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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar el crecimiento de Listeria monocytogenes (ATCC 13932),
Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) y E. coli (ATCC 25922) en salchicha y mortadela
formuladas con un Antimicrobiano natural a partir de extracto de romero (0,3% y 0,65%),
se disefid una prueba de desafio microbiano para cada microorganismo durante la vida
atii comercial de los productos (6 semanas); conformandose cuatro tratamientos
representados por las dos concentraciones del Antimicrobiano Natural, Lactato de Sodio
(2.5%) y un control sin adicién de antimicrobiano. Las salchichas fueron inoculadas con E.
coli (1x10*® UFC/g), mientras que las mortadelas fueron inoculadas por separado con L.
monocytogenes y S. Typhimurium (1x10°® UFC/g); posteriormente todos los productos

fueron empacados al vacio y almacenados a temperatura de refrigeracién (4-5°C).
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Semanalmente, se determind el recuento de estas bacterias y se realizaron pruebas
microbiologicas de rutina y deteccion de L. monocytogenes y Salmonella spp. en los
productos que no habian sido inoculados. De acuerdo con las estimaciones obtenidas a
partir de modelos matematicos, el Antimicrobiano natural a las dosis estudiadas (0.3 y
0.65%) reduce mas del 50% la poblacion de E. coli y L. monocytogenes a partir de la
segunda semana, y se inhibe el 100% de la poblaciéon Unicamente a la dosis mas alta de
Antimicrobiano natural para la segunda y tercera semana,; respectivamente. En el caso de
S. Typhimurium ninguno de los antimicrobianos estudiados logré inhibir completamente al
microorganismo, el 100% de la inhibicion se observo al final del estudio en los productos
que contenian 0,65% de Antimicrobiano natural 6 2,5% Lactato de Sodio.

INTRODUCCION

De acuerdo con los reportes del Centers for Disease Control and Prevention, CDC, hasta
el 2010, Salmonella Typhimurium, Listeria monocytogenes y E. coli, se encontraban en la
lista de las 5 bacterias mds comunmente asociadas a infecciones alimentarias, tanto en
los paises desarrollados como los que se encuentran en via de desarrollo. Junto a
Campylobacter jejuni y Vibrio, estas bacterias son las causantes de la mayoria de los

casos confirmados de infecciones alimentarias en EEUU (www.cdc.qov, 2011).

Por sus caracteristicas intrinsecas, los productos y derivados carnicos se encuentran
entre los alimentos con mayor riesgo de ocasionar una infeccibn causada por estas
bacterias. Los productores ademas de adoptar adecuadas practicas de manufactura y un
correcto plan de desinfeccibn en sus plantas, deben asegurar también la inocuidad
durante el almacenamiento y distribucion de sus productos. Una de las practicas mas
empleadas para lograr este objetivo, es la adiciébn de agentes antimicrobianos como el

Lactato de Sodio, en las férmulas carnicas.

El lactato de sodio cominmente se emplea en concentraciones entre el 1-3% (Brewer et
al., 1991; Lamkey et al., 1991; Papadopoulas et al., 1991; Bradford et al., 1993; Brewer et
al., 1995) en productos y derivados carnicos para inhibir el crecimiento de Listeria
monocytogenes, microorganismos mesofilos y Clostridium sporogenes (Houtsma P.C., de
Wit J.C. y Rombouts F.M., 1993; Miller y Acuff., 1994; Nychas G.J.E., Drosinos E.H. y
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Board R.G., 1998). El efecto bacteriostatico de las sales del &cido lactico se debe al
aumento de la fase de latencia de los microorganismos. Sin embargo, pese a la
efectividad antimicrobiana del Lactato de Sodio, las concentraciones en las que se
observan los mejores resultados suelen ser muy elevadas comparadas con otros aditivos,

y su aporte de sodio es por consiguiente, muy alto.

Particularmente en los dltimos afios, ha habido un creciente interés por el uso de
antimicrobianos naturales (Tajkarimi M., Ibrahim S. y Cliver D., 2010; Ntzimani A.,
Giatrakou V. y Savvaidis I., 2010) entre los que se destacan los aceites esenciales de
especias ricos en fenoles de reconocida actividad antimicrobiana (Rodriguez et al., 2007,
Zhang et al., 2009, Zheng et al., 2009; Rattanachaikunsopon P. y Phumkhachorn P.,
2010; Hussain et al., 2010) como carvacrol, eugenol y timol (Rodriguez A., et al., 2007,
Zhang H et al. 2009; Zheng Z. et al., 2009; Pongsak y Phumkhachorn P., 2010).

