), sélo se encontré una combinacién con efecto
sinérgico (0.1 y 6.250 mg/mL).

0.45 -
0.4 %
0.35 +
0.3 A

0.25 A

Sorbato mg/mL

0 T T T T T % .
0 2 4 6 8 10 12 14

Bacteriocina mg/mL

—e— Aditividad —®— Listeria innocua —a— Brochothrix thermosphacta Escherichia coli

Griafica 2. Isobolograma de la combinacién sorbato de potasio — bacteriocina para B.

thermosphacta, E.coli y L.innocua a,, 0.99 y pH 5.6

Finalmente el uso de esta combinacidn demostré tener dos tipos
de efectos frente a E.coli; uno de tipo sinérgico, que se observa en las
concentraciones mas bajas de ambos conservadores (0.2 y 3.125

mg/mL) y otro de tipo aditivo a partir de 6.250 mg/mL.

Este ultimo efecto indica que cuando se utilizan cualquiera de los
dos conservadores en combinacién, la suma de los efectos de cada
compuesto es aproximadamente igual al uso de cada uno de forma

independiente (Lépez-Malo et al., 2005). El lactato de sodio presentd un
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efecto bactericida para B. thermosphacta cuando se trabajé a una
concentracion de 10 mg/mL, a diferencia de E.coli y L.innocua que
necesitaron una menor concentracion para obtener el efecto deseado
(0.4 mg/mL).

En la gréfica 3 se observa que el efecto de las combinaciones de
lactato de sodio y bacteriocina es de tipo sinérgico contra
B.thermosphacta y E.coli, mientras que para L.innocua demostraron un
efecto aditivo en todas las concentraciones utilizadas. B.thermosphacta
presenta una CFI;= 0.51, encontrando dos combinaciones en las que se
tiene un mayor efecto antimicrobiano (0.2 y 3.125 mg/mL; 0.2 y 6.250
mg/mL).

Por otra parte, para E.coli se obtuvo una CFI;= 0.62, con dos
combinaciones de efecto sinérgico en las concentraciones mas bajas
(0.1 y 3.125 mg/mL; 0.1 y 6.250 mg/mL). Un perfil que llama la
atencién es el presentado por L.innocua, ya que como se mencioné tiene
un efecto aditivo, acorde al valor de la concentracién fraccional
inhibitoria que este presenta (CFI;=1), ademas como se aprecia en el
isobolograma las combinaciones utilizadas para este microorganismo

caen en la linea de aditividad.

Este efecto aditivo indica que la efectividad del antimicrobiano no
se reduce ni mejora en la presencia de un segundo compuesto (Lépez-
Malo et al., 2005), es decir que se puede utilizar el lactato de sodio o la
bacteriocina de forma individual, ya que no hay una mejora en la
actividad inhibitoria por la adicién de la mezcla de estos compuestos
sobre L.innocua, en las concentraciones del estudio. Tanto |la

bacteriocina como el lactato de sodio pueden inhibir el desarrollo de

Pagina | 68



(";

LAAB Capitulo 6

listeria, acorde con resultados preliminares (Alvarez-Cisneros et al.,

2010) y lo sehalado por (Glass et al., 2002) respectivamente.

1.2 4

0.8 1

Lactato mg/mL
o
(o)}
1

0.4

0.2 -
0 T T T T T T bt 1
0 2 4 6 8 10 12 14
Bacteriocina mg/mL
—8— |isteria —e— Aditividad —a— Brochothrix —x— Eschericha Aditividad brochothrix

Griéfica 3. Isobolograma de la combinacion lactato de sodio - bacteriocina para B.

thermosphacta, E.coli y L.innocua a,, 0.99 y pH 5.6

Estos Ultimos autores han reportado que Listeria sp. puede ser
inhibida por cualquier sal de lactato sin la necesidad de incorporar otro
método de conservacién. Los resultados obtenidos con este conservador
pueden indicar que la bacteriocina favorece la actividad inhibitoria del
lactato contra B.thermosphacta y E.coli, lo que puede proporcionar
buenos resultados en alguna aplicacion en productos carnicos, ya que
ademas de que ambos conservadores son naturales, se disminuye la
sensacion de consumir productos con wun alto contenido de
conservadores quimicos. El nitrato de sodio presentd un efecto
bactericida para las tres cepas en estudio (B.thermosphacta, E. coli y

L.innocua cuando se utilizd la concentracién mas alta (0.2 mg/mL).
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En la grafica 4 se demuestra que la combinacion de nitrito de
sodio con la bacteriocina es de tipo sinérgico con una CFI;=0.62,
ademas el perfil de los tres microorganismos en estudio fue el mismo en
presencia de los conservadores, encontrandose dos combinaciones en
las que se tiene el efecto antimicrobiano (0.05 y 3.125 mg/mL; 0.05 y
6.250 mg/mL).

0.25 -
0.2 &
0.15 4

0.1 -

Sal Cura mg/mL

0.05 4 B B

0 T T T T T T -
0 2 4 6 8 10 12 14

Bacteriocina mg/mL

—8— |jsteria —e— Aditividad —a&— Brochothrix Escherichia

Grafica 4. Isobolograma de la combinacion sal cura - bacteriocina para

B. thermosphacta, E.coli y L.innocua a, 0.99 y pH 5.6

6.3 Modelo carnico emulsionado.

Para la realizacién del modelo carnico, se utilizaron solo las
combinaciones mas eficientes con respecto a la inhibicion de los
microorganismos en estudio. De los diferentes conservadores utilizados
“in vitro"” se establecié que el nitrito de sodio (0.05 mg/mL) y el lactato
de sodio (0.2 mg/mL) presentaron un efecto sinérgico en combinacion

con la bacteriocina (3.125 y 6.25 mg/mL).
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Ademas de los microorganismos utilizados se decidié solo trabajar
con Brochothrix thermosphacta, debido a que los conservadores
elegidos tienen actividad antimicrobiana contra este microorganismo

deteriorante que se encuentra principalmente en embutidos.

6.3.1 Analisis microbioldgico.

Las pruebas microbioldégicas se seleccionaron de acuerdo al
modelo propuesto, ya que las bacterias acido lacticas se encuentran en
abundancia en los productos carnicos (embutidos); la cuenta estandar
se realizd6 como indicador de buenas practicas de manufactura, puesto
gue el modelo carnico no se elabord en condiciones asépticas; el medio
selectivo (STAA) se utilizd para evaluar el posible efecto inhibitorio
contra Brochothrix thermosphacta (microorganismo reto). En la tabla 9

se indica la nomenclatura de los tratamientos.

Tabla 9. Nomenclatura de los tratamientos.

Tratamiento Descripcion
TS SISASB
TSI CISASB
TSN SICNSB
TNI CICNSB

TNBI3 CICNCB3
TNBI6 CICNCB6
TSL SICLSB
TLI CICLSB
TLBI3 CICLCB3
TLBI6 CICLCB6
TBI3 CISACB3
TBI6 CISACB6

SI= sin indculo; CI= con indculo (B. thermosphacta); SA= sin antimicrobiano; CN=
con nitritos (0.05 mg/mL); CL= con lactato (0.2 mg/mL); SB= sin bacteriocina; CB3=
con bacteriocina (3.125 mg/mL); CB6= con bacteriocina (6.25 mg/mL).
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6.3.1.1 Cuenta estandar.

En las graficas 5-7 observamos el crecimiento de microorganismos
aerobios - anaerobios facultativos que de algin modo sobrevivieron los
tratamientos inducidos sobre el modelo carnico. Algunos de los
microorganismos que se han encontrado en productos de tipo
emulsionados son por ejemplo: Lactobacillus, Brochothrix, etc; de estos
Brochothrix thermosphacta es el que mas abunda en este tipo de
productos (Zamudio, 2006).

La grafica 5 muestra los controles que incluyen un tratamiento
solo (TS), el cual no incluye antimicrobiano alguno y no fue inoculada,
con lo cual se puede decir que la carga microbiana inicial se considera
aceptable si se toma en cuenta el limite de la norma NOM-213-SSA1-
2002 (NOM213) que establece un maximo de 60 000 UFC/mL
equivalente a 4.778 logaritmos UFC/mL, suponiendo que el modelo se
pueda considerar un producto cocido (NOM-213-SSA1-2002, 2002). Este
mismo tratamiento presenta una curva bifasica de crecimiento
(Schlegel, 1997) debido a las condiciones del entorno, ya que al estar en
condiciones de anaerobiosis solo sobrevivieron los aerobios facultativos
y algunos anaerobios estrictos que estuvieran latentes, con lo cual se
explica el descenso del crecimiento al dia 7 para después volver a crecer
al dia 14, lo que significa que entre el dia 7 y el 14 los microorganismos
se adaptan a las condiciones de vacio (Leistner y Gould, 2005) para

crecer en las nuevas condiciones satisfactoriamente.
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Grafica 5. Variacion de la poblacion de aerobios en el modelo céarnico.

