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Efecto de conservantes derivados de la fermentacion lactica de azUcares y
comparacion de dos modelos predictivos en el crecimiento de Listeria sp. en
salchichas de pollo

Dulce Yanira del Cid Alvarez

Resumen. Los conservantes a base de fermentacién acido lactica surgen como una
alternativa natural en la conservacion de alimentos. Su accion bacteriostatica permite
utilizarlos en el control del crecimiento bacteriano en productos refrigerados listos para el
consumo. Los objetivos de este estudio fueron; evaluar la aplicacion de cinco conservantes
en salchichas de pollo almacenadas a 6 °C: para el analisis del efecto sobre el control de
Listeria monocytogenes, el efecto sobre las caracteristicas fisicoquimicas y microbiologicas
asociadas al deterioro de salchichas de pollo, y comparar el crecimiento en placa de Listeria
innocua contra dos modelos predictivos (Galactic y FSSP). EIl estudio se realizo en el
laboratorio de investigacion de la empresa Galactic ubicada en Beélgica. Se utilizé una dosis
de las mezclas comerciales a base de lactato, acetato y diacetato; DN47 (0.5 y 0.3%), AN50
(0.5%), V100 (0.3%), DN4 (2.2%) e INBAC 10NA (0.3%), en un Disefio Completamente
al Azar con 4 repeticiones, y medidas repetidas en el tiempo al dia 0, 7, 14, 21y 28. Las
muestras fueron analizadas mediante un analisis de varianza y separacion de medias por
cuadrados minimos (P < 0.05). Se evaluaron las muestras para color, pH, humedad,
actividad de agua, conteo de mesofilos aerobios y bacterias &cido lacticas. Se incluy6 una
prueba desafio con dos concentraciones iniciales de Listeria innocua. Los conservantes no
generan cambios estadisticamente significativos en las caracteristicas fisicoquimicas (P >
0.05), tienen un efecto bacteriostatico comparado con el control para meséfilos aerobios y
bacterias &cido lacticas. Los modelos matematicos de crecimiento bacteriano son
estadisticamente distintos en cuanto a la prediccion del desarrollo en Log UFC/g de Listeria.
Palabras clave: Listos para el consumo, modelos matematicos, natural.

Abstract. Preservatives based on lactic acid fermentation born as a natural alternative in
food preservation. The bacteriostatic effect gives the opportunity to use it in bacteria growth
control in refrigerated food ready to eat. The objectives of the study were evaluate the use
of preservatives in chicken sausages storage under refrigeration at 6 °C: in order to evaluate
the effect over control of Listeria monocytogenes growth, the effect on physicochemical
and microbiological characteristics associated with shelf life in sausages and compare plate
count and two predictive models (Galactic and FSSP). The study was made in the
laboratories of Galactic located in Belgium. A dosage of the different commercial mixtures
based in lactate, acetate and diacetate; DN47 (0.5 y 0.3%), AN 50 (0.5%), V100 (0.3%),
DN4 (2.2%) and INBAC 10NA (0.3%), using a completely randomized design with four
replicates. Samples were analyzed by ANOVA and LSMeans (P < 0.05), and measurements
repeated in time at day 0, 7, 14, 21 and 28. Color, pH, moisture, water activity, aerobic plate
count and lactic acid bacteria were evaluated, “challenge test” was inoculated with two
initial concentrations of L. innocua (nonpathogenic). Preservatives caused no significant
variation in physicochemical characteristics (P > 0.05), had a bacteriostatic effect compared
with the control on aerobic plate count and lactic acid bacteria, being INBAC 10 NA the
one that present better results on the last group. The mathematical models of bacterial
growth are statistically different according to the prediction of the development Log CFU/g
of Listeria.

Key words: Natural, predictive models, ready to eat.
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1. INTRODUCCION

La vida util de un alimento es el tiempo después de su produccién que en condiciones
controladas de almacenamiento y a pesar que sufre una pérdida de las propiedades
sensoriales, fisicoquimicas y microbioldgicas, todavia se considera apto para el consumo
(Holley y Patel 2005). Los factores que influyen en la vida Gtil de los alimentos son, la
naturaleza de la materia prima, la formulacién del producto, el sistema de procesamiento al
cual ha sido sometido, las condiciones sanitarias del proceso desde la entrada de materia
prima, procesamiento, envase y almacenamiento hasta la distribucion y manipulacion por
parte del consumidor final (Feiner 2006).

Para el analisis de la vida Util se pueden usar indicadores como bacterias o analisis
fisicoquimico de cambios en las caracteristicas sensoriales originales del alimento. Algunos
de los indicadores de la vida util de un producto alimenticio son: elevado nimero de
microorganismos (bacterias mesofilas aerobias, coliformes totales, coliformes fecales,
presencia de patdgenos fuera del rango permisible), oxidacion de grasas, sinéresis y
cambios sensoriales por actividades bacterianas o enziméticas (Forsythe 2002). La
prediccion del deterioro del alimento se puede evaluar mediante un conteo de
microorganismos al inicio y la deteccion al momento en que ésta sobrepasa la
especificacion sanitaria permisible segin la norma vigente en un pais especifico o la norma
internacional (Gram et al. 2002).

De acuerdo a Duret et al. (2014), los factores relacionados al crecimiento de
microorganismos deterioradores en alimentos son: intrinsecos como el pH, Aw, nutrientes,
humedad y antimicrobianos naturales. Los factores extrinsecos son la temperatura, tiempo
y caracteristicas del ambiente al que es expuesto, tratamientos tecnologicos que pueden ser
térmicos, irradiacion y aditivos. Mientras que los factores implicitos se relacionan a la
velocidad especifica de crecimiento, el sinergismo y antagonismo. Dentro de los
microorganismos que pueden crecer en los alimentos se encuentran los patdgenos.

De acuerdo al Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC, por sus siglas
en inglés) cuando dos o mas personas se enferman con el mismo alimento o bebida
contaminada este evento es denominado brote de enfermedad transmitida por alimentos. En
los ultimos 25 afios Listeria monocytogenes ha ido incrementando su importancia como uno
de los patogenos asociados a enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAs) dadas su
alta tasa de fatalidad de hasta el 30% de los casos (Schobitz et al. 2009). Conocida como
un patogeno asociado a episodios esporadicos y grandes brotes causando que la enfermedad
sea reconocida alrededor del mundo (Jemmi y Stehan 2006; CDC 2017).



Ademas de la presencia de patogenos, los deterioradores de alimentos son importantes por
los cambios que causan en las caracteristicas sensoriales, afectando con ello la calidad de
los productos (Gram et al. 2002). Las bacterias acido lacticas (BAL) predominan como
deterioradoras de productos carnicos principalmente en alimentos almacenados en ausencia
de oxigeno; empacados al vacio (Ossa et al. 2010).

Dentro de los métodos de conservacion de alimentos se destacan los fisicoquimicos y
microbioldgicos, existiendo tecnologias emergentes como altas presiones e irradiacion
(Vaclavik y Christian 2014). Los conservantes son agentes antimicrobianos que se agregan
a los productos con el fin de eliminar o prevenir el crecimiento de bacterias por un periodo
determinado (Silva y Lidon 2016). El uso de estos para promover la seguridad alimentaria
se ha vuelto un tema de interés debido a que las personas estdn mas interesadas en productos
listos para consumir (RTE, por sus siglas en ingles), mas naturales y con menos quimicos
afiadidos. Muchas industrias han creado departamentos de investigacion y desarrollo de
conservantes efectivos usados en dosis bajas que incluyen el estudio de diferentes factores
como pH, actividad de agua (Aw), temperatura de almacenamiento, atmdsferas controladas
y la presencia de ingredientes bacteriostaticos (AINIA 2011) como es el caso de Galactic y
los nuevos productos de la linea de derivados de la fermentacion l4ctica para control de
crecimiento bacteriano.

