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RESUMEN

Los antimicrobianos naturales son compuestos con capacidad para inhibir el crecimiento de
microorganismos (incluyendo bacterias, virus y hongos); éstos constituyen cada vez una
nueva forma de garantizar alimentos seguros, manteniendo inalterable la calidad del alimento.
Sin embargo, no se conoce el efecto de un extracto de semilla de citricos al utilizarlo dentro
del envase de un embutido. Se seleccion6 como modelo de estudio un embutido carnico cuya
fecha de caducidad estaba cercana a vencer. A partir de un lote de 2.555 kg de jamon de carne
de conejo elaborado en el Taller de productos carnicos de la FES Cuautitlan, se obtuvieron 48
rebanadas de 5mm de espesor y se les determind la cantidad inicial de microorganismos
coliformes totales, bacterias aerobias y acido lacticas presentes. Durante la fase experimental,
se emplearon 6 tratamientos con las rebanadas, los cuales se asignaron de la siguiente manera:
el tratamiento 1 contenia 0% de ESC y envasado con vacio; el tratamiento 2 contenia 0% de
ESC y envasado sin vacio; el tratamiento 3 contenia 0.01% de ESC y envasado con vacio; el
tratamiento 4 contenia 0.01% de ESC y envasado sin vacio; el tratamiento 5 contenia 0.02%
de ESC vy envasado con vacio; y finalmente el tratamiento 6 contenia 0.02% de ESC y
envasado sin vacio. Una vez envasados, todos los lotes se almacenaron en refrigeracion a 4°C,
se procedi6o a la toma de muestras y se realizaron las pruebas microbioldgicas, para
microorganismos coliformes totales, bacterias aerobias totales en las muestras envasadas sin
vacio y bacterias &cido lacticas para las envasadas al vacio; en los dias 0, 1 y 7. Asi mismo, se
realizaron pruebas de colorimetria con un colorimetro Minolta CR-300 y de determinacion del
pH con un potenciometro OrionFiveStar. Los resultados obtenidos se analizaron en el
programa estadistico (DesigExpert 8.0.4 y MiniTab 15) mediante un analisis de varianza
(ANOVA), en el cual se incluy6 un andlisis factorial (p<0.05) para evaluar los cambios de
UFC/g de microorganismos (coliformes totales, mesofilos aerobios y BAL), pH y color. El
envasado al vacio combinado con 0.01% de antimicrobiano y almacenamiento refrigerado a
4°C, son las barreras y/o condiciones que mantuvieron la mejor calidad sanitaria de las
rebanadas de jamén de carne de conejo; asi mismo el uso de ESC no modifico
significativamente las caracteristicas del producto (pH y color).



INTRODUCCION

La carne es un producto altamente perecedero, el cual, a menos que sea correctamente
procesado, empaquetado, almacenado y distribuido, puede descomponerse rapidamente
debido al crecimiento de microorganismos y de este modo, constituir un riesgo a la salud del
consumidor (McDonald y Sun, 1999). Astiasaran y Martinez en el 2000 establecen que la
carne de conejo posee un contenido de proteinas de 20.8% (valor cercano a la de cerdo con
21.9% y pavo con 20.1%), es por ello que se puede utilizar para elaborar diversos productos,
como por ejemplo el jamon cocido (NOM-213-SSA1-2002, NOM-158-SCFI-2003).

En dicho producto puede haber un crecimiento de diversos tipos de microorganismos debido a
factores intrinsecos (pH, Aw, antimicrobiano y microbiota inicial) y extrinsecos (parametros
de procesamiento, almacenamiento, distribucion y condiciones de mostrador y flora
microbiana) (McDonald y Sun, 1999). Las bacterias aerobias y BAL (NOM-092-SSA1-1994;
ICMSF, 1985) pueden estar presentes en el jamon; el recuento de estos nos permite estimar la
flora total pero sin especificar la variedad de especies y tipos diferenciables por sus
necesidades nutricionales. La prevalencia de microorganismos como bacterias aerobias, BAL
y coliformes, en un alimento, provoca que la vida de anaquel sea corta (ICMSF, 1985); asi
mismo la calidad sanitaria del producto refleja las condiciones higiénicas de la materia prima
y la forma en cédmo fue manipulada durante la elaboracion del producto (NOM-113-SSA1-
1994). Es muy importante identificar los puntos de control necesarios, en la cadena de
elaboracion y suministro que permitiran garantizar la inocuidad de un producto alimenticio;
por ejemplo la contaminacion procedente de las manos de los operadores que manipulan y
envasan los productos carnicos después de procesados, deficientes practicas de desinfeccion
de instalaciones, el control inadecuado de las temperaturas de almacenamiento, el equipo
contaminado (debido a deficiencias en la limpieza o desinfeccién), los utensilios para la
elaboracion de alimentos y la higiene en los puntos de venta (ICMSF, 1985) afectan la calidad

sanitaria del producto y por ende al consumidor.

Dentro de los aspectos de tipo tecnoldgico, que pueden ser empleados para contrarrestar el
efecto nocivo de la presencia de microorganismos (como los anteriormente indicados), puede
sefialarse, por ejemplo, la conservacion a temperaturas bajas (refrigeracion), misma que ha
sido tradicionalmente aplicada para extender la vida de anaquel, pero que puede resultar
insuficiente por si sola. Si bien, la combinacion de temperaturas bajas con un envasado al
vacio (ausencia de aire) puede constituirse en una buena opcién para retardar o detener la

multiplicacién de los microorganismos (Frazier, 2000). Varias investigaciones, en productos

\"



carnicos cocidos, han demostrado que atmdsferas con ausencia de oxigeno aumentan la vida
util (Kotzekidou y Bloukas, 1996).

Por lo mencionado anteriormente, surge la necesidad de aplicar intervenciones adicionales
naturales de conservacion, como el uso de antimicrobianos que garanticen la inocuidad de los
productos. En ese sentido, se ha encontrado, por ejemplo que el limén y la naranja dulce
contienen compuestos como el linalol y el citral, los cuales presentan efectos antimicrobianos
contra microorganismos de interés sanitario en alimentos, tales como Campylobacterjejuni, E.
coli. O:157H:7, Listeria monocytogenes, Bacilluscereus y S. aureus (Fisher y Phillips, 2007).
Asi mismo, algunos estudios han demostrado que las bacterias Gram positivas son mas
sensibles a los aceites esenciales que las bacterias Gram negativas. De acuerdo con lo
anterior, el objetivo de la presente investigacion es el caracterizar el posible efecto benéfico
del uso de extracto de semillas de citricos (de toronja y naranja) en el control de coliformes

totales, bacterias aerobias y BAL.

Vi
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1.1 ANTECEDENTES DE LA CARNE

La carne ha formado parte de la dieta humana desde la prehistoria y la aparicion de la caza.
Posteriormente, la cria de animales domésticos se convierte en una parte importante de la

agricultura aunque la caza sigue teniendo importancia hoy en dia en algunas sociedades.

La naturaleza perecedera de la carne, e inicialmente su alta estacionalidad llevé al desarrollo
de los primeros métodos de conservacion, como el secado y el curado. Mas tarde, el costo y
las demandas de una poblacion creciente dieron lugar al desarrollo de productos, incluidos los
embutidos y pasteles de carne, que permiten la utilizacion de todas las partes del animal
(Varnam y Sutherland, 1995).

Antes la elaboracion de productos carnicos era exactamente un arte que se transmitia de
generacion en generacion. Hoy, el desarrollo de nuevos productos y el mejorar los antiguos

constituyen una ciencia.

En la Gltima década, especialmente, se ha incrementado la demanda de nuevas tecnologias y
nuevos productos a la industria procesadora de alimentos. Los patrones de consumo de
alimentos han cambiado fuertemente en la sociedad actual. La disponibilidad de ciertos
productos, los gustos del consumidor, los estilos de vida, el poder de compra, la presion de los
medios de comunicacion, la percepcion de los consumidores sobre seguridad alimentaria —
inocuidad, en relacién con la presencia de contaminantes de diversa naturaleza-, son algunos
de los factores que han influenciado ese cambio. Es notorio que los consumidores actuales
desean alimentos que satisfagan sus percepciones de alta calidad y facil preparacion (Hui,
2006).

No sélo debe buscarse el mejorar la eficacia productiva de los alimentos, si no que si se

pretende que los consuma el hombre debe conservarse su calidad (Forrest, 1979).

En consecuencia, la meta perseguida es triple: la produccion eficaz de alimentos de gran
calidad que sean ademas aceptados por la poblacion a que van destinados (Forrest, 1979).
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1.2 PROCESAMIENTO PRIMARIO DE LA CARNE

La carne se contamina por contacto con el pelo, piel, patas, contenido estomacal y entérico,
fabrica y equipo de la misma, manos y ropas de los operarios, agua utilizada para el lavado de
la canal y del equipo e, incluso, aire de las zonas de procesado y almacenamiento. El
procesado primario de la carne consiste en el sacrificio, desollado y evisceracion,
refrigeracion y despiece. La flora inicial viene determinada principalmente por la
contaminacion superficial ocurrida durante estas operaciones (ICMSF, 1983).

Sacrificio. La alteracion bacteriana tisular profunda (“hueso hendido”) se ha atribuido a la
multiplicacién de bacterias intrinsecas procedentes del intestino; sin embargo, si se toman
precauciones de asepsia, de tejidos de los animales sanos pueden obtenerse muchas muestras
estériles, 1o que indica que el nimero de microorganismos presentes en la masa tisular es
normalmente muy pequefio, aproximadamente 1/10 a 100 por gramo. Las bacterias pueden
llegar a la profundidad tisular con la corriente sanguinea, como consecuencia de la
contaminacion del cuchillo de degollar, pero la facilidad con que pueden obtenerse tejidos
estériles de animales sacrificados en el matadero por el sistema corriente, indica que la
contaminacion por el sistema sanguineo es pequefia (ICMSF, 1983).

Preparacién de la canal. La principal y primera fuente de contaminacion de la carne es la
piel del animal que se estd faenando y las de los animales proximos a él. Entre los
microorganismos de este origen se incluye la flora normal de la piel (Staphylococcus,
Micrococcus, Pseudomonas, levaduras y mohos) asi como entre otros de origen fecal y del
suelo. La practica de deshuesar la canal antes de que se enfrie (“deshuesado en caliente™)
permite una refrigeracion mas rapida lo que implica una menor multiplicacion bacteriana
(ICMSF, 1983).

Refrigeracion. El efecto de la refrigeracion en la flora microbiana depende de varios factores;
la refrigeracion réapida a temperatura bajas con aire a gran velocidad y baja humedad puede
reducir la carga bacteriana. En condiciones menos rigurosas puede tener lugar el crecimiento
de los microorganismos psicrotrofos alterandose asi la proporcion de psicrotrofos/mesofilos.
El tiempo que la canal permanece en la cadmara de refrigeracion puede tener mas efecto en la
poblacién microbiana que la temperatura de refrigeracion (ICMSF, 1983).

Despiece y deshuesado. La contaminacion de la carne durante el despiece, deshuesado y
envasado depende de las condiciones locales; durante estas operaciones la carne se manipula
mucho, exponiéndose al aire nuevas superficies, lo que hace a la carne mas sensible a la
contaminacion (ICMSF, 1983).
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1.2.1 CARNE DE CONEJO

Conejo doméstico de acuerdo a la NMX-FF-105-SCFI-2005 se define como, animal
doméstico (Oryctolaguscuniculus); es un mamifero que pertenece al orden Lagomorphay a la

familia de los Leporidos.

La Procuraduria Federal del Consumidor (PROFECO), considera que entre las principales
razones por las que este carnico se consume poco en México, destacan la falta de promocion,

comercializacion y diversos factores culturales.

Lo anterior se refleja en un desconocimiento de sus propiedades nutrimentales, pues la carne
de conejo es adecuada para toda la familia dado su contenido de &acidos grasos
poliinsaturados, proteinas, vitaminas y minerales. Astiasaran y Martinez en el 2000 establecen
que la carne de conejo posee un contenido de proteinas de 20.8% (valor cercano a la de cerdo
con 21.9% y pavo con 20.1%). También es superior en aporte de vitamina E (0. 70 mg). Hay
que recordar que esta vitamina es antioxidante y protege las membranas celulares del sistema
nervioso, glébulos rojos, células musculares y de sistema cardiovascular. Asi mismo, el bajo
nivel de grasas saturadas, escaso contenido de sodio y alto de potasio de la carne de conejo, la
hacen apropiada para la dieta de personas con problemas cardiovasculares, hipertension,
colesterol o &cido urico. En comparacion con la carne de pollo, la de conejo tiene una
proporcion menor de acidos grasos saturados y una mayor de acidos grasos insaturados y de
colesterol (Aguilar, 2005).

De acuerdo con la FAO, los conejos tienen propiedades Unicas como alimento y para el

comercio, por ejemplo:

e Lacarne es muy nutritiva, con poca grasa y colesterol, y es abundante en proteinas.

e Como los animales son herbivoros, no compiten con las personas por los alimentos, y
se adaptan con facilidad a distintos medios.

e Para la crianza de conejos los costos de inversion y mano de obra son bajos, y los
miembros mas vulnerables de las familias pueden ocuparse de cuidarlos.

e Son muy productivos, porgue tienen hasta 40 crias al afio, en comparacion con 0.8 del
ganado vacuno y 1.4 del ovino (FAO, 1999).
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1.3 PRODUCTOS CARNICOS

De acuerdo a la NOM-213-SSA1-2002 se definen como a los elaborados a partir de carne,
visceras, estructuras anatomicas, sangre o sus mezclas, provenientes de mamiferos o aves, que

pueden someterse a ahumado, coccion, curacion, desecacion, maduracion, salado, entre otros.

1.3.1 PRODUCTOS CARNICOS COCIDOS

La NOM-213-SSA1-2002 los define como los elaborados con carne, visceras, sangre o sus
mezclas, curados o0 no, que son sometidos a proceso térmico. Pueden presentarse enteros, en

cortes, emulsionados o troceados.

1.3.1.1 JAMON O JAMON DE PIERNA

Conceptos que pueden ser utilizados indistintamente para denominar al producto alimenticio,
elaborado exclusivamente con la carne de las piernas traseras del cerdo Suisscrofadomesticus,
declarados aptos para el consumo humano por la autoridad responsable, de acuerdo a los
criterios y especificaciones generales que se establecen en el cuerpo de la NOM-158-SCFI-
2003.

1.3.1.2 JAMON DE CARNE DE CONEJO

Se define como un producto alimenticio, elaborado exclusivamente con la carne de las piernas

traseras y los lomos de la canal de conejo.

1.3.1.2.1 DESCRIPCION DE LA ELABORACION DE JAMON DE CARNE DE
CONEJO

Para la elaboracion de jamon de carne de conejo la materia prima principal son las piernas y
los lomos de la canal de conejo. El porcentaje de pulpa extraido de la canal es de un 55 a un

60% Y de esto sblo el 65% se destina a la elaboracion de jamon.

¢ Recepcion de materia prima
Los bloques de pulpa se descongelan pasandolos de la camara de congelacion a la cAmara de
refrigeracion por al menos 24h antes de ser procesadas; esto con el fin de reducir las mermas
por descongelacion. La temperatura de la pulpa no sobrepasara el rango de 2 a 4°C y el valor

de pH se encontrard en 5.6 a 5.8.



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN | UNAM

+«+ Acondicionamiento de la materia prima

Los blogues seran cortados con cuchillos a manera de lonjas de unos 3cm de ancho.

« Tenderizado
Las lonjas se hacen pasar por la maquina tenderizadora varias veces para favorecer la mezcla
con las sales y la extraccion de las proteinas solubles en sal. Este paso es critico, ya que si no
se realizé eficientemente la extraccion de las fascias, sera pobre la extraccion de las proteinas

debido a lo cerrado del musculo, aun pasandolo por la tenderizadora.

¢ Preparacion de la salmuera
Se prepara la salmuera con la mezcla de los siguientes ingredientes: cloruro sédico, nitrito y
nitrato de potasio, fosfato, azlcar, glutamato monosodico y acido ascorbico; la salmuera al ser
adicionada a la carne debe tener una temperatura por debajo de los 4-5°C.

s Masajeo
La absorcion de la salmuera en la pulpa de la carne de conejo se acelera y mejora en gran
medida por la accién mecanica. A la par de esta accion se da la extraccion de la miosina, la
cual favorecera durante la coccion la accion ligante de la carne. EI masajeo consiste en frotar
suavemente la superficie de una carne con otra o sobre la superficie de la masajeadora, esto se
realiza por al menos 24h con periodos de descanso, accion de vacio (0.8 bar) y una velocidad
de 90 RPM a 4°C.

