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Resumen

En este trabajo se evalud el crecimiento de Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium y E. coli (102-
108 UFC/mI) en productos carnicos formulados con un antimicrobiano natural (0,3 % y 0,65 %) que contiene
extracto de romero. E. coli fue inoculada en salchichas, mientras que L. monocytogenes y S. Typhimurium se
inocularon por separado en mortadelas. Los productos se empacaron al vacio y almacenaron bajo
refrigeracion (4 -5 °C). El antimicrobiano natural a las dosis estudiadas reduce mas del 50 % la poblacién de
E. coli y L. monocytogenes desde la segunda semana, e inhibe el 100 % de la poblacion a la dosis mas alta
para la segunda y tercera semana, respectivamente. Sélo se logré inhibir completamente a S. Typhimurium
al final del estudio en los productos con la concentracibn mas alta de antimicrobianos. Basado en los
resultados del estudio, se concluye que el antimicrobiano natural inhibe el crecimiento de microorganismos
patdégenos, principalmente E. coli y L. monocytogenes.
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Protective Effect of a Natural Antimicrobial Against Listeria
monocytogenes, Salmonella Typhimurium and E. coli in
Salchicha y Mortadela

Abstract

In this work the growth of Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium and E. coli (102 -10% CFU / mL)
in meat products formulated with a natural antimicrobial (0.3 % and 0.65 %) containing rosemary extract was
evaluated. E. coli was inoculated into sausages, while L. monocytogenes and S. Typhimurium were inoculated
separately into mortadella. The products were vacuum packed and stored under refrigeration (4-5 °C). The
natural antimicrobial at the doses studied reduces more than 50 % the population of E. coli and L.
monocytogenes from the second week, and inhibits 100 % of the population at the highest dose for the second
and third week, respectively. Only S. Typhimurium was completely inhibited at the end of the study in the
products with the highest concentration of antimicrobials. Based on the results of the study, it is concluded that
the natural antimicrobial inhibits the growth of pathogenic microorganisms, mainly E. coli and L.
monocytogenes.
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INTRODUCCION

Salmonella Typhimurium, Listeria monocytogenes, y E. coli, hacen parte de la lista de las 10 principales
bacterias causantes de la mayoria de los casos confirmados de infecciones alimentarias en EEUU
(www.cdc.gov, 2010). En Colombia, el Instituto Nacional de Vigilancia de Alimentos y Medicamentos, INVIMA
(www.invima.gov.co, 2017), indicé que en el pais ocurren cerca de 240.000 casos de infecciones transmitidas
por alimentos al afio. Debido a un subregistro en el nimero de casos notificados, es dificil conocer las cifras
de los brotes ocasionados por el consumo de productos carnicos procesados, y mucho mas, identificar el
agente causal. Sin embargo, se sabe que por sus caracteristicas intrinsecas, los productos y derivados
carnicos como salchicha y mortadela, se encuentran entre los alimentos con mayor riesgo de ocasionar una
infeccion causada por bacterias como Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium, E. coli.

Los productores ademas de adoptar adecuadas practicas de manufactura y un correcto plan de limpieza y
desinfeccién en sus plantas, deben asegurar también la inocuidad de los productos durante su
almacenamiento y distribuciéon. Una de las practicas mas empleadas para lograr este objetivo, es la adicion
de agentes antimicrobianos en las férmulas carnicas como el lactato sédico, que ademas de ser considerado
GRAS (Generally Recognized As Safe), se recomienda como parte del programa para el control de L.
monocytogenes en alimentos listos para su consumo (ready-to-eat, RTE) (Ahmed et al., 2015) y para inhibir
el crecimiento de microorganismos mesofilos y Clostridium sporogenes (Pereira et al., 2015). El efecto
bacteriostatico de los lactatos se debe al aumento de la fase de latencia de los microorganismos, y su
mecanismo de inhibicién ha sido atribuido a la facilidad de estos &cidos lipofilicos débiles para ingresar a
través de la membrana celular en su forma no disociada, y una vez dentro, disociarse y acidificar el medio
intracelular (Mbandi y Shelef, 2001). Sin embargo, pese a la efectividad antimicrobiana del lactato de sodio,
las concentraciones en las que se observan los mejores resultados (1-3 %) suelen ser muy elevadas
comparadas con otros aditivos, y su aporte de sodio es por consiguiente, muy alto. Es por tal motivo que se
han venido empleando otra clase de antimicrobianos para remplazarlo.