De acuerdo a Baranyi y Roberts (1994), los modelos microbiol6gicos predictivos combinan
diferentes ramas de conocimiento como estadistica, quimica, ingenieria informatica y
ecologia microbiana para crear y desarrollar modelos que permitan predecir el
comportamiento microbiano en un ambiente determinado. Estos modelos matematicos
describen el crecimiento, desarrollo, sobrevivencia y la inactivacion o procesos
bioquimicos de los microorganismos en los alimentos (Martinez 2016). Su interés
comercial se basa en la demanda y riesgo involucrado en el consumo de productos
contaminados.

Para este estudio se utilizaron salchichas cocidas RTE para evaluacién de cambios
fisicoquimicos y microbioldgicos causados por la presencia de conservantes y para una
prueba desafio que consiste en la inoculacion voluntaria del alimento utilizando Listeria
inocua (no patogénica) para comparar los resultados in situ y los obtenidos al usar los
modelos predictivos de Galactic y FSSP (Food Spoilage and Safety Predictor, por sus siglas
en inglés).

Los objetivos de este proyecto fueron:

e Evaluar el efecto de conservantes a base de lactato, acetato y diacetato en el
crecimiento de Listeria monocytogenes en una formulacién cérnica.

e Analizar las caracteristicas fisicoquimicas y microbiologicas asociadas con la vida util
de las salchichas de pollo.

e Comparar dos modelos predictivos Galactic y FSSP para condiciones de desarrollo de
Listeria monocytogenes combinado con una prueba desafio con Listeria innocua.
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2. MATERIALES Y METODOS

Localizacion del estudio.

El estudio se llevo a cabo en los laboratorios del area de Market and Development Food
(MKDE F) del departamento de investigacion y desarrollo de Galactic ubicado en Bruselas.
Con sede central y planta de produccion localizada en Place d’Escanaffles 23 en Bélgica.
La temperatura de la planta de produccion se mantuvo por debajo de 10 °C durante el
proceso de elaboracién de las salchichas y en almacenamiento a 6 °C. El proyecto tuvo una
duracion de 28 dias.

Materia prima para la elaboracion de los tratamientos.

Durante la evaluacion se utilizaron salchichas de pollo adicionadas con conservantes
derivados de la fermentacion acido lactica de azucares. Los cuales estan compuestos por
mezclas de lactatos y diacetatos (Cuadro 1).

Cuadro 1. Descripcion de los tratamientos.

Tratamiento Conservante afadido a la Clave
formulacién en porcentaje (%)
1 Control - Control
2 Galimax Diace N47 P° 0.50 DN47?
3 Galimax Ace N50 P 0.50 AN50
4 Galimax Flavor V100 P 0.30 V100
5 Galimax Diace N4 LY 2.20 DN4
6 Galimax Diace N47 P 0.30 DN47?
7 INBAC 10NAP 0.30 INBAC

Y Presentacion en polvo. 4 Presentacion en liquido. * Concentracion usada 0.5%.
2 Concentracion usada 0.3%. Galimax: nombre comercial, Diace: diacetato, Ace: acetato.
INBAC: producto de la marca Peisa® con un contenido de 2% de nisina en la formulacion.

La formulacion utilizada para la elaboracion de las salchichas de pollo se describe en el
Cuadro 2, en el cual se incluyen los tratamientos a evaluar junto a su respectivo porcentaje.
Ademas, en el Cuadro 3 se presenta un resumen de la composicion de los conservantes y
dosis utilizadas. El flujo de proceso de describe en la Figura 1.



Cuadro 2. Formulacion de la salchicha en porcentaje incluyendo los tratamientos propuestos.
Formulaciones en %

Ingredientes
Control (%) DN47%(%) AN50 (%) V100 (%) DN4 (%) DNA472 (%) INBAC 10NA (%)

Carne de pollo 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00
Pollo MDM 30.00 30.00 30.00 30.00 30.00 30.00 30.00
Piel de pollo 15.00 15.00 15.00 15.00 15.00 15.00 15.00
Especias 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Sal (NaCl) 1.82 1.82 1.82 1.82 1.82 1.82 1.82
Sal de cura (0.06 % nitritos) 0.33 0.33 0.33 0.33 0.33 0.33 0.33
Mezcla de fosfatos (Activate M97) 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
Eritorbato de sodio 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
Aislado de proteina de soya 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00
Almidén de papa 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00
Agua (50% hielo + 50% agua fria) 30.50 30.00 30.00 30.20 28.30 30.20 30.20
Galimax DN47 p° 0.50"

Galimax AN50 P 0.50

Galimax FV100 P 0.30

Galimax DN4 L4 2.20

Galimax DN47 P 0.3

INBAC 10NA P 0.30

Y Polvo, 1liquido. MDM: carne mecanicamente separada, por sus siglas en inglés.

Fuente: propuesta Galactic.

“El porcentaje de conservante se resta de la cantidad de agua afiadida. Tomando en cuenta este cambio se realiza la evaluacion de efectos
en la humedad y actividad de agua en el producto.



Cuadro 3. Resumen de la composicion de los conservantes y dosis utilizadas.

Nombre comercial Clasificacion Ingrediente activo % Dosis % 1A % Composicion final %
Lactato de sodio 36.2 0.172
Galimax Diace N47  Conservante carnico Acetato de sodio 36.2 0.5 95.0 0.172
Diacetato de sodio 24.4 0.116
Galimax Ace N-50  Conservante carnico Lactato de SOd'_o 49 0.5 95.0 0.233
Acetato de sodio 49 0.233
Gallmaicl)zcl)avor V- Conservante carnico  Acetato de sodio natural 100 0.3 85.0 0.255
Galimax Diace N-4  Conservante carnico I_.actato de SOd'c_) 56 2.2 60.0 0.739
Diacetato de sodio 4 0.053
INBAC ¥ 10NA Conservante carnico  Acidos organicos y nisina 100 0.3 95.0 0.285

Fuente: Galactic.
¥ Producto de otra empresa, a base de acidos organicos y 2% de nisina. 1A %: porcentaje de pureza del ingrediente activo. Dosis: es el
porcentaje aplicado del producto comercial en la formulacién final.



La carga minima para trabajar en la cortadora silenciosa es de 6 kilogramos, por lo que la
formulacién anterior se ajustd a las necesidades de produccion. Se utilizd el material
suficiente para la elaboracion de 10 salchichas de 50 cm de largo aproximadamente vy el
sobrante fue desechado. Después de cocidas las salchichas fueron cortadas en trozos de 25
g para la prueba desafio y 30 g para anélisis fisicoquimico y microbioldgico (incluye
mesofilos aerobios y bacterias acido lacticas).