Se ha sugerido que los extractos o aceites esenciales de las plantas que pertenecen a la
familia de las Lamiaceaes, como el romero (Rosmarinus officinalis) pueden reemplazar en
su totalidad a los aditivos artificiales que se emplean comunmente para inhibir el
crecimiento de microorganismos patdgenos y alteradores de los alimentos. Los aceites
esenciales derivados de especias y plantas tienen actividad antimicrobiana frente a L.
monocytogenes, Salmonella Typhimurium, Escherichia coli 0157:H7, Shigella
dysenteriae, Bacillus cereus y Staphylococcus aureus en niveles entre 0,2 y 10 pl/ml
(Knobloch et al., 1989; Burt, 2004), gracias a que alteran la bicapa de fosfolipidos de la
membrana celular y afectan negativamente los sistemas enzimaticos y el material
genético (Lanciotti et al., 2004; Skocibusic M., Bezic N. y Dunkic V., 2006; Burt et al.,
2007; Proestos et al., 2008).

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
accion frente a Campylobacter sp. (Klancnik et al., 2009), Bacterias Gram negativas como
Escherichia coli O157:H7 y Aeromonas hydrophila; ademas de Gram positivas como
Listeria monocytogenes (Kim J., Wei C.I y M.R. Marshall, 1995; Ouattara et al., 1997,
Daferera D.J., Ziogas B.N. y Polissiou M.G., 2000; Davidson P.M. y Naidu A.S., 2000;
Angioni et al., 2004; Gachkar et al., 2007; Gutierrez J., Barry-Ryan C.y Bourke P, 2008;
Gutierrez et al., 2008; Lopes-Lutz et al., 2008). El extracto de romero muestra una fuerte

actividad antimicrobiana en carne de cerdo fresca y en rodajas de jamén envasado al



vacio y con atmésferas modificadas, frente a Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens

y Lactobacillus sake (Zhang et al., 2009).

Se ha demostrado in vitro que el extracto de romero, independiente de su naturaleza
lipofilica o hidrofilica inhibe L. monocytogenes y una gran variedad de bacterias
acidolacticas (Bubonja-Sonje M., Giacometti J. y Abram M., 2011).

Con el objetivo de evaluar el efecto inhibidor de Listeria monocytogenes (ATCC 13932),
Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) y E. coli (ATCC 25922) en salchichas vy
mortadelas formuladas con un Antimicrobiano natural a partir de extracto de romero, se
disefié una prueba de desafio. El seguimiento microbioldgico para obtener el recuento de

cada microrganismo se realiz6 semanalmente durante la vida util comercial del producto.

1. Materiales y Métodos

Se elaboraron salchichas y mortadelas mediante metodologia tradicional, segun se
presenta en Figura 1. Estos productos fueron inoculados por separado con Listeria
monocytogenes, Escherichia coli y Salmonella Typhimurium. Semanalmente se realizé
un seguimiento microbiol6gico que sirvi6 para comparar la eficacia de los diferentes

antimicrobianos.

1.1. Cepas bacterianas

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

Bogota).

1.2. Formulacién y elaboracién de los productos

Para la elaboracion de las salchichas se emple6 carne bovina, Pasta /piel Pollo y pasta de
pollo (Tyson®, México) comprada a un proveedor local. Los demas ingredientes los
proporciond Tecnas S.A., Itagili, Colombia. Estos son: Sabor natural Pollo (mezcla de

especias y extractos), Almidon de papa (Aris®, México), 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 (C¢H;NaOg, Jebsen
& Jessen G.m.b.H. & Co.), Tripolifosfato de Sodio (NasP3;0,0, Haifa Chemicals, Haifa,
Israel) grado alimenticio, Nitrito de Sodio (6% nitrito de sodio, NaNO,, 94% NaCl),
Colorante Natural para Embutidos (Color Ful®, Tecnas, Colombia), la oleorresina de
romero (Kalsec®, Estados Unidos) con el que se prepara el Antimicrobiano natural y el
Lactato de Sodio (Galactic®, Estados Unidos). La concentracion de los principales
componentes de la formula se muestra en la Tabla 1. Todas las formulas se balancearon
garantizando el mismo % de humedad y % de sal para todos los tratamientos.