En los Ultimos afios, ha habido un creciente interés por el uso de antimicrobianos naturales (Pisoschi et al.,
2018). Los aceites esenciales de la mayoria de las plantas son ricos en fenoles de reconocida actividad
antimicrobiana como carvacrol, eugenol y timol que ayudan a aumentar la vida Gtil de una gran variedad de
alimentos (Muriel et al., 2015), debido a que alteran la bicapa de fosfolipidos de la membrana celular y afectan
negativamente los sistemas enzimaticos y el material genético de los microorganismos (Bezic et al., 2013). El
romero (Rosmarinus officinalis |.) se utiliza exitosamente en la industria de los alimentos por su actividad
antioxidante, y como agente antimicrobiano se ha estudiado su accidn frente bacterias Gram-negativas como
Escherichia coli 0157:H7 y Aeromonas hydrophila; ademas de Gram-positivas como Listeria monocytogenes
(Ghabraie et al., 2016). El extracto de romero muestra individualmente una fuerte actividad antimicrobiana en
carne de cerdo fresca y en rodajas de jamén envasado al vacio y con atmdsferas modificadas, frente a
Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens y Lactobacillus sake (Kalschne, D., et al.,, 2015). Se ha
demostraron in vitro que independiente de su naturaleza lipofilica o hidrofilica, el extracto de romero inhibe L.
monocytogenes y una gran variedad de bacterias acidolacticas (Bubonja et al., 2011).

Con el objetivo de evaluar el crecimiento de Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium y E. coli en
salchichas y mortadelas formuladas con un antimicrobiano natural que contiene extracto de romero, se disefio
una prueba de desafio. El seguimiento microbioldgico para obtener el recuento de cada microrganismo se
realiz6 semanalmente durante la vida til comercial del producto.

MATERIALES Y METODOS

Se elaboraron salchichas y mortadelas mediante metodologia tradicional, segun se presenta en la Figura 1.
Las mortadelas se inocularon por separado con Listeria monocytogenes y Salmonella Typhimurium, mientras
gue Escherichia coli se inoculd en salchicha. Semanalmente se realizd un seguimiento microbiol6gico de los
productos que sirvid para comparar la eficacia de los diferentes antimicrobianos.

Cepas bacterianas

La cepa de Listeria monocytogenes (ATCC® 13932™), Escherichia coli (ATCC® 25922™) y Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Typhimurium (ATCC®14028™) empleadas en este estudio se almacenaron, cultivaron
y analizaron siguiendo las indicaciones del proveedor (Laboratorios Annar, Bogota).

Formulacién y elaboracién de los productos

Para la elaboracion de las salchichas y mortadelas se empleé carne bovina, pasta /piel pollo y pasta de pollo
(Tyson, México) comprada a un proveedor local. Los demas ingredientes los proporciond Tecnas S.A., ltagiii,
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Colombia. Estos son: sabor natural pollo (mezcla de especias y extractos), almidén de papa (Aris®, Mexico),
sal (Refisal®, Colombia), proteina vegetal hidrolizada (Levapan®, Bogota, Colombia), proteina aislada y
texturizada de soya (Solae, LLC, St. Louis, Missouri, Estados Unidos), eritorbato de sodio (C6H7NaO®6,
Jebsen & JessenG.m.b.H. & Co.), tripolifosfato de sodio (NasP3O10, Haifa Chemicals, Haifa, Israel) grado
alimenticio, nitrito de sodio (6 % nitrito de sodio, NaNO3, 94 % NacCl), colorante natural para embutidos (Color
Ful®, Tecnas, Colombia), extracto de romero (Kalsec® Estados Unidos) con el que se prepara el
antimicrobiano natural y lactato de sodio (Galactic®, Estados Unidos) este Ultimo usado como antimicrobiano
de referencia. La concentracion de los principales componentes de la formula se muestra en la Tabla 1. Todas
las férmulas se balancearon garantizando el mismo contenido de humedad y sal en los tratamientos.