Cortar la carne
congelada
Moler la carne Cutter velocidad
de pollo y MDM 1 por 2 minutos
Agregar sales Cutter velocidad
y agua/hielo 1 por 2 minutos
Agregar proteinas Cutter velocidad 2 hasta
y mezclar alcanzar 4°C (5 minutos)
Agregar la piel Cutter
de pollo velocidad 1
Agregar especias y Cutter velocidad 1 hasta
Eritorbato de sodio alcanzar 7-8°C (max. 12°C)
Agregar almidén y
Galimax

Hasta alcanzar
72-75°C en el centro

2°C por 12
Enfriar ) |:horas

Empaque al
vacio

Figura 1. Flujo de proceso para la elaboracion de las salchichas de pollo.

Fuente: Galactic (modificado).

MDM: carne mecanicamente deshuesada (por sus siglas en inglés, Mechanically Deboned
Meat).

Descripcion del flujo de proceso.

Se cortd la carne congelada (-20 °C) utilizando la sierra para obtener piezas de 9.68 cm?.
Los trozos se empacaron en bolsas de 2.3 kg para facilitar la manipulacién posterior y se
colocaron nuevamente en el congelador. Se moli6 la carne de pollo y la carne
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mecéanicamente deshuesada (MDM, por sus siglas en inglés): en la cortadora silenciosa a
velocidad 1 por dos minutos. Ademas, se afiadieron las sales tanto sal normal (NaCl), sal
de cura (nitritos) poli fosfatos y agua/hielo con la cortadora silenciosa en velocidad 1 por
2 minutos. Se afadio la proteina y se mezclé a velocidad 2 en la maquina hasta alcanzar 4
°C (£5 minutos). Se agrego la piel de pollo y se mezcld en velocidad 1. Seguidamente se
afiadieron las especias y el eritorbato de sodio, seguido del almidén y producto Galimax:
mezclado hasta alcanzar 7-8 °C (max. 12 °C). Después el producto se sometié a un
embutido firme que luego fue cocinado hasta alcanzar temperatura de 72-75 °C en el centro.
Luego se aplico una ducha con agua fria por cinco minutos y un enfriado a 2 °C por doce
horas. Finalmente se empaco al vacio en el dia uno, utilizando el programa para salchichas
establecido en la empacadora.

Anélisis fisicoquimico.

Las muestras por cuadruplicado fueron evaluadas para pH, humedad, actividad de agua y
color. El pH se midié con un Meat pH meter modelo HI99163 marca HANNA, bajo la
metodologia descrita por Honikel (1998). Calibrando el equipo con buffer pH 4y 7. Luego
se tomd la muestra y se introdujo el electrodo para una lectura directa. Lavando el electrodo
con la solucion buffer cada 8 mediciones.

El color se midi6 con un equipo Chroma meter modelo CR-400 marca Minolta: los valores
se registraron en la escala L*, a*, b*. Los cuales describen los colores de acuerdo a su
posicién en un eje de tres coordenadas, en tercera dimension. L* es la claridad o
luminosidad en una escala de 0 a 100, a* va verde (-60) a rojo (+60) y el eje de b* de azul
(-60) a amarillo (+60) (Westland 2004).

Dadas las condiciones de evaluacién se midi6 el cambio en intensidad de color (E) en la
escala CIEL*a*b*. La ecuacidn utilizada para el calculo fue la siguiente, siendo la ecuacion
2 la ampliacion de la ecuacion 1:

AE = /(AL)2 + (Aa)? + (Ab)? [1]

AE = /(L1 — L)* + (a1 — a2)? + (by — b)) [2]

La humedad se midié utilizando una balanza térmica de infrarrojo a una temperatura de
130 °C y un tamafio de muestra de 3 + 0.005 g. la actividad de agua (aw) se evalué utilizando
el equipo Huurmeter LabSwift-aw modelo1007001 marca Novasina. Se colocé la muestra
de cada tratamiento en los recipientes respectivos, la cantidad suficiente hasta cubrir la
mitad del contenedor y luego los mismos fueron puestos en la camara hasta que el equipo
genero una lectura estandar.



Analisis microbiolégico.

Conteo de mesofilos. Se utilizaron placas 3M™ Petrifilm™ Aerobic Count Plates (APC,
por sus siglas en ingles). Las cuales estan autorizados por Official Methods of Analysis
(OMA 2015) #986.33 y #989.10. Inicialmente se tomaron 10 g de muestra de salchicha y
se agregaron 90 ml de agua peptonada, se coloco en el stomacher para homogenizacion por
un minuto. Luego se realizaron las diluciones correspondientes (102, 102, 10%), utilizando
1 ml de la muestra y 9 ml de agua peptona en tubos de ensayo estériles. Por ultimo, se tomd
1 ml de la muestra de cada tubo de ensayo y se coloco en la placa Petrifilm para ser puesta
a incubacion por 24 horas a 30 °C.

Crecimiento de Listeria. El cultivo de Listeria innocua se prepar6 el dia antes del
empacado del producto, tomando un Culti-Loop de Thermo Scientific™ Culti-Loops™
Listeria innocua ATCC® 33090™ vy disolviendo su contenido por medio de agitacion en
un frasco de 225 ml de agua peptona. Posteriormente se coloc6 en incubacién por un
periodo de 24 horas a 37 °C. Al dia siguiente se midi6 la densidad optica (OD) a una
longitud de onda de 260 nm, colocando 200 uL de cultivo por celda (tres celdas) en un
micro plato. Después de la lectura se promediaron los tres resultados y se aplico la ecuacion
especial para ajuste a logaritmo:

Log = 1.849 (OD) + 7.6886  [3]

Se realiz6 una dilucion en agua peptona suficiente para alcanzar 4 Log UFC/g para la
siembra. Finalmente se colocaron 25 g de salchicha en una bolsa y se agregé 1 ml de la
preparacion de Listeria, colocando las bolsas en el mismo ambiente de evaluacion bajo
refrigeracion (6 °C).

Evaluacion de bacterias acido lacticas (BAL). Inicialmente, se preparé el medio MRS el
cual fue desarrollado por Man, Rogosa y Sharpe (Thermo Scientific 2018), proveyendo un
medio que evidencia el crecimiento de lactobacilos y otras bacterias acido lacticas. La
preparacion se hizo pesando el polvo (62 g/L) y colocandolo en agua destilada o
desionizada; luego de mezclar, se dejo reposar por 5 minutos, se mezclo calentando a punto
de ebullicion hasta disolver todo el contenido. EI medio fue esterilizado a 121 °C por 15
minutos. Con un pH final de 6.4+0.2. EI medio se almacend a 4 °C (éptimo 2-8 °C segln
indicaciones en el envase). Luego fue fundido y enfriado a 45 °C para la siembra.

Bajo la misma metodologia de dilucién para mesdéfilos aerobios, se tomaron 10 g de la
muestra de salchicha, se agregaron 90 ml de agua peptona y luego se colocaron en el
stomacher por 1 minuto. Se realizaron las diluciones correspondientes (10, 102, 10°%) para
la siembra del cultivo, utilizando 1 ml de la muestra y 9 ml de agua peptona. Se utilizo la
técnica de vertido en placa y doble capa de 15 y 5 ml del medio de cultivo para proveer
condiciones anaerobias, luego las placas fueron colocadas en un tarro especial para cultivo
de anaerobios adicionado con Anaerocult® A una mezcla de reactivos para producir un
medio anaerobico en el recipiente de anaerobios. Y se incubo a 37 °C por 3 dias.