Mediante un estudio previo, usando el método de diluciébn en caldo se determiné la
Concentracién Minima inhibitoria (CMI) en la cual el Lactato de Sodio y el Antimicrobiano
natural compuesto principalmente por extracto de romero, inhibe 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 comparoé frente al control sin ningln 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 refrigeracién (4-5°C). Semanalmente, se determiné el recuento de estas bacterias y se
realizaron pruebas microbiol6gicas de rutina y deteccibn de L. monocytogenes y

Salmonella spp. en los productos que no habian sido inoculados.

Tabla 1. Composicién de los principales ingredientes de la salchichay

mortadela



INGREDIENTE COMPOSICION (%)

12
Res

46
Pasta de pollo

13

Tocino de cerdo/piel de pollo

14.6(aprox.)

Agua/Hielo
o 5.8
Almidoén de papa
) 3.0
Proteina de Soya
1.1
Sal
. A 0,5
Proteina Vegetal Hidrolizada
] . 0.4
Polifosfato de sodio
] . 0.05
Eritorbato de sodio
0.02

Nitrito de sodio

Para reducir el tamafio del material carnico se emple6 un molino de discos M22 R2 (C.I.
Talsa, Medellin, Colombia). ElI material carnico fue dividido en 4 porciones iguales, y se
mantuvieron durante 24 horas en refrigeracion (4°C) para su uso posterior. Transcurrido
este tiempo, todos los ingredientes fueron adicionados a un Cutter Cruells de 15 L de
capacidad (C.l. Talsa, Medellin, Colombia) en el orden que se muestra en la figura 1. La
pasta fue posteriormente embutida usando una Embutidora Hidraulica Mainca EM-30 (C.1.
Talsa, Medellin, Colombia), en funda de Amicel (Pelicula Coextruida de 70 micras,
Poliamida/Adhesivo/Capa sellante, PEBD) proporcionada por la empresa Alico S.A.
(Medellin, Colombia). La masa asi embutida fue fraccionada usando una Amarradora
Manual (C.I. Talsa, Medellin, Colombia), y luego se llevé a coccién en un horno
automatico C.I. Talsa r100 1 carro (salchicha) o tanque de coccién a gas C.l. 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 el fraccionamiento y la inoculacién del producto.



Pesaje de ingredientes

2 C

Molienda de la carne por disco de 3mm

C

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. Almidén de papa
6. Resto de agua

7. Grasa de cerdo/piel de pollo

Homogenizar hasta formar la emulsién

Embuticiéon de la pasta en funda AMICEL

Coccién 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.

Figura 1. Elaboracion de salchicha y mortadela.

1.3. Inoculacion de los productos



Partiendo de un inéculo que se encuentra en medio BHI (Brain Heart Infusion) con una
concentracion inicial de 10%ufc/ml, se realizan diluciones seriadas hasta tener una
concentracion aproximada de 10% -10°ufc/ml de cada cepa de referencia. La inoculacion
de los microorganismos (por separado) a cada paquete, se realizé por inyeccion de 1 ml
de in6culo que contenia entre 10° -10° UFC de E. coli y por aspersion para L.
monocytogenes y S. Typhimurium, simulando las condiciones en las que ocurre la re-
contaminacién con L. monocytogenes y S. Typhimurium en la superficie de los productos
después del tratamiento térmico (Genigeoris, C.A., Dutulescu, D. y Garayzabal, J.F, 1989;
Johnson, J.L., Doyle, M.P. y Cassens, R.G., 1990; Wenger et al., 1990; Sheridan et al.,
1994; Carrasco E., Morales-Rueda A. y Garcia-Gimeno R.M., 2012) y la presencia de E.

coli debido a malas practicas higiénicas durante la elaboracién de productos.

Una vez fueron inoculadas 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). EIl producto se mantuvo
en refrigeracion (4- 5°C) en una Cava LaSelle de 500L durante el tiempo que dura el

estudio, retirando cada muestra 1-2 horas antes de ser analizadas.

1.4. Analisis microbiolégico

Para las unidades sin inocular los analisis microbioldgicos se llevaron a cabo de acuerdo
con las normas NTC 4519 (ICONTEC, 2009) para aerobios mesofilos, NTC 4516
(ICONTEC, 2009) para recuento de coliformes, 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 realizdé de
acuerdo con la normas I1ISO 11290-2: 01/07/1998 e 1SO 6579:2003; respectivamente.