En esta misma grafica hay un tratamiento solo que si fue
inoculado (TSI), que se asemeja al tratamiento TS ya que tiene una
curva de crecimiento similar, sin embargo este tratamiento supera la
NOM 213 al tercer dia pero también en ese punto comienza un descenso
del crecimiento lo cual indica que las condiciones de anaerobiosis actian
como una barrera (Leistner y Gould, 2005) y este descenso continua
hasta el dia 14, que es cuando el crecimiento vuelve a aumentar, una

vez que la barrera fue superada.

El hecho de que la cuenta de aerobios resulte alta puede ser
causada por B. thermosphacta que es facultativo. El tratamiento solo al
que se le adicionaron los nitritos y no fue inoculado (TSN) presenta una
curva de crecimiento tipica (mayoritaria en los microorganismos), lo cual

puede deberse a que los nitritos inhibieron el crecimiento de los pocos
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microorganismos presentes puesto que los nitritos al estar en medio
acido producen HNO,, que ademas es catalizado por la presencia de
eritorbato y cloruro de sodio, esto da como resultado que los nitritos
actuen liberando oOxidos de nitrogeno que atacan grupos aminos del
sistema deshidrogenasa de las células microbianas (Tompkin, 2005)) y
por ello se observa una curva por debajo de la del tratamiento TS ya

gue posiblemente causé que algunos se adaptaran. TSN importante.

Otro tratamiento es el que tiene nitritos y si fue inoculado (TNI)
que tiene un parecido en la curva de crecimiento con TS ya que también
presenta una ligera meseta entre los dias 3 y 7, lo cual puede atribuirse
al vacio; hay que resaltar que en un principio logra disminuir la alta

carga microbiana y explica que esta curva esté por encima de la de TSN.

Aqui aparece el primer tratamiento que tiene una combinacién de
antimicrobianos, los nitritos y la bacteriocina [3.125 mg/mL] y que
también fue inoculado (TNBI3), presentando un comportamiento similar
a TS, con la diferencia de que se tiene una carga microbiana mas alta y
al dia 3 ésta llega al limite permitido por la NOM213 si se considera un
producto cocido, pero dentro de lo normal si se considera un producto
curado; existe un descenso en la carga microbiana que hasta el dia 7
fue causado por el vacio existente, aunque después se reanuda el
crecimiento. El hecho de que la combinacidon sea menos eficiente que los
antimicrobianos por separado puede deberse a la similitud que tienen en
su forma de actuar y que al ser agregados a diferentes tiempos, el
primero  (nitritos) haya causado suficiente estrés en los
microorganismos, que el sequndo ya no pueda actuar, ademas hay que
tomar en cuenta que B.thermosphacta es proteolitica (Stackerbrandt y

Jones, 2006) y posiblemente degradara la bacteriocina. Importante.
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La segunda combinacion es el tratamiento con bacteriocina [6.25
mg/mL] y que también se inoculd (TNBI6), exhibe un crecimiento
similar a TNBI3, pero a diferencia de este TNBI6 disminuye mas la carga
microbiana en un principio, para llegar al dia 3 al limite de la NOM213 y
luego disminuir la carga por la presencia del vacio y reanudar el

crecimiento en el dia 7.

La grafica 6 incluye 3 tratamientos discutidos en la grafica 5; por
lo que restan 3 tratamientos por detallar como el que tiene lactato e
indculo (TLI) que al igual que otros presenta una curva de crecimiento
parecida a TS y que considerando que tiene una carga microbiana mas
alta resulta eficiente comparada con TSI ya que inhibe algunos
microorganismos. En la gréafica 6, el tratamiento solo sin indculo fue
adicionado con lactato (TSL) presentd una curva de crecimiento similar a
la del tratamiento TSN ya que en este caso el lactato crea un descenso
de pH principalmente en el citoplasma de las células y afecta su
metabolismo (C. de Wit y Rombouts, 1990), inhibiendo de manera
significativa la poca carga microbiana en comparacion con TS, pero no
tan eficientemente como en el tratamiento TSN puesto que el lactato

solo tiene un mecanismo. Importante

El tratamiento de lactato con bacteriocina [3.125 mg/mL] e
indculo (TLBI3) se comporta como el TLI, con la diferencia de que ésta
combinacidon inhibe mas microorganismos en un inicio, posteriormente
se presenta la meseta donde los microorganismos se adaptan a la
anaerobiosis (entre los dias 3 y 7) para continuar creciendo después de
este lapso. Por ultimo esta la combinacidn de lactato con bacteriocina
[6.25] e indculo (TLBI6) que reacciona como TLBI3 pero con menos
eficiencia que ésta y mayor que TLI, lo cual significa que el descenso de

pH por parte de lactato favorece el crecimiento de bacterias lacticas, de
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las cuales muchas son facultativas y por lo tanto hacen que las cuentas

se eleven (Ballongue, 2004). Importante
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Grafica 6. Variacion de la poblacion de aerobios en el modelo carnico.

La grafica 7 presenta un tratamiento con bacteriocina a una
concentracion de 3.125 mg/mL y que fue inoculado (TBI3), este
muestra una curva de crecimiento parecida con el tratamiento TS ya que
se puede apreciar algo similar a una meseta entre los dias 3 y 7, lo que
indica una pequefia fase de adaptacion ante la presencia de vacio, la
bacteriocina en un principio inhibe el crecimiento de algunos de los
pocos microorganismos presentes posiblemente mediante la destruccién
de la mebrana celular (Cotter et al., 2005), hay que hacer constar que
B.thermosphacta es proteolitica y pudiera degradar alguna cantidad de

bacteriocina (Stackerbrandt y Jones, 2006). Importante
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El ultimo tratamiento mostrado en la grafica 7 corresponde al
adicionado con bacteriocina con concentracién 6.25 mg/mL y que
también fue inoculado (TBI6), aqui se puede notar un crecimiento
similar al de TSL, que en un principio parece ser menos eficiente que
éste pero que después del dia 7 aparentemente logra un efecto

bacteriostatico sobre los microorganismos. importante

MODELO CON BACTERIOCINA /
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=>¢=TLBI6 == TBI3 TBI6 NOM213

Graficas 7. Variacion de la poblacion de aerobios en el modelo carnico.

Con todo lo anterior podemos indicar con base Unicamente en la
comparacién del tratamiento con antimicrobiano y sus combinaciones e
inoculado contra el TSI, quien causa el mejor efecto deseado
(bactericida y/o bacteriostatico), ademas de considera que el modelo
entra dentro de los productos cocidos lo que hace que los mejores sean:
TBI3, TBI6 y TNBI3 (En orden decreciente).
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6.3.1.2 Bacterias acido lacticas.

Puesto que solo con el hecho de realizar una prueba no es posible
explicar gran parte de la eficiencia o ineficiencia de los antimicrobianos o
sus combinaciones en un sistema carnico se hizo un muestreo para BAL;
como se menciond antes estos microorganismos se encuentran en este
tipo de productos, en general la biota es un reflejo de la matanza y
entornos de procesamiento, debido a su omnipresencia en el ambiente

de la procesadora de carne (Jay, 2000).

La grafica 8, presenta 6 tratamientos del crecimiento de BAL, para
el caso de TS presenta una curva de crecimiento tipica o de una fase y
que puede ser considerada como aceptable ya que la pendiente poco
pronunciada permite que el tratamiento sea estable
microbioldgicamente hasta el dia 20, ya que hasta ese punto no se ha
rebasado el limite de la NOM213 de cuenta estandar, el cual hay que

resaltar incluye las BAL presentes en el producto muestreado.

Al comparar este tratamiento con su homodlogo de la cuenta
estandar (grafica 5) se nota claramente que la cantidad de BAL viables
es menor que las células viables de la cuenta estandar, que si bien no
sucede siempre asi durante todo el periodo de evaluacidon, como en el
dia 14 en donde las BAL > Cuenta estandar, es un buen indicativo del
tiempo que dura el sistema modelo el cual es de aproximadamente 18
dias y en base a esto podemos comparar todos los demas tratamientos

y decidir en cual de ellos hay un mejor efecto deseado.
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Grafica 8. Variacion de la poblacion de BAL en el modelo carnico.

El tratamiento TSI muestra una curva de crecimiento similar a la
del TS, con la diferencia de que al tener una carga microbiana mayor,
rapidamente se alcanzan los limites de la NOM213 (6 dias), que al
compararlo con su igual en cuenta estandar (grafica 5) se observa una
tendencia parecida, sin embargo aqui no hay una curva bifasica lo cual
confirma que solo las bacterias aerobias facultativas logran pasar la

barrera que representa el empaque al vacio.

Cuando vemos el tratamiento TSN en la gréafica 8, puede notarse
que sigue una tendencia similar a la de TS, pero podemos ver que no es
muy eficaz contra las BAL presentes en el modelo carnico, puesto que
va muy de cerca con la curva de crecimiento de TS lo que significa que

no hay un efecto bactericida considerable sobre las BAL.
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Continuando con la grafica 8, el tratamiento TNI en un principio no
resulta adecuado contra las BAL, ya que estas bacterias los primeros 7
dias alcanzan la poblacion limite; después del dia 7 comienza una
inhibicion del crecimiento de BAL por parte de los nitritos presentes en

el tratamiento.