Anaerocult® A contiene componentes que fijan quimicamente en forma completa el
oxigeno dentro de corto tiempo y produce un medio exento de O inclusive una atmosfera
de CO. Para la evaluacion del medio se utilizd una tira de Anaerotest® activada con 1 gota
de agua y fijada al deposito de placas. El papel especial de Anaerocult® A se activo
afiadiendo 35 ml de agua uniformemente distribuida en un tiempo de 15-20 segundos y
luego se introdujo en el recipiente de anaerobios con la pagina impresa dirigida hacia las
placas, finalmente se cerrd el recipiente de anaerobios.

Pardmetros evaluados semanalmente. pH, actividad de agua (Aw), color, humedad,
conteo de mesofilos aerobios, bacterias acido lacticas y la prueba desafio para Listeria.

Modelos predictivos.

Para realizar la comparacién entre los modelos predictivos de crecimiento sobre la especie
Listeria innocua es necesario ingresar los parametros especificos definidos en el Cuadro 4.
El modelo Galactic estd disefiado para utilizar directamente el nombre comercial del
producto, mientras el modelo FSSP necesita la transformacion de los productos a su
composicion en ingrediente activo.

Cuadro 4. Resumen de los datos de entrada para comparacion de los modelos predictivos.

FSSP Galactic
Nivel inicial de Listeria (UFC/g) 1000.00 Humedad % 61.00
Temperatura (°C) 7.00 NaCl % 1.82
NaCl en solucion % 2.90 Nombre del producto Salchicha
pH 6.77 Tipo de alimento Carne
curada
Componentes de humo fenol 0.00 Concentracion  inicial  del 3.00
(ppm) "7 patogeno Listeria (log UFC/g) '
% CO2 en atmdsfera en equilibrio 0.00 Tiempo (dias) 30.00
Nitritos mg/kg 120.00 Temperatura (°C) 7.00
Periodo en almacenamiento (dias)  30.00 pH 6.77
Acido acético (ppm) 2111.00 Actividad de agua 0.97
Acido benzoico (ppm) 0.00 Nitritos (mg/kg) 120.00
P Concentracion  tolerable  del
Acido citrico (ppm) 0.00 patégeno (Log UFC/Q) 5.00
Diacetato (ppm) 1905.00 Producto de Galactic Galimax
DN-47
Acido lactico (ppm) 9961.00 Concentracion del producto de 0.50

Galactic % (p/p)
Acido sorbico (ppm) 0.00




Disefio experimental y analisis estadistico.

El disefio experimental utilizado fue un DCA (Disefio Completamente al Azar) con
medidas repetidas en el tiempo al dia 0, 7, 14, 21, 28 para analisis fisicoquimicos y
microbiologicos. Se establecieron un total de siete tratamientos incluyendo el control con
cuatro repeticiones.

Los tratamientos finales fueron siete incluyendo el control sin conservantes con cuatro
repeticiones, para un total de 28 unidades experimentales. Las muestras analizadas fueron
destruidas semanalmente para la evaluacion del comportamiento durante el tiempo por lo
que las 28 unidades experimentales se repitieron por 5 semanas resultando en un total de
140 muestras.

Los datos fueron analizados a través de un ANDEVA y se realizé una separacion de medias
por cuadrados minimos (LSMeans por sus siglas en inglés) para evaluar el efecto de los
tratamientos y el tiempo con una probabilidad de 5% (a=0.05) en todos los analisis
estadisticos utilizando el programa SAS version 9.4 “Statistical Analysis System”.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de las variables fisicoguimicas en salchichas de pollo.

La humedad, actividad de agua, pH y color fueron analizados a los dias 0, 7, 14, 21y 28
durante el almacenamiento a 6 °C. Existiendo diferencia estadistica significativa (P < 0.05)
en las interacciones del tratamiento y los dias en almacenamiento.

Los resultados obtenidos sobre la evaluacién del pH muestran que los tratamientos AN50
y V100 son estadisticamente iguales al control aun cuando la concentracion del V100 es
de 0.3% y AN50 de 0.5%, el control presenta una media de pH 6.78 + 0.02. Lo anterior,
podria estar relacionado a la concentracion del ingrediente activo en los compuestos y en
el caso de V100 utilizado a una dosis menor a todos los demas tratamientos, pero con una
concentracion al 85% del ingrediente activo acetato de sodio sin purificar. Siendo
Unicamente igual a INBAC 10 NA; que contiene nisina en su composicion.

Uno de los principales problemas de la industria alimentaria al utilizar acidos como
antimicrobianos es la disminucion del pH que estos causan. Al disminuir el pH generan
una sensacion de acidez en los productos. Acidez que el consumidor asocia a procesos de
deterioro. En algunos paises siguen usandose conservantes como las sales de acido sorbico
0 benzoico (Ayala et al. 2007). En el caso del sorbato de potasio es poco efectivo a pH
normales de embutidos cocidos, pero es muy buen inhibidor de mohos teniendo una baja
efectividad contra levaduras y bacterias.

Actualmente, se ha promovido el uso de otro tipo de conservantes mas naturales a base de
la fermentacién lactica de azucares, ejemplo de ellos los lactatos, acetatos y diacetatos.
Estos tienen la capacidad de reducir la actividad de agua del producto por medio de la
ligacion de la misma (Gomez et al. 2013). Ademas, actian como antimicrobianos contra
algunos patogenos, principalmente Escherichia coli, Clostridium botulinum y Listeria
monocytogenes (Freixanet 2010).

El pH es un factor determinante de la capacidad de retencion de agua (CRA) en los
embutidos tomando en cuenta que el pH isoeléctrico de las proteinas esta en torno a 5.5;
donde las condiciones de repulsion entre proteinas son minimas, tienden a aproximarse
entre si y expulsan agua (Vidal 1997). Por ello, en las salchichas de pollo cocidas se requiere
que el pH esté alejado de este punto para permitir una CRA mayor y con ello evitar purgas
en almacenamiento de producto.
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Al evaluar el efecto de los conservantes sobre los cambios en el pH de las salchichas
(Cuadro 5) se observo que el tratamiento con mayores cambios durante el tiempo en el pH
fue AN50 (0.5%) pero manteniéndose por debajo de un pH de 7 durante los 28 dias de
evaluacion. Los cambios fueron significativos (P < 0.05) observandose variaciones en la
interaccion tratamiento y dia por lo que se evalud por separado.

De manera general, el pH de todos los tratamientos tuvo una tendencia a disminuir,
concordando con resultados encontrados por Cabeza (2011) quién concluy6 que el lactato
de sodio y el aumento en dias de almacenamiento disminuyen los valores del pH. Esto
representa un resultado favorable en cuanto a problemas de contaminacidn bacteriana, dado
que a pH entre 6.0-6.4 se tiene una actividad mayor de los microorganismos, mientras que
a pH mas bajos esta actividad disminuye (FSIS 2004; 2014; 2016).

Cuadro 5. Cambios de pH en salchichas adicionadas con diferentes conservantes después
de 28 dias en refrigeracion a 6 °C.

Dias de evaluacion

TRT 0 7 14 21 28
Control  6.78+0.02*° 6.55+0.06" 6.74+0.01° 6.58+0.03% 6.66+0.04
DN471 6.60 +0.05° 6.38+0.13° 6.61+0.02% 6.36+0.05¢ 6.66 = 0.04°
ANS50 6.75+0.01* 6.89+0.06° 6.81+0.02° 6.57+0.04% 6.76+0.022
V100 6.74+0.01* 6.67+0.04° 6.70+0.02° 6.61+0.01* 6.69 +0.05%®
DN4 6.64 £0.01°> 6.58+0.04> 6.63+0.01° 6.50+0.02° 6.63 +0.02°
DN472  6.65+0.01> 6.45+0.02% 6.64+0.01° 6.48+0.01° 6.63+0.02°
INBAC  6.65+0.02® 6.45+0.16° 6.56+0.07° 6.44+0.01° 6.49+0.03°
CV (%) 0.29 1.26 0.44 0.49 0.49

TRT: tratamiento, CV: coeficiente de variacion.