Previamente, usando el método de dilucién en caldo se determiné la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI)
en la cual el lactato de sodio (control positivo) y el antimicrobiano natural compuesto principalmente por
extracto de romero inhiben todas las cepas de interés. En este estudio se evalué la efectividad de un
antimicrobiano natural a dos concentraciones (0,3 % y 0,65 %) y se comparo frente al control sin ningun tipo
de agente microbiano en salchicha inoculada con E. coli, y mortadelas inoculadas por separado con L.
monocytogenes y S. Typhimurium, empacadas al vacio y almacenadas a temperatura de refrigeracion (4-5
°C). Semanalmente, se determiné el recuento de estas bacterias y se realizaron pruebas microbiolégicas de
rutina y deteccidn de L. monocytogenes y Salmonella spp. en los productos que no habian sido inoculados.

Tabla 1: Composicion de los principales ingredientes de la salchicha y mortadela.

Ingrediente Composicion (%)
Res (bovino) 12
Pasta de pollo 46
Tocino de cerdo/piel de pollo 13
Agua/Hielo 14.6(aprox.)
Almidon de papa 5,8
Proteina de soya 3,0
Sal 11
Proteina vegetal hidrolizada 0,5
Polifosfato de sodio 0,4
Eritorbato de sodio 0,05
Nitrito de sodio 0,02

Pesaje de ingredientes

Molienda de la carne por disco de 3mm

N

Adicion al cutter de los ingredientes:
1. Carne, sal, fosfato, Nitrito de sodio, condimento, antimicrobiano.
2. Mitad del agua con colorante
3. Eritorbato de sodio
4. Proteinas vegetales
5. Almidon de papa
6. Resto de agua
7. Grasa de cerdo/piel de pollo
Homogenizar hasta formar la emulsion

Embuticion de |a pasta en funda AMICEL

1 [
N
Coccidn del producto en horno (salchicha) o en tanque (mortadela),
hasta alcanzar una temperatura interna de 72°C durante 5 minutos.
Refrigerar (4-5°C) hasta el dia siguiente, porcionar, inocular y empacar
al vacio.

Fig. 1: Elaboracién de salchicha y mortadela.
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Para reducir el tamafio del material carnico se emple6é un molino de discos M22 R2 (C.l. Talsa, Medellin,
Colombia). ElI material carnico se dividi6 en 4 porciones iguales, y se mantuvo durante 24 horas en
refrigeracion (4 °C) para su uso posterior. Transcurrido este tiempo, todos los ingredientes se adicionaron a
un Cutter Cruells de 15 litros de capacidad (C.l. Talsa, Medellin, Colombia) en el orden que se muestra en la
Figura 1. La pasta se embutié6 usando una embutidora hidraulica Mainca EM-30 (C.I. Talsa, Medellin,
Colombia), en funda de Amicel (pelicula coextruida de 70 micras, poliamida/adhesivo/capa sellante, PEBD)
proporcionada por la empresa Alico S.A. La masa asi embutida se porcion6 usando una amarradora manual
(C.l. Talsa, Medellin, Colombia), y luego se llevé a coccién en un horno automético C.I. Talsa r100 1 carro
(salchicha) o tanque de coccion a gas C.I. Talsa t240g - 09401085 (mortadela) hasta que el producto alcanzé
una temperatura interna de 72 °C; después del tratamiento térmico, las salchichas y las mortadelas se dejaron
en refrigeracion y al siguiente dia se realiz6 la inoculacion del producto.

Inoculacién de los productos

A partir de un in6culo que estaba en medio BHI (Brain Heart Infusion) con una concentracion inicial de 108
UFC/mL, se realizaron diluciones seriadas hasta tener una concentracion aproximada de 102 -103UFC/mL de
cada cepa de referencia. Dentro de cada paquete, las salchichas se inyectaron con 1 mL de este Ultimo
in6culo, mientras que en la superficie de las mortadelas se realiz6 la aspersion de 1 mL de L. monocytogenes
0 S. Typhimurium. Cada uno de los tratamientos se realizé para simular las condiciones reales en las que
ocurre una re-contaminacion con L. monocytogenes y S. Typhimurium después del tratamiento térmico de los
productos, durante el lonchado (Ahmed et al., 2015) o, la presencia de E. coli proveniente de materias primas
de calidad microbiolégica deficiente. Una vez inoculados los productos, los paquetes se empacaron al vacio
en una bolsa flexible de poliamida/polietileno (Alico S.A., Medellin, Colombia) usando la empacadora Cunet
Plus Vac 20 (C.I. Talsa, Medellin, Colombia). El producto se mantuvo en refrigeracion (4-5 °C) en una Cava
LaSelle de 500L durante el tiempo que duré el estudio, retirando cada muestra 1-2 horas antes de ser
analizadas.