El tratamiento combinado TNBI3 sigue las tendencias de TNI lo
cual muestra un efecto bacteriostatico hacia las BAL por parte de la
bacteriocina, sin embargo no es muy prologando, por lo que las BAL
siguen creciendo. El tratamiento TNBI6 indica tendencias muy similares
a TNI, mostrando asi una inhibicion de las BAL por parte de la
bacteriocina que esta en mayor concentracion que en TNBI3, aunque

esto no dura mucho, ya que a partir del dia 14 las BAL vuelven a crecer.

Continuando con la grafica 9 podemos notar que el tratamiento
TLI presenta una curva de crecimiento similar a TNBI6 aunque en un
principio no se ve algun efecto contra las BAL, al llegar al dia 7 empieza
un periodo de inhibicion no obstante, al llegar el dia 14 se reanuda el

crecimiento de las BAL.

El TLBI3 muestra la misma tendencia que TLI pero es mas
eficiente que ésta, ya que llega a una concentracién de bacterias menor
antes de que haya un efecto de inhibicidon de las BAL, lo cual puede ser
causado por la bacteriocina presente en este tratamiento. Mientras que
el TLBI6 exhibe una curva de crecimiento bifasica en la que al llegar el
dia 3 empieza a mostrar un efecto bacteriostatico contra las BAL, lo cual

permite lograr que el modelo sea estable por mas tiempo.
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El tratamiento TSL presenta la misma tendencia de TSN con
respecto a TS mas sin embargo es ligeramente mas efectivo contra las
BAL que TSN.

MODELO CON LACTATOS
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Grafica 9. Variacion de la poblacion de BAL en el modelo carnico.

En la grafica 10, se observa que el tratamiento TBI3 es aln mas
efectivo contra las BAL que TSN y TSL; por ultimo el TBI6 muestra una
curva bifasica lo cual puede significar que las BAL se adaptan a la
presencia de la bacteriocina y durante este periodo la cantidad de
microorganismos no aumenta, lo cual prologa el tiempo que durara

(estable) el modelo carnico.

Siguiendo los criterios del punto anterior seleccionamos los
conservadores que exhiben el mejor efecto deseado y que son: TBI3,
TBI6 y TLBI6 (En orden decreciente).
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Grafica 10. Variacion de la poblacién de BAL en el modelo carnico con la bacteriocina.

6.3.1.3 Medicion de pH.

Las BAL son organismos fermentativos que causan un descenso en
el pH del medio en que crecen, esto se debe principalmente a que las
bacterias acido lacticas producen acido lactico como metabolito a partir
de los azucares presentes en el sustrato, dependiendo si son
homofermentativas o heterofermentativas utilizan rutas como Ia
glucdlisis; el acido lactico producido y dependiendo la cantidad que se
produzca, causa la disminucion del pH en el producto (Weimer, 2011;
Axelsson, 2004).

Como se observa en la grafica 11, todos los tratamientos
demuestran un descenso después de 6 dias de almacenamiento; esto se

puede deber a la presencia de BAL, la que es mayor en TSI, causando
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un descenso rapido del pH. El tratamiento TS exhibe un descenso de pH
de manera lineal lo cual se puede deber principalmente a la baja
concentracion de BAL (como se ve en la grafica 8); en TSL, TLI, TLBI3 y
TLBI6, el descenso se ve favorecido por la presencia de lactato de sodio.
Los tratamientos TSN, TBI3 y TBI6 exhiben un descenso de pH de
manera lenta ya que la cantidad de BAL presentes en el medio es aun

menor que en los tratamientos anteriormente mencionados.

Finalmente TNI, TNBI3 y TNBI6 tienen un descenso de pH rapido
debido a que tienen la mayor carga de BAL. Los mejores tratamientos
de interés para ser aplicados en un modelo carnico son aquellos que
tengan un pH cercano a 5.5 o menor, ya que a estos valores de pH se
logra una buena efectividad de los nitritos, asi como un adecuado
desarrollo de color (Coreti, 1986). De todos los tratamientos analizados,
solo 5 cumplieron con la condicion de pH (TBI6, TNBI6, TNBI3, TNI y
TLI).

pH

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
t (Dias)
e TS =TS ==3ié=TSN TNI -=@—TNBI3 -—TNBI6

Grafica 11. Variacion del pH de los diferentes tratamientos del modelo carnico.
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6.3.1.4 Brochothrix thermosphacta.

Esta bacteria es de interés comercial o industrial, porque causa
aromas y sabores desagradables en los productos empacados al vacio y
almacenados a temperaturas de refrigeracién, lo que ocasiona un

rechazo por parte del consumidor.

La cuenta de esta bacteria se realizd en agar STAA (anexo B) y las
cajas se incubaron por 48 horas a una temperatura de 22° C en
condiciones aerobias, puesto que este medio es selectivo para
Brochothrix thermosphacta. En las graficas 12 - 14 se observan los
resultados obtenidos de l|la cuenta de Brochothrix thermosphacta

presente en la emulsién carnica.

La grafica 12, presenta 6 tratamientos del crecimiento de B.
thermosphacta, para el caso de TS muestra una curva de crecimiento de
una fase y que puede ser considerada como aceptable ya que la
pendiente poco pronunciada permite que el tratamiento sea estable
microbioldgicamente, se recomienda que la concentracion de esta
bacteria no supere los 5 log UFC/mL porque después de este punto los
aromas Yy sabores que imparte B. thermosphacta en la carne resultan

perceptibles para el consumidor (Holley, 1999).

Hay que resaltar que este tratamiento facilmente dura hasta el dia
24, antes de pasar el limite recomendado. El tratamiento TSI muestra
una curva de crecimiento del tipo bifasica, que al tener una carga
microbiana mayor, rapidamente se alcanzan los limites sugeridos (3
dias), que sin embargo no los rebasa ya que hay un lapso de adaptacion

gue es causada por condiciones anaerdbicas.
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Cuando vemos el tratamiento TSN en la grafica 12, puede notarse
que sigue una tendencia similar a la de TSI, pero podemos ver que es
muy eficaz contra B. thermosphacta que a pesar de que no se inoculd
intencionalmente, la bibliografia indica que estd presente en la mayoria
de los entornos y que en las plantas procesadoras de carne, habita en
los utensilios y ésta contaminacion se da principalmente después del
proceso térmico y antes del envasado al vacio (Stackerbrandt y Jones,
2006).

El tratamiento TNI resulta efectivo contra B. thermosphacta ya
que al compararlo con TSI se ve una reduccidn importante en la
poblacién de B. thermosphacta y mantiene el modelo carnico por debajo
de los limites sugeridos hasta el dia 10. El tratamiento combinado TNBI3
no sigue las tendencias de TNI lo que ocasiona que no haya un control
efectivo contra B. thermosphacta y rapidamente supera los 5 log
UFC/mL.

El tratamiento TNBI6 presenta tendencias muy similares a TNI,
mostrando asi una inhibicion de B. thermosphacta, mayor que la
causada por TNBI3 y TNI con lo que logra mantener la muestra hasta el
dia 14.
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Grafica 12. Variacion de la poblacidon de Brochothrix thermosphacta en el modelo

carnico con la bacteriocina.

Continuando con la grafica 13 podemos notar que el tratamiento
TSL muestra la misma tendencia de TSN con respecto a TS sin embargo
es ligeramente menos efectivo que TSN. Mientras que el tratamiento TLI
no presenta algun efecto contra B. thermosphacta, y logra llegar al dia
3.

El TLBI3 muestra una tendencia como TSI pero es menos
eficiente que los demas tratamientos ya que al dia 5 ya pasé el limite
sugerido. Mientras que el TLBI6 exhibe una curva muy grande en la cual

al llegar el dia 4 pasa el limite y es el menos eficiente de todos.
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Grafica 13. Variacion de la poblacidon de Brochothrix thermosphacta en el modelo

carnico con la bacteriocina.

En la grafica 14 se observa que el tratamiento TBI3 es mas
efectivo contra B. thermosphacta respecto a TSI, puesto que logra un
control muy bueno hasta el dia 7; por ultimo el TBI6 muestra una curva

tipica y tiene una efectividad practicamente igual que TBI3.
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Grafica 14. Variacion de la poblacidon de Brochothrix thermosphacta en el modelo

carnico con la bacteriocina.

Siguiendo los criterios de este punto seleccionamos los
conservadores que exhiben el mejor efecto, los cuales son: TSL, TSI,
TNBI6 y TNI (En orden decreciente).

6.3.2 Medicidon de color.

La prueba de color se realizé para determinar si la bacteriocina, al
estar en forma de recubrimiento, producia alguna variacién de color en
el modelo carnico empleado. Las graficas 15 - 17, muestran la variacion
de luminosidad (L*) que presentan todos los tratamientos, se han
colocado agrupados en 3 graficas diferentes para poder compararlos

facilmente.
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La grafica 15 contiene los tratamientos control como TS, TSI, TSN,

TSL, TBI3 y TBI6 que tienen un comportamiento similar en la variacién

de la luminosidad, a través del tiempo. Esto sucede también con TNI,
TNBI3, TNBI6, TLI, TLBI3, TLBI6 en las demas graficas (16-17), aunque

estadisticamente hay diferencias significativas (anexo D).
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| MODELO CON NITRITOS

0 2 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
t (Dias)

—TS —=—TSI =}=TSN TNI ——TNBI3 =—TNBI6

Graéfica 15. Variacion de Luminosidad (L*) del modelo carnico con diferentes

antimicrobianos.
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Graficas 16 y 17. Variacion de Luminosidad (L*) del modelo carnico con diferentes

antimicrobianos.
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Aunque no hay diferencia significativa para cada tratamiento
(p>0.05) a través del tiempo, lo que significa que el tiempo no es un
factor que afecte en el cambio de luminosidad, si hay una diferencia
significativa entre tratamientos (p<0.05), por lo que dichos tratamientos

si afectan en la luminosidad.