! Concentracion usada 0.5%. 2 Concentracion usada 0.3%. DN47: lactato de sodio, acetato
de sodio y diacetato de sodio. N50: lactato de sodio y acetato de sodio. VV100: acetato de
sodio natural. DN4: lactato de sodio y diacetato de sodio. INBAC: producto de la marca
Peisa® con un contenido de 2% de nisina en la formulacion.

&€ Medias con letra minascula diferente en la misma columna representan diferencia
estadistica entre tratamientos en el mismo dia (P < 0.05).

En el Cuadro 6 se observan los resultados en porcentaje de agua en la muestra. Existiendo
diferencias no significativas (P > 0.05) entre tratamientos al dia 0; mientras que existen
diferencias del dia 7 al 28. El producto V100 (0.3%) es el que presenta la menor humedad
seguido por INBAC (0.3%). Los porcentajes de conservante utilizado en los dos
tratamientos que mostraron diferencias significativas (P < 0.05) fueron utilizados a un
0.3%, mientras los demaés tratamientos se utilizaron a una dosis de 0.5% y DN4 (2.2%). Lo
anterior, concuerda con Gabas et al. (2009) quienes al utilizar diferentes concentraciones
de aditivos en polvo encontraron que la humedad se ve afectada.
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Cuadro 6. Cambios de humedad en salchichas adicionadas con diferentes conservantes

después de 28 dias en refrigeracion a 6 °C.

Dias de evaluacion

TRT 0 7 14 21 28
Control  62.53+0.71% 62.63 +0.51° 63.63+0.54* 62.63+0.64% 62.83 + (.74

DN47% 61.30 + 0.85% 61.85+0.39° 61.98 + 0.46°° 60.95 + 0.43% 61.73+0.17
AN50 61.95+0.73* 61.98 +0.79°° 61.78 +0.28" 60.68 + 1.369 61.35 + 0.26°

V100 61.95+ 1.11% 60.70 +0.43% 61.30 +0.58° 61.80 + 0.37° 62.58 + 0.372

DN4 62.88 + 0.41* 62.70 + 0.29°° 62.48 + 0.50° 62.88 +0.26® 62.60 + 0.262

DN472 61.38 + 1.41% 63.03+0.15% 62.68 +0.22° 61.98 + 0.38% £2.23 + 0.15%
INBAC  62.90 +0.88% 64.05+0.26° 64.25+0.24* 63.14+0.21*> 62.93 +0.36°

CV (%) 1.52 0.76 0.63 0.85 0.58

TRT: tratamiento, CV: coeficiente de variacion.

! Concentracion usada 0.5%. 2 Concentracion usada 0.3%. DN47: lactato de sodio, acetato
de sodio y diacetato de sodio. N50: lactato de sodio y acetato de sodio. V100: acetato de
sodio natural. DN4: lactato de sodio y diacetato de sodio. INBAC: producto de la marca
Peisa® con un contenido de 2% de nisina en la formulacion.

#d Medias con letra minuscula diferente en la misma columna representan diferencia
estadistica entre tratamientos en el mismo dia (P < 0.05).

En el Cuadro 7 se describen las diferencias en actividad de agua entre tratamientos para
los diferentes dias evaluados. Este parametro no present6 diferencias (P > 0.05) durante el
periodo de evaluacion para cada tratamiento, concordando con los resultados de Santos et
al. (2010), quien menciona que el efecto antimicrobiano de los lactatos se atribuye a la
habilidad para reducir la actividad de agua que pueden utilizarse en concentraciones de
hasta 4.8% mientras que los acetatos y diacetatos en un 0.25% del peso del producto. En
este caso, el efecto puede ser menos marcado por el uso de una mezcla de compuestos.
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Cuadro 7. Actividad de agua en salchichas adicionadas con diferentes conservantes después de 28 dias almacenadas en

refrigeracion 6 °C.

Dias de evaluacion

TRT 0 7 14 21 28
Control 0.942 + 0.002? 0.942 + 0.004% 0.943 + 0.002° 0.943 + 0.0042 0.943 +0.002°
DN47t 0.941 + 0.002? 0.939 + 0.002° 0.940 + 0.001° 0.941 + 0.002? 0.940 + 0.001°
AN50 0.941 + 0.0012 0.939 + 0.001° 0.940 + 0.001° 0.940 + 0.0012 0.939 + 0.001°
V100 0.942 + 0.002? 0.939 + 0.001° 0.940 + 0.001° 0.939 + 0.0012 0.938 + 0.003"
DN4 0.940 + 0.0062 0.943 + 0.001° 0.941 + 0.001° 0.943 + 0.002? 0.941 + 0.001°
DN472 0.940 + 0.0012 0.944 + 0.002° 0.943 + 0.002° 0.944 + 0.0012 0.944 + 0.002%
INBAC 0.940 + 0.0052 0.940 + 0.0022 0.947 + 0.003? 0.946 + 0.0032 0.946 + 0.0012
CV (%) 0.44 0.32 0.29 0.45 0.32

TRT: tratamiento, CV: coeficiente de variacion.

! Concentracion usada 0.5%. ? Concentracion usada 0.3%. DN47: lactato de sodio, acetato de sodio y diacetato de sodio. N50:
lactato de sodio y acetato de sodio. V100: acetato de sodio natural. DN4: lactato de sodio y diacetato de sodio. INBAC: producto
de la marca Peisa® con un contenido de 2% de nisina en la formulacion.

b Medias con letra mintscula diferente en la misma columna representan diferencia estadistica entre tratamientos en el mismo
dia (P < 0.05).



Uno de los aspectos sensoriales mas importantes en los productos de consumo humano es
el color (Garcia et al. 2011), tanto por el atractivo visual como la correlacion que hacen las
personas con otros parametros de calidad “El color es un indice de calidad en la industria
alimentaria” asegura Arboleda (2008). El valor L* determina la luminosidad o claridad de
la muestra analizada, en el Cuadro 8 se muestran los resultados para cambios en la variable
L*. El valor de a*, relacionado a las tonalidades de rojo como se muestra en el Cuadro 9y
se caracteriza por una disminucion del valor durante el tiempo al igual que la variable b*
es la gradiente del color anaranjado que se observa en el Cuadro 10. Resultados similares
fueron descritos por Gomez et al. (2013) en el estudio denominado “Efecto de
antimicrobianos naturales sobre la estabilidad fisicoquimica, microbioldgica y sensorial de
hamburguesas de res mantenidas en refrigeracion”. En donde la reduccion del color rojo
de la carne de res molida, adicionada de lactato de potasio, metasilicato de sodio, &cido
peracético y cloruro de sodio acidificado, fue observada durante los siete dias de
almacenamiento en refrigeracion a 4 °C.