Andlisis microbiolégico

El andlisis microbioldgicos de las unidades sin inocular se llevo a cabo de acuerdo con las Normas Técnicas
Colombianas, NTC 4519 para aerobios mesofilos (Instituto Colombiano de Normas Técnicas y Certificacién,
ICONTEC, 2009a), NTC 4516 para recuento de coliformes (ICONTEC, 2009b), y al manual de técnicas de
andlisis para control de calidad microbiolégica de alimentos para consumo (Staphylococcus aureus, y
Salmonella spp.). El recuento de L. monocytogenes y S. Typhimurium se realiz6 de acuerdo con las normas
de la Organizacién Internacional de Normalizacion, 1SO: ISO 11290-2: 01/07/1998 e I1SO 6579:2003,
respectivamente.

El recuento de L. monocytogenes, S. Typhimurium y E. coli de los productos inoculados, se realizd
semanalmente como se describe a continuacion. Cada vez se emplearon 25 g de muestra inoculada con S.
Typhimurium homogeneizada en 225 mL de agua peptona tamponada, los cuales se incubaron a 36 °C + 2
°C por 18-24 horas. Para el enriquecimiento selectivo se transfirieron 1 mL de la muestra anterior en 10 mL
de caldo Rappaport Vassiliadis y 10 mL de caldo Selenito cisteina, los cuales se incubaron a 44 °C £ 2 °C y
36 °C £ 2 °C durante 18-24 horas, respectivamente. El aislamiento en medio selectivo y diferencial se realiz6
a partir de cada uno de los cultivos obtenidos del enriquecimiento selectivo, los cuales se sembraron en
superficie sobre el Agar SS (Agar Salmonella-Shigella), luego de incubar las placas a 36 °C + 2 °C durante
24-48 horas.

El recuento en placa de E. coli se consiguié en un agar cromogénico Chromocult® sobre el cual se sembré en
superficie 0,1 mL de las diluciones correspondientes. Las cajas de Petri se incubaron a 35 °C + 2 °C durante
24 horas para coliformes totales y para determinacién de E. coli se incubaron a 44 °C + 1 °C por 18-20 horas.
En el caso de L. monocytogenes, luego del proceso de recuperacion del microorganismo en caldo Fraser
siguiendo las indicaciones del proveedor, el recuento en placa se realizd por inoculacién de 0,1 mL de la
muestra en un medio selectivo diferencial ALOA incubando las placas a 36 °C + 2 °C durante 24 horas.
Después del periodo de incubacién de los microorganismos en las placas, se cuentan las colonias
caracteristicas en cada caja y se calculan el nimero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por gramo.

Andlisis fisicoquimico

Los valores de pH y actividad acuosa (Aw) de las salchichas y mortadelas cocidas sin inocular se midieron
semanalmente por medio de un pHmetro handylab pH11/14 (SchottGroup, Mainz, Germany) y un equipo
Aqualab Water Activity Meter 4TE (AqualLab Inc., Pullman, WA 99163 — USA), respectivamente, segun las
instrucciones del fabricante. En ambos casos, se tomaron los promedios de 6 mediciones realizadas a 3
muestras de cada tratamiento, las cuales primero se maceraron hasta obtener una pasta homogénea.
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Andlisis estadistico

Los recuentos de cada microorganismo se transformaron a logaritmo y se reportaron en términos de Log
UFC/g. Cuando no se observé crecimiento en la placa, se utilizé el valor de 1 para el célculo de su logaritmo.
Los andlisis se realizaron utilizando el Sotware estadistico R (RCoreTeam®, 2012), a través del cual se obtuvo
el modelo matematico de efectos mixtos (medidas longitudinales o repetidas en el tiempo) para cada
microorganismo y tratamiento antimicrobiano (Littell, R., et al., 2006). El modelo con el mejor ajuste de los
datos se determind de acuerdo con el criterio de Akaike (AIC) (Posada S. y Rosero, R; 2007).