< Embutido
El embutido se realiza mecanicamente en una embutidora Hollymatic con una boquilla de
salida de 2.54cm.

% Tratamiento térmico
El principal objetivo que se busca es el de eliminar la carga microbiana que esta presente en el
producto; ademés de modificar sus caracteristicas sensoriales. El tratamiento térmico se
realiza con fundas de cocimiento directo, estas se sumergen en agua a 80°C para garantizar
que el centro térmico de las piezas sea de 68°C y el tiempo de coccidn va en funcién del peso
(1h por kg).

< Enfriamiento
Finalmente los jamones se enfrian con agua a 10°C durante 20 minutos; posteriormente se

almacenan en refrigeracion a 2°C (Pérez, 2010).

La Figura 1, muestra el diagrama de bloques con las imagenes y condiciones necesarias
durante todo el proceso de elaboracion del jamon de carne de conejo.
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Figura 1. Diagrama de bloques ilustrado del proceso de elaboracion de jamoén de carne

de conejo
Fuente: Pérez, 2010.
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1.4 MICROORGANISMOS IMPORTANTES EN LA MICROBIOLOGIA DE LOS
ALIMENTOS

Los alimentos que consume el hombre, proceden basicamente de las plantas y animales o
productos derivados de los mismos, resulta comprensible que dichos alimentos puedan
contener microorganismos que interaccionen con ellos (Frazier, 2000). La alteracion
microbiana de los alimentos puede ser considerada simplemente como un intento por parte de
la flora de los alimentos de llevar a cabo el que parece ser su principal papel en la naturaleza
(Jay, 1996); sin embargo, simplemente desempefiando su funcién en la naturaleza, muchas
veces pueden convertir a los alimentos en no aptos para el consumo humano. Los
microorganismos pueden echar a perder un alimento porque se multiplican en él, porque
utilizan nutrientes, porque producen modificaciones enzimaticas, y porque le confieren
sabores desagradables mediante el desdoblamiento de determinadas sustancias 0 mediante la
sintesis de nuevos compuestos. Con el fin de evitar esto, se reduce al minimo el contacto entre
los microorganismos y los alimentos (prevencion de la contaminacién) y también se elimina a
los microorganismos que contienen, o por lo menos se adaptan las condiciones de su

almacenamiento para evitar que en ellos se multipliquen los microorganismos (conservacion).

1.41 MOHOS

El término moho se suele aplicar para designar a ciertos hongos filamentosos multicelulares
cuyo crecimiento en la superficie de los alimentos se suele reconocer facilmente por su
aspecto aterciopelado o algodonoso. La parte principal de su crecimiento suele tener un
aspecto blanco, aunque puede tener colores distintos, color oscuro o color de humo (Frazier,
2000).

1.4.1.1 CARACTERES MORFOLOGICOS

La morfologia de los mohos, es decir, su forma y su estructura, conceptuadas mediante sus

observaciones macroscopicas y microscopicas, se utilizan para identificarlos y clasificarlos.

Hifas y micelo. El talo de los mohos esta formado por una masa de filamentos ramificados y
entrelazados llamados hifas, denominandose micelo al conjunto de estas hifas. Son las
encargadas, ya sea de la nutricion del moho o de producir 6rganos reproductores. Las hifas

pueden ser transparentes, aungue algunas son de color oscuro o bien tienen color de humo.

Organos o estructuras reproductores. Los mohos son capaces de crecer a partir de un trozo

de micelo trasplantado. Se reproducen principalmente por medio de esporas asexuales.
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Esporas asexuales. Son de tamafio pequefio, ligeras, y resistentes a la desecacion. Se
diseminan facilmente por la atmdésfera para sedimentar y originar el talo de in nuevo moho en
aquellos lugares en los que encuentran condiciones favorables. Los 3 principales tipos son:

conidios, artroesporas u oidios y esporangiosporas.

Esporas sexuales. Los mohos capaces de producir esporas sexuales se clasifican segun el
modo con que se forman y el tipo de espora producido. Los no septados producen oosporas,

zigosporas, ascosporas Yy basidiospora (Frazier, 2000).

1.4.1.2 CLASIFICACION E IDENTIFICACION

Los principales criterios para identificar y clasificar los mohos son los siguientes:

1. Hifas septadas o no septadas.

2. Micelo transparente u oscuro (color de humo)

3. Micelo coloreado o inocoloro

4. Si se producen esporas sexuales y el tipo de las mismas; oosporas, zigosporas 0

ascosporas.

o

Tipo de esporas sexuales: esporangiosporas, conidios, o artrosporas (0idios)

6. Caracteres de la cabeza esporal
a. Esporangios: tamafio, color, forma y situacion
b. Cabezas esporales que poseen conidios: conidios simples, cadenas de conidios,

conidios gemantes, o acimulos de conidios; forma y disposicion de los esterigmas
o fialides; conidios unidos entre si por una sustancia gomosa.

7. Aspecto de los esporangioforos o conidioforos: simples o ramificantes y, si son
ramificados, tipo de ramificacion; tamafio y forma de la columela existente en el
extremo del esporangiéforo; conidiéforos separados o formando haces.

8. Aspecto microscopico de las esporas asexuales, sobre todo de los conidios: forma,
tamario, color; lisos o rugosos; monocelulares, bicelulares o pluricelulares.

9. Existencia de estructuras especializadas (o esporas): estolones, rizoides, células
basales, apdfisis, clamidosporas, esclerocios, etc.

Los principales mohos de importancia industrial son los siguientes: Mucor, Zygorrhynchus,
Rhizopus, Absidia, Thamnidium, Aspergillus, Penicillium, Trichothecium, Neurospora
(Monilia), Sporotrichum, Botrytis, Cephalosporium, Tricoderma, Spcopulariopsis, Pullularia,
Cladosporium, Helminthosporium, Alternaria, Stemphylium, Fusarium, Endomyces,

Monascus, Sclerotinia.
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1.42 LEVADURASY HONGOS

Se refiere a aquellos hongos que generalmente no son filamentosos, sino unicelulares y de
forma ovoide o esferoide, y que se reproducen por gemacion o por fision. Las levaduras que

se encuentran en los alimentos pueden ser beneficiosas o perjudiciales (Frazier, 2000).

1.4.2.1 CARACTERES MORFOLOGICOS.

Forma y estructura. Puede ser desde esférica a ovoide, alimonada, piriforme, cilindrica,
triangular, e incluso alargada, constituyendo un verdadero micelo o un falso micelo. También
se diferencian en cuanto a su tamafio. Son partes observables de su estructura, la pared
celular, el citoplasma, las vacuolas de agua, los glébulos de grasa, y los granulos, los cuales

pueden ser metacromaticos, de albumina o de almidon.

Reproduccion. La mayoria se reproducen asexualmente por gemacion multicelular o por
gemacion polar, mecanismo de reproduccion mediante el cual una porcion de protoplasma
sobresale de la pared de la célula de la levadura y forma una protuberancia; esta
protuberancia, o yema, aumenta de tamafio y finalmente se desprende como célula de
levadura neoformada. Unas pocas especies de levaduras se reproducen por fisién, y una sola
se reproduce mediante una combinacion de los mecanismos de fision y de gemacién. La
reproduccion sexual de las levaduras “verdaderas” da lugar a la produccion de ascosporas,
desempenando la funcién de asca la propia célula de levadura. Las levaduras “falsas”, las
cuales no producen ascosporas ni otro tipo de esporas, pertenecen a los

Fungilmperfecti(Frazier, 2000).

1.4.2.2 PROPIEDADES FISIOLOGICAS

La mayoria de las levaduras crecen mejor con abundante aporte de humedad disponible. No obstante,
como quiera que muchas levaduras crecen mejor que la mayoria de las bacterias en sustratos que
contienen elevadas concentraciones de solutos (de azucar y sal), de ello se puede deducir que las
levaduras necesitan menos humedad que la mayoria de las bacterias pero mayor que los mohos. En
general, los azucares son la fuente energética mas apropiada para las levaduras, aunque las oxidativas,
por ejemplo las formadoras de pelicula, oxidan los &cidos organicos y el alcohol. Los nutrientes
utilizados por las levaduras varian desde compuestos sencillos, como los son el amoniaco y la urea,

aminoéacidos y polipéptidos(Frazier, 2000).
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Los principales géneros de levaduras de importancia industrial son los siguientes:

Levaduras silvestres. Schizosaccharomyces,Saccharomyces, Kluyveromyces, Zygosaccharomyces,

Pichia, Hansenula, Debaryomyces, Hanseniaspora.

Falsas levaduras. Torulopsis, Candida, Brettanomyces, Kloeckera, Trichosporon, Rhodotorula.

1.43 BACTERIAS

Las bacterias son microorganismosunicelulares que presentan diversas formas incluyendo
esferas (cocos), barras (bacilos) y hélices (espirilos). Las bacterias son procariotas y, por lo
tanto, a diferencia de las célulaseucariotas (de animales, plantas, etc.), no tienen el ndcleo
definido y presentan orgéanulos internos de locomocion. Generalmente poseen una pared
celular compuesta de peptidoglicano. Muchas bacterias disponen de flagelos o de otros

sistemas de desplazamiento y son mdviles (Frazier, 2000).

1.4.3.1 CARACTERES MORFOLOGICOS

Para la identificacion de las bacterias es necesario determinar la forma, tamarfio, agrupacion,
estructura y reacciones de tincion de las existentes en el mismo. La existencia de bacterias
provistas de capsulas o rodeadas de mucilagos, puede explicar la mucosidad o viscosidad de
un determinado alimento. Ademas, las cépsulas sirven para aumentar la resistencia de las
bacterias a las condiciones desfavorables. Las bacterias de los géneros Bacillus, Clostridium,
Desulfotomaculum,  Sporolactobacillus(bacilos)  ySporosarcina(cocos) comparten la
capacidad de producir endosporas. Las endosporas se forman en un determinado sitio del
interior de la célula, son muy resistentes al calor, a la luz ultravioleta y a la desecacién. La
esporulacion suele tener lugar al final de la fase de crecimiento logaritmico, posiblemente
como consecuencia del agotamiento de los nutrientes del medio, o de la acumulacion en el
mismo de productos resultantes del metabolismo de las células bacterianas. La formacion de
largas cadenas de células es tipica en determinadas bacterias porque, bajo determinadas
condiciones, forman agregados celulares. Resulta mas dificil destruir la totalidad de las
bacterias que forman parte de cadenas entrecruzadas o de agregados de tamafio considerable,

que destruir células bacterianas aisladas (Frazier, 2000).
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1.4.3.2 CARACTERES FISIOLOGICOS

Las reacciones de O-R utilizadas por las bacterias para obtener energia de los alimentos
(hidratos de carbono, otros compuestos de carbono, compuestos sencillos de carbono y de
nitrégeno, etc.) originan, como productos resultantes de las mismas, &cidos organicos,

alcoholes, aldehidos, acetonas y gases.

Los géneros méas importantes de bacterias presentes en los alimentos son: Acetobacter,
Aeromonas, Alcaligenes, Alteromonas, Arthrobactr, Bacillus, Brevibacterium, Brochotrix,
Campylobacter, Clostridium, Corynebacterium, Desulfotomaculum, Enterobacter, Erwinia,
Escherichia, Flavobacterium, Gluconobacter, Halobacterium, Klebsiella, Lactobacillus,
Leuconostoc, Listeria, Microbacterium, Micrococcus, Mycobacterium, Pediococcus,
Photobacterium, Propionibacterium, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Serratia, Shigella,
Sporolactobacillus, Sporosarcina, Staphylococcus, Streptococcus, Streptomyces, Vibrio y

Yersinia.

14321 COLIFORMES Y GRUPO DE COLIFORMES FECALES

Los coliformes son bacilos cortos no esporuladas, Gram negativos, que se han definido como
bacterias aerobias o anaerobias facultativas que fermentan la lactosa con produccién de gas.
Los coliformes se usan como indicadores de contaminacion en el agua porque se encuentran
en gran numero en el tracto intestinal de humanos y animales (Madigan, 2003). Las
principales especies de bacterias coliformes son Escherichiacoli, Klebsiellaspp vy
Enterobacteraerogenes; no obstante, las especies que es posible que se ajusten a estos
criterios, son mas de veinte, encontrandose entre las mismas especies de otros géneros de la
familia Enterobacteriaceae e incluso especies de Aeromonas. El grupo de coliformes fecales
incluye a los coliformes capaces de crecer a temperatura elevada (44.5 ¢ 45°C). El primer
objetivo de las pruebas de incubacion a temperatura elevada fue la diferenciacion de los
coliformes de origen fecal de los que no tienen origen fecal. Las denominaciones “coliforme
fecal” y “coliforme” no tienen validez taxondmica; estos términos sirven mas bien para
designar a grupos de bacterias capaces de crecer en condiciones experimentales especificas
(Frazier, 2000).

Algunas propiedades que determinan que las bacterias coliformes sean importantes en las

alteraciones que experimentan los alimentos son:
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- Su capacidad para crecer en sustratos muy distintos y para utilizar como fuente de energia
algunos hidratos de carbono y algunos otros compuestos organicos y, como fuente de
nitrégeno, algunos compuestos nitrogenados bastante sencillos.

- Su capacidad para sintetizar la mayoria de las vitaminas que necesitan.

- La capacidad de las bacterias de este grupo para crecer perfectamente dentro de un intervalo
de temperaturas bastante amplio, desde temperaturas inferiores a 10°C hasta una
temperatura proxima a los 46°C.

- Su capacidad para producir importantes cantidades de acido y gas a partir de azucares.

- Su capacidad para producir sabores desagradables, definidos a veces como “a sucio”.

- La capacidad de E. aerogenes para producir mucosidad o viscosidad.

1.4.3.2.2 MESOFILOS AEROBIOS

A este grupo pertenece una gran cantidad de microorganismos capaces de desarrollarse entre
20 y 37°C. Este grupo de bacterias, son indicadoras del valor comercial de un alimento, de la
presencia de bacterias patdgenas, de las condiciones higiénicas en las que ha sido manejado el

producto y predice la vida anaquel del mismo (Frazier, 2000).

1.4.3.2.3 BACTERIAS ACIDO LACTICAS

La propiedad mas importante de las bacterias lacticas es su capacidad para fermentar los
azucares con produccion de &cido lactico. Esta propiedad puede ser beneficiosa en la
fabricacion de algunos productos. Estas bacterias producen &cido répida y normalmente en
cantidades importantes, por lo que no dan oportunidad a que crezcan otros microorganismos
competitivos. Las principales bacterias de este grupo pertenecen a los géneros Leuconostoc,
Lactobacillus, StreptococcusyPediococcus. En cuanto a sus exigencias de crecimiento, las
bacterias acido-lacticas necesitan aminoacidos preformados, vitaminas de grupo B, y bases

puaricas y pirimidimicas

1.5 MICROBIOLOGIA DE LA CARNE Y DE LOS PRODUCTOS
CARNICOS

Con la excepciodn de la superficie externa y de los tractos digestivo y respiratorio, los tejidos
animales sanos contienen pocos microorganismos; los mecanismos de defensa animal
controlan con eficacia los agentes infectivos en los animales sanos vivos; sin embargo, esta
defensa falla después de la muerte (ICMSF, 1983).

13
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La superficie externa del animal (piel, pezufias y pelo) contiene una gran cantidad y varias
especies de microorganismos procedentes del suelo, agua, piensos y del estiércol, asi como su
propia flora intestinal; es por ello que la principal contaminacion, de la carne, se debe a causas
externas durante las operaciones de sangria, manipulacién y preparaciéon de la canal. Asi
mismo el equipo especializado, como son las picadoras, las embutidoras y empaquetadoras, y
los ingredientes que se emplean para elaborar determinados productos carnicos, por ejemplo
las tripas y las especias, es posible que aporten importantes cantidades de microorganismos

perjudiciales (Tabla 1).

Tabla 1. Microorganismos aislados con frecuencia en las carnes.