En relacion al efecto de los antimicrobianos sobre las caracteristicas de color de las
salchichas de pollo, se comprob6 que los tratamientos mostraron una tendencia similar en
el comportamiento de la variable durante el tiempo, siendo el tratamiento DN47 (0.5%) el
que presento una mayor constancia y mayores valores de L* (P < 0.05) variable de
luminosidad en comparacion con los demas tratamientos a lo largo del almacenamiento.
La luminosidad o claridad del producto es un efecto deseado en el caso de carnicos (Garcia
et al. 2011), puede relacionarse como indicador de frescura o calidad. Mientras que valores
bajos visualmente son percibidos como cambios indeseables (oscuros) en el producto, los
cuales el consumidor puede relacionar con deterioro del alimento.

No se encontré diferencia significativa (P > 0.05) en los valores de L*a*b* a través del
tiempo para ninguno de los tratamientos aplicados, sin embargo, existe una diferencia
marcada al comparar los valores de diferencia de intensidad del color tomando como
referencia el control. Esta caracteristica fue significativa (P < 0.05) tnicamente del dia 0 al
21, ya que en el dia 28 no existe diferencia en el cambio de la variable E (Cuadro 11) para
ninguno de los tratamientos. V100 (0.3%) se mantuvo estadisticamente en un valor igual
durante todo el tiempo de evaluacién. En el caso del cambio en intensidad de color que
incluye las variables L*, a* y b* se requiere que la variacion sea minima respecto al control
para que el consumidor no perciba cambios significativos en el producto por la adicién de
los distintos tratamientos, por lo tanto, el tratamiento que cumple con estos requerimientos
es V100 (0.3%).
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Cuadro 8. Cambios en la variable L de color en salchichas adicionadas con diferentes conservantes después de 28 dias almacenadas en
refrigeracion 6 °C.

Dias de evaluacion

TRT 0 7 14 21 28
Control 65.52 + 0.37%Y 66.48 + 0.332Y 66.06 + 0.39%Y 66.12 + 0.46%Y 65.34 + 2.12%Y
DN47* 63.65 + 0.28%Y 65.12 +0.44°°Y 64.75 + 0.14°Y 64.26 + 1.35"Y 64.87 + 0.43%Y
AN50 60.71 + 1.062 63.00 + 0.349Y 61.15 + 1.24% 61.86 + 0.42% 61.99 + 0.51°2
V100 59.99 + 1.14°2 61.10 + 0.75% 61.31 + 0.51% 61.15 + 0.54% 62.34 + 0.25"Y
DN4 63.74 + 0.60%Y 64.71 + 0.25°Y 63.36 + 1.04°Y 63.89 + 0.59°Y 64.07 + 0.47%Y
DN472 63.89 + 0.60% 66.13 + 0.52%Y 65.74 + 0.32°Y 65.40 + 0.57%Y 66.32 + 0.46%Y
INBAC 65.31 + 1.51¥ 66.79 + 0.323Y 67.20 + 0.26%Y 66.73 + 0.242Y 65.97 + 0.79%Y
CV (%) 1.42 0.72 0.89 1.02 1.52

TRT: tratamiento, CV: coeficiente de variacion.

! Concentracion usada 0.5%. 2 Concentracion usada 0.3%. DN47: lactato de sodio, acetato de sodio y diacetato de sodio. N50: lactato
de sodio y acetato de sodio. VV100: acetato de sodio natural. DN4: lactato de sodio y diacetato de sodio. INBAC: producto de la marca
Peisa® con un contenido de 2% de nisina en la formulacion.

&€ Medias con letra minuscula diferente en la misma columna representan diferencia estadistica entre tratamientos en el mismo dia
(P <0.05).

Y-Z Medias con letra mayuscula diferente en la misma linea representan diferencia estadistica entre los dias de evaluacion (P < 0.05).



LT

Cuadro 9. Cambios en la variable a* de color en salchichas adicionadas con diferentes conservantes después de 28 dias almacenadas en

refrigeracion 6 °C.

Dias de evaluacion

TRT 0 7 14 21 28
Control 7.15 + 0.34%V 6.12 + 0.21°W 3.93+0.13%% 2.62 +0.12°Y 2.16 + 0.26"Y
DN47? 8.04 + 0.152 7.00 £ 0.198W 4.83 + 0.06%% 3.73 £ 0.65%Y 3.28 £ 0.06%
AN50 7.18 + 0.26™V 6.62 + 0.022°W 4.08 + 0.19%% 2.83 +0.21 3.19+0.17%Y
V100 7.80 + 0.14%V 6.38 + 0.22°W 4.85 + 0.23%% 3.18 + 0.17%Y 3.15 £ 0.30%
DN4 7.39 + 0.25%V 6.45 + 0.41°W 4.44 +0.19°X 3.23+0.13%Y 3.23 £0.21%
DN472 7.52 + 0.23%V 6.04 + 0.05°W 4.16 + 0.05°X 3.01 +0.01°Y 2.87 £0.12%Y
INBAC 7.81 + 0.80%V 5.41 + 0.42°W 3.91 + 0.05%% 2.72 +0.13"Y 2.88 £ 0.16%
CV (%) 491 4.02 3.17 8.93 7.00

TRT: tratamiento, CV: coeficiente de variacion.

! Concentracion usada 0.5%. 2 Concentracion usada 0.3%. DN47: lactato de sodio, acetato de sodio y diacetato de sodio. N50: lactato
de sodio y acetato de sodio. V100: acetato de sodio natural. DN4: lactato de sodio y diacetato de sodio. INBAC: producto de la marca
Peisa® con un contenido de 2% de nisina en la formulacion.

&¢ Medias con letra minuscula diferente en la misma columna representan diferencia estadistica entre tratamientos en el mismo dia
(P <0.05).

V-Z Medias con letra mayuscula diferente en la misma linea representan diferencia estadistica entre los dias de evaluacion (P < 0.05).
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Cuadro 10. Cambios en la variable b* de color en salchichas adicionadas con diferentes conservantes después de 28 dias almacenadas
en refrigeracion 6 °C.

Dias de evaluacién

TRT 0 7 14 21 28
Control 21.03 + 0.39%VW 21.72 +0.093Y 21.30 £ 0.24°VW  21.36 + 0.22°VW 20.65 + 0.68°W
DN47* 20.94 + 0.28%°W 20.93 + 0.383W 22.31 +0.062Y 21.75 + 0.75°VW 21.68 + 0.29°VW
AN50 20.17 £ 0.11°% 21.44 +0.113VW  21.26 +0.38°W 21.73 + 0.60°VW 22.06 + 0.23"
V100 20.60 + 0.30°W 22.00 + 0.492Y 22.35+0.71& 22.06 + 0.06% 22.09 + 0.19%V
DN4 20.25 + 0.67°W 21.76 + 0.702Y 22.14 + 0.34% 22.82 +0.16%V 22.19 + 0.31%V
DN472 21.36 + 0.46%°W 20.99 + 0.873W 22.14 + 0.313VW 23.11 + 0.36% 21.62 +0.12°W
INBAC 22.05 + 0.903VWX 21.45 + 0.383WX 21.26 + 0.10°X 22.31 + 0.18°VW 22.94 +0.42%V
CV (%) 2.56 2.45 1.56 1.87 1.71

TRT: tratamiento, CV: coeficiente de variacion.

! Concentracion usada 0.5%. 2 Concentracion usada 0.3%. DN47: lactato de sodio, acetato de sodio y diacetato de sodio. N50: lactato
de sodio y acetato de sodio. VV100: acetato de sodio natural. DN4: lactato de sodio y diacetato de sodio. INBAC: producto de la marca
Peisa® con un contenido de 2% de nisina en la formulacion.