Las graficas 18 — 20, muestran la variacién del indice de rojo (a*)
gue presentan los tratamientos, se han agrupado en 3 gréficas
diferentes para poder compararlos facilmente. La grafica 18 contiene los
tratamientos control como TS, TSI, TSN, TSL, TBI3 y TBI6 que tienen un
comportamiento diferente a través del tiempo. Esto sucede también con
TNI, TNBI3, TNBI6, TLI, TLBI3, TLBI6 en las demas graficas (19-20), lo

gue indica que algunas son estadisticamente diferentes (anexo D).

MODELO CON NITRITOS
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TS =0—TSI ==TSN TNI =@—TNBI3 ~—TNBI6

Grafica 18. Variacion de indice de rojo (a*) del modelo carnico con diferentes

antimicrobianos.
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Graficas 19 y 20. Variacion de indice de rojo (a*) del modelo carnico con diferentes

antimicrobianos.
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Aqui tampoco hay diferencia significativa para cada tratamiento
(p>0.05) a través del tiempo, lo que significa que el tiempo no es un
factor que influya en la variacién del indice de rojo, pero si hay una
diferencia significativa entre tratamientos (p<0.05), por lo que dichos
tratamientos si afectan en el indice de rojo o dicho de otra manera los
tratamientos repercuten en la coloracion el modelo carnico. Con lo que
aguellas muestras que contienen nitritos son estadisticamente mas rojas
que las que no lo contienen, por otra parte la bacteriocina no influye
tanto en el aumento en el color rojo ya que estadisticamente es la

segunda que mas afecta, estando en primer lugar los nitritos (anexo D).

Las graficas 21 - 23, muestran la variacion del indice de amarillo
(b*) que presentan todos los tratamientos, se han colocado agrupados
en 4 graficas diferentes para poder compararlos facilmente. La grafica
26 contiene los tratamientos control como TS, TSI, TSN, TSL, TBI3 y
TBI6 que tienen un comportamiento similar a través del tiempo. Esto
sucede también con TNI, TLI, TLBI3 y TLBI6 en las demas graficas y
TNBI3l con TNBI6 no tienen esta tendencia que indica que algunas son

estadisticamente diferentes (anexo D).

Las muestras tampoco tienen diferencia significativa para cada
tratamiento (p>0.05) a través del tiempo, lo que significa que el tiempo
no es un factor que afecte en la variacién del indice de amarillo, sin
embargo si hay una diferencia significativa entre tratamientos (p<0.05),
por lo que dichos tratamientos si afectan en el indice de amarillo o dicho
de otra manera los tratamientos influyen en la coloracion del modelo
carnico. Por lo que aquellas muestras que contienen nitritos y no tienen
bacteriocina son estadisticamente menos amarillas que las demas

(anexo D).
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Graficas 21 y 22. Variacidon de indice de amarillo (b*) del modelo carnico con diferentes

antimicrobianos.
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Grafica 23. Variacion de indice de amarillo (b*) del modelo carnico con diferentes

antimicrobianos.

En la gréfica 24, se aprecia la variaciéon de cromaticidad (Chroma)
gue presentan todos los tratamientos, esta grafica contiene todos los
tratamientos control como, TSI, TSL, TBI3, TBI6, TNI, TLI que tienen un
comportamiento similar a través del tiempo. Esto sucede también con el
resto, salvo TS, TSN y TLBI3, que varian ligeramente de la tendencia
general, lo que indica que algunas son estadisticamente diferentes

(anexo D).
Existe una diferencia significativa entre tratamientos (p<0.05), por
lo que dichos tratamientos si afectan en el chroma, cabe sefalar que al

haber diferencias en los parametros L*, a* y b*, la variabilidad en
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chroma es grande o dicho de otra manera: estadisticamente todas las
muestras en chroma son entre si diferentes significativamente (anexo
D).

20 -+
Chroma
19
18
17
o 16 -
€
(]
5 15 -
14 -
13
12 T T T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
t (Dias)
—TS —==—TS| =}=TSN TNI —=@—TNBI3  —@—TNBI6
e TS L e T || TLBI3 =>¢=TLBI6 =ie=TBI3 TBI6

Grafica 24. Variacion de cromaticidad (Chroma) del modelo carnico con diferentes
antimicrobianos.

En la grafica 25, se muestra la variacion de matices (Hue) que
presentan todos los tratamientos, esta grafica contiene todos los
tratamientos control como, TSI, TSL, TBI3, TBI6, TLI, TLBI3, TLBI6 y
TS, que tienen un comportamiento similar a través del tiempo. Esto
sucede también con TSN, TNI y TNBI6, que tienen una tendencia, pero
diferente a la anterior, mientras que TNBI3 no sigue ninguna de las dos

tendencias (anexo D).
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Esto causa una diferencia significativa entre tratamientos
(p<0.05), por lo que dichos tratamientos si afectan en Hue, asi como los
parametros L*, a* y b*, puesto que Hue es dependiente de esto o mejor
dicho, algunos de los tratamientos son estadisticamente diferentes
significativamente en su valor Hue; ya que las que tienen nitritos se

parecen mas estadisticamente hablando (anexo D).
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Griafica 25. Variacion de maticidad (Hue) del modelo carnico con diferentes
antimicrobianos.

6.4 Analisis estadistico.

Debido a que uno de los objetivos de este trabajo es encontrar un
antimicrobiano que tenga un efecto sinérgico con la bacteriocina y que
pueda conservar el modelo carnico estable el mayor tiempo posible, se

elaboraron una cantidad considerable de pruebas a éste las cuales
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devolvieron una gran cantidad de resultados, los cuales estan
relacionados entre si, por lo que se utilizd una herramienta estadistica
gue es el analisis de componentes principales (PCA) el cual es una
técnica de sintesis de la informacion, o reduccion de la dimensidn

(ndmero de variables).

Es decir, ante un banco de datos con muchas variables, el objetivo
sera reducirlas a un menor numero perdiendo la menor cantidad de
informacion posible. Los nuevos componentes principales o factores
seran una combinacién lineal de las variables originales y ademas seran

independientes entre si.

Un aspecto clave en PCA es la interpretacion de los factores, ya
gue ésta no viene dada en prioridad de las variables, sino que sera
deducida tras observar la relacion de los factores con las variables
iniciales (CAMO Software AS, 2006; Tipping y Bishop).

La grafica 26 presenta el anadlisis de componentes principales vy
las variables de respuesta; donde cada una de las variables influye de

manera diferente sobre cada uno de los tratamientos.

Lo anterior significa que las variables mas alejadas del centro de la
grafica tiene una mayor influencia sobre los tratamientos que aquellas
que se encuentran mas cercanas al centro sin importar en que
cuadrante se encuentran, de tal manera que b*, croma (chroma), B.
thermosphacta, BAL y mesofilos son las que mas influyen o afectan de

manera directa o indirecta al modelo carnico.
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Grafica 26. Variables de respuesta en el PCA.

Al tener una gran cantidad de datos, se agruparon en una tabla

para poder identificarlos mas facil en las graficas 27 - 37. La tabla 10

indica la nomenclatura a utilizar: la abreviatura del tratamiento, asi

como un numero para su facil ubicacién en las graficas.

Tabla 10. Nomenclatura de las muestras para el PCA.