Producto Microorganismos aislados

Carne fresca 'y Bacterias:

refrigerada Acinetobacter, Moraxellla, Pseudomonas, Aeromonas,
Alcaligenes y Micrococcus

Mohos:

Cladosporium, Geotricum, Sporotrichum, Mucory Thamnidium
Levaduras:

Candida, Torulopsis, Debaryomyces, y Rhodotorula

Carnes tratadas y Bacterias:

curadas Lactobacillus y otras bacterias lacticas, Acinetobacter, Bacillus,
Micrococcus, Serratiay Staphylococcus

Mohos:

Aspergillus, Penicillum, Rhizopus, y Thamnidium

Levaduras:

Debaryomyces, Torula, Torulopsis, Trichosporon y Candida

Fuente:Frazier, 2000.

En embutidos, los microorganismos que los alteran pueden crecer en la superficie de la tripa,
entre la tripa y la carne en ella contenida, o en el interior. La multiplicacion de los
microorganismos entre la tripa y la carne que esta contiene, se encuentra favorecida por la
acumulacion de humedad en esta parte durante la coccidn en el caso de que la tripa sea
permeable al agua. El mucilago de la superficie de la carne o el existente entre ambas tripas

lo originan principalmente Micrococcus.

La naturaleza de estos productos carnicos y los procedimientos que se utilizan en la
preparacion de algunos de ellos lo hacen relativamente insensibles a la alteracion por la
mayoria de las bacterias. Los jamones curados cocidos experimentan un tipo de alteracion
diferente al tipo de alteracion que experimentan los jamones frescos y ahumados. Esto debido
principalmente al hecho de que las soluciones conservantes que se bombean al interior de los

jamones contiene azucares que son fermentados por la flora propia del jamon y también por
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los microorganismos existentes en la solucion conservante y que son bombeados al interior de
este producto carnico, como por ejemplo, Lactobacillus. Los azucares son fermentados para
producir alteraciones que se conocen con la denominacion de “agriado” de varios tipos,
dependiendo de su localizacion dentro del jamon; los tipos mas importantes de alteracion van
desde protedlisis relativamente inodora a la verdadera putrefaccion con sus olores
extraordinariamente desagradables a mercaptanos, a sulfuro de hidrogeno, a aminas, a indol,
etc, pudiendo ser producido por una gran cantidad de bacterias psicrotrofashalotolerantes.
Como causa de los agriados del jamon han sido implicados un gran ndmero de géneros
bacterianos entre los cuales se incluyen Acinetobacter, Bacillus, Pseudomonas, Lactobacillus,
Proteus, Micrococcusy Clostridium(Frazier, 2000).

En la carne preparada higiénicamente el nimero de microorganismos patdgenos es muy
pequefio y su microflora esta formada fundamentalmente por especies saprofitas. Los mas
numerosos son los bacilos Gram-negativos y los cocos; entre los saprofitos se incluyen
Acinetobacter, Aeromonas, Alcaligenes, Flavobacterium, Moraxella, Corineformes y
Pseudomonas, asi como varias Enterobacteriaceae. Los micrococos que se detectan
facilmente en las canales frescas son principalmente Micrococcusspp. yStaphylococcusspp.
Hay un pequefio numero de estreptococos fecales; las bacterias acido lacticas,
Brochotrixthermosphactum y varias especies de Bacillus se encuentran al principio en nimero
escaso (ICMSF, 1983).

El deterioro de los alimentos puede deberse a los cambios bioquimicos propios de la carne
que producen modificaciones del sabor por degradacién o por sintesis de nuevos compuestos;
ademas de la presencia de microorganismos. Las condiciones imperantes en el ambiente
afectan de diversas maneras. Estas condiciones o factores se pueden clasificar en intrinsecos y

extrinsecos (Génzle y col., 1999).

Los factores intrinsecos y extrinsecos que contribuyen al desarrollo de los microorganismos y
el conocimiento acerca de la naturaleza de los alimentos permiten decidir entre las diferentes
estrategias de conservacién. Entre ellas puede encontrarse la utilizaciéon de aditivos como los
nitritos, acidos organicos, empleo de atmdsfera controlada, radiaciones y mas recientemente

altas presiones, bacteriocinas y cultivos bioconservadores (Ganzle y col, 1999).
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151 FACTORES QUE INFLUYEN EN EL CRECIMIENTO DE
MICROORGANISMOS EN LA CARNE

De acuerdo a Vittadini y Chinachoti en el 2003, la combinacion e interaccion de los factores
intrinsecos (composicion del alimento, pH, acidez, actividad de agua (Aw), potencial redox,
temperatura del alimento, inhibidores naturales, microorganismos competitivos, contenido de
solidos, viscosidad y movilidad molecular) y extrinsecos (temperatura, humedad relativa,
composicion y proporcion de la atmosfera gaseosa, intensidad de la luz, caracteristicas de
envasado, almacenamiento, distribucion y condiciones de mostrador) determina la

microbiologia de la carne (Tabla 2).

Tabla 2. Factores intrinsecos y extrinsecos que afectan el crecimiento microbiano en
carnes curadas y cocidas.

INTRINSECOS
Tipo y nivel de adicién de carbohidratos que a su vez permiten el
pH crecimiento de microorganismos lacticos, uso de acidulantes o de
fosfatos.
Aw Sal de la solucion de salmuera y presencia de azucar.

Contenido de humedad inicial y final de la carne.

Nitrito residual en producto final afectado por pH del producto,
temperatura y tiempo de procesamiento y almacenamiento.

Nivel de sal adicionada curado.

Uso de ascorbato, fosfato u otros aditivos, tales como sabor humo.
Tipo de carne usada.

Tecnica de sacrificio empleada.

Instruccién y manipulacion higiénica del personal.

Buenas préacticas de manufactura.

Antimicrobianos

Microbiota inicial

EXTRINSECOS

Parametros de Métodos de coccion y enfriamiento.

procesamiento Tiempos y temperaturas alcanzados.

Almacenamiento, | Tiempo. Temperatura. Humedad relativa. Historias de empacado y
distribuciény atmosfera.

punto de venta.

Tipo y nivel de flora microbiana natural que permanece en el
Flora microbiana | producto después del proceso.

Contaminacion post proceso.

Fuente: McDonald y Sun, 1999.

1.5.1.1 FACTORES INTRINSECOS AL ALIMENTO

En seguida se presentan algunos de los mas importantes parametros en el desarrollo de

microorganismos en alimentos.
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1.5.1.1.1 COMPOSICION DEL ALIMENTO

Los microorganismos requieren de nutrientes para llevar a cabo su crecimiento y funciones
adecuadamente, los cuales obtienen de los alimentos. Dichos nutrientes son agua, azUcares,
grasas, proteinas, vitaminas, factores de crecimiento y minerales. El agua se requiere para
llevar a cabo todas sus funciones metabolicas al ser el componente principal de la célula

microbiana.

Como fuente de energia, los microorganismos pueden utilizar a los azlcares, ésteres,
alcoholes, péptidos, aminoacidos, acidos organicos y sus sales. Las grasas son también usadas
como fuente de energia, pero estos componentes son degradados solo por un pequefio nUmero

de microorganismos (Ray y Daeschel, 1992).

La fuente primaria de nitrogeno utilizada por los microorganismos son los compuestos
solubles, como los aminoacidos. En general, estos compuestos simples son utilizados primero,
antes de atacar compuestos mas complejos como proteinas de alto peso molecular (Gould,
2000).

151.1.2 pH

El pH de un alimento es uno de los principales factores que determinan la sobrevivencia y el
crecimiento de los microorganismos durante su procesamiento, almacenaje y distribucion
(Baumgart, 1990). Girard (1991) encontrd que el intervalo de pH para carne de res después de
rigor mortis es de 5.1 a 6.2, con un promedio de 5.6, mientras que los intervalos para cordero

y cerdo, son de 5.4 a 6.7, y de 5.3 a 6.9 respectivamente.

Se ha demostrado que existe una relacion altamente significativa entre el pH y el crecimiento
de microorganismos, dandose esta relacion en dos sentidos. El crecimiento de
microorganismos se ve afectado por el pH prevalente en el medio ambiente; o bien, que la
variacion en el pH es debida al crecimiento de microorganismos capaces de alcalinizar o

acidificar el medio por la produccion de metabolitos (Rivera, 2005).

15.1.1.3 ACTIVIDAD DE AGUA (Aw)

La Aw, también llamado coeficiente de actividad del agua, constituye el agua no ligada
aprovechable por los microorganismos y representa un factor muy importante para su

proliferacion en los alimentos. La mayoria de las bacterias saprofitas no crecen en
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Awinferiores a 0.91, mientras que los mohos pueden crecer en Aw de 0.80; para el caso de las
levaduras, éstas requieren de Aw entre 0.88 (Frazier, 2000). Con respecto a bacterias
contaminantes de alimentos, Staphylococcusaureus puede presentar crecimiento en Aw de
0.86, mientras que Clostridiumbotulinum no puede crecer en Aw inferiores a 0.94. A estos
conceptos se pueden citar algunas excepciones, como que, el valor minimo de Aw reportado
para bacterias haldfilas es de 0.75, mientras que mohos xerofilos y levaduras osmofilas tienen

reportado un crecimiento en valores de Aw de 0.65 y 0.61 respectivamente (Blom, 1997).

Los valores minimos reportados para el crecimiento de algunos microorganismos en
alimentos son presentados en la Tabla 3. El efecto general al reducir la Aw por debajo del
nivel 6ptimo es que se alarga la fase de latencia y se disminuye la velocidad de crecimiento y
la poblacion total de microorganismos. Este efecto puede ser esperado como resultado de
influencias adversas de la disminucion de agua en todas las actividades metabdlicas dado que

todas las reacciones quimicas de la célula requieren de un medio acuoso (Clavero, 1996).

Tabla 3. Valores minimos aproximados de Aw para el crecimiento de microorganismos
importantes en alimentos.

ORGANISMO | Aw ORGANISMO | Aw
GRUPOS GRUPOS

Bacterias 0.91 | Bacterias halofilas 0.75
Levaduras 0.88 | Hongos xerofilos 0.65
Hongos 0.80 | Levaduras osmdfilas 0.61

ORGANISMOS Aw ORGANISMOS Aw

ESPECIFICOS ESPECIFICOS
Clostridiumbotulinum, tipo E 0.97 | Candidascottii 0.92
Pseudomonasspp. 0.97 | Trichosporonpullulans 0.91
Acinetobacterspp. 0.96 | Candidazeylanoides 0.90
Escherichiacoli 0.96 | Staphylococcusaureus 0.86
Enterobacteraerogenes 0.95 | Alternariacitri 0.84
Bacillussubtilis 0.95 | Penicilliumpatulum 0.81
Clostridiumbotulinum tipos Ay B 0.94 | Aspergillus glaucus 0.70
Candidautilis 0.94 | Aspergillus conicus 0.70
Vibrio parahaemolyticus 0.94 | Aspergillus echinulatus 0.64
Mucorspinosus 0.93 | Xeromycesbisporus 0.61

Fuente: Jay, 1996.

15.1.1.4 TEMPERATURA DEL ALIMENTO
Los microambientes en los productos alimentarios cambian constantemente debido a las
reacciones catalizadas por sistemas de enzimas, las cuales producen calor, consumen oxigeno

y liberan dioxido de carbono y otros gases. Todos estos cambios ocasionan variaciones en la
18
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temperatura que, a su vez, afectan el crecimiento y desarrollo de los microorganismos
(MacDonald y Sun, 1999).

1.5.1.2 FACTORES EXTRINSECOS DE LOS ALIMENTOS

Los factores extrinsecos de los alimentos son propiedades del ambiente de almacenamiento,
que afectan tanto a los alimentos como a sus microorganismos, puesto que determinan cudl de
los presentes en un alimento es la especie dominante y que tipo de alteracion genera. Los méas
importantes son temperatura de almacenamiento, humedad relativa, composicion Yy

proporcion de la atmosfera gaseosa e intensidad y longitud de onda de luz (Jay, 1996).

15.1.21 TEMPERATURA DE ALMACENAMIENTO

La temperatura es uno de los factores ambientales mas importantes que influyen en el
crecimiento y sobrevivencia de los microorganismos. Asi, encontramos que para cada
microorganismo hay una temperatura minima y una maxima, por debajo o por encima de las
cuales resulta dificil el crecimiento, asi como una temperatura 6ptima en la que se da el
crecimiento mas rapido. En lo referente a microorganismos toxicogénicos, también se
produce un efecto directo sobre la posibilidad de que éstos produzcan su toxina o no de
acuerdo a la temperatura prevalente en el alimento. Dependiendo del intervalo de temperatura
de crecimiento se pueden distinguir cuatro grupos fisiologicos fundamentales de
microorganismos (Tabla 4) (Rivera, 2005).

Tabla 4. Limites aproximados de temperatura para el crecimiento de microorganismos.

TEMPERATURA °C
GRUPO MINIMA OPTIMA MAXIMA
Psicrotrofos -5a5 25a30 30a35
Psicréfilos -5ab 12- 15 15a20
Mesofilos 5al15 30a45 35 a 47
Termofilos 40 a 45 55a75 60 a 90

Fuente: ICMSF, 1983

1.5.1.2.2 ATMOSFERA GASEOSA
El crecimiento de los microorganismos sobre los sustratos carnicos puede ser alterado
mediante la modificacion de la composicién de los gases (oxigeno y didxido de carbono)

presentes en la atmdsfera que rodea al alimento.

a) Efecto del oxigeno
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El oxigeno es toxico para todo tipo de vida si la presién parcial es suficientemente alta. Dicha
toxicidad se puede dar por: inactivacion de ciertas enzimas, incremento en la generacion de
perdxido de hidrogeno, oxidacion de los lipidos de la membrana y produccion in vivo de
radicales superdxido. La presion parcial de oxigeno en el aire, generalmente es toxica para
microorganismos anaerobios ya que no tienen sistemas eficientes para eliminar los radicales

generados a partir del oxigeno (Tabla 5) (Molins, 1993).

Tabla 5. Clasificacion de los microorganismos segun sus necesidades de O,.
CLASIFICACION NECESIDADES DE O, EJEMPLO
Bacillus,Pseudomonas,
Micrococcus,

. . Crecen solo en presencia de
Aerobios Estrictos P

oxigeno ;
g Flavobacterioum y Mohos
Anaerobios Crecen solamente en ausencia de .
. ; Clostridiumspp.

Estrictos oxigeno

. . Staphylococcus,
Anaerobios Capaces de crecer en ausencia o pny

8 ) , Streptococcus,
Facultativos presencia de oxigeno

Bacillus,Enterobacterias
Crecen en medios con una tension | LactobacillusStreptococcus
de oxigeno menor que la del aire
Fuente: Ldpez y Pantoja, 1995.

Microarofilicos

15123 LUZ

Es uno de los factores de importancia, que incide en el crecimiento de microorganismos. La
penetracion de la radiacién ultravioleta es poca en los alimentos liquidos, e insignificante en
los alimentos soélidos, su principal aprovechamiento reside en la destruccién de
microorganismos suspendidos en el aire o que se encuentren sobre las superficies. Sin
embargo, los gérmenes pueden ser también resistentes si se encuentran cubiertos por capas de
sustancias protectoras (biopeliculas), tales como aerosoles o sobre superficies himedas o de

alimentos grasosos (Lépez y Pantoja 1995).

La radiacion ultravioleta es inadecuada para ser utilizada en ciertos alimentos ricos en grasa,
especialmente en grasas insaturadas puesto que acelera la formacion de olores a rancio debido
a su fuerte accion catalitica sobre la oxidacion de los lipidos. Es mas eficaz en las cAmaras de
refrigeracion para tratar carne de ovino o de res, pero no para la carne de cerdo. Ademas tiene
efecto sobre el color de la carne, ocasionando oscurecimiento de la misma (ICMSF, 1983 y
Molins, 1993).

20



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN | UNAM

1.5.1.3 BIOPELICULAS

Las biopeliculas son microcolonias de bacterias adheridas o fijadas a la superficie y
protegidas por una capa de azucares denominada exopolisacaridos, la cual es producida por

las mismas bacterias.

La bacteria cuya actividad quimica y fisica es independiente de las células vecinas es referida
como “planctonica” y tiene la habilidad de sujetarse por si sola a cualquier superficie de

forma irregular, tejidos de cuerpos suaves o duros y superficies lisas.

Una caracteristica comin de la biocapa bacteriana es que estd muy bien fija sobre la
superficie, y para eliminarla no basta con presion de agua y restregado, es necesario penetrar
la capa de azucares para poder eliminarla. Después de un periodo de tiempo (horas o dias), la
estructura interna de la biocapa crece o se define como una 0 mas microcolonias (puras o
mixtas), formando y construyendo canales de fluidos, para proveer nutrientes y oxigeno al
interior y remover desperdicios microbiolégicos hacia el exterior (Salgar, 2004).