El recuento de L. monocytogenes, S. Typhimurium y E. coli de los productos inoculados,
se realiz6 semanalmente. 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 transfirié 1
mL de la muestra anterior en 10mL de caldo Rappaport Vassiliadis y 10 mL de caldo

Selenito cisteina, los cuales se incubaron a 44°C + 0,2°C y 36° + 0,2°C durante 18 - 24



horas, respectivamente. El aislamiento en medio selectivo y diferencial se realizé 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 consigui6 en un agar cromogénico Chromocult® sobre el
cual se sembr6 en superficie 0,1 mL de las diluciones correspondientes. Las cajas de
Petri se incubaron a 35°C + 2°C / 24 horas para coliformes totales y para determinacion
de E. coli se incubaron a 44°C + 1 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 realizé por inoculacion de 0,1 mL de
la muestra en un medio selectivo diferencial ALOA incubando las placas a 36°C + 2
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.

1.5. Analisis fisicoquimico

Los valores de pH y actividad acuosa (Aw) de las salchichas y mortadelas cocidas sin
inocular fueron medidos semanalmente por medio de un pH metrohandylab pH11/14
(Schott Group, Mainz, Germany) y un equipo Agua Lab Water Activity Meter 4TE (Aqua
Lab 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 fueron primero maceradas hasta obtener una pasta

homogénea.

1.6. Andlisis estadistico



Los recuentos de cada microorganismo para las 3 réplicas del estudio, fueron
transformados a logaritmo y reportados en términos de Log UFC/g. Cuando no se observé
crecimiento en la placa, se utilizé el valor de 1 para el calculo de su logaritmo. Los analisis
se realizaron utilizando el Sotware estadistico R Core Team® (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 et al 2006). El
modelo con el mejor ajuste de los datos se determiné de acuerdo con el criterio de Akaike
(AIC) (Posada y Rosero, 2007).

1.7. Porcentaje de inhibicién de E. coli, L. monocytogenes y S. Typhimurium

El célculo del porcentaje de inhibicion de E. coli, L. monocytogenes y S. Typhimurium
(Tabla 3) con cada uno de los antimicrobianos, se obtuvo comparando el crecimiento del
microrganismo sin ninguna sustancia antimicrobiana (Control) y el obtenido en el mismo

tiempo con el antimicrobiano en cuestion, asi:

Lo re control — Lo ure antimicrobiano
g g
g g x 100%

% Inhibicion =
(Log UTFC control)

2. RESULTADOS

2.1. Andlisis microbiolégico y fisicoquimico

En todas las muestras no-inoculadas, la investigacion de E. coli, Listeria spp. y
Salmonella spp. arrojé resultados negativos (ausencia del patégeno). Con estos
resultados se comprob6 que los recuentos de los patégenos en las salchichas y mortadela
inoculadas se debian Unicamente a la inoculacion. Los valores promedio para el pH y Aw
de ambos productos permanecié 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 (Tabla 2).

Al inicio del estudio el recuento de microorganismos aerobios mesofilos 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 adicion de Lactato de Sodio 2,5% vy los

que no llevaban ningan 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 que 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. Evaluacioén del pH, Aw y microorganismos aerobios mesofilos en los productos

no-inoculados

Producto/

pHi Aw; Log* Log* UFCly Log*(UFC/g)s

Tratamiento Antimicrobiano (UFC/g)i | semana3
Salchicha
Control (Sin antimicrobiano) 5,80+0,05% 0,98610,01b 3,6 1,0 7,75+0,75 >12,0
Antimicrobiano Natural (0,3%) 5,95+0,01% | 0,980+0,02° 3,5+0,7 4,0£0,5 9,0+0,5
Antimicrobiano Natural (0,65%) 6,05+0,02° 0,97810,06b 3,7+0,9 6,05+0,02a 8,05+0,55
Lactato de Sodio (2,5%) 5,88+0,06° 0,98010,02b 3,5+1,1 3,75+0,55 >12,0
Mortadela
Control (Sin antimicrobiano) 5,86+0,04% 0,978%0,05" 3,510,8 7,95+0,45 >12,0
Antimicrobiano Natural (0,3%) 5,95+0,06° 0,980%0,01° 3,7+0,9 4,15+0,45 9,310,4
Antimicrobiano Natural (0,65%) 5,95+0,02 % | 0,979+0,01° 3,4+1,0 3,940,5 7,4%0,9
Lactato de Sodio (2,5%) 5,85+0,07° 0,979+0,02° 3,6+1,2 8,35+0,85 >12,0

Promedio de Log UFC/gtdesviacion estandar. (N=3, n=3). Los subindice i y f indican el valor inicial y final de cada

parametro, respectivamente. Letras iguales en cada columna para los valores de pH y Aw en cada producto, indican que

no existe diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos.