&€ Medias con letra minuscula diferente en la misma columna representan diferencia estadistica entre tratamientos en el mismo dia
(P <0.05).

V-Z Medias con letra mayuscula diferente en la misma linea representan diferencia estadistica entre los dias de evaluacion (P < 0.05).
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Cuadro 11. Cambios en la variable de intensidad de color (E) en salchichas adicionadas con diferentes conservantes después de 28 dias
almacenadas en refrigeracion 6 °C.

Dias de evaluacién

TRT 0 7 14 21 28
Control 2.09 + 0.30°Y 0.61 + 0.39% 2.76 + 0.06°% 3.99 +0.13°W 4.00 + 0.129W
DN471 4.90 +1.032W 2.61 + 0.34P% 5.38 + 1.098W 5.74 + 0.332W 5.42 + 0.413W
AN50 5.60 + 1.123W 4.61+0.78W 5.02 + 0.552W 6.00 + 0.373W 5.22 + 0.64%W
V100 2.05 + 0.64°% 1.45 + .38 3.71 +0.72°W 4.64 + 0.12°W 4.36 + 0.19%W
DN4 1.77 £ 0.57°Y 1.53 +£0.19°Y 3.21 +0.17°X 4.67 +0.15°W 4.41 +0.01%W
DN472 2.60 + 1.42°X 2.26 + 0.27°X 3.66 + 0.08"X 4.77 £ 0.16°W 4.76 + 0.10°W
CV (%) 29.73 17.97 12.26 4.4 5.14

TRT: tratamiento, CV: coeficiente de variacion.

! Concentracion usada 0.5%. 2 Concentracion usada 0.3%. DN47: lactato de sodio, acetato de sodio y diacetato de sodio. N50: lactato
de sodio y acetato de sodio. VV100: acetato de sodio natural. DN4: lactato de sodio y diacetato de sodio. INBAC: producto de la marca
Peisa® con un contenido de 2% de nisina en la formulacion.

d Medias con letra minGscula diferente en la misma columna representan diferencia estadistica entre tratamientos en el mismo dia
(P <0.05).

W-2 Medias con letra mayuscula diferente en la misma linea representan diferencia estadistica entre los dias de evaluacion (P < 0.05).



En el Cuadro 12 se observan los efectos de los tratamientos sobre el crecimiento de
mesofilos aerobios. Al dia cero las variaciones entre tratamientos se deben al error
experimental, en dénde al momento de la elaboracion de las salchichas el control sobre la
manipulacion de equipos e ingredientes genero que el conteo inicial fuera distinto; por ello
también se evalla su efecto incremental en el tiempo. Encontrando diferencias estadisticas
significativas (P < 0.05) para los tratamientos en la misma linea (dias de evaluacion),
tomando en cuenta que los mayores valores en logaritmo de UFC/g se observan al dia 28
por el incremento durante almacenamiento (6 °C). Mientras que, los tratamientos que
presentan los mejores resultados de comportamiento durante el tiempo, es decir bajo nivel
de conteo microbiano son principalmente AN50 (0.5%), DN47 (0.5%) y V100 (0.3%)
durante los primeros 21 dias. Sin embargo, en el dia 28 no existe diferencia estadistica (P
> 0.05) entre tratamientos sobre el control bacteriano. Manteniéndose aun asi los
tratamientos de V100 (0.3%) DN4 (2.2%) e INBAC 10NA bajo el limite permitido en el
RTCA (2017) de 6 Log UFC/g para carnes cocidas.

El conteo de mesofilos aerobios es influenciado por la carga inicial después del
procesamiento, y esta relacionado a evaluaciones de calidad, prediccion de la vida util,
verificacion de la limpieza y desinfeccion correctas, si se respetaron las temperaturas y
tiempos a los que fueron sometidos los alimentos, fallas en el mantenimiento y temperatura,
ademas de una contaminacion post elaboracion (ANMAT 2011). Al aplicar la combinacion
de lactato, acetato y diacetato en los tratamientos a las salchichas se observd que los
mejores resultados expresados en Log UFC/g los presentaron los tratamientos AN50
(0.5%), V100 (0.3%) y DN4 (2.2%). Importante mencionar que, de estos, V100 se trabajo
a la menor concentracién agregada a la formulacién, denotando un resultado favorable en
inhibicion del crecimiento microbiano.
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Cuadro 12. Conteo en logaritmos de mesoéfilos aerobios en salchichas adicionadas con diferentes conservantes después de 28 dias en

refrigeracion (6 °C).

Dias de evaluacién

TRT 0 7 14 21 28
Control 2.16 + 0.15% 3.35 + 0.04%Y 4.31 + 0.05 5.40 + 0.062W 6.63 + 0.072V
DN47? 1.76 + 0.22°Y 1.73 +0.19°Y 2.03 +£0.07%X 4.32 +0.05°W 5.13 +0.02"
AN50 1.12 + 0.24% 1.79 + 0.26°Y 2.10 + 0.05%X 4.21 +0.04°W 5.46 + 0.02°Y
V100 1.39 £ 0.27%% 1.19 + 0.24%% 2.10 £ 0.19°W 452 +0.04%V 4.64 +0.01¢V
DN4 1.55 + 0.42°X 1.15 £ 0.17%Y 1.39 + 0.27%X 2.45 + 0.024W 4.61 +0.01¢V
DN472 2.37 +0.072Y 1.86 + 0.07% 3.25 + 0.03X 4.21 + 0.04°W 5.34 + 0.02°V
INBAC 2.30 = 0.063W 1.96 + 0.13X 2.07 + 0.08%% 3.05 + 0.04%Y 3.05 + 0.029
CV (%) 12.21 8.34 5.67 1.13 0.65

TRT: tratamiento, CV: coeficiente de variacion.

! Concentracion usada 0.5%. 2 Concentracion usada 0.3%. DN47: lactato de sodio, acetato de sodio y diacetato de sodio. N50: lactato
de sodio y acetato de sodio. VV100: acetato de sodio natural. DN4: lactato de sodio y diacetato de sodio. INBAC: producto de la marca
Peisa® con un contenido de 2% de nisina en la formulacion.

&¢ Medias con letra minuscula diferente en la misma columna representan diferencia estadistica entre tratamientos en el mismo dia
(P <0.05).

V-Z Medias con letra mayuscula diferente en la misma linea representan diferencia estadistica entre los dias de evaluacion (P < 0.05).



En el Cuadro 13 se presenta el ordenamiento de medias para el crecimiento de bacterias
acido lacticas en las salchichas, manteniendo un comportamiento similar del crecimiento
bacteriano entre tratamientos durante el periodo de almacenamiento a 6 °C. Mientras que,
en la evaluacion por dia, existe una marcada diferencia entre INBAC 10NA vy el resto de
tratamientos, siendo este el que mantiene la misma concentracion inicial hasta finalizados
los 28 dias. De acuerdo a Lozano et al. (2009), una concentracion de INBAC 10NA de
0.3% permite el crecimiento de Leuconostoc mesenteroides mientras que al aumentar la
dosis hasta 0.6 % existe un efecto inhibitorio del crecimiento. Los resultados podrian diferir
debido a que este autor realiz6 su experimento utilizando la metodologia de Bioscreen para
obtener las graficas de crecimiento durante 24 horas.