A no ser que el equipo (picadoras, tenderizadoras, cortadoras, embutidoras, empaquetadoras,
etc.) que entra en contacto con los alimentos sea adecuadamente limpiado y desinfectado,
puede constituir una importante fuente de contaminacion de los alimentos con
microorganismos. Los microorganismos no sélo pueden persistir en la superficie del equipo,
sino que también puede aumentar su numero cuando el tratamiento ha sido deficiente.
Davidson en 2005 menciond que la limitacion de nutrientes, las tasas de red y las tasas de
reduccion del crecimiento puede modificar la sensibilidad de las bacterias a los

antimicrobianos de origen natural.

1.6 SUSTANCIAS USADAS PARA CONTROLAR LA CALIDAD SANITARIA DE
LOS ALIMENTOS

Las sustancias aprobadas, como antimicrobianos, de uso alimentario, son denominados como
“conservadores” y los conservadores quimicos son definidos por el Codigo Federal de
Regulaciones del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) en el Titulo 21
[apartado 101.22(a)(5)] como: “cualquier quimico que, cuando se agrega al alimento, tiende a
prevenir o retardar su deterioro, pero no incluye sal comun, azlcares, vinagre, especias 0
aceites extraidos de especias, sustancias adicionadas al alimento por su exposicién directa al
humo de lefia, o a las sustancias quimicas aplicadas por sus propiedades insecticidas o
herbicidas ” (FDA, 2010).
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La FDA define en la fraccion [21CFR 170.3(0)(2)],como agentes antimicrobianos a
“Sustancias usadas para conservar alimentos impidiendo el crecimiento de microorganismos y

en consecuencia deterioro, incluyendo fungistaticos, mohos e inhibidores de enlaces” (FDA,

2010).

La Tabla 6 presenta una clasificacion de algunos antimicrobianos aprobados en alimentos:

Tabla 6. Antimicrobianos aprobados por la FDA-USDA en el CFR 21 para su uso en

alimentos.

Componente

Objetivo microbiano

Aplicaciones primarias en
alimentos

Acido acético, acetato,
diacetato y acido
dehidroacético

Levaduras y bacterias

Productos de panificacion,
condimentos, productos
lacteos, aceites/grasas, carne y

salsas.
Acido benzoico y Levaduras Bebidas, product_os de frutas y
benzoatos margarina.
Dimetildicarbonato Levaduras Bebidas
Acido lactico y lactato Bacterias Carne y alimentos fermentados.
Lactoferrina Bacterias Carne

Queso, carnes cocidas y

Lisozima Clostridiumbotullinum oroductos de cerdo.
Nisina Clostridiumbotullinum Queso, carne cocidas y
y otras bacterias productos de cerdo
Sulfitos Levaduras y mohos Frutas, productos de fruta,

productos de papa y vinos.

Fuente: Davidson, 2005

Los conservadores quimicos mé&s utilizados en la elaboracion de jamén son los &cidos

organicos y los nitratos y nitritos.

1.6.1 ACIDOS ORGANICOS

La adicion de &cidos en los alimentos puede acortar los tiempos de esterilizacion durante el
tratamiento térmico, debido a la baja resistencia térmica de los microorganismos en los
alimentos acidos. El efecto inhibitorio de los acidos ha sido comparado en funcién al pH,
concentracion, longitud de cadena, tipo y grado de ramificacion para inhibir o matar una gran

variedad de microorganismos (Davidson, 2005).

Los microorganismos Y, en especial, las bacterias lacticas, producen una gama de sustancias
antimicrobianas cuyo valor ecoldgico es el de controlar a los competidores del ambiente
(Badui, 2006). El acido lactico y sus sales se han utilizado ampliamente en la industria de la

carne para aumentar el sabor y en la medida la vida atil del producto.
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El &cido acético y sus sales como el acetato de calcio, acetato de sodio, diacetato de calcio y
diacetato de sodio son considerados como sustancias generalmente reconocidas como seguras
(GRAS-por sus siglas en inglés). Segun el Codigo Federal de Regulaciones (CFR) de Estados
Unidos el diacetato de sodio puede ser utilizado como un agente antimicrobiano, agente que
aporte caracteristicas de sabor o como un agente de control de pH; los niveles méximos para
su uso en productos carnicos es de 0.1% (FDA, 2010).

1.6.2 NITRITOSY NITRATOS

En la elaboracion de embutidos céarnicos se emplean las sales de curacion, constituidas por
nitrito y nitrato de sodio o de potasio, cloruro de sodio, &cido ascorbico, fosfatos, azlcar y
otros. Los nitritos y nitratos actdan en dos sentidos: desarrollan el color caracteristico de las
carnes curadas e inhiben el Clostridiumbotullinum. Ademas, dadas sus propiedades

antioxidantes, contribuyen a estabilizar el sabor (Badui, 2006).

1.7 BIOCONSERVACION

El uso empirico de los microorganismos y/o de sus productos naturales para la conservacién

de los alimentos se le conoce como bioconservacion.

En bioconservacion, el periodo de conservacion se extiende y la seguridad se incrementa,
mediante el uso de la microflora natural o controlada, principalmente a partir de las bacterias
del &cido lacticas (BAL) y/o sus productos antimicrobianos como &cido lactico, bacteriocinas
y otros (Aymerich, 2008).

Las BAL pueden ejercer su antagonismo a través de la competencia por los nutrientes y/o la
produccién de varias sustancias antimicrobianas, tales como los acidos organicos (lactico y
acetico), dioxido de carbono, el peroxido de hidrégeno, el etanol diacetil y bacteriocinas.
Pueden ser una alternativa a los aditivos quimicos, a la refrigeraciéon y al envasado bajo
atmosfera modificada (MAP-ModifiedAtmospherePackaging), y actuar como obstaculos

adicionales para la conservacion de los alimentos (Aymerich, 2008).

La Figura 2 muestra un esquema en donde se representan las principales relaciones entre los

factores que intervienen en la bioconservacion de productos alimenticios.
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Estructura del / LA CEPA BACTERIOCINOGENICAS \
alimentoy Capacidad de implantacion y proliferacion. <« Factores
capacidad bufer Adaptacion al medio de alimentos. fisicoquimicos (pH,
Sensibilidad a los factores ambientales (conservantes temperatura,
quimicos, fagos, bacteriocinas ) —> potencial REDOX,
c cién del La produccién de hacteriocinas tiempo)
omp.osmlon € (Constitutiva / inducible, |a tasa de produccion)
alimento e .
. Estabilidad de los rasgos bacteriocina
(nutrientes, /
ingredientes, s

aditivos.etc) \ T &

LA BACTERIOCINA
Actividad del alimento.
Interaccion con otros medios

Carga microbiana

Estado fisioldgico
Interacciones
microbianas

Diversidad microbiana

1l

Proceso

N

alimenticio . .
Espectro antibacteriano

Estabilidad

Figura 2. Influencia de diferentes factores sobre la eficacia de la produccion de
bacteriocinasin situ para la bioconservacion.
Fuente:Gélvez, 2007.

1.7.1 ANTIMICROBIANOS NATURALES

Los antimicrobianos naturales son compuestos con capacidad para inhibir el crecimiento de
microorganismos, incluyendo bacterias, virus y hongos; o causar su muerte. Losobjetivos
principales de los antimicrobianos son los microorganismos que producen una intoxicacion
alimentaria (agentes infecciosos y los productores de toxinas) y los microorganismos de
deterioro, cuyos productos finales del metabolismo o enzimas causan malos olores, malos

sabores, problemas en la textura y pérdida de color (Davidson, 2005).

Los antimicrobianos en general tienen diferentes umbrales de concentracidn para la inhibicion
0 inactivacion. Estos limites dependen de los objetivos de la accién especifica de la sustancia
antimicrobiana, incluyendo la pared celular, membrana de la célula, las enzimas metabolicas,
la sintesis de proteinas y los sistemas genéticos (Lataoui y Tantaoui-elaraki, 1994). Los
mecanismos exactos u objetivos de los antimicrobianos de alimentos a menudo no son
conocidos o bien definidos. Es dificil identificar un objetivo cuando algunas reacciones de
interaccidon toman lugar simultdneamente. Por ejemplo, la alteracién de los compuestos de la
membrana podria causar fugas de contenido celular, la interferencia con el transporte activo o

enzimas metabolicas, o la disipacion de la energia celular en forma de ATP (Davidson, 2005).

Hoy en dia los antimicrobianos naturales constituyen una nueva forma de garantizar alimentos

seguros, manteniendo inalterable la calidad del alimento.
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1.7.1.1 COMPOSICION DE LOS ACEITES ESENCIALES

Los componentes de los aceites esenciales son importantes por sus caracteristicas cualitativas
y cuantitativas, ya que estas determinan las caracteristicas de los aceites, que a su vez,
podrian tener un efecto sobre su potencial antimicrobiano (Dugo y col., 2000). Los aceites
esenciales de citricos contienen entre un 85y 99% de compuestos volatiles y del 1 al 15% de
componentes no volatiles. Los componentes volatiles son una mezcla de monoterpenos
(limoneno) e cadenas hidrocarbonadas de sesquiterpenos asi como sus derivados oxigenados
incluyendo: aldehidos (citral), cetonas, acidos, alcoholes (linalol) y ésteres, ver Tabla 7
(Borgmann y col., 2004; Smith y col., 2001; Flamini y col., 2007).

Tabla 7. Compuestos volatiles tipicos que se encuentran en los citricos.

Compuestos Naranja dulce Limon (%) Bergamot (%)
voltiles (%)

Metanol 0.37 0.20 0.35
Isopropanol 0.91 0.12 0.28
a-pineno 6.37 0.27 1.39
Acetato de butilo 0.00 1.47 4.97
3-Heptanona 0.00 0.34 0.94
Limoneno 88.21 78.84 72.88
Linalol 0.02 0.02 10.23
Citral 3.00 0.10 0.70

(Adaptado de Moufida y Marzouk, 2003)

1.7.1.2 MECANISMO DE ACCION

Los aceites esenciales pueden actuar como prooxidantes afectando el interior de la membrana
celular y otros organelos como la mitocondria (Bakkali, 2007). En general, la actividad
citotoxica de los aceites esenciales se debe basicamente a la presencia de los fenoles,
aldehidos y alcoholes (Bruni y col., 2003; Sacchetti y col., 2005).

En las eucariotas, las mitocondrias producen aniones superoxido y peroxido de hidrégeno que
reaccionan con su contenido de hierro para generar intermediarios reactivos como el radical
hidroxilo que es altamente dafiino para el ADN mitocondrial. EI ADN mitocondrial dafiado
inhibe la expresion de proteinas de transporte de electrones que conducen a la acumulacion de
ROS (Van Houten y col., 2006). En este sentido, el mecanismo de reaccion de los aceites
esenciales pueden ser previstas: los aceites esenciales, penetran a través de la pared celular y
la membrana citoplasmatica interrumpiendo y permeabilizandolos, y sobre todo, dafia las

membranas mitocondriales. La mitocondria, por los cambios en el flujo de electrones a través
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de la cadena de transporte de electrones, producen radicales libres que oxidan y dafian los
lipidos, las proteinas y el ADN. Por otra parte, algunos componentes fenolicos de los aceites
esenciales se oxidan por el contacto con la produccién de ROS radicales fenoxilo muy
reactivo que se suman a los ROS liberado por las mitocondrias. Estos tipos de reacciones de
radicales, estdn condicionadas y mejoradas por la presencia de iones de células de metales de
transicién como el Fe*? |, Cu*?, Zn*?, Mg*? 6 Mn*? (Stadler y col., 1995; Cao y col., 1997;
Sakihama y col., 2002; Jimeénez del Rio y Vélez-Pardo, 2004; Azmi y col., 2006).

Teniendo en cuenta el gran nimero de diferentes grupos de compuestos quimicos, 1o méas
probable es que su actividad antibacteriana no es atribuible a un mecanismo especifico sino a
la accion en varios objetivos especificos en la célula bacteriana y a la naturaleza del agente
quimico; por ejemplo: la degradacion de la pared celular, el dafio a la membrana
citoplasmatica, el dafio a proteinas de la membrana, filtracion de contenido de la celda, la
coagulacién del citoplasma y el agotamiento de la fuerza motriz de protones como se ilustra

en la Figura 3.

Fugas de contenido

Membrana externa Agotamiento de la fuerza
i ' motriz de protones

Degradacion de la
pared celular

® Coagulacién del citoplasma

Daio a la membrana
Daiio a las citoplasmatica
proteinas de la
membrana

Figura 3. Mecanismo de accion, de los antimicrobianos naturales y sus componentes, en
una célula bacteriana.
Fuente: Raybaudi-Massilia, 2007.

En cocos Gram positivos, los sitios potenciales de destino incluyen la pared celular,
membrana citoplasmatica, las proteinas funcionales y estructurales, el 4&cido
desoxirribonucleico (ADN) y acido ribonucleico (ARN). Los mismos posibles sitios objetivo
se producen en las bacterias Gram-negativas, excepto en la membrana externa que sustituye a

la pared celular (Demetzos y Perdetzoglou, 2001).
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La Tabla 8 ejemplifica algunos de los sitios en los que los antimicrobianos influyen
directamente de acuerdo al tipo de microorganismo presente.

Tabla 8. Posibles sitios blanco en las células microbianas.

TIPO DE MICROORGANISMO SITIO BLANCO
Cocos CW, CM, proteinas, enzimas, ADN, RNA
Bacterias gram-positivo OM, IM, proteinas, enzimas, ADN, RNA
Micobacterias CW, CM, proteinas, enzimas, ADN, RNA
Bacillus spp. y Clostridium spp. OSC,ISC, corteza, membrana de esporas
Mohos CW, CM, proteinas, enzimas, ADN, RNA
Levaduras CW, CM, proteinas, enzimas, ADN, RNA
NOTA: CW, pared celular; CM, membrana citoplasmatica; ADN, &cido
desoxirribonucleico; RNA, &cido ribonucleico; OM, membrana exterior; 1M, membrana
interna; OSC, capa externa de la espora; ISC,capa interna de la espora.

Fuente: Davidson, 2005.

1.7.1.3 FACTORES QUE AFECTAN LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

La accion conservante de los antimicrobianos depende del tipo, género, especie y la cepa del
microorganismo en prueba. La eficiencia de un antimicrobiano depende también en gran
medida de factores ambientales tales como el pH, la actividad de agua (Aw), la temperatura,
la atmdsfera, la carga microbiana inicial y la acidez del sustrato de alimentos (Gould, 1989;
Davidson, 2005). Muchos de estos factores ambientales pueden ser considerados de forma
individual 6 combinando; el uso de algunos de estos tratamientos ha sido la base del concepto
de barrera, que consiste en el uso de mas de un tratamiento en una secuencia logica para

proporcionar productos frescos de calidad, como la comida (Carramifiana y col., 2008).

1.7.1.4 EXTRACTO DE SEMILLAS DE CITRICOS

Los extractos y aceites esenciales se obtienen de material vegetal (flores, brotes, semillas,
hojas, ramas, corteza, hermas, madera, frutos y raices) que puede obtenerse por fermentacion,
extraccion o destilacion, siendo este método mas adelante el mas comunmente usado para la
produccion comercial de los aceites, que estan constituidos por una mezcla de compuestos
que incluyen terpenos, alcoholes, cetonas, fenoles, acidos, aldehidos y ésteres (Nychas, 1995
y Burt, 2004). El uso de antimicrobianos que garanticen la inocuidad de los productos ha ido
en aumento; en ese sentido, los extractos de semillas de citricos se han empezado a utilizar y
se ha encontrado, por ejemplo, que el limon y la naranja dulce contienen compuestos como el
linalol (monoterpeno) y el citral (aldehido aromaético), los cuales presentan efectos

antimicrobianos contra microorganismos de interés sanitario en alimentos, tales como
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Campylobacterjejuni, E. coli O157H:7, Listeria monocytogenes, Bacilluscereus y S.
aureus(Fisher y Phillips, 2007; Busatta y col., 2008). Davidson en 2005 demostré que las
bacterias Gram-positivas son mas sensibles a los aceites esenciales que las bacterias Gram-

negativas.