Dia | Descripcion | Tratamiento | No. en | Dia | Descripcidon | Tratamiento | No. en

graficas graficas
1 |SISASB TS 1 7 |SICLSB TSL 31
1 |CISASB TSI 2 7 |CICLSB TLI 32
1 |SICNSB TSN 3 7 |CICLCB3 TLBI3 33
1 | CICNSB TNI 4 7 |CICLCB6 TLBI6 34
1 |CICNCB3 TNBI3 5 7 | CISACB3 TBI3 35
1 |CICNCB6 TNBI6 6 7 | CISACB6 TBI6 36
1 |SICLSB TSL 7 14 | SISASB TS 37
1 |CICLSB TLI 8 14 | CISASB TSI 38
1 |CICLCB3 TLBI3 9 14 |SICNSB TSN 39
1 |CICLCB6 TLBI6 10 14 | CICNSB TNI 40
1 |CISACB3 TBI3 11 14 |CICNCB3 TNBI3 41
1 |CISACB6 TBI6 12 14 |CICNCB6 TNBI6 42
3 |SISASB TS 13 14 | SICLSB TSL 43
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3 | CISASB TSI 14 14 | CICLSB TLI 44
3 |SICNSB TSN 15 14 | CICLCB3 TLBI3 45
3 |CICNSB TNI 16 14 | CICLCB6 TLBI6 46
3 | CICNCB3 TNBI3 17 14 | CISACB3 TBI3 47
3 | CICNCB6 TNBI6 18 14 | CISACB6 TBI6 48
3 |SICLSB TSL 19 30 |SISASB TS 49
3 | CICLSB TLI 20 30 |CISASB TSI 50
3 | CICLCB3 TLBI3 21 30 |SICNSB TSN 51
3 | CICLCB6 TLBI6 22 30 |CICNSB TNI 52
3 | CISACB3 TBI3 23 30 |CICNCB3 TNBI3 53
3 | CISACB6 TBI6 24 30 |CICNCB6 TNBI6 54
7 | SISASB TS 25 30 |SICLSB TSL 55
7 | CISASB TSI 26 30 |CICLSB TLI 56
7 |SICNSB TSN 27 30 |CICLCB3 TLBI3 57
7 | CICNSB TNI 28 30 |CICLCB6 TLBI6 58
7 | CICNCB3 TNBI3 29 30 |CISACB3 TBI3 59
7 | CICNCB6 TNBI6 30 30 |CISACB6 TBI6 60

SI: sin inoculo; CI: con inoculo (B. thermosphacta); SA: sin antimicrobiano; CN: con
nitritos (0.05 mg /mL); CL: con lactato (0.2 mg/mL); SB: sin bacteriocina; CB3: con
bacteriocina (3.125 mg/mL); CB6: con bacteriocina (6.25 mg/mL).

En la grafica 27 se observan todas las muestras y como afectan
las variables respuestas sobre estas, es decir aquellas muestras que
tengan el mismo color son estadisticamente iguales; lo cual no sucede
aqui, ya que ningun color es igual a otro, puesto que todas las variables
respuesta afectan de manera diferente a las muestras, por lo que tener
muestras estadisticamente iguales respecto a todas las variables en

nuestro caso no sucede.

Por estos motivos se muestran varias graficas, explicando cada
una de las variables por separado y al final se encontré el tratamiento
mas adecuado. Empezamos por las variables microbioldgicas que son el

principal objetivo de este trabajo.
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Grafica 27. Distribucidon de las muestras en el PCA.

La grafica 28 muestra los tratamientos respecto a
B.thermosphacta, ya que todas aquellas muestras que se encuentran
hacia la derecha y hacia arriba se ven mas afectadas por esta variable,
también se presenta una escala en colores para la poblacion de
B.thermosphacta en log UFC/mL. Con esto podemos decir que las
muestras en azul son estadisticamente iguales y tienen el recuento mas
bajo, lo que nos permite decir que estos tratamientos son mejores, pero
nos interesa también cumplir con los limites sugeridos y que duren el
mayor tiempo. En ese sentido los mejores tratamientos abarcan las
muestras en color verde oscuro y verde claro, que tienen un recuento
entre 1.787 a 5.360 log UFC/mL.
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Grafica 28. PCA de las muestras respecto a B.thermosphacta. Muestras con el mismo
color son estadisticamente iguales; Colores diferentes, estadisticamente tienen una
diferencia significativa. Escala en UFC/mL.

La grafica 29 presenta los tratamientos respecto a las bacterias
aerobias presentes, ya que todas aquellas muestras que se encuentran
hacia la derecha y hacia arriba se ven afectadas por esta variable,
también se muestra una escala en colores para la poblacion de
microorganismos aerobios en log UFC/mL. Con esto podemos decir que
las muestras en rojo son estadisticamente iguales y tienen el recuento
mas alto, lo que nos permite decir que estos tratamientos son peores,
por lo que nos interesan aquellos menores, que cumplan los limites

establecidos y que duren el mayor tiempo.

En ese sentido los mejores tratamientos son todos los

tratamientos en verde claro y verde oscuro, que tienen un recuento
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entre 1.793 y 5.361 log UFC/mL (muestras en el mismo color no
presentan diferencia significativa), aunque de estos tratamientos hay
algunos que pasan la norma, podemos aceptarlos, ya que hay que
considerar que nosotros inoculamos sobre las muestras una cantidad

considerable de microorganismos.
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Grafica 29. PCA de las muestras respecto a bacterias aerobias. Muestras con el mismo
color son estadisticamente iguales; colores diferentes, estadisticamente tienen una
diferencia significativa. Escala en UFC/mL

La grafica 30 muestra los tratamientos respecto a las bacterias
acido lacticas presentes, ya que todas aquellas muestras que se
encuentran hacia la derecha y hacia arriba se ven afectadas por esta
variable, también se aprecia una escala en colores para la poblacién de
microorganismos aerobios en log UFC/mL. Con esto podemos decir que

las muestras del mismo color son estadisticamente iguales, lo que nos
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permite decir que los mejores tratamientos son los azules, pero nos

interesan aquellos menores y que duren el mayor tiempo.
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Grafica 30. PCA de las muestras respecto a BAL. Muestras con el mismo color son
estadisticamente iguales; Colores diferentes, estadisticamente tienen una diferencia
significativa. Escala en UFC/mL

Bajo estos criterios, los mejores tratamientos son todos los verde
claro y los naranja, que tienen un recuento entre 2.661 y 5.323 log
UFC/mL, hay que considerar que se inoculd sobre las muestras una
cantidad considerable de microorganismos que también pueden crecer

en este medio.

En la grafica 31 se ilustran los tratamientos conforme al pH, todas
aquellas muestras que se encuentran hacia la izquierda y hacia abajo se
ven mas afectadas por esta variable, también se presenta una escala en

colores para el pH de las muestras. Con esto podemos decir que las
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muestras del mismo color son estadisticamente iguales, lo que nos
permite decir que los mejores tratamientos son aquellos que tengan un
pH acido ligeramente acido para que los antimicrobianos sean efectivos
pero no tan acido para que exude agua (Coreti, 1986). Bajo estos
criterios los mejores tratamientos son todos los verde oscuro y verde

claro, que tienen un pH entre 5.108 y 5.714.
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Grafica 31. PCA de las muestras respecto al pH. Muestras con el mismo color son
estadisticamente iguales; colores diferentes, estadisticamente tienen una diferencia
significativa.

Puesto que también nos interesa el hecho de cémo afecta la
bacteriocina en el color del modelo carnico nos enfocamos mas en
chroma y hue, ya que estos valores dependen de L*, a*, b* (Pandolfe,
1999).
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En las graficas 32 y 33 se ilustran los tratamientos conforme a
Chroma y Hue, donde aquellas muestras que se encuentran hacia la
izquierda y arriba se ven mas afectadas por estas variables. Con esto
se afirma que las muestras del mismo color son estadisticamente
iguales, que para los fines de este trabajo los azules y los verde oscuro
(segun la grafica 32 y 33) son los mejores con un chroma de 13.053 a
15.808 y de 57.671 a 67.277 en hue. Estos son los que mas deseamos

ya que resultan menos amarillentos y nosotros buscamos algo de rosado

a rojizo.
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Grafica 32. PCA de las muestras respecto a Chroma. Muestras con el mismo color son
estadisticamente iguales; colores diferentes, estadisticamente tienen una diferencia
significativa. Entre mas grande en la escala, mayor es Chroma.
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Grafica 33. PCA de las muestras respecto a Hue. Muestras con el mismo color son
estadisticamente iguales; colores diferentes, estadisticamente tienen una diferencia
significativa. Entre mdas grande en la escala, Hue varia de color.

Para decidir cual de todos los tratamientos es el mas adecuado

bajo los criterios mencionados, se fueron seleccionando los mejores de

cada variable en la tabla 11.

Tabla 11. Resumen de resultados.

Variable respuesta

Tratamientos seleccionados

Mesdfilos aerobios 13, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39,
43, 47, 48, 51, 55, 59, 60
BAL 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 39,

40, 42, 43, 44, 45, 47, 48, 52

B. thermosphacta 13, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 30, 31, 34, 35, 36, 37, 39, 42, 43, 45
pH 26, 27, 28, 29, 30, 32, 34, 36, 37, 39, 40, 41, 42,
43, 44, 45, 46, 47, 48, 51, 54, 55, 56, 60
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Chroma 3, 15, 16, 17, 18, 27, 28, 30, 32, 37, 38, 39, 40, 41,
42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54,
55, 56, 57, 58, 59, 60

Hue 3, 6, 15, 16, 17, 27, 28, 30, 37, 39, 40, 41, 42, 51,
, 52, 53, 54, 57
Optimos Microbiologia 13, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,

) 27, 28, 30, 31, 34, 35, 36, 37, 39, 43
Optimos Fisicoquimicos 27, 28, 30, 32, 37, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46,
47,48, 51, 54, 55, 56

Optimos Global 27, 30, 37, 39, 43

Analizando la tabla 10 observamos que los tratamientos 6ptimos
en microbiologia son aquellos que coincidieron en las tres pruebas
realizadas (mesofilos, BAL y B. thermosphacta), los Optimos en
fisicoquimicos son los que coincidieron en pH y Hue o Chroma;
finalmente los O&ptimos globales son aquellos que coincidieron en

microbiologia y fisicoquimicos al mismo tiempo.