RESULTADOS

A continuacion se presentan los resultados de los parametros microbiolégicos y fisicoquimicos de los
productos no-inoculados. Ademas, se muestra la cinética de crecimiento de E. coli, L. monocytogenes y S.
Typhimurium en los productos que se inocularon (102-10% UFC/mL), y el porcentaje de inhibicion de cada
microorganismo comparando el crecimiento sin ninguna sustancia antimicrobiana (Control) y el obtenido con
el antimicrobiano en cuestion.

Andlisis microbiolégico y fisicoquimico

En todas las muestras no-inoculadas, la evaluacion de E. coli, Listeria spp. y Salmonella spp. arroj6 resultados
negativos (ausencia del patbgeno). Con estos resultados se comprob6 que los recuentos de los patégenos en las
salchichas y mortadelas inoculadas se debian Unicamente a la inoculacién. Los valores promedio para el pH y Aw
de ambos productos permaneci6 invariable durante el estudio, con valores dentro del rango 5,9-6,2 y alrededor de
0,977; respectivamente. El promedio del pH y el Aw al inicio del estudio fue similar en todos los tratamientos. Al
inicio del estudio el recuento de microorganismos aerobios mesdfilos de los productos eran muy similares entre si
(2,5-4,0 Log UFC/g), pero en la mitad de la vida util (semana 3), el promedio de los productos elaborados con
lactato de sodio 2,5 % y los que no llevaban ningtn antimicrobiano (Control), superaron el limite maximo permitido
para estos productos (> 5,0 Log UFC/g) puesto que alcanzaron recuentos superiores a 12 Log UFC/g, mientras
gue los productos con el antimicrobiano natural en cualquiera de la dosis estudiada mantuvo el promedio de los
recuentos de microorganismos aerobios por debajo de 5 Log UFC/g hasta la tercera semana (Tabla 2). En la Tabla
2, se muestra el promedio de Log UFC/g con su respectiva desviacion estandar para tres mediciones y tres réplicas.
Los subindice i y f indican el valor inicial y final de cada parametro, respectivamente. Letras iguales en cada
columna, indican que no existe diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (p<0.05).

Tabla 2: Evaluacion del pH, Aw y microorganismos aerobios mesofilos en los productos no-inoculados.

Producto/ _ ) Log* Log* UFC/g .

Tratamiento Antimicrobiano pHi Awi (UFC/g)i semana 3 Log*(UFC/g)r
Salchicha
Control (sin antimicrobiano) 5,80+0,052 0,986+0,01° 3,6 £1,0°¢ 7,750,754 >12,0¢9
Antimicrobiano natural (0,3 %) 5,95+0,012 0,980+0,02° 3,5+0,7°¢ 4,00%0,5¢° 9,0+0,5"
Antimicrobiano natural (0,65 %) 6,05+0,022 0,978+0,06" 3,7+0,9¢ 3,75+0,55¢° 8,05+0,55"
Lactato de sodio (2,5 %) 5,88+0,062 0,980+0,02° 3,56+1,1¢ 7,95+0,454 >12,09
Mortadela
Control (sin antimicrobiano) 5,86+0,042 0,978+0,05° 3,5 0,8 8,2+0,70d >12,09
Antimicrobiano natural (0,3 %) 5,95+0,062 0,980+0,01° 3,7+0,9¢ 4,15+0,45¢8 9,3+0,4"
Antimicrobiano natural (0,65 %) 5,95+0,022 0,979+0,01° 3,4+1,0¢ 3,9+0,50¢ 7,4+0,9"
Lactato de sodio (2,5 %) 5,85+0,072 0,979+0,02° 3,6+1,2¢ 8,35+0,85¢ >12,09

Tabla 3: Modelos matematicos para el crecimiento de E. coli, L. monocytogenes y S. Typhimurium en los productos
inoculados