1.7.2 LEGISLACION NACIONAL E INTERNACIONAL

Partiendo de que el antimicrobiano es un extracto de semillas de toronja y naranja; la Food
and DrugAdministration (FDA) en el titulo 21: Food and Drugs parte 182- substancias
generalmente reconocidas como seguras 182.20. Los aceites esenciales, oleorresinas (libre de
solvente) y extractos naturales (incluyendo destilados); se clasifican como seguros a la
naranja y la toronja, por lo tanto, el antimicrobiano se puede considerar dentro de los aditivos
GRAS.

En cuanto a la normatividad nacional, no se encontré reglamentacion mexicana especifica
acerca del uso de extractos de semilla de citricos como antimicrobiano, en productos carnicos

ni en envases para alimentos.
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JUSTIFICACION

A pesar de las cualidades nutritivas de la carne de conejo, en México su consumo anual es
cuando mucho de 100 gramos por persona, cantidad muy inferior a paises como Francia,
Espafia, Portugal y Bélgica, en los que el consumo anual per capita es superior a tres

kilogramos o en Italia, en donde es mayor de cinco kilogramos.

No obstante, en el mercado actual, hay una tendencia por consumir productos “listos para
comer”; sin embargo, no existe una gran variedad de productos elaborados con carne de
conejo, por lo que en el presente trabajo se estudia en una alternativa de consumo, como lo es

el jamon de carne de conejo.

En otro orden de ideas, las enfermedades originadas por la ingestion de alimentos
contaminados con microorganismos o sustancias téxicas, denominadas genéricamente como
Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA), son actualmente unos de los riesgos
sanitarios mas frecuentes que enfrenta la poblacion, debido a que estas enfermedades se

adquieren por el consumo de alimentos y/o agua.

Por lo tanto, la presencia de estos microorganismos en los alimentos conduce a estudiar
alternativas de origen natural tales como extractos y aceites vegetales para evaluar su efecto
antimicrobiano en la inhibicién y/o eliminacién de éstos, reflejandose en la calidad sanitaria

y por ende en la vida Gtil del alimento.

Desde hace arfios, el uso de estos compuestos ha empezado a crecer en el mercado europeo,
especialmente en combinacion con otras técnicas modernas de control, como el anélisis de

riesgos y control de puntos criticos.

De acuerdo con lo anterior, la elaboracién del presente trabajo se efecttio con la finalidad de
evaluar el efecto que tiene la aplicacion de un antimicrobiano natural (extracto de citricos) y
el tipo de envasado, en la calidad (color) y la calidad sanitaria (Coliformes totales, Bacterias
Acido Lécticas y Mesofilos aerobios); asi como, el difundir un producto con alto valor
nutrimental; que dicho sea de paso, éste se elabora en la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan UNAM.
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HIPOTESIS

Si el extracto de semillas de citricos posee efecto sobre la calidad sanitaria y comercialen
rebanadas de jamon de carne de conejo, con y sin envase al vacio, al ser agregado este a
dichos derivados de la carne, se espera que haya una reduccion de las UFC/g de
microorganismos coliformes totales, bacterias aerobias totales y bacterias acido lacticas; asi
como una acidificacion y un cambio favorable del color, durante el almacenamiento en

refrigeracion de dicho producto.

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto de la aplicacion de extracto de semillas de citricos en rebanadas de jamén de
carne de conejo envasadas con Yy sin vacio, almacenadas en refrigeracion, sobre el pH y color;
asi como su relacion con la calidad sanitaria a través de una posible disminucion de

microorganismos coliformes, bacterias aerobias y bacterias acido lacticas totales.

Objetivo particulares

1. Determinar la calidad sanitaria de rebanadas de jamén de carne de conejo envasadas
con y sin vacio en términos de coliformes totales, bacterias aerobias y bacterias &cido
lacticas.

2. Relacionar las posibles variaciones de pH en rebanadas de jamon de carne de conejo
envasadas con y sin vacio, con la posible presencia de microorganismos, como
resultado de la adicion de un extracto de semillas de citricos.

3. ldentificar mediante colorimetria, si la adicion de extracto de semillas de citricos en
rebanadas de jamén de carne de conejo envasadas con y sin vacio, afecta el color del

producto.
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CAPITULO 2

METODOLOGIA
EXPERIMENTAL
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2.1 MATERIALES Y METODOS

En el siguiente capitulo se establecen las condiciones de trabajo, las variables involucradas,
las pruebas efectuadas y el anélisis estadistico utilizado durante el desarrollo de la etapa

experimental.

2.1.1 PREPARACION DE LAS SOLUCIONES CON ANTIMICROBIANO
(EXTRACTO DE SEMILLA DE CiTRICOS)

Se prepararon dos soluciones con antimicrobiano de 100ml c/u, para ello se agregé ESC
comercial (de toronja y naranja), con propiedades antimicrobianas, al 0.01% 6 0.02%
respectivamente, en agua destilada estéril y se agit6 hasta que se disolviera completamente el

polvo. Las soluciones ya preparadas se vertieron en un recipiente estéril con aspersor.

2.1.2 REBANADO DE JAMON DE CARNE DE CONEJO

Para esta actividad se utilizé una pieza de jamon de carne de conejo de 2.555 kg, elaborada en
el Taller de productos carnicos de la FES Cuautitlan, cuya fecha de caducidad se encontraba
en el limite establecido; esto con la finalidad de observar si la aplicacion de antimicrobiano
puede prolongar su vida de anaquel y/o mantener la calidad sanitaria; ya que en ese periodo es

mas susceptible al crecimiento microbiano.

Previo al uso de la rebanadora, ésta se lavé y desinfecto siguiendo una secuencia de 4 pasos:
(1) enjuague con suficiente agua, (2) lavado con detergente para retirar el exceso de suciedad,

(3) enjuague con abundante agua, (4) aplicacion de desinfectante (cloro, 200 ppm).

A la pieza completa de jamon se le retir6 la funda y se rebané toda en piezas de 0.5 cm de

espesor.

2.1.3 ENVASADO DE REBANADAS DE JAMON DE CARNE DE CONEJO

Dentro de los envases (Ziploc™ y Cryovac™), se asperj6 Iml de la solucién con
antimicrobiano correspondiente a 0.01% 06 0.02 % vy se introdujeron las rebanadas. El envase
ziploc se cerr6 con el cierre dentado que posee; mientras que, el de Cryovac™, se selld
herméticamente con vacio (Envasadora Mod. A300/16). Las muestras se mantuvieron en

refrigeracion a 4°C durante 7 dias (Figura 4).

Cabe mencionar gque un tercio del total de las rebanadas se colocd dentro de los envases sin
solucion antimicrobiana, consideradas como testigo (concentracion 0%).
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La Tabla 9 contiene la relacién de todos los tratamientos utilizados en las rebanadas de jamoén

de carne de conejo.

Tabla 9. Tratamientos y variables aplicadas en la experimentacion.

Concentracion ]
Tipo de envasado

de ESC
Tratamiento 1 0% con vacio
Tratamiento 2 0% sin vacio
Tratamiento 3 0.01% con vacio
Tratamiento 4 0.01% sin vacio
Tratamiento 5 0.02% con vacio
Tratamiento 6 0.02% sin vacio

2.1.4 METODO PARA EL ANALISIS MICROBIOLOGICO

En seguida se describen los métodos para el analisis microbioldgico de las rebanadas de
jamén de carne de conejo, equipos y utensilios empleados durante la experimentacion; todo
ello en base a la NOM-092-SSA1-1994.-Método para la cuenta de bacterias aerobias en placa;
NOM-110-SSA1-1994.-Preparacion y dilucion de muestras de alimentos para su analisis
microbiolégico; NOM-113-SSA1-1994.-Método para la cuenta de microorganismos
coliformes totales en placa; y Rivera, 2005.

2.1.41 METODO DE CUANTIFICACION DE BAL

La preparaciéon del medio para la determinacion de BAL se realizd, de acuerdo al método
establecido por Rivera en 2005 de la siguiente manera: en un matraz Erlenmeyer de 500ml se
agregaron 160ml de agua destilada y 11.2g de cultivo deshidratado MRS (Man, Rogosa y
Sharpe); se dejé en reposo durante 10 minutos. El matraz Erlenmeyer se calentd y se agito
hasta obtener un medio translicido. El agar se esterilizd, en autoclave, a una temperatura de
121 + 1°C por 15 minutos. Una vez esterilizado, el agar, se enfri¢ hasta 45+ 1 °C (en campana
de flujo laminar); después en 14 cajas Petri de plastico estériles (por cada tratamiento)
previamente identificadas, se vertio de 15 a 20ml de medio y se dejaron reposar para que
solidificaran. Las cajas Petri con cultivo gelificado se invirtieron y se incubaron a 30£1 °C por

24+ 2h para una prueba de esterilidad (Figura 5)
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Figura 5. Secuencia para la preparacion de medio por el método de superficie.
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2.1.4.2 PREPARACION DE AGUA PEPTONADA

La preparacion del agua peptonada se hizo de acuerdo a la NOM-110-SSA1-1994. En un
matraz Erlenmeyer se agregaron 150ml de agua destilada, 0.15g de peptona y 1.275g de
cloruro de sodio; se mezcldé con un agitador hasta que se disolvieron completamente los
polvos y la solucion quedara homogénea. Se midié el pH (potenciometro ThermoQOrion 290) y
se estandariz6 con hidréxido de sodio 0.1N a un valor de 7.0; en tubos de ensaye de 16 x
150mm con tapdn de rosca, se vertieron 9ml de agua peptonada en cada uno, hasta completar
cinco diluciones decimales; a cada uno se le colocé una etiqueta con la descripcion

correspondiente de lo que contenia.

2.14.3 PREPARACION DE AGAR PARA DETERMINAR COLIFORMES
TOTALES EN PLACA

La preparacion del agar rojo-violeta-bilis-lactosa (RVBA) se realiz6 en base al procedimiento
establecido en la NOM-113-SSA1-1994. En un matraz Erlenmeyer se agregaron 160ml de
agua destilada y 6.64g de cultivo deshidratado RVBA; se mezclo el medio de cultivo
deshidratado con el agua, se dejé en reposo por algunos minutos y se ajustd el pH con
hidréxido de sodio 0.1N hasta 7.4 (de acuerdo a instrucciones del fabricante). Se calentd con
agitacion constante hasta tener un medio transltcido y se dejo hervir durante 2 minutos. Se
esterilizé en autoclave a 121 + 1°C por 15 minutos. Se enfrid a 45°C * 1°C en bafio de agua y

se mantuvo a ésta temperatura hasta antes de su uso.

2144 PREPARACION DE AGAR PARA DETERMINAR CUENTA DE
BACTERIAS AEROBIAS EN PLACA

Conforme a laNOM-092-SSA1-1994.-Método para la cuenta de bacterias aerobias en placa,
se preparé el agar para cuenta estandar. Se suspendieron, en un matraz Erlenmeyer con 160ml
de agua destilada, 0.4g de extracto de levadura, 0.8g de bactotriptona, 0.16g de dextrosa
anhidra y 2.4g de agar bacteriol6gico; se dejo en reposo por algunos minutos. Se calentd con
agitacion constante hasta tener un medio transldcido y se dejé hervir durante 2 minutos. Se
esterilizé en autoclave a 121 + 1°C por 15 minutos. Se ajust6 el pH a 7+ 0.2 a 25°C. Debido
a que el medio de cultivo se utilizaria inmediatamente, se mantuvo en bafio de agua a 45°C +
1°C.
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2.1.45 ESTERILIZACION DE MATERIAL

En autoclave se colocaron los matraces Erlenmeyer con agar y agua peptonada, los tubos de
ensaye, la probeta graduada, 2 cajas de puntas para micropipetas de 1ml y 20uL cada una
(previamente envueltas en papel), 1 frasco de puntas de plastico de 10ml y 1 matraz
Erlenmeyer de 250ml lleno de agua destilada. Se cerr6 la autoclave y se esterilizo el material

a una temperatura de 121 + 1°C por 15 minutos.

2.1.46 PREPARACION DE LA MUESTRA

En un recipiente de plastico previamente lavado y desinfectado, se colocd una solucion de
cloro a 200ppm (ver ANEXO 1); se lavaron cuchillos, vasos y tapas de la licuadora y se
sumergieron durante 20 minutos en la solucién de cloro. Después, dentro de la campana de
flujo laminar y con material estéril, se tomaron 10g de jamon de carne de conejo, se colocaron
dentro del vaso de licuadora estéril y se agregaron 90ml de agua peptonada; esto se licuo6 de 1
a 2 minutos hasta obtener una suspension completa y homogénea, permitiendo que las

particulas grandes se sedimentaran.

2.14.7 SEMBRADO EN SUPERFICIE

Se utilizaron las cajas Petri con medio MRS, que ya habian pasado la prueba de esterilidad.
Estas cajas se dividieron en 3 secciones (en la base) y a cada parte se marcé con la dilucién
correspondiente; se colocaron 20uL de cada dilucion decimal y se dejaron reposar unos
minutos. Posteriormente las cajas se invirtieron y se incubaron en condiciones de anaerobiosis
(Gas-Pack™) a 32°C por 48h (Rivera, 2005) (Figura 6).

Figura 6. Sistema de anaerobiosis Gas Pack™
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2.14.8 SEMBRADO EN PROFUNDIDAD

Una vez sedimentadas las particulas grandes de la suspensién homogénea de la muestra, se
prepararon cinco diluciones decimales; es decir, se transfirio 1ml de la dilucién primaria a un

tubo de ensaye que contenian 9ml de diluyente estéril (agua peptonada).

Las cajas estériles se marcaron con los datos pertinentes y se distribuyeron en la mesa de
trabajo (debajo de la campana de flujo laminar) de manera que la inoculacion, la adicion de

medio de cultivo y homogenizacion se pudiera realizar de forma cémoda y libre.

En las cajas Petri se coloco 1ml de cada dilucion hasta completar cinco diluciones decimales;
se vertieron de 10 a 15 ml de medio (RVBA para coliformes totales y Triptona-Extracto de
levadura para cuenta estandar) a 45 + 1°C. El tiempo transcurrido entre la preparacion de la
dilucion primaria y el tiempo en que se vertié el medio de cultivo no excedié 20 minutos.
Posteriormente, sobre una superficie lisa y horizontal, se mezclé el inoculo con el medio, sin
mojar la cubierta de las cajas, hasta lograr una completa incorporacion; en seguida, las cajas
se dejaron solidificar. Sélo en el caso de medio RVBA (coliformes totales), se vertieron
aproximadamente otros 4ml del medio a 45 £ 1°C y nuevamente se dej6 solidificar (NOM-
110-SSA1-1994).

Es importante mencionar que se incluyé una caja sin inoculo por cada medio y diluyente
preparado como testigo de esterilidad. Las cajas se invirtieron y se incubaron a 35°C durante
24 £ 2h para RVBA y 35 £ 2°C durante 48 + 2h para agar Triptona-Extracto de levadura

(cuenta estandar). Todo lo anterior se efecttio por duplicado.
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Figura 7. Secuencia para determinar coliformes totales y mesoéfilos aerobios por el método de profundidad.
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2.1.49 CONTEO DE MICROORGANISMOS

Para el conteo de los microorganismos se utilizé un contador de colonias de campo obscuro,

con luz adecuada, placa de cristal cuadriculada y lente amplificador.

En el caso de coliformes totales se consideraron las colonias de color rojo oscuro (tipicas) que
estaban rodeadas de un halo de precipitacion de color rojo claro o rosa (Figura 8). Durante el
conteo, primero se separaron las placas que contenian entre 15 y 150 colonias caracteristicas;
se calcul6 el nimero de microorganismos, por mililitro o por gramo de producto y se
multiplico el numero de colonias por el inverso de la dilucién correspondiente. Las placas que
tenian menos de 15 colonias, se reportaron con el numero obtenido seguido de la dilucion
correspondiente (NOM-092-SSA1-1994, NOM-113-SSA1-1994).

Figura 8. Colonias de coliformes totales en medio RVBA.

El conteo de mesofilos aerobios,se determind separando las placas que contenian entre 25 y
250 colonias caracteristicas ver Figura 9; se calculé el nimero de microorganismos, por
mililitro o por gramo de producto y se multiplicé el nimero de colonias por el inverso de la
dilucion correspondiente. Las placas que tenian menos de 25 colonias, se reportaron con el

namero obtenido seguido de la dilucién correspondiente (NOM-092-SSA1-1994).