El tratamiento nimero 30 es el que cumplid con todos los criterios
de seleccidon para mejorar la calidad higiénico sanitaria de los productos
carnicos emulsionados empacados al vacio y almacenados a
temperatura de refrigeracién (10°C). Este tratamiento es una
combinaciéon de nitritos (0.05 mg/mL) y bacteriocina (6.25 mg/mL),
ademas de mantener las caracteristica de la emulsion carnica como
aceptables hasta el dia 7. De los 5 tratamientos éptimos globales que se
obtuvieron (27, 30, 37, 39 y 43), el numero 30 tuvo en la variable de
color, el indice de rojo mas alto que los demas; con la ventaja de que
tiene la concentracion minima de nitritos que pueden proteger del

desarrollo de clostridios y sus toxinas (Tompkin, 2005).

De los tratamientos anteriores se puede seleccionar también uno
gue mantenga buenas caracteristicas microbioldgicas, de estabilidad de

color y que dure mas tiempo, aunque el color sea menos rojo que el
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tratamiento 30. Sin embargo lo mas importante sera primero la
seguridad antes que lo estético, ya que siempre se podran usar
colorantes para solventar caracteristicas de color poco agradables. Uno
de estos tratamientos es el (48) que tiene bacteriocina (6.25 mg/mL),
se inoculd con B. thermosphacta y se evalud a los 14 dias, presentando
buenas caracteristicas microbioldgicas pero al no contener nitritos la
seguridad contra clostridios puede ser cuestionable y que a pesar de
esto también es uno de los tratamientos adecuados para la preservaciéon

del modelo carnico.
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Capitulo 7

7. Conclusiones

La aplicacién de la tecnologia de barreras ayuda a desarrollar
nuevos procedimientos de conservacién hechos a la medida, ya que en
este trabajo la aplicacion de cada una de las barreras tiene un efecto
directo sobre la estabilidad microbioldgica y fisicoquimica del alimento,
puesto que dependiendo del tiempo de conservacion que se desee dar al

producto seran impuestas las barreras en intensidad y tiempo.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que dentro del
modelo carnico, la combinacién mas efectiva fue la de bacteriocina (6.25
mg/mL) con nitritos (0.05 mg/g), ya que la efectividad depende en gran
medida de la complejidad de variables que existen dentro de un

entorno mas apegado a la realidad.

La bacteriocina producida por Enterococcus faecium MXVK 29
utilizada con la tecnologia de barreras permitié una reduccién del 68%
de la cantidad maxima de nitritos permitida por la NOM-213-SSA1-2002
en un modelo carnico, manteniendo estabilidad microbioldgica y
fisicoquimica en el alimento, con lo cual se reducen los efectos negativos

que tienen los nitritos sobre la salud humana.

En la evaluacidn in vitro, la construccién de isobologramas es una
herramienta muy eficiente con la cual se determiné el efecto entre los
antimicrobianos en estudio; los cuales presentaron un efecto sinérgico
cuando fueron combinados con la bacteriocina contra Brochothrix
thermosphacta y Escherichia coli, con excepcién de lactato de sodio que

tuvo un efecto aditivo contra Listeria inocua. Aunque los isobologramas
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son una herramienta de mayor uso en farmacéutica, tiene un gran

potencial para aplicarla en el disefio de mezclas de conservadores.

Por lo tanto el desarrollo de modelos carnicos bajo condiciones
extremas para la evaluacion de sistemas de conservacién de alimentos
permite garantizar la efectividad de estos en condiciones 6ptimas, con
controles de calidad estrictos y que puedan cumplir y/o superar las

normas establecidas.
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Perspectivas

Durante mucho tiempo ha existido un gran interés en la reduccion
de la cantidad de nitritos que se adiciona a los diferentes productos
carnicos, debido a que su utilizacion trae consigo efectos negativos
sobre la salud de los consumidores, como promover la aparicion de
cancer por formacion de nitrosaminas durante la preparacion de los

alimentos con nitritos o durante su proceso de elaboracién.

Su disminucidn reduce la posibilidad de formacién de
nitrosoaminas, asi como la cantidad de sodio adicionada a los productos
carnicos curados, ya que generalmente la adicién de nitritos se hace
mediante mezclas formuladas con nitrito y/o nitrato de sodio y cloruro
de sodio. La busqueda por reducir los nitritos en los alimentos ha
considerado diferentes tecnologias como el uso de la tecnologia de

barreras y bioconservadores como las bacteriocinas.

La utilizacién de bacteriocinas no se limita a productos en los
cuales ya se ha visto su efectividad, como es el caso de la nisina en
guesos; sino que se puede emplear con altas posibilidades de éxito en
productos lacteos (leche y yogurt) y en productos vegetales (jugos y

recubrimiento para frutas).
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Anexo A - Informacion Bibliografica

Tabla Al. Reacciones homeostatica y de estrés usadas en la tecnologia
de barreras (Leistner & Gould, 2005).

Estrés

Reaccion Homeostatica

Homeostasis Activa

Bajos niveles de
nutrientes

Agotamiento de nutrientes; responsable de la fase
estacionaria; producciéon de formas no viables de
microorganismos.

Reduccién de pH

Extrusién de H+ que cruzan la membrana celular;
mantenimiento del pH citoplasmatico; mantenimiento del
gradiente de pH y potencial de la membrana.

Presencia de acidos
organicos débiles

Extrusion de H+ adicionales y a veces del acido.

Bajo ay

Osmoregulacion; acumulacion de “solutos compatibles”; evitar
perdida de agua; mantenimiento rigido de la membrana.

Descenso de
temperatura

Respuesta al choque frio; cambios en lipidos de la membrana
para mantener fluidez satisfactoria.

Aumento de
temperatura

Respuesta al choque caliente; cambios en lipidos de la
membrana.

Presencia de biocidas

Adaptacion fenotipica; reduccidon de permeabilidad de la
membrana de la pared celular (cell-wall/membrane
permeability).

Radiacion UV

Supresion de dimeros de timina y reparacion de DNA.

Radiacion Ionizada

Reparacion de rupturas de cadena simple en DNA

Homeostasis Pasiva

Alta temperatura

Construcciéon de mecanismos que mantengan bajo nivel en el
protoplasto de las esporas bacterianas

Altas presiones

Incertidumbre; puede incluir adaptacion de células vegetativas
y reduccion del contenido de agua en el protoplasto de las
esporas.

Ultrasonicacion

Dureza estructural de la pared celular o de la espora.

Homeostasis
poblacional

Competencia

Formacién de interacciones comunitarias, adicion de células
que muestran antagonismo; biofilms.
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Tabla A2. Caracteristicas de Brochotrix thermosphacta (Stackerbrandt &

Jones, 2006).

Microorganismo

Brochotrix thermosphacta.

Descripcion General

Anaerdbica facultativa, proteolitica, sin movilidad, ataca
azucares por fermentacion, Gram (+), catalasa (+).

Interés

Comercial; responsable de la generacion de malos olores en la
carne empacada al vacio.

Condiciones de
crecimiento

Como anaerobio facultativo estd bien adaptado al crecimiento
en ambientes de atmdsfera modificada. El éxito de los
deteriorantes en productos refrigerados se debe principalmente
a su naturaleza psicotrépica. Tiene un rango de crecimiento de
0° a 30° C, con un 6ptimo de 20° a 25° C. Las temperaturas
de refrigeracion favorecen selectivamente su crecimiento. Su
pH de crecimiento estd en un rango de 5 a 9 el cual es
predominante en los productos carnicos.

Estos factores, junto con su capacidad de tolerar valores bajos
del aw y mantener una resistencia relativa a los agentes de
curacién, aumentan su habilidad para pasar por encima de
mucha de otra microflora deteriorante en los alimentos. B.
thermosphacta crece en un medio basado en triptona,
requiere, cisteina, a-lipoato, nicotinato y tiamina para crecer.
Puede crecer con medio con un 6.5% de NaCl y soporta hasta
un maximo de 10% de NacCl.

Inhibicidon y
resistencia

Es inhibida por nitritos pero el grado de inhibicion es relativo
del pH del medio y la temperatura de incubacion, un pH bajo
asi como una temperatura baja y una alta concentracién de
nitritos incrementan el efecto inhibitorio ya que B.
thermosphacta no tiene un sistema de reduccion de nitritos. Se
ha encotrado que 200 ppm y un pH de 5.5 inhiben su
crecimiento. Un estudio ha demostrado la inhibicién, por una
combinacién de NaCl, NaNO,, temperatura y pH. También el
lactato de sodio se ha usado efectivamente contra B.
thermosphacta (reduccion de 4 ciclos logaritmicos en
comparacién con el control, depuse de 14 dias).

Es mas resistente a la radiacion que la mayoria de los
microorganismos de deterioro de la carne, como Pseudomonas,
pero es afectada por radiaciones de 0.5 y 2.0 kilogray. Es
inhibida por diferentes bacteriocinas, entre ellas la Nisina, pero
entre la Nisina libre y el sitema calcio-alginato ligado a Nisina
(Fibrimex) asi como a la carne, es mas efectivo este ultimo.
Polimeros Incorporados a Nisina como polietileno y oxido de
polietileno  también reducen el crecimiento de B.
thermosphacta en experimentos de superficies inoculas de
carne empacada al vacio.
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Tabla A3. Antimicrobianos.