) . Tratamiento Coeficientes
MICI’OOFganlsmO BO Bl BZ 63
E. coli Antimicrobiano natural (0,3 %) 1,143 -0,469 0,026 0,004
. coli o :
Antimicrobiano natural (0,65 %) 0,934 -0,238 -0,577 -0,021
- 2 3
Log UFC/g=Bo*f1T*+B2T*+BsT° ™ 3ctato de sodio (2,5 %) 0,934 | -0,6831 0,176 20,015
Control (sin antimicrobiano) 0,958 0,175 -0,164 0,018
L . Antimicrobiano natural (0,3 %) 1,399 -0,578 0,053 -
- monocytogenes Antimicrobiano natural (0,65 %) 1,422 -0,578 0,053 -
= ) ) ) ) )
Log UFC/g=Bo*p1T+R2T Lactato de sodio (2,5 %) 1,541 20,578 0,053 :
Control (sin antimicrobiano) 2,160 -0,578 0,053 -
s. Tvphi . Antimicrobiano natural (0,3 %) 1,734 -0,229 -0,091 0,022
- yphimunium Antimicrobiano natural 1,754 0,646 -0,297 0,022
I ) 3 ) ) ) )
Log UFC/g=Bo*f1T+B2T*+BsT° ™ 3ctato de sodio (2,5 %) 1,662 1,225 -0,395 0,022
Control (sin antimicrobiano) 1,610 1,803 -0,43 0,022
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Crecimiento de E. coli, L. monocytogenes y S. Typhimurium

Los modelos que mejor se ajustan a los datos de Log UFC/g para E. coli y S. Typhimurium tienen forma
cubica, mientras que para L. monocytogenes se observo un mejor ajuste con ecuaciones de tipo cuadratico.
El crecimiento de estos microorganismos durante el estudio, se observa en la Figura 2. En estos modelos el
tiempo (T) en semanas y los tratamientos son los efectos fijos que ayudan a estimar el recuento de cada
microrganismo. Los coeficientes de cada ecuacion (8o, B1, B2 y B3) se presentan en la Tabla 3.

b. L. monocytogenes

a. E. coli
1 1 1 1 1 L 1 1 1 1 1
Antimicrobiano natural 0,65% Antimicrobiano natural 0,65% 4
] 4 = F3
| ] e i
] | B o
i " —— MJ )
Antimicrobiano natural 0,3%
12 44 |
5 3
. 06 o 2
3 94 7 o 14
T 02 A w Q|
S oo A >
o o
= ] S 7
12 4
1.0 - i
08 2
06 2 4
0.4 4 1] -
02 0 O =
0.0 | 7 —— s — |
T T T T T T T
0 1 2 3 4 5
Tiempo (Semanas) Tiempo (Semanas)

¢. Salmonella Thyphimurium

1 1 L
Antimicrobiano natural 0,65%

-2
tekonfianza para el 95% de las
0

e crecimiento (datos reales).

14 - ~ = S i lo de confianza para el 95% de los

o] T ——— 3 —____promediog-

-
Lactato de Sodio 2 5%

Log UFClg

Modelo e.%iﬁ'nado.

— L0

[

Control {sin antimicrobiang)

Tiempo (Semanas)

Fig. 2: Crecimiento de a. E. coli; b. L. monocytogenes y c. S. Typhimurium en los productos inoculados con cada
microorganismo.

Porcentaje de inhibicion de E. coli, L. monocytogenes y S. Typhimurium
El calculo del porcentaje de inhibicién de E. coli, L. monocytogenes y S. Typhimurium con cada uno de los
antimicrobianos (Tabla 4), se obtuvo comparando el crecimiento del microrganismo sin ninguna sustancia

antimicrobiana (Control) y el obtenido en el mismo tiempo con el antimicrobiano en cuestion, usando la
ecuacion (1).

(Log% control — Log% antimicrobiano)

% Inhibicién = X 100% 1)

(Log% control)
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En la Tabla 4, las letras iguales indican que no existe diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) entre
los promedios del Log UFC/g de tres muestreos y tres réplicas, para cada tratamiento en cada semana,
correspondientes al 95 % de las muestras. En algunos casos, el recuento de microorganismo es cero también
en el control y se representa como na.