Figura 9.Colonias de mesofilosaerobios en medio triptona extracto de levadura.
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Las colonias que se deben tomar en cuenta para el conteo de bacterias acido lacticas son como
las mostradas en la Figura 10, con un color entre amarillo claro y blanco; se separaron las
placas que tenian presencia de éstas colonias, para posteriormente contar y de acuerdo a la

dilucion correspondiente, obtener las UFC/g.

Figura 10. Colonias de bacterias acido lacticas en medio MRS.

De las cajas Petri que presentaron un crecimiento de microorganismos coliformes totales y
mesdfilos aerobios, se eligieron aquellas cuyas colonias eran las de mayor tamafio, para
realizar una tincion de Gram. Se fijé a la Ilama las bacterias extendidas en un portaobjetos
limpio; se tifid con una solucidn de colorante béasico cristal violeta dejando actuar durante 2
minutos y se enjuagé con agua; en seguida con un tratamiento con solucion de Lugol
(iodo/ioduro de potasio) se aplicd una gota y se dejo actuar durante 1 minuto; posteriormente
se aplicd un tratamiento con alcohol-cetona y se enjuagé inmediatamente con agua y con una
coloracion de contraste Safranina durante 1 minuto (Figura 11). Los portaobjetos se dejaron
secar y se observaron con un Microscopio (Olympus CX31) para identificar la morfologia

(formay tincion de Gram) de los microorganismos presentes al final de la experimentacion.

2.1.410 METODOS RAPIDOS PARA DETERMINACION DE COLIFORMES
TOTALES, E.coli Y CUENTA TOTAL

En el tubo que contiene reactivo se vertieron 9ml de agua destilada estéril y se agito
suavemente; en seguida se agregd muestra de las diluciones correspondientes para determinar
coliformes totales y E. coli(primera dilucién); asi como para cuenta total (tercera dilucion); y
se agito de nuevo en forma suave para no generar burbujas. El contenido del tubo se vertid
sobre el centro de la charola SimPlate™ y estd se gird de un lado a otro para llenar todos los
pocillos. Una vez llena la charola y libre de burbujas, ésta se inclin a 90°, con el algodon

hacia abajo, para retirar el exceso de liquido por absorcion. Las charolas se invirtieron boca
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abajo y se apilaron una sobre otra, dentro de la incubadora, a una temperatura de 35+1°C
durante 24-28h (Figura 12).

Todo lo anteriormente mencionado se repitié para cada uno de los tratamientos aplicados en
las rebanadas de jamdn de carne de conejo envasadas con y sin vacio, durante los dias 0, 1 y
7.

Cabe mencionar que, para el caso de coliformes totales y E.coli se realizé la prueba con la
primera dilucion; ya que de acuerdo a la NOM-093-SSA1-1994 el limite maximo permitido
es <10UFC/g; mientras que, para cuenta total (mesoéfilos aerobios) se permite un maximo de
60 000 UFC/g en base a la NOM- 213- SSA1-2002. Por ello se decidié usar la tercera

dilucion. La secuencia de calculo para obtener las UFC/g es el siguiente:

1. Contar los pozos positivos de la placa (pozos tefiidos de color rosa).

2. Irala Anexo XIlll, y; de acuerdo al numero de pozos positivos, leer la poblacién que
corresponde.

3. Multiplicar la poblacion por el nimero de dilucion, y se obtienen las UFC/g de la
muestra.

2.1.4.11 EVALUACION MICROBIOLOGICA EN LA SUPERFICIE DE LA
REBANADORA

Con la finalidad de identificar si el equipo presentaba importantes cantidades de
microorganismos perjudiciales, se realiz6 un andlisis microbioldgico a la superficie de la
rebanadora. En dos tubos de ensaye con tapa se agregaron, a cada uno, 9 ml de agua
peptonada y se insertd un hisopo; se esterilizaron los tubos en autoclave a una temperatura de

121 + 1 °C por 15 minutos y se dejo enfriar a temperatura ambiente.

Antes de lavar y desinfectar la cuchilla de la rebanadora, con uno de los hisopos se frotd una
superficie que abarco de 24-30cm y se guard6 en el tubo de ensaye. En seguida se lavo y
desinfectd la rebanadora, con el otro hisopo se muestred la superficie, de la misma forma, ver
Figura 13. Se hizo una determinacién de coliformes totales (35°C por 24+2h) y de bacterias
aerobias (35+2°C por 48+2h) por cuenta en placa cdmo se explicd anteriormente (Norma y

métodos rapidos).
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Figura 11. Desarrollo de la tincion de Gram para los microorganismos obtenidos en las pruebas microbiolégicas.
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Figura 12. Secuencia de uso para metodos rapidos (SimPlate™)
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Figura 13. Procedimiento para el muestreo de la rebanadora
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2.1.5 MEDICION DE pH

La determinacién de pH se realizd con un potenciometro de puncién OrionFiveStar, ver
Figura 144. Primero se monté el potencidmetro colocando el electrodo de puncion a la base y
ésta Ultima se conecto a la toma de corriente. Al electrodo se le retiro el tapdn que contiene la
solucion calibradora y se enjuagé con agua destilada; se insertd en la muestra de las rebanadas
de jamon (sin envase) tratando de no tocar la superficie sobre la cual se encuentra la muestra,
una vez estabilizado el valor en la pantalla, se tomo nota del valor. El electrodo se retird y se
enjuago de nuevo, con agua destilada, para una nueva lectura. Se efectuaron 3 repeticiones
por tratamiento para tener un mayor nivel de confianza. Esto se llevo a cabo para todos los

tratamientos (0, 0.01 y 0.02% de antimicrobiano con y sin vacio) los dias 0, 1y 7.

Figura 14. Prueba e pH en rebanadasejamén de carne de conejo.

2.1.6 EVALUACION DE COLOR

Se utiliz6 un colorimetro Minolta CR-300, el cual, para poder iniciar la prueba, se calibré con
valores especificos de: y=92.5 x=0.3134 y’=0.3193; enseguida se eligieron los pardmetros a
evaluar, en este caso se seleccionan L (luminosidad) a (cromaticidad) y b (azul-amarillo). Una
vez calibrado el equipo y seleccionados los parametros se procede a retirar el envase de la
rebanada de jamon; debido a que el jamdn no posee un color homogéneo se tomaron 5 puntos
para hacer la prueba. Se coloco el colorimetro en la superficie de la rebanada en cada uno de
los puntos indicados (Figura 155), se realizd la prueba y se anotdé el valor marcado. La

diferencia de color (AE) para cada muestra fue calculada usando la siguiente ecuacion:
COLOR=AE=V(AL*+Aa’+Ab?)
La prueba de colorimetria se llevd a cabo en todos los tratamientos en los dias marcados (1 y

7).
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Figura 15. Prueba de colorimetria en rebanadas de jamon de carne de conejo.

2.1.7 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos se analizaron en el programa estadistico (DesigExpert 8.0.4 y
MiniTab 15) mediante un analisis de varianza (ANOVA), en el cual se incluy6é un analisis
factorial (p<0.05) para evaluar los cambios de UFC/g de microorganismos (coliformes totales,
mesofilos aerobios y BAL), pH y color.
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y
DISCUSION
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3.1 ANALISIS MICROBIOLOGICO

Se presentan las gréaficas con las UFC/g obtenidas en los andlisis microbioldgicos realizados
por norma y métodos rapidos, en la pieza de jamon de carne de conejo y en las rebanadas,
para el conteo de coliformes totales, mesofilos aerobios y bacterias acido lacticas presentes.

Los valores correspondientes a los resultados se encuentran en el apartado de Anexos.

3.1.1 DETERMINACION DE COLIFORMES TOTALES, MESOFILOS AEROBIOS
Y BAL EN MATERIA PRIMA (NORMA Y METODOS RAPIDOS)

En las Tablas 10-12 se exponen los resultados obtenidos en el analisis microbioldgico de la
pieza de jamon antes de retirarle, por completo, la funda y ser rebanada.

Tabla 10. Calculo de los valores de la cuenta en placa de coliformes totales en materia
prima (ensayo por duplicado)

Dilucion
Muestra 110 | 1:100 | 1:1000 | YFC/
) ) 0 0 0
Materia Prima 0 0 0 <10

Tabla 11. Calculo de los valores de la cuenta en placa de mesofilos aerobios en materia
prima (ensayo por duplicado).

Dilucion
Muestra 110 | 1:100 | 1000 | UFC/
) ) 0 0 0
Materia Prima 0 0 0 <10

Tabla 12. Calculo de los valores de bacterias &cido lacticas en materia prima (ensayo por

duplicado).
Dilucion
Muestra 110 | 1.100 | 12000 | ¢/
) ) 0 0 0
Materia Prima 0 0 0 <10

Los resultados de las 3 tablas (10-12), reflejan que la pieza de jamén no tiene presencia de
coliformes totales, meséfilos aerobios y BAL, esto indica que la calidad sanitaria del jamon
de carne de conejo, empleado en este proyecto para evaluar algunas condiciones de barreras y
su impacto en la vida util, fue elaborado mediante Buenas Précticas de Manufactura; ya que

no hubo crecimiento de microorganismos al realizarle cuenta total en placa. Es muy
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importante que la elaboracién de productos carnicos se lleve a cabo bajo condiciones
higiénicas. Denis y col. en 2006 establece que un bajo nimero de coliformes es un indicador
propio de la higiene y buenas practicas de manufactura. La ausencia de BAL indica que la
materia prima no presenta alteraciones de tipo fisicas ni quimicas (usualmente generadas por
este tipo de microorganismos); asi mismo, al tratarse de una pieza de jamén cocida y no

madurada, no se suscitd una fermentacion de acido lactico. (Fuente y Barboza, 2010).

3.1.2 DETERMINACION DE COLIFORMES TOTALES EN REBANADAS DE
JAMON DE CARNE DE CONEJO (NORMA Y METODOS RAPIDOS)

La Figura 16 muestra las graficas de interacciones, referentes a la variacion de la poblacién de
coliformes totales, en las rebanadas de jamon de carne de conejo con los diferentes
tratamientos y envasadas con vacio. Cabe mencionar quedespués del rebanado todos los

tratamientos presentaron 10UFC/g.

COLIFORMES TOTALES (CON VACIO)
Medias ajustadas
0.00% 0.01% 0.02%
1 1 1
[ &Ly Dia
—e— 0
- 450 % —m— 1
Q 7
«
300 &
Dia Q
- 150
600 = ——— lo
Concentracion
—— 0.00%
_ 4504 —m— 0.01%
E 0.02%
> 300 5
(Lf Concentracion
)
150
04 =g — — =
0 1 7

Figura 16. UFC/g de Coliformes totales en rebanadas de jamdn de carne de conejo
envasadas con vacio.

Se observa en la gréfica que el tratamiento 1 (0% de antimicrobiano) del dia 0 al 1 tuvo un
crecimiento de 10 UFC/g y del dia 1 al 7 se incrementd hasta alcanzar un maximo de 600

UFC/g. El tratamiento 5 (0.02%) provocd un aumento de 40 UFC/g (del dia 0 al 1) y una
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disminucion de 10 UFC/g (del dia 1 al 7). Por otra parte, el tratamiento 3 (0.01%) se mantuvo
constante en 10 UFC/g durante los 7 dias; este valor fue menor comparado con los otros 2
tratamientos (Anexo Il). De acuerdo al andlisis factorial (p<0.05) si hay una diferencia
significativa provocada por la variacion de las condiciones usadas (concentracion de
antimicrobiano y tiempo de contacto); es decir, el cambio de concentracion, de dia 0 ambos
tiene un efecto directo en el crecimiento de coliformes totales (Anexo 11l tabla de ANOVA).
La combinacion de una concentracion de 0.01% de antimicrobiano y un periodo de contacto
de 7 dias, permite que éste desarrolle efectivamente su capacidad para actuar sobre la pared
celular de los microorganismos presentes en el producto y de esta forma se genere una

restriccion en el desarrollo de UFC/g.

Por otro lado, en la Figura 17 se muestran los datos obtenidos por el método rapido

Simplate™ en rebanadas de jamén de carne de conejo envasadas con vacio.

Coliformes totales (con vacio)
700
600
= 500
3 400
§ 300 ==0%
S 200 —#-0.01%
100 4-0.02%
0 e 2
0 2 4 6 8
Dias

Figura 17.UFC/g de Coliformes totales obtenidas por Simplate ™ en rebanadas de
jamon de carne de conejo envasadas con vacio.

La tendencia mostrada en la grafica anterior es la misma que la proyectada en obtenida por el
método de Norma (Anexo IV); asi mismo, la diferencia en el nimero de UFC/g entre un
método y otro es minima, debido a esto las pruebas rapidas son una alternativa viable de uso.
De manera integra, se confirma que, el contacto durante 7 dias del antimicrobiano a una

concentracion de 0.01% es la combinacién que limita el crecimiento de los microorganismos.

La Figura 18 muestra las graficas de interacciones, referentes a la variacion de la poblacién de

coliformes totales, en las rebanadas de jamon de carne de conejo con los diferentes
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tratamientos y envasadas sin vacio. Es importante mencionar que despues del rebanado todos

los tratamientos presentaron 10UFC/g.

COLIFORMES TOTALES (SIN VACiO)
Medias de datos
0.00% 0.01% 0.02%
1 1 1
~ 1200 Dl’a
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0_ G — — — -
T T T
0 1 7

Figura 18. UFC/g de Coliformes totales en rebanadas de jamén de carne de conejo
envasadas sin vacio.

En la Figura 18 se puede observar que el tratamiento 2 (0% de extracto de semillas de
citricos) del dia 0 al 1 presento crecimiento de coliformes totales de 10 a 40 UFC/g y del dia 1
al 7, se incremento hasta alcanzar un maximo de 1200 UFC/g. Por otra parte, el tratamiento 4
(0.01%) no tuvo un aumento de coliformes totales del dia 0 al 1, pero aumenté 20UFC/g hasta
el dia 7. En cuanto al tratamiento 6 (0.02%) del dia 0 al 1, aumento6 de 10 hasta 50 UFC/g y
del dia 1 al 7, aumento hasta 80 UFC/g (Anexo V). Una vez realizado en andlisis factorial se
establece con una p<0.05 (anexo VI) que existe diferencia significativa entre los diferentes
tratamientos, del dia 0 al 7; ya que, el cambio de concentracidn de antimicrobiano, el tiempo
de contacto y la combinacién de ambos producen el aumento o disminucion de las UFC/g
totales de los microorganismos. Se deduce que la concentracion adecuada de antimicrobiano,

para el envasado sin vacio, fue de 0.01%.

En la Figura 19 se presentan los datos graficados la grafica elaborada con los valores
obtenidos por el método rapido para rebanadas de jamon de carne de conejo envasadas sin

vacio.
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Coliformes totales (sin vacio)
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Figura 19.UFC/g de Coliformes totales obtenidas por Simplate "™ en rebanadas de
jamon de carne de conejo envasadas sin vacio.

Se observa en la grafica anterior que los valores de UFC/g fueron muy cercanos a los
resultados del método de Norma y se observa que la tendencia de crecimiento es la misma.
Por otra parte se corrobora que, el mejor tratamiento para el envasado con vacio es el 4

(Anexo VII).

Ahora bien, la Figura 20 muestra una comparacion entre los 2 tipos de envasado y las

diferentes concentraciones de ESC.

Coliformes totales

1400

1200 /
1000 _
/ === Sin vacio 0 %
800 Sin vacio 0.01%
/ —&—Sin vacio 0.02 %
600
/ / —4#—Con vacio 0 %
400 —f&l— Con vacio 0.01 %
/ / == Con vacio 0.02%

UFC/g (log)

200

Dia

Figura 20. Comparacion de tratamientos para coliformes totales.
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Las barreras utilizadas (adicion de ESC, tipo de envasado y refrigeracion), en las rebanadas
de jamdn de carne de conejo, permitieron el control en el desarrollo de coliformes totales y
mesofilos aerobios; ya que al inicio las cuentas de coliformes fueron de 10 UFC/g de jamén y
los lotes preparados con rebanadas de jamon envasados sin vacio y sin  ESC tuvieron un
crecimiento de 3 logaritmos, mientras que, con el envasado al vacio se tienen 2 logaritmos. La
adicion de ESC, tuvo un efecto importante en los lotes experimentales, llegando a reducir
entre 2 y 3 log. La combinacion del envasado con vacio mas la adicion de ESC a 0.01%,
logré un mayor control, dado que mantuvo 1 log de coliformes totales es decir, el crecimiento

se limitd o inhibié durante los 7 dias de almacenamiento.