2.2. 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 observd un mejor ajuste con ecuaciones de
tipo cuadratico (Figura 3). 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 (Bo, B1, B2 Y Bs) se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Modelos mateméticos para el crecimiento de E. coli, L. monocytogenes y S. Typhimurium

Microorganismo Tratamiento Coeliolentes
g Bo B: B Bs

— - 5
| Antimicrobiano Natural (0,3%) 1,143 -0,469 0,026 0,004
E. coli Antimicrobiano Natural (0,65%) 0,934 -0,238 -0,577 -0,021

Log UFC/g=Bo+BiT+B,T*+BsT° i 0
g9 9=PLo+BiT+L2T +B3 Lactato de Sodio (2,5%) 0.034 | 06831 | 0176 | -0015

Control (sin antimicrobiano) 0.958 0.175 -0.164 0.018

Antimicrobiano Natural (0,3%)

Antimicrobiano Natural (0,65%)

1,399 -0,578 0,053 -

L. monocytogenes 1,422 -0,578 0,053 -
Log UFC/g=Bo+B: T+, T Lactato de Sodio (2,5%) 1541 | -0578 | 0,053 -
Control (sin antimicrobiano)

2,160 -0,578 0,053 -
1,734 -0,229 -0,091 0,022

1,754 0,646 | -0,297 | 0,022
Log UFC/g=Bo+B. T+B,T>+B,T® | Lactato de Sodio (2,5%) 1,662 1,225 | -0,395 | 0,022
Control (sin antimicrobiano) 1,610

Antimicrobiano Natural (0,3%)

S. Typhimurium Antimicrobiano Natural (0,65%)

1,803 -0,43 0,022
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Figura 2. Crecimiento de a. E. coli; b. L. monocytogenes y c. S. Typhimurium



2.3. Porcentaje de inhibicién de E. coli, L. monocytogenes y S. Typhimurium

En la Tabla 4 se muestran los resultados del porcentaje de inhibicién para E. coli, L.

monocytogenes y S. Typhimurium para los diferentes tratamientos.

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

% Inhibicién
Microorganismo Tratamiento Semana | Semana | Semana | Semana | Semana | Semana
1 2 3 4 5 6
Antimicrobiano Natural (0,3%) na na
35,0% 70,0% 100,0° 100,0%
E coli Antimicrobiano Natural (0,65%) na na
- coll 72,0° 100,0° | 100,0° | 100,0°
Lactato de Sodio (2,5%) na na
60,0° 33,3% 88,9° 100,0°
— - 5
Antimicrobiano Natural (0,3%) 41,2° 66,7° 90,02 86,7° 100,0° 100,0°
— - 5
L. monocytogenes Antimicrobiano Natural (0,65%) 47,1° 58,3 100,0° 100,0° 100,0° 100,0°
I 0,
Lactato de Sodio(2,5%) 41,2° 41,7° 80,0° 100,0° 100,0° 100,0°
— - -
Antimicrobiano Natural (0,3%) 85.0° 71,6° 76,0° 75,8 59,6 -9.1°
. . mi i 0,
S. Typhimurium Antimicrobiano Natural (0,65%) 31.7° 45,9° 58,7° 69.7° 88,5° 100,0°
i 0,
Lactato de Sodio(2,5%) 13,3 52,7 34,7° 47,0° 73.1° 100,0°

**Respecto al control (sin antimicrobiano). Letras iguales indican diferencia estadisticamente significativa
(p<0.05) entre los promedios del Log UFC/g(N=3, n=3) de los tratamientos para cada semana,

correspondientes al 95% de las muestras.

na: el recuento del microorganismo es cero también en el control.




3. Discusioén

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
comparacion con las bacterias Gram positivas (Rameshkumar, K. B., George, V., y
Shiburaj, S., 2007) y (Stefanello et al., 2008), para E. coli se observé 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 concentracibn mas alta del
Antimicrobiano Natural, y en la tercera semana para los productos con 2.5% de Lactato de
Sodio. La mayor sensibilidad de E. coli en comparacion a L. monocytogenes, también se
observé en otro estudio realizado sobre biofilms de cepas de E. coli O157: H7 y L.
monocytogenes frente a carvacrol encapsulado (Pérez-Conesa et al., 2011). 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 (Porto-Fett et al.; 2008, 2009).