Tabla 4: Porcentaje de inhibicién de E. coli, L. monocytogenes y S. Typhimurium.

% Inhibicion™

Microorganismo i
inocglado Tratamiento Semana | Semana | Semana | Semana | Semana | Semana
1 2 3 4 5 6
Antimicrobiano natural (0,3 %) | 35,02 70,02 100,02 100,02 na na
E. coli OAAS“m'CVOb'a”O natural (065 | 7550 | 100,00 | 100,00 | 1000 | na na
Lactato de sodio (2,5 %) 60,0¢ 33,32 88,92 100,02 na na
Antimicrobiano natural (0,3 %) | 41,22 66,72 90,02 86,72 100,02 100,02
monoc)l;tbgenes ,(;Stlmlcroblano natural (0,65 47,12 58,32 100,02 100,02 100,02 100,02
Lactato de sodio (2,5 %) 41,22 41,72 80,02 100,02 100,02 100,02
Antimicrobiano natural (0,3 %) | 85,02 71,62 76,02 75,82 59,62 -9,1P
S. Typhimurium Qg“”m“omano natral (0.65 | 3174|4502 |s87° |e6972 |885 | 100,00
Lactato de sodio (2,5 %) 13,32 52,72 34,7° 47,0° 73,12 100,02

DISCUSION

Aunque las bacterias Gram-negativas son generalmente mas resistentes a los antimicrobianos de origen
vegetal e incluso puede que no se observe ningun efecto, en comparacién con las bacterias Gram-positivas
(Biswas et al., 2013), para E. coli se observo inhibicion mayor al 50 % respecto al control sin antimicrobiano
desde la primera semana en los productos con 2,5 % de lactato de sodio y 0,65% de antimicrobiano natural,
y se redujo su poblacién hasta en un 100 % a partir de la segunda semana para la concentracién mas alta del
antimicrobiano natural, y en la tercera semana para los productos con 2.5 % de lactato de sodio. Durante la
fermentacion y el almacenamiento a 4-30 °C de salchichas maduradas y semi-maduradas, también se ha
observado mayor reduccion de la poblacién de E. coli que de L. monocytogenes (Dalzini et al., 2015; Valimaa
et al., 2015). En este estudio se observo una reduccion en el crecimiento de E. coli en todas las muestras,
incluso en las muestras del tratamiento control (sin antimicrobiano) a partir de la semana cinco, lo que podria
explicarse por el efecto “Jameson” (Jameson, 1962; Conddn et al., 2016) en el que se suprime el crecimiento
de la poblacién que se encuentra en menor proporcion (E. coli) respecto de otras poblaciones presentes
(aerobios mesdfilos). Este efecto se ha descrito también al observar el crecimiento simultdneo de L.
monocytogenes y las bacterias &cido lacticas (BAL) en el queso cottage (Bjerre et al., 2014).

Los modelos matematicos cuadraticos sirvieron para estimar el crecimiento E. coli y S. Typhimurium; mientras
qgue un modelo cubico fue mas util para describir el comportamiento de L. monocytogenes debido a la forma
cOncava en todos los tratamientos. El empleo de antimicrobiano natural con extracto de romero en las dos
concentraciones estudiadas logro en la segunda semana, una reduccién mayor al 50 % de L. monocytogenes,
mientras que para este mismo periodo, el lactato de sodio solo logré reducir el 41,7% de la poblacion del
microorganismo. A partir de la tercera semana, la inhibicion de este patdgeno fue mayor al 80% respecto al
control sin antimicrobiano. Debido a la limitada accion antimicrobiana del lactato de sodio frente a patégenos
como L. monocytogenes, se han realizado numerosos estudios que han mostrado un efecto sinérgico entre
el lactato (1,5 %- 3,0 %) y el diacetato de sodio (0,125 % - 0,25 %) sobre la inhibicion del crecimiento de
microorganismos patégenos (Dalzini et al., 2015).y en productos de carne y aves de corral (Hwang et al.,
2015).