3.1.3 DETERMINACIC)N DE MESOFILOS AEROBIOS EN REBANADAS DE
JAMON DE CARNE DE CONEJO (NORMA Y METODOS RAPIDOS)

La grafica siguiente muestra la interaccion entre el tiempo y la concentracion de
antimicrobiano con respecto a la variacion de la poblacion de mesoéfilos aerobios totales, en
las rebanadas de jamdn de carne de conejo envasadas sin vacio. Es importante mencionar que

después del rebanado todos los tratamientos (2, 4 y 6) presentaron 5000 UFC/g.

MESOFILOS AEROBIOS (SIN VACIO)
Medias de datos
0.00% 0.01% 0.02%
1 1 1
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100000 —— 0.00%
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25000 A
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Figura 21. UFC/g de Coliformes totales en rebanadas de jamdn de carne de conejo
envasadas sin vacio.
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En la Figura 21 se puede apreciar que los tratamientos tuvieron la misma tendencia pero en
diferentes proporciones; el tratamiento 2 (0% de extracto de semillas de citricos) tiene un
incremento del dia 0 al 1 de 21,000 UFC/g y del dia 1 al 7 alcanz6 un crecimiento de 90,000
UFC/g. La adicion de 0.01% de extracto de semillas de citricos (tratamiento 4) provocé un
aumento de 8,000 UFC/g del dia 0 al 1 y hasta el dia 7 se tuvieron 30,000 UFC/g presentes. El
tratamiento 6 (0.02%) del dia O al 1, aumenté de 5,000 hasta 17,000 UFC/g y del dia 1 al 7,
presentd otro aumento de la poblacion de meséfilos aerobios hasta 60,000 UFC/g (anexo
VIII). A pesar de que la aerobiosis tienen un efecto favorable sobre el crecimiento de
mesofilos aerobios, estadisticamente (tabla de ANOVA con una p<0.05) se demuestra que los
factores tiempo y concentracion de antimicrobiano tienen un alto impacto en la inhibicion de
la cantidad de UFC/g (anexo IX). A pesar de que en las 3 concentraciones adicionadas de
ESC se tienen 3 log, con la concentracion de 0.01% se cumple con el limite maximo
permitido en la norma (NOM-213-SSA1-2002).

En la Graéfica siguiente (Figura 22) se presentan los valores obtenidos por el método rapido

para cuenta total.

Cuenta total (sin vacio)
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Figura 22.UFC/g de cuenta total obtenidas por Simplate ™ en rebanadas de jamén de
carne de conejo envasadas sin vacio.
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Al igual que para los coliformes totales, la cuenta de meséfilos aerobios por Simplate™,
siguid la misma tendencia que el método de Norma; hay una minima diferencia entre un

método y otro (anexo X).

La adicion de extractos de semillas de citricos, permite que sus componentes (linalol y citral)
actien, como lo describen Stadler y col., 1995; Cao y col., 1997; Sakihama y col., 2002;
Jiménez del Rio y Veélez-Pardo, 2004; Azmi y col., 2006, como un prooxidante de la
mitocondria. Estos autores han demostrado que las sustancias prooxidantes penetran a traves
de la pared celular y la membrana citoplasmatica, provocando de esta forma un dafio a las
membranas mitocondriales por la interrupcion y permeabilizacion generada. La mitocondria,
por los cambios en el flujo de electrones a traves de la cadena de transporte de electrones,

producen radicales libres que oxidan y dafian los lipidos, la sintesis de proteinas y de ADN.

Davidson en 2005 demostré que este tipo de ESC’s tiene un mayor efecto en las bacterias
Gram positivas que en las Gram negativas; debido a esto los géneros mas susceptibles al
ataque pudieron ser Micrococcus, Lactobacillusy Bacillus. En cuanto al tipo de envasado,
Summo y col. (2006) demostraron que la ausencia de oxigeno inhibe el desarrollo de bacterias
aerobias como Moxarella, Acinetobacter, Pseudomonasy Flavobacterium, en las rebanadas
de jamon envasadas con vacio se logré extraer el aire que rodeaba al producto, consiguiendo

asi una atmosfera libre de oxigeno.

La altima barrera para la conservacion del jamoén rebanado, fue el almacenamiento en
refrigeracion (4°C); con esto se detuvo el crecimiento de microorganismos mesofilos,
correspondientes posiblemente a los géneros Proteus, Aeromonas ,Enterobacteriaceae y
E.coli. Lambert y col. en 2001, estudiaron y comprobaron que la mejor técnica de
conservacion para preservar las caracteristicas originales del producto inicial, tanto como sea
posible, es la refrigeracion; la cual a su vez incrementa la vida de anaquel de los productos

carnicos.

3.1.4 DETERMINACION DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS

En las diferentes concentraciones de ESC no hubo presencia de BAL tanto en las rebanadas
de jamon de carne de conejo envasadas con vacio; la ausencia de oxigeno contribuyé a que
estos microorganismos no crecieran y produjeran cantidades de acido lactico que cambiara las
caracteristicas del producto; ya que estos microorganismos representan la causa principal de

deterioro en productos carnicos provocando acidez, decoloracion, produccion de gas,
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formacion de baba y cambios de pH (Chenoll y col., 2007). Ni la concentracion ni el tiempo

tuvieron un efecto significativo (Tabla 13).

Tabla 13. Muestra el numero total de UFC/g obtenidas en la cuenta en placa de BAL en
rebanadas de jamdn envasado con vacio (ensayo por duplicado).

Dia |Concentracion| UFC/g

0% <10

0 0.01% <10
0.02% <10

0% <10

1 0.01% <10
0.02% <10

0% <10

7 0.01% <10
0.02% <10
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DETERMINACION DE COLIFORMES TOTALES Y MESOFILOS

3.15
AEROBIOS EN EQUIPO DE REBANADO (NORMA Y METODOS
RAPIDOS)

Las siguientes graficas (figura 23 y 24) muestran los resultados obtenidos en los analisis
microbiologicos, realizados en la superficie de la rebanadora antes y después del lavado y

desinfeccion.

REBANADORA
1000 -

800
= BANTES DE LAVADO Y
S 600 DESINFECCION
8’ BDESPUES DE LAVADO
L 400 Y DESINFECCION

200

COLIFORMES TOTALES

Figura 23. UFC/g de coliformes totales presentes en la rebanadora antes y después del
lavado y desinfeccion.

Después del lavado y desinfeccion aumentd el nimero de coliformes totales de 10 a 900

UFC/g.

REBANADORA

50000

40000
BANTES DE LAVADO Y

DESINFECCION

B DESPUES DE LAVADO
Y DESINFECCION
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10000
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Figura 24. UFC/g de mesofilos aerobios presentes en la rebanadora antes y después del

lavado y desinfeccion.
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Las UFC/g de mesofilos aerobios incrementé de 10,000 a 50,000 UFC/g.

Durante el desarrollo de los lotes experimentales de esta investigacion, el deficiente lavado y
desinfeccion de superficies y equipos efectuado, propicié una contaminacién cruzada, que
pudo haberse generado al utilizar diferentes herramientas como el recipiente que contenia el
jabén liquido y la fibra, debido a que eran de uso general y para diferentes actividades, la
inconveniencia de esto fue corroborado al realizar un hisopado de superficie de la rebanadora
antes y después del lavado, encontrandose titulos mayores en orden de 4 logaritmos, después

de utilizar dichos instrumentos.

La diseminacion de la contaminacién presente de las areas sucias a las limpias, la repeticion
de la actividad de lavado de manera inapropiada y la falta de desinfeccién, pueden ser las
responsables del desarrollo de bacterias residuales en la superficie de la rebanadora; ya que
después del rebanado hubo presencia de coliformes totales y mesofilos aerobios, lo cual
indica que esta operacion es un punto critico de control y afecta directamente la calidad
sanitaria del producto final (rebanadas de jamén de carne de conejo). Marth en 1998
recomendd que los equipos de procesamiento de alimentos deben ser disefiados y
estructurados para que sean: 1) inertes al producto; 2) con superficies de contacto lisas y no
porosas; 3) de facil limpieza y desinfeccion; 4) con un compartimiento accesible de drenado;
5) que tengan cubierta para prevenir contaminacién externa; y 6) que las superficies que no
estan en contacto con el producto también sean de fécil limpieza para evitar contaminacion

cruzada.

Otro factor que puede intervenir en la contaminacion del equipo y producto en proceso, puede
ser el ambiente circundante. Este también puede ser un punto critico de control, dado que en

las areas contiguas al edificio de elaboracion de productos carnicos se encuentran los corrales.

Mediante el método SimPlate™ también se hicieron analisis microbioldgicos (cuenta total,
coliformes totales y E. coli) en la superficie del equipo; estos también reflejaron un aumento
después del lavado y sanitizacion; por lo que se establece que es necesario cuidar el proceso
de elaboracion y establecer los puntos criticos.
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3.1.6 DETERMINACION DE COLIFORMES TOTALES Y MESOFILOS
AEROBIOS EN AGUA CON DETERGENTE PARA LAVADO (NORMA Y
METODOS RAPIDOS)

Los analisis microbioldgicos, realizados al agua con detergente para lavado, muestran que
efectivamente existe presencia de coliformes totales (20 UFC/mI) y mesofilos aerobios (10
UFC/ml); los niveles de mesdéfilos aerobios se encuentran dentro de lo permitido por la norma
NOM-127-SSA1-1994 (100 UFC/g); mientras que el numero de coliformes totales
sobrepasan los niveles (<2 UFC/100ml); esto tuvo un efecto negativo en la limpieza del
equipo de rebanado; ya que lo contamind. En cuanto a los métodos rapidos, para la prueba de
coliformes totales se tienen 18 UFC/g, mientras que, para cuenta total se tienen 12 UFC/g,
entonces, los valores obtenidos con el método répido son cercanos a los que se obtienen por el
método tradicional, pero, con la ventaja de que, como su nombre lo dice, se tienen los

resultados en menor tiempo.
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3.2 MEDICION DE PH
La tabla 14 muestra los valores de pH obtenidos durante la experimentacion.

Tabla 14. Valores de pH correspondientes a cada uno de los tratamientos, obtenidos durante las pruebasenel dia0,1y 7.

. > Tipo de REPETICION
Dia |Concentracion envasado 1 5 3 PROMEDIO D.S C.V.
Jamon
o | MATERIA ' eroen 6.16 6.19 6.18 6.18 0.015 0.002
PRIMA
funda
00 Sin vacio 6.17 6.19 6.19 6.18 0.012 0.002
0 Con vacio 6.15 6.2 6.16 6.17 0.026 0.004
Sin vacio 6.14 6.21 6.18 6.18 0.035 0.006
0 0.01% -
Con vacio 6.16 6.17 6.16 6.16 0.006 0.001
0.00% Sin vacio 6.13 6.21 6.18 6.17 0.040 0.007
wevo Con vacio 6.2 6.18 6.2 6.19 0.012 0.002
0% Sin vacio 6.19 6.17 6.18 6.18 0.010 0.002
0 Con vacio 6.11 6.14 6.15 6.13 0.021 0.003
Sin vacio 6.17 6.19 6.16 6.17 0.015 0.002
1 0.01% :
Con vacio 6.12 6.16 6.16 6.15 0.023 0.004
0,099 Sin vacio 6.19 6.18 6.19 6.19 0.006 0.001
wern Con vacio 6.12 6.14 6.13 6.13 0.010 0.002
00 Sin vacio 6.12 6.18 6.15 6.15 0.030 0.005
0 Con vacio 6.18 6.17 6.17 6.17 0.006 0.001
Sin vacio 6.19 6.14 6.16 6.16 0.025 0.004
7 0.01% -
Con vacio 6.23 6.23 6.23 6.23 0.000 0.000
0,029 Sin vacio 6.26 6.23 6.24 6.24 0.015 0.002
wevo Con vacio 6.14 6.2 6.18 6.17 0.031 0.005
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3.2.1 ANALISIS ESTADISTICO DE pH

La Tabla 15 muestra los datos de ANOVA obtenido en el anélisis estadistico factorial, realizado mediante el programa

Desing-Expert, con respecto a los factores Tipo de envase, concentracién y tiempo.

Tabla 15. Analisis de varianza correspondiente a pH.

Suma de df Medios F Prob> F
cuadrados cuadrados
Modelo 0.009391667 7 0.001341667  1.47706422 0.3709 no significativo
A-Tipo de envase 0.002074242 1 0.002074242 2.28356964  0.2053 en valores
B- 0.00125 1 0.00125 1.37614679  0.3058 “Prob>F”
Concentracion mayores a
C-Tiempo 0.003206061 1 0.003206061  3.52960801  0.1335 0.1000
AB 0.00125 1 0.00125 1.37614679  0.3058
AC 0.000490909 1 0.000490909  0.54045038  0.5030
BC 0.0008 1 0.0008 0.88073394  0.4011
ABC 0.0008 1 0.0008 0.88073394  0.4011
Suma de 0.003633333 4 0.000908333
cuadrados
Cor Total 0.013025 11
Desviacién 0.030138569 R® 0.72104926
Estandar
Promedio 6.1725
CV.% 0.488271671
PRESS 0.04905
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Ahora bien, se presenta el grafico 3D el cual representa la influencia del tiempo y la
concentracion de extracto de semillas de citricos en la respuesta pH, en rebanadas de jamon

de carne de conejo, envasadas con vacio (Figura 25) y sin vacio (Figura 26).

@ Disefio con puntos por encima del valor predicho
& Disefio con puntos por debajo del valor predicho
6.24

6.13

X1= B = Concentracion "

X2 =C = Tiempo
Factor Actual
A: Tipo de envase = con vacio

aco

B: Concentracion

002 C: Tiempo

Figura 25. Efecto del tiempo y concentracion en el pH de rebanadas de jamon de carne
de conejo envasadas con
vacio.
@  Disefio con puntos por encima del valor predicho

Disefio con puntos por debajo del valor predicho
6.24

6.1

X1= B = Concentracion

X2 =C = Tiempo

Factor Actual

A: Tipo de envase = con vacio

Figura 26. Efecto del tiempo y concentracion en el pH de rebanadas de jamon de carne
de conejo envasadas sin vacio.
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Como se puede apreciar en las Figuras 25 y 26, los valores de pH, en las rebanadas de jamon
de carne de conejo, oscilan entre 6.1 y 6.2, lo cual indica que no existe una diferencia
significativa; esto se corrobora estadisticamente a partir del andlisis de varianza (ANOVA),
donde con un valor de “Prob>F” mayor a 0.1000 se dice que el modelo no es significativo, es
decir, los factores tipo de envase, concentracion y tiempo, no tienen un efecto significativo en
el valor de pH. Kreyenschmidt (2010) realiz6 estudios sobre la vida de anaquel en rebanadas
de jamén de carne de cerdo y encontré que existe una relacion directa entre el pH y la
presencia de BAL,; debido a esto, él establecidé que la disminucion en el valor de pH es un
indicador del crecimiento de la poblacion de BAL.

Los valores de pH, de los distintos lotes, tuvieron fluctuaciones que no fueron significativas a
lo largo de los 7 dias de almacenamiento en refrigeracién, las BAL son microaerofilicas y son
capaces de crecer a bajas tensiones de oxigeno; sin embargo, al utilizar los protocolos para el
cultivo de bacterias lacticas demostraron su ausencia.

3.3 EVALUACION DE COLOR

En la Tabla 16 se presentan los resultados de los parametros evaluados, en la prueba de color

para cada tratamiento.

Tabla 16. VValores promedios de colorimetria (L, a 'y b) en rebanadas de jamon de carne

de conejo.
Dia |Concentracion Tipo de RERSIEOI AE
envasado L a b
MATERIA |Jamén entero
0 PRIMA en funda 69.76 7.76 4.52
0% Sin vacio 70.11 7.59 4.31 0.44
0 Convacio | 72.14 | 751 | 455 2.39
Sin vacio 71.32 7.8 4.63 1.56
0,
0 0.01% Con vacio 69.9 7.72 4.76 0.28
0.02% Sin vaC|,0 70.2 7.67 4.47 0.45
Con vacio 70.43 7.74 4.36 0.68
0% Sin vacio 73.33 7.61 4.29 3.58
0 Convacio | 71.86 | 807 | 471 2.12
Sin vacio 73.31 7.67 4.82 3.56
0,
1 0.01% Con vacio 71.76 8.43 4.62 2.10
0.02% Sin vaC|,o 73.06 7.78 4.33 3.31
Con vacio 73.20 7.73 4.60 3.44
0% Sin vacio 98.96 -0.32 1.53 30.44
0 Con vacio 99.48 0.05 1.92 30.81
Sin vacio 99.31 -0.62 1.26 30.88
[0)
/ 0.01% Con vacio 98.29 0.16 1.81 29.65
Sin vacio 99.74 -0.70 1.85 ;
0.02% in v |' 31.26
Con vacio 97.89 0.59 1.94 29.14
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3.3.1 ANALISIS ESTADISTICO DE COLOR

La tabla 17 muestra los datos de ANOVA obtenidos en el andlisis estadistico factorial, realizado mediante el programa

Desing-Expert, con respecto a los factores Tipo de envase, concentracion y tiempo.