Los modelos matematicos cuadraticos sirvieron para estimar el crecimiento E. coli y S.
Typhimurium; mientras que un modelo cudbico fue mas atil para describir el
comportamiento de L. monocytogenes en todos los tratamientos debido a la forma
céncava de la curva. El empleo de Antimicrobiano natural con extracto de romero en las
dos concentraciones estudiadas logré 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 inhibicién de este patdgeno fue mayor al 80% respecto al control sin antimicrobiano.
Debido a la limitada accién antimicrobiana del Lactato de Sodio frente a patbgenos 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% a 0,25%) sobre la
inhibicion del crecimiento de microorganismos patégenos (Bedie et al, 2001; Mbandi y
Shelef, 2002; Samelis et al, 2002; Barmpalia et al., 2004; Samelis et al, 2005; A.C. Porto-
Fett et al. 2010) y en productos de carne y aves de corral (Tompkin, 2002;Thompson et
al., 2008).



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 (De Boer, 1998) en el medio de enriquecimiento
empleado. En general, se esperaba un mayor efecto inhibitorio de ambos antimicrobianos
sobre los microorganismos estudiados, basado en los valor de CMI que se obtuvieron en
este estudio (datos no mostrados); lo cual valida lo reportado por Gutierrez et al., 2008a;
quienes sugieren que si bien se ha demostrado in vitro que los extractos de plantas son
utiles para la reduccion de patégenos asociados con productos carnicos, el bajo efecto
antimicrobiano contra estos agentes patdgenos en los productos, es menor debido al
efecto antagonico producido por la grasa. Del mismo modo, Mbandi y Shelef, 2002;
reportaron la inhibicion de Salmonella Typhimurium serotipo enteritidis mediante la adicion
de Lactato de Sodio (2,5%) y Diacetato de Sodio (0,2%) en carne bajo condiciones
aerdbicas a 5y 10° C. Los mismos investigadores probaron que la combinacion de lactato
de sodio con Diacetato de Sodio, incluso ayuda a controla el crecimiento de los
microorganismos aerobios en el producto y, por tanto prolonga su vida util después de

que se abran los paquetes.

Para los valores promedios de pH y Aw de las mortadelas y salchichas que no fueron
inoculados no se observaron diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) entre
los tratamientos durante la vida atil de los productos. Sin embargo, se observé un
aumento en el recuento de microorganismos aerobios mesdfilos en los productos sin

ningln antimicrobiano (control) y Lactato de Sodio a partir de la tercera semana.

En este estudio se observé una reduccion en el crecimiento de E. coli, L. monocytogenes
y S. Typhimurium en las muestras del tratamiento control (sin antimicrobiano), lo que
podria explicarse por el efecto “Jameson” (Stephens et al., 1997) en el que se suprime el
crecimiento de la poblacion que se encuentra en menor proporcion respecto de otras
poblaciones. En este caso, el recuento de microorganismos aerobios mesofilos en los
productos sin antimicrobiano y sin inéculos tan alto (>12 logaritmos) que podria inhibir el

crecimiento de los patdgenos en las concentraciones usadas en este estudio.



4. Conclusiones

En una salchicha empacada al vacio, refrigerada (4-5°C) e inoculada por inyecciéon con
una concentracion inicial de L. monocytogenes de 100-1000 UFC/g; solo el
Antimicrobiano natural compuesto principalmente de extracto de romero a una dosis de
0,65% inhibié por completo el crecimiento de este patégeno, hasta la tercera semana. En
el caso de S. Typhimurium ninguno de los antimicrobianos estudiados logré inhibir
completamente al microorganismos, Unicamente se observo el 100% de la inhibicion al
final del estudio en los productos que contenian la mayor concentracion de
antimicrobianos (0,65% de Antimicrobiano natural y 2,5% Lactato de Sodio). Por otro lado
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 formula contiene 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.

Recomendaciones

En vista del reducido niumero de estudios en matrices carnicas donde se evalle el efecto
sensorial de la adicion de extractos vegetales con un alto contenido de timol, carvacrol,
linalol, 1, 8-cineol, a-pineno o a-terpineol; se recomienda, realizar previamente pruebas de
aceptacion del producto con la adicién del extracto en cuestién y la dosis en la cual se

produce la inhibicién de los microorganismos de interés.
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