Es posible que la baja eficacia de los antimicrobianos estudiados sobre el crecimiento de S. Typhimurium se
deba a una alta tasa de recuperacion de las células que se encontraban con dafio sub-letal (Hrabak et al.,
2015) en el medio de enriquecimiento usado para realizar los recuentos del microorganismo. Se debe
considerar también, que en efecto S. Typhimurium es menos sensible a los antimicrobianos empleados y por
esto sea recomendable emplear otros antimicrobianos y tecnologias que ayuden a controlar el crecimiento de
Salmonella spp. en derivados carnicos. Mbandi y Shelef (2002) reportaron la inhibicién de Salmonella serotipo
Enteritidis mediante la adicion de una mezcla de lactato de sodio (2,5 %) y diacetato de sodio (0,2 %) en carne
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conservada a baja temperatura (5 y 10 °C). Los mismos investigadores probaron que la combinacion de
lactato de sodio con diacetato, incluso ayuda a controlar el crecimiento de los microorganismos aerobios en
el producto, y por tanto, prolonga su vida Gtil después de que se abren los empaques. De igual manera, Miladi
et al. (2016) sugieren que el aceite esencial de R. officinalis podria inhibir in vitro la formacién de biopeliculas
de varias cepas de Salmonella pero en concentraciones altas (>200 mg/mL) (Miladi et al., 2016); sin embargo,
en este caso emplear una concentracion mayor del antimicrobiano natural para garantizar la inhibicién de esta
bacteria no seria posible, debido a que afectaria negativamente las caracteristicas sensoriales de los
productos.

En general, se esperaba un mayor efecto inhibitorio de ambos antimicrobianos sobre los microorganismos
estudiados, basado en los valores de CMI previamente encontrados para este estudio (datos no mostrados);
lo cual valida lo reportado por Gutierrez et al. (2008) quienes sugieren que si bien se ha demostrado in vitro
gue los extractos de plantas son (tiles para la reduccién de patégenos asociados con productos carnicos, el
efecto antimicrobiano en los productos es menor debido al efecto antagénico producido por la grasa presente
en la formula (Gutierrez et al., 2008). Los valores de pH y Aw de las mortadelas y salchichas que no se
inocularon, no mostraron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) entre los tratamientos durante
la vida util de los productos (seis semanas). Sin embargo, se observé un aumento en el recuento de
microorganismos aerobios mesofilos en los productos sin ningln antimicrobiano (Control) y lactato de sodio,
a partir de la tercera semana.

Aunque en los dltimos afios se ha estudiado ampliamente la actividad antimicrobiana in vitro de un gran
ndmero de compuestos naturales entre los que se encuentran los aceites esenciales, son menos los estudios
gue se han realizado en matrices alimenticias reales para evaluar el efecto de la adicion de estos compuestos
sobre las caracteristicas sensoriales del producto y la interacciéon con los demas ingredientes de la férmula.
(Viuda et al., 2010). En general, el uso de plantas con un alto contenido de timol, carvacrol, linalol, 1, 8-cineol,
a-pineno o a-terpineol, solos 0 en combinacién en los alimentos, deberia analizarse con detenimiento; pues
el efecto antimicrobiano deseado de estas sustancias se produce a concentraciones inaceptables desde el
punto de vista sensorial (Klein et al., 2013).

CONCLUSIONES

En los productos empacados al vacio, refrigerados (4-5 °C), e inoculados con una concentracion inicial de L.
monocytogenes de 102 -10% UFC/mL; s6lo el antimicrobiano natural al 0,65 % inhibié por completo el
crecimiento de este patdgeno al alcanzar la tercera semana. En el caso de S. Typhimurium, ninguno de los
antimicrobianos estudiados logré inhibir completamente al microorganismo; Unicamente se observé el 100 %
de la inhibicién al final del estudio en los productos que contenian la mayor concentracién de antimicrobianos
(0,65 % de antimicrobiano natural y 2,5 % lactato de sodio). En salchicha fue posible observar el efecto
inhibitorio completo de E. coli con 0,65 % del antimicrobiano natural a partir de la segunda semana. En
general, los derivados carnicos cuya férmula contienen algin antimicrobiano inhiben el crecimiento de los
microorganismos estudiados, pero su eficacia es mayor frente a E. coli y L. monocytogenes, y muy limitada
frente a S. Typhimurium.
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