Tabla 17. Andlisis de varianza correspondiente a color.

Suma de Df Medios F Prob> F
cuadrados cuadrados
Modelo 2248.662792 7 321.2375417 3310.87392 < 0.0001 Significativo
A-Tipo de 2.517456061 1 2.517456061 25.946468 en valores
envase 0.0070 “Prob> F”
B- 0.005 1 0.005 0.05153311 menores a
Concentracion 0.8315 0.0500
C-Tiempo 1603.236123 1 1603.236123 16523.9487 < 0.0001
AB 0.10125 1 0.10125 1.04354548 0.3648
AC 0.640151515 1 0.640151515 6.59779969 0.0621
BC 0.45125 1 0.45125 4.65086318 0.0973
ABC 2.0808 1 2.0808 21.4460191 0.0098
Suma de 0.3881 4 0.097025
cuadrados
Cor Total 2249.050892 11
Desviacion 0.311488363 R? 0.99982744
Estandar
Promedio 16.69083333
CV.% 1.86622415
PRESS 5.23935
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A continuacion, se presenta el grafico 3D correspondiente al efecto del tiempo y

concentracion de extracto de semilla de citricos en el color de rebanadas de jamoén de carne de
conejo envasadas con vacio (Figura 27) y sin vacio (Figura 28).

@ Disefio con puntos por encima del valor predicho
@ Disefio con puntos por debajo del valor predicho ez
31.26

2.1
X1= B = Concentracion

X2 =C =Tiempo
FactorActual
A: Tipo de envase = con vacio

Color

C: Tiempo g A B: Concentracién

Figura 27. Efecto del tiempo y concentracidon en el color de rebanadas de jamon de
carne de conejo envasadas con vacio.

% Disefio con puntos por encima del valor predicho
@ Disefio con puntos por debajo del valor predicho

31.26

2.1

X1= B = Concentracion

X2 =C = Tiempo

Factor Actual

A: Tipo de envase = sin vacio

Color

Figura 28. Efecto del tiempo y concentracion en el color de rebanadas de jamon de
carne de conejo envasadas sin vacio.

Como podemos apreciar en los graficos (Figura 27 y 28), estadisticamente (Tabla 17) el factor
que tiene una mayor influencia en el cambio de color es el tiempo (valor de "Prob> F" menor

a 0.0500 en el ANOVA) y no la concentracion de ESC o el tipo de envasado (con o sin
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vacio); Hui en 2006, afirmd que una desventaja importante del uso del envasado al vacio es
que, algunas veces queda una minima cantidad de oxigeno presente, la cual permite una
formacion de metamioglobina residual y decolora el producto. No obstante, el envase
utilizado en la experimentacion posee una tecnologia (multicapa) la cual aisla al producto del
ambiente y libera el escaso oxigeno que haya quedado atrapado; es por esto que los cambios

de color, durante el almacenamiento, se pueden atribuir a la fotosensibilidad del producto.

Sin ser el objetivo, el producto fue acomodado de tal forma que permaneci6 expuesto a la luz
eléctrica y /o solar y del dia 0 al 7 hay una absorcion relativamente pequefia por la mioglobina
desnaturalizada, provocando que con el tiempo el diferencial de color fuese mayor en el

jamon y éste presentara una apariencia palida.

3.4 RESULTADOS DE LA TINCION DE GRAM DE LA DETERMINACION DE
BACTERIAS COLIFORMES Y MESOFILOS AEROBIOS

En seguida, se muestra la imagen correspondiente a coliformes totales y mesdéfilos aerobios
(Figura 29-31) obtenida a partir de una tincion de Gram y observada en un Microscopio
(Olympus CX31) para identificar la morfologia y los posibles microorganismos, presentes en
las muestras con concentracion 0% de ESC envasadas con y sin vacio.

De acuerdo a las imégenes obtenidas, como resultado de la prueba de tincién, cuando se
utilizé medio de cultivo agar rojo violeta bilis lactosa, incubadas durante 24+2h h a 35+2°C,
con muestra de jamon de carne de conejo envasada con (Figura 29) o sin (Figura 30) vacio, se
aislaron colonias, que al observarse al microscopio presentaron caracteristicas del mismo
género (coliformes), siendo éstas, con morfologia de bacilos Gram negativos. Mientras que, la
muestra de rebanada de jamén de carne de conejo envasada sin vacio, empleando medio de
cultivo agar triptona extracto de levadura o agar para cuenta estandar, incubadas durante 48+2
h a 351£2°C, se aislaron colonias que al observarse al microscopio presentaron caracteristicas

con morfologia de cocos Gram positivos, ver Figura 31.
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B)
Figura 29. A) Morfologia colonial; B) Tincién de Gram de Coliformes totales (sin vacio).

B)
Figura 30. A) Morfologia colonial; B) Tincién de Gram de Coliformes totales (con
vacio).

A) B)
Figura 31. A) Morfologia colonial; B) Tincién de Gram de Meso6filos Aerobios (sin
vacio).
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CONCLUSIONES

El rebanado del jamén resulté ser un punto critico de control; ya que en el producto
terminado (pieza completa de jamén) se cumplié con limites permitidos por normas y
después del rebanado aumentaron las UFC/g de coliformes totales y meséfilos aerobios.
El envasado al vacio combinado con 0.01% de antimicrobiano y almacenamiento
refrigerado a 4°C, son las barreras y/o condiciones que mantuvieron la mejor calidad
sanitaria de las rebanadas de jamén de carne de conejo.

El uso de Extracto de Semilla de Citricos permitié mantener estables las caracteristicas
del producto (pH y color).

Los resultados de mesdéfilos aerobios y coliformes totales obtenidos mediante los
métodos répidos y los métodos tradicionales, tuvieron los mismos érdenes de magnitud.
El uso de métodos réapidos por su facil y rapida preparacion y obtencion de resultados,
facilita la interpretacion y toma de decisiones para control de la calidad microbiana de

productos alimenticios.
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I.  PREPARACION DE SOLUCION CON CLORO
El producto utilizado contiene 5% de cloro libre y en funcién a este valor se realizaron los

calculos, para tener una solucion a 200ppm, de la siguiente forma:
Si 1L contiene 50mL Cl libre
Es decir; 1000mL-50mL
Entonces 1ml contiene = 0.05ml de cloro; esto es igual a 50ppm.
Para 200ppm se necesitan x (mL)
200ppm=4mi

1L de agua con 4ml de cloro=solucion a 200ppm

Il. CALCULO DE LOS VALORES DE LA CUENTA EN PLACA DE
COLIFORMES TOTALES EN REBANADAS DE JAMON ENVASADO CON
VACIO (ENSAYO POR DUPLICADO).

Dia |Concentracién 110 1533“% 11000 UFC/g

0% é 8 8 10a

0 0.01% 2 8 8 10a
0.02% 1 8 8 10a

0% ; 8 8 20a

1 0.01% é 8 8 10a
0.02% i 8 8 50a

S R T T+

7 0.01% 1 8 8 10a
0.02% 2 8 8 40a

a: valor estimado
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ANOVA PARA COLIFORMES TOTALES CON VACIO
Modelo lineal general: UFC/g vs. Dia, Concentracion

Factor Tipo
Dia fijo
Concentracion ~ fijo

Niveles

3
3

Valores
0,1,7

0.00, 0.01, 0.02

Anélisis de varianza para UFC/g, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SCsec. SCajust. MC ajust.
Dia 2 148900 148900 74450
Concentracion 2 127900 127900 63950
Dia*Concentracion 4 270800 270800 67700
Error 9 650 650 72
Total 17 548250

S =8.49837 R-cuad.=99.88% R-cuad.(ajustado) =99.78%

Medias de cuadrado minimo para UFC/g

Dia
0
1
7
Concentracion
0.00
0.01
0.02
Dia*Concentracion
0 0.00
0.01
0.02
0.00
0.01
0.02
0.00
0.01
0.02

N N N e N = =)

Media del Error

Media
6.667
21.667
206.667

196.667
6.667
31.667

5.00
5.00
10.00
15.00
5.00
45.00
570.00
10.00
40.00

Estandar
3.469
3.469
3.469

3.469
3.469
3.469

6.009
6.009
6.009
6.009
6.009
6.009
6.009
6.009
6.009

F P
1030.85 0.000
885.46 0.000
937.38 0.000
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IV. CALCULO DE LOS VALORES DE LA CUENTA EN PLACA DE
COLIFORMES TOTALES EN REBANADAS DE JAMON ENVASADO SIN
VACIO (ENSAYO POR DUPLICADO).

Dia |Concentracién 110 1533(:'0” 11000 UFC/g

0% (1) 8 8 10a

0 0.01% (1) 8 8 10a
0.02% 1 8 8 10a

o || T,

1 0.01% 1 8 8 10a
0.02% 2 8 8 50a
0% i;g 8 8 1200

7 0.01% 2 g 8 30a
0.02% ; g 8 80a

a: valor estimado

V. ANOVA PARA COLIFORMES TOTALES SIN VACIO
e Modelo lineal general: UFC/g vs. Dia, Concentracion

Factor Tipo  Niveles Valores
Dia fijo 3 0,17
Concentracion ~ fijo 3 0.00, 0.01, 0.02

e Analisis de varianza para UFC/g, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SCsec. SCajust. MC ajust. F P
Dia 2 679511 679511 339756 231.65 0.000
Concentracion 2 570211 570211 285106 194.39 0.000
Dia*Concentracion 4 1121122 1121122 280281 191.10 0.000
Error 9 13200 13200 1467
Total 17 2384044

S$=38.2971 R-cuad.=99.45% R-cuad.(ajustado) = 98.95%
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¢ Medias de cuadrado minimo para UFC/g
Media del Error

Dia Media Estandar
0 6.67 15.63
1 30.00 15.63
7 430.00 15.63
Concentracion
0.00 406.67 15.63
0.01 15.00 15.63
0.02 45.00 15.63
Dia*Concentracién
0 0.00 5.00 27.08
0 0.01 5.00 27.08
0 0.02 10.00 27.08
1 0.00 35.00 27.08
1 0.01 10.00 27.08
1 0.02 45.00 27.08
7 0.00 1180.00 27.08
7 0.01 30.00 27.08
7 0.02 80.00 27.08

VI. CALCULO DE LOS VALORES

DE LA CUENTA EN SIMPLATE ™ DE
COLIFORMES TOTALES Y E.coli EN REBANADAS DE JAMON ENVASADO

SIN VACIO (ENSAYO POR DUPLICADO).

Dilucion

Dia Concentracion 1-1000 POBLACION | UFC/g
0% L 2 20
1
0
0 0.01% 1 2 20
0
0.02% 1 2 20
0% : 4 40
1
1 0.01% 1 2 20
3
0.02% > 6 60
44
0,
0% 15 128 1280
2
7 0.01% > 4 40
4
0.02% z 10 100
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VIl. CALCULO DE LOS VALORES DE LA CUENTA EN PLACA DE MESOFILOS
AEROBIOS EN REBANADAS DE JAMON ENVASADO SIN VACIO (ENSAYO
POR DUPLICADO).

Dia |Concentracién 110 I13:|1It(J)((:)|0n 11000 UFC/g
0% 4512 2 8 5000
0 0.01% gi ; g 5000
0.02% jg g g 5000

o LB o

1 0.01% 12;1 ;g 8 13000
0.02% 1;8 gg 8 17000

0% 17073 i é 90000

7 0.01% gé g é 30000
0.02% ?1(9) ; é 60000

VIIl. ANOVA PARA MESOFILOS AEROBIOS SIN VACIO
e Modelo lineal general: UFC/g vs. Dia, Concentracion

Factor Tipo  Niveles Valores
Dia fijo 3 0,17
Concentracion ~ fijo 3 0.00, 0.01, 0.02

e Analisis de varianza para UFC/g, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SCsec. SCajust. MC ajust. F P
Dia 2 128073 128073 640365 27.47 0.000
Concentracion 2 296896 296896 148448 6.37 0.019
Dia*Concentracion 4 385239 385239 963099 4.13 0.036
Error 9 20983 20983 2331
Total 17 2172704

S=15269.3 R-cuad. =90.34% R-cuad.(ajustado) = 81.76%
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¢ Medias de cuadrado minimo para UFC/g

Media del Error

Dia Media Estandar
0 4950 6234
1 18250 6234
7 67000 6234
Concentracion
0.00 47450 15.63
0.01 16817 15.63
0.02 25933 15.63
Dia*Concentracion
0 0.00 4850 10797
0 0.01 5100 10797
0 0.02 4900 10797
1 0.00 25500 10797
1 0.01 12850 10797
1 0.02 16400 10797
7 0.00 112000 10797
7 0.01 32500 10797
7 0.02 56500 10797

CALCULO DE LOS VALORES DE LA CUENTA TOTAL POR SIMPLATE ™
EN REBANADAS DE JAMON ENVASADO SIN VACIO (ENSAYO POR
DUPLICADO).

. .. | Dilucion -
Dia Concentracion 1-1000 POBLACION | UFC/g
0% g 6 6000
2
0 0.01% > 4 4000
2
0.02% 1 4 4000
13
0,
0% B 28 28000
1 0.01% g 12 12000
0.02% g 18 18000
34
0,
0% o 86 86 000
7 0.01% i‘;’ 28 28 000
25
0,
0.02% o4 58 58000
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X. CALCULO DE LOS VALORES DE LA CUENTA EN PLACA DE
COLIFORMES TOTALES EN AGUA DE LAVADO (ENSAYO POR

DUPLICADO).
Dilucidén
110 1100 11000 | 110000 | 1100000 | JFE/M!
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0 20a

Xl. CALCULO DE LOS VALORES DE LA CUENTA EN PLACA DE MESOFILOS

AEROBIOS EN AGUA DE LAVADO (ENSAYO POR DUPLICADO).

Dilucién
110 [ 1100 | 11000 | 110000 | iiooooo | o™
1 0 0 0 0 10a

X1l. TABLA DE CONVERSION SIMPLATE ™ PARA CALCULO DE UFC/g.
En las siguientes imagenes se ejemplifica el cambio de color y/o fluorescencia requeridos, en

las charolas, para cuantificar e interpretar la presencia de los microorganismos.

c)

d)

a) Placa control; b) Placa con pozos positivos (para coliformes totales y cuenta total); ¢)
Fluorescencia control; d) Fluorescencia (de amarillo a verde-azulado) para E. coli.
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(POZOS POSITIVOS=POBLACION)

| =2 29 = 70 57 = 190
1 =4 30 =14 58 = 196
1= 4 3 = 76 59 = 202
4 =8 32 = 80 &0 = 208
5 = 10 33 = 84 81 = 216
& = 12 34 = 8¢ 52 = 224
7 =14 35 = 90 63 = 132
8 = 186 36 = 94 54 = 240
9 = 18 37 = 9 65 = 148
0 = 22 38 = |00 66 = 1256
1= 24 39 = |04 67 = 166
12 = 26 40 = 108 &8 = 178
I3 = 28 4 = |z 69 = 188
14 = 30 42 = |16 70 = 298
I5 = 32 43 = 120 71 = 312
16 = 36 44 = |24 72 = 324
17 = 38 45 = |28 73 = 338
18 = 40 46 = 132 74 = 354
19 = 42 4T = 134 75 = 3712
20 = 46 48 = 142 76 = 392
21 = 48 49 = |46 77 = 414
21 = 50 50 = |50 T8 = 440
21 = 54 5| = |56 79 = 470
24 = 56 52 = |60 B0 = 508
25 = 58 53 = |66 Bl = 556
26 = 42 54 = |72 B2 = 624
27 = 84 55 = |78 Bl = 738
28 = &8 56 = IB4 84 = >738
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