Benzoato de sodio

Concentracion minima

Microorganismo Valor pH inhibitoria en ma/mL
E. coli 5.2-5.6 0.5-1.2
Pseudomonas spp 6 2.0 -4.8
L. innocua 5.6 3.0
B. thermosphacta 5.2 10
Sorbato de potasio
Microorganismo Valor pH Concentracion minima
9 P inhibitoria en mg/mL
E. coli 5.2-5.6 0.5-1.0
Pseudomonas spp 6 1.0
L. innocua 5.6 0.5-1.0
B. thermosphacta 5.5 0.2
Sal cura (como nitritos)
Microorganismo Valor pH Concentracion minima
9 P inhibitoria en mg/mL
E. coli 5.2-5.6 2.0
Pseudomonas spp 6 1.0
L. innocua 5.6 0.1
B. thermosphacta 5.2-54 0.3
Lactato de sodio
Microorganismo Valor pH Concentracion minima
9 P inhibitoria en mg/mL
E. coli 5.2-5.6 2.0
Pseudomonas spp 6 1.0
L. innocua 5.6 0.5
B. thermosphacta 5.2 10
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Anexo B - Medios de Cultivo y Formulaciones.

Tabla B1. Composicion de medio caldo caseina-glucosa (CCG).

Compuesto Gramos por litro
Peptona biotriptasa 20
Glucosa 10
Extracto de levadura 5
Citrato de amonio 2
Fosfato disodico 2
Sulfato de magnesio 0.1
Sulfato de manganeso 0.05
Tween 80 1 mL
pH 7.0

Tabla B2. Composicion de medio caldo soya tripticaseina (TSB).

Compuesto Gramos por litro
Cloruro de sodio 5
Dextrosa 2.5
Fosfato dipotasico 2.5
Peptona de caseina 17
Peptona de soya 3
pH 7.0

Tabla B3. Formulacion del modelo carnico.

para salchichas)

Compuesto %
Carne de cerdo 49.95
Grasa de cerdo (lardo) 14.98
Hielo picado 24.97
Harina de trigo 7.0
NaCl 2.5
Eritorbato de sodio 0.2
Fosfato de sodio (Mezcla comercial 0.4
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Tabla B4. Composicién de medio APT.

Compuesto Gramos por litro
Extracto de levadura 7.5
Triptona 12.5
Dextrosa 10
Citrato de sodio 5
Clorhidrato de tiamina 0.001
NaCl 5
Fosfato de potasio di basico 5
Cloruro de manganeso 0.14
Sulfato de mangnesio 0.8
Sulfato ferroso 0.04
Complejo Monoleato de sorbitan 0.2
Agar 15
pH 7.0

Tabla B5. Composicion de medio STAA.

Compuesto Gramos por litro

Peptona 20
Extracto de levadura 2
Fosfato de potasio di basico 1
Sulfato de magnesio 1
Agar 13

Sulfato de estreptomicina 0.5

Acetato de talio 0.05

Ciclohexamida 0.05

pH 7.0
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Anexo C - Calculos

Actividad del compuesto antimicrobiano:

Se utilizd una solucién de bacteriocina de 500 mg/mL para la prueba y
obtener los datos de la tabla 7, con los que se obtienen los resultados,

de acuerdo a los siguientes calculos.

mL " mgbacteriocina

[11.32pgproteina} ml _ 0.023gproteina
500mgbacteriocina

ua_|16] 1 1000,uL} mL _ 1.066UA
1 | 304l mL 500mgbacteriocina | mgbacteriocina

UE = 1.066UA Imgbacteriocina | 46.34UA
mgbacteriocina || 0.023.gproteina |  ugproteina

UA = unidades arbitrarias

UE = unidades arbitrarias especificas = UA/ug proteina

Actividad del extracto crudo de la bacteriocina = 1.066 UA / mg de
bacteriocina 0 46.34 UE.

Tabla 7. Cuantificacidn de proteina de la bacteriocina* por Bradford®

Determinacion 1 2 3 Promedio
Lectura 12 11 11 11.33+£0.57
(Mg/mL)

*La lectura se realizd a una longitud de onda de 595nm.
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Tabla C1. Concentraciones fraccionales inhibitorias para B.

thermosphacta y, E.coli para la combinacién de bacteriocina - lactato
de sodio en agar TSA a, 0.99 y pH 5.6

[mg/mL] CFI E.coli [mg/mL] CFI B.thermosphacta
6.25 bacteriocina 0.5 6.25 bacteriocina 0.5

0.1 lactato 0.25 0.2 lactato 0.02
3.125 bacteriocina 0.25 3.125 bacteriocina 0.25

0.1 lactato 0.25 0.2 lactato 0.02

Tabla C2. Concentraciones fraccionales inhibitorias para

B.thermosphacta, E.coli y L.innocua para la combinacién de bacteriocina

- sal cura en agar TSA a, 0.99 y pH 5.6

[mg/mL] CFI E.coli | CFI B.thermosphacta CFI Listeria
6.25 bacteriocina 0.5 0.5 0.5
0.05 sal cura 0.25 0.25 0.25
3.125 bacteriocina 0.25 0.25 0.25
0.05 sal cura 0.25 0.25 0.25

Tabla C3. Concentraciones fraccionales inhibitorias para

B.thermosphacta, E.coli y L.innocua para la combinacion de bacteriocina

- benzoato de sodio en agar TSA a, 0.99 y pH 5.6

[mg/mL] CFI E.coli | CFI B.thermosphacta [mg/mL] CFI Listeria
6.25 bacteriocina 0.5 0.5 6.25 bacteriocina 0.5
0.1 benzoato de 0.1 benzoato de
0.25 0.25 0.25
sodio sodio
3.125 bacteriocina 0.25 3.125 bacteriocina 0.25
0.1 benzoato de 0.2 benzoato de
0.25 0.5
sodio sodio
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Tabla C4. Concentraciones fraccionales inhibitorias para
B.thermosphacta, E.coli y L.innocua para la combinacion de bacteriocina

- sorbato de potasio en agar TSA a,, 0.99 y pH 5.6

CFI
[mg/mL] CFI E.coli [mg/mL] CFI Listeria
B.thermosphacta
6.25 bacteriocina 0.5 6.25 bacteriocina 0.5 0.5
0.2 sorbato de 0.1 sorbato de
0.5 0.25 0.25
potasio potasio
3.125 bacteriocina 0.25 3.125 bacteriocina 0.25
0.2 sorbato de 0.1 sorbato de
0.5 0.25
potasio potasio

Construccidn de isobologramas

Un método para saber el tipo de interaccion que siguen los
antimicrobianos es el uso de isobologramas. Estos diagramas se realizan
usando los datos de CMI (concentraciones minimas inhibitorias) directamente o
calculando las CFIs (Concentraciones Fraccionarias Inhibitorias). Si los dos
compuestos son aditivos, el resultado es una linea recta entre los ejes X y Y.
Sinergismo indica una desviacién a la izquierda de la linea de aditividad,
antagonico es una desviacién de la curva hacia la derecha de la linea de
aditividad.

El termino tablero de ajedrez se refiere a diluciones multiples de dos
antimicrobianos evaluados en concentraciones iguales por arriba y por debajo
de las concentraciones minimas inhibitorias (CMI). Las concentraciones
evaluadas por lo general se encuentran en un rango de 4-5 diluciones por
debajo de la CMI, la CMI y el doble de la CMI (si se desea evaluar el
antagonismo) (Eliopoulos y Moellering, 1991).

Los isobologramas son representaciones graficas en un eje de
coordenadas de concentraciones equiefectivas de dos o mas antimicrobianos.
En cada uno de los ejes se representa la CMI equiefectiva de cada uno de los
antimicrobianos que se estudian (Da) y (Db) respectivamente. Estos dos
puntos se unen mediante una linea (isobolo) que también se conoce como
linea de aditividad o de no interaccion. A continuacidon se representa el valor de
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concentracion de la combinacién de ambos (da, db) que es equiefectiva con las
dosis individuales de los antimicrobianos (Fig.1).

Cuando los agentes no interaccionan (interaccidon cero) los puntos que
representan las concentraciones isoefectivas de la combinacién estan situados
sobre el isobolo formando una linea recta (Berembaum, 1989).

Db

-

Db

(da,db)

(da,db)

Concentracién B
Concentracion B

Da Da

Concentraciéon A Concentracion A

Fig 1. Isobolograma de interacciéon cero Fig 2.Isobolograma de interaccion
de una combinacion de 2 sustancias Ay B sinérgica de una combinacién de dos
sustancias

Cada uno de los puntos de esta linea representa una combinaciéon de A 'y
B en la que las sustancias se comportan de modo aditivo es decir, no se
produce interaccién. La ecuacion que la define es la siguiente:

Ecuacién 1.- da/Da + db/Db = 1

Cuando la combinacién es mas efectiva de lo que se espera se requieren
menos cantidades de da o db para producir el mismo efecto, mientras que Da
y Db permanecen inalteradas, con lo que la ecuacion se transforma en una
desigualdad y define un isobolograma cdncavo (sinergia) (Fig. 2).

Ecuacién 2.- da/Da + db/Db < 1
Por otra parte, cuando los agentes en combinacidn son menos efectivos
que lo esperado da y/o db deberian ser incrementados con el fin de obtener el

mismo efecto (antagonismo). La ecuacion en este caso describe un isobolo
convexo (Fig. 3).
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Figura 3.- Isobolograma de interaccién
antagonica de una combinacion de dos
sustancias.

Db

>

Ecuacién 3.- da/Da + db/Db >1
(dadb)

La solucién de las ecuaciones 1-3
se define como indice de interaccion el
cual evallua la divergencia entre las dosis
de dos o mas sustancias que producen un
efecto en combinacién y aquellas dosis
gque seria esperado que produjeran el
mismo efecto segun las curvas dosis-
respuesta de los agentes individuales. Es un factor matematico que indica el
grado de reduccidon de la dosis de la combinacién, con respecto a la dosis de
ambos farmacos que tedricamente es necesaria para producir el mismo efecto.
Cuando el resultado de la ecuacién es igual a uno no existe interaccion y los
efectos son aditivos. Cuando el indice de interaccion es mayor que uno se
produce una interaccién de tipo antagénico e inversamente, cuando es menor
gue uno se produce sinergia.

Concentracion B

Da

Concentracion A

da/Da + db/Db < 1 Sinergia
da/Da + db/Db =1 Aditividad
da/Da + db/Db > 1 Antagonismo

Los primeros isobologramas fueron publicados a finales del siglo XIX y
presentaban una interaccion de tipo antagonico para el efecto entre atropina y
fisostigmina (Fraser, 1870; 1872). No existen indicios de la siguiente
publicacion de isobologramas hasta la aparicién en 1927 de una serie de
trabajos entre barbituricos y analgésicos (Kéer y Loewe, 1926). A pesar de un
incremento en el numero de publicaciones utilizando isobologramas para
establecer interacciones, tuvieron que transcurrir 20 anos mas para que el
método se generalizase. Aunque el concepto tedrico en los que estaban
basados era el correcto, las consideraciones estadisticas implicadas en la
interpretacion de los resultados, permanecia sin especificar. Unos afios mas
tarde, este aspecto se convirtid en el principal punto de interés, dando como
resultado uno de los métodos estadisticos mas utilizado en el analisis de
interacciones con isobologramas que consiste en el calculo de las
concentraciones tedricamente aditivas para cada nivel de efecto y su
comparacién estadistica con las concentraciones que producen el mismo efecto
obtenidas experimentalmente (Tallarida et al., 1989, 1997).
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Anexo D - Analisis estadistico.

Tabla D1. Anadlisis de varianza del componente L* de color.

Source Sum of Mean Prob
Term DF Squares Square  F-Ratio Level

A: 13 11 83.61288 7.601171 3.42 0.000418*
S(A) 108 239.7017 2.21946

Total (Adjusted) 119 323.3146

Total 120

* Term significant at alpha = 0.05

Tabla D2. Prueba de Duncan del componente L* de color.

Group Count Mean Different From Groups
TBI6 10 70.372 TSN, TLBI6, TLBI3, TNBI3, TNI
TS 10 70.702 TNI

TBI3 10 71.004

TSI 10 71.252

TNBI6 10 71.915

TLI 10 72.152

TSL 10 72.325

TSN 10 72.531 TBI6

TLBI6 10 72.545 TBI6

TLBI3 10 72.671 TBI6

TNBI3 10 72.673 TBI6

TNI 10 72.961 TBI6, TS

Tabla D3. Andlisis de varianza del componente a* de color.

Source Sum of Mean Prob
Term DF Squares Square  F-Ratio Level
A:l3 11 152.1935 13.83577 23.68 0.000000*
S(A) 108 63.09161 0.5841815

Total (Adjusted) 119 215.2851

Total 120

* Term significant at alpha = 0.05

Tabla D4. Prueba de Duncan del componente a* de color.

Group Count Mean Different From Groups
TBI3 10 3.109 TNBI3, TNBI6, TNI, TSN
TLBI6 10 3.207 TNBI3, TNBI6, TNI, TSN
TSL 10 3.328 TNBI3, TNBI6, TNI, TSN
TBI6 10 3.34 TNBI3, TNBI6, TNI, TSN
TLI 10 3.364 TNBI3, TNBI6, TNI, TSN
TSI 10 3.514 TNBI3, TNBI6, TNI, TSN
TLBI3 10 3.867 TNBI3, TNBI6, TNI, TSN
TS 10 4.042 TNBI3, TNBI6, TNI, TSN
TNBI3 10 5 TBI3, TLBI6, TSL, TBI6, TLI, TSI, TLBI3, TS, TNBI6
TNBI6, TNI, TSN
TNBI6 10 5.835 TBI3, TLBI6, TSL, TBI6, TLI, TSI, TLBI3, TS, TNBI3
TNI 10 6.022 TBI3, TLBI6, TSL, TBI6, TLI, TSI, TLBI3, TS, TNBI3
TSN 10 6.101 TBI3, TLBI6, TSL, TBI6, TLI, TSI, TLBI3, TS, TNBI3
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Tabla D5. Analisis de varianza del componente b* de color.

Sum of

Squares
216.8696
317.1136
533.9832

Source

Term DF

A: 13 11

S(A) 108

Total (Adjusted) 119

Total 120

* Term significant at alpha = 0.05

Mean Prob
Square  F-Ratio Level
19.71542 6.71 0.000000*
2.936237

Tabla D6. Prueba de Duncan del componente b* de color.

Group Count
TSN 10
TNI 10
TNBI6 10
TNBI3 10
TLBI3 10
TLI 10
TS 10
TSL 10
TLBI6 10
TSI 10
TBI3 10
TBI6 10

Mean
13.499

13.788

14.748
14.792
16.372
16.469
16.565
16.807
16.833
16.971
17.264
17.718

Different From Groups

TLBI3, TLI, TS, TSL, TLBI6, TSI, TBI3
TBI6

TLBI3, TLI, TS, TSL, TLBI6, TSI, TBI3
TBI6

TBI3, TBI6

TLBI3, TBI3, TBI6

TSN, TNI, TNBI3

TSN, TNI

TSN, TNI

TSN, TNI

TSN, TNI

TSN, TNI

TSN, TNI, TNBI6, TNBI3

TSN, TNI, TNBI6, TNBI3

Tabla D7. Analisis de varianza del componente Chroma de color.

Source

Term DF
A: I3 11

S(A) 108
Total (Adjusted) 119
Total 120

Sum of

Squares
111.5972
264.7097
376.3069

* Term significant at alpha = 0.05

Mean Prob
Square  F-Ratio Level
10.1452 4.14 0.000043*
2.451016

Tabla D8. Prueba de Duncan del componente Chroma de color.

Group Count
TSN 10
TNI 10
TNBI3 10
TNBI6 10
TLI 10
TLBI3 10
TS 10
TSL 10
TLBI6 10
TSI 10
TBI3 10
TBI6 10

Mean
14.85682

15.09317
15.67868
15.88003
16.81383
16.9027

17.11585
17.13454
17.14567
17.34414
17.54345
18.03611

Different From Groups

TLI, TLBI3, TS, TSL, TLBI6, TSI, TBI3
TBI6

TSI, TBI3, TBI6

TBI6

TSN

TSN

TSN

TSN

TSN

TSN, TNI

TSN, TNI

TSN, TNI, TNBI3
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Tabla D9. Andlisis de varianza del componente Hue de color.

Source

Term DF
A: 13 11

S(A) 108
Total (Adjusted) 119
Total 120

Sum of

Squares
3314.324
1519.269
4833.593

* Term significant at alpha = 0.05

Mean Prob
Square  F-Ratio Level
301.3022  21.42 0.000000*
14.06731

Tabla D10. Prueba de Duncan del componente Hue de color.

Group Count
TSN 10
TNI 10
TNBI6 10
TNBI3 10
TS 10
TLBI3 10
TSI 10
TLI 10
TSL 10
TLBI6 10
TBI6 10
TBI3 10

Mean

65.37787
66.06637
68.29662
70.84583

75.85374
76.24554
78.17918
78.37596
78.80268
79.1167

79.42352
79.81319

Different From
Groups

TNBI3, TS, TLBI3, TSI, TLI, TSL, TLBI6, TNBI6, TNBI3

TNBI3, TS, TLBI3, TSI, TLI, TSL, TLBI6, TBI6, TBI3
TS, TLBI3, TSI, TLI, TSL, TLBI6, TBI6, TNBI3
TSN, TNI, TS, TLBI3, TSI, TLI, TSL, TLBI6
TBI6, TBI3

TSN, TNI, TNBI6, TNBI3

TSN, TNI, TNBI6, TNBI3

TSN, TNI, TNBI6, TNBI3

TSN, TNI, TNBI6, TNBI3

TSN, TNI, TNBI6, TNBI3

TSN, TNI, TNBI6, TNBI3

TSN, TNI, TNBI6, TNBI3

TSN, TNI, TNBI6, TNBI3
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