Las bacterias acido lacticas son uno de los principales microorganismos que participan en
procesos de alteracion de las caracteristicas sensoriales de los alimentos (Ossa et al. 2010).
En este caso, al evaluar los distintos conservantes en las salchichas de pollo se observé que
el mejor tratamiento (P < 0.05) fue INBAC 10NA, manteniendo la concentracién inicial
durante los 28 dias en los cuales se midi6 el crecimiento bacteriano. Tomando en cuenta
que de los tratamientos bajo estudio es el tnico que posee nisina (0.2% de la formulacion)
y que la nisina ha sido estudiada en conservacion de carne cruda. Grande et at. (2011)
encontraron efectos positivos principalmente sobre poblaciones de bacterias acido lacticas,
con el inconveniente de solubilidad a pH proximo a la neutralidad, interaccion con los
fosfolipidos y la inactivacion por el glutation.
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Cuadro 13. Conteo en logaritmos de bacterias acido lactico en salchichas adicionadas con diferentes conservantes y almacenadas en
refrigeraciona 6 ° C.

Dias de evaluacion

TRT 0 7 14 21 28
Control 1.27 £ 0.32¥ 2.74 +0.228Y 3.81 + 0.05% 4.85 + 0.032W 5.71 +0.032V
DN47* 0.70" + 00°X 2.62 +0.19%W 3.12 +0.02°V 3.23+0.08%Y 3.47 £0.03V
AN50 0.70 + 00°Y 2.56 + 0.04% 2.79 +0.18%W 2.94 +0.054Y 3.05 +0.03%
V100 0.70 + 00°Y 2.42 + 0.05% 2.87 +0.03W 3.29 + 0.06%Y 3.38 £0.12%V
DN4 0.70 + 00°Y 2.63+0.192W 2.28 + 0.09%% 2.26 + 0.048W 3.16 + 0.024
DN472 0.70 + 00°Y 1.96 + 0.24"% 3.42 +0.16°W 4.31 +0.02%V 4.41 +0.05°
INBAC 0.70 + 00"V 0.70 + 00V 0.70 £ 00" 0.70 + 00" 0.70 + 00V

CV (%) 11.98 6.96 3.65 1.4 1.64

TRT: tratamiento, CV: coeficiente de variacion.

! Concentracion usada 0.5%. 2 Concentracion usada 0.3%. DN47: lactato de sodio, acetato de sodio y diacetato de sodio. N50: lactato
de sodio y acetato de sodio. VV100: acetato de sodio natural. DN4: lactato de sodio y diacetato de sodio. INBAC: producto de la marca
Peisa® con un contenido de 2% de nisina en la formulacion.

&¢ Medias con letra minuscula diferente en la misma columna representan diferencia estadistica entre tratamientos en el mismo dia
(P <0.05).

U-Z Medias con letra mayuscula diferente en la misma linea representan diferencia estadistica entre los dias de evaluacion (P < 0.05).

" Valores con media de 0.70 Log UFC/g y desviacion estandar de 0 son estimados de la concentracién de bacterias cuando el conteo en
placa fue <10 UFC/g reportadas para fines de analisis en SAS 9.4 como un valor intermedio de 5 UFC/g.



Al evaluar el crecimiento de Listeria innocua (cepa no patogénica) mediante la prueba
desafio o “Challenge test” se obtuvieron los resultados que se muestran en el Cuadro 14 y
15 (con una inoculacién inicial de 3 y 1 Log UFC/g respectivamente). Se observa un
comportamiento similar de crecimiento bacteriano para cada tratamiento durante los 28
dias de evaluacion, mientras que el ordenamiento de medias por dia denota igualdad (P >
0.05) entre la concentracion bacteriana al dia 0, siendo este dato representativo si se toma
en cuenta que al dia cero todas las muestras se inocularon a la misma concentracion.

El crecimiento bacteriano fue estadisticamente mayor para el control, a excepcion del dia
7 en el cual presento6 uno de los valores mas bajos. Ademas, los tratamientos INBAC 10NA
y DN4 (2.2%) se ubicaron en segundo lugar, debajo del control. En el caso de INBAC
10NA su baja efectividad en cuanto a reduccion de la tasa de crecimiento bacteriano se
puede atribuir a la dosis utilizada (0.3%), tomando en cuenta que Lozano et al. (2009)
recomienda el uso de una concentracion correspondiente al doble de la utilizada en este
estudio (0.6%) de INBAC 10NA para obtener un efecto inhibitorio de Leuconostoc
mesenteroides (bacteria acido lactica). Sin embargo, no menciona efectos sobre Listeria.

Martinez et al. (2011), establecen en el informe del comité cientifico de la agencia espafiola
de seguridad alimentaria y nutricion (AESAN), en relacidn a los estudios de vida til para
Listeria monocytogenes en determinados productos alimenticios en el Reglamento de la
Conformidad Europea (CE) N° 2073/2005 (2005), relativo a los criterios microbiolégicos
aplicables a los productos alimenticios, en alimentos listos para el consumo (LPC/RTE)
que pueden favorecer el crecimiento de Listeria monocytogenes, el limite para este
microorganismo es de ausencia en 25 g al igual que en el Reglamento Técnico
Centroamericano (RTCA 2012). Unicamente se establece un limite de 100 UFC/g en
alimentos LPC no destinados a lactantes 0 a usos médicos especiales si el fabricante puede
demostrar, a satisfaccion de la autoridad competente que no se superard este limite durante
la vida util del producto.

24



T4

Cuadro 14. Conteo en logaritmos de Listeria innocua bajo prueba desafio con inoculacion inicial de 3 Log UFC/g.

Dias de evaluacién

TRT 0 7 14 21 28

Control 2.62 +0.11% 3.37 £ 0.08" 6.76 £ 0.01%X 7.98 +0.062W 8.96 + 0.01%
DN471 2.74 +0.07% 3.54 + 0.06°Y 4.46 + 0.02% 5.50 + 0.05¢W 6.68 + 0.05%
AN50 2.68 + 0.15% 4.18 +0.01°Y 5.26 + 0.03X 6.59 + 0.049W 6.73 +0.13%
V100 2.68 + 0.15% 4.04 + 0.04%Y 4.88 + 0.20%% 6.87 + 0.05°W 7.15 +0.10%V
DN4 2.63 +0.05Y 4.13 + 0.05°X 5.02 + 0.149W 6.71 + 0.04° 6.64 + 0.13%V
DN472 2.62 +0.18% 3.92 +0.079Y 4.48 +0.13% 6.80 + 0.08°W 7.19 £ 0.04%
INBAC 2.76 + 0.14% 4.76 + 0.09%" 5.53 + 0.03°X 6.54 + 0.03W 8.12 + 0.02°V
CV (%) 5.09 1.64 2.04 0.76 1.19

TRT: tratamiento, CV: coeficiente de variacion.

! Concentracion usada 0.5%. 2 Concentracion usada 0.3%. DN47: lactato de sodio, acetato de sodio y diacetato de sodio. N50: lactato

de sodio y acetato de sodio. V100: acetato de sodio natural. DN4: lactato de sodio y diacetato de sodio. INBAC: producto de la marca
Peisa® con un contenido de 2% de nisina en la formulacion.

#f Medias con letra minuscula diferente en la misma columna representan diferencia estadistica entre tratamientos en el mismo dia
(P <0.05).

V-Z Medias con letra mayuscula diferente en la misma linea representan diferencia estadistica entre los dias de evaluacion (P < 0.05).
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Cuadro 15. Conteo en logaritmos de Listeria innocua bajo prueba desafio con inoculacion inicial de 1 Log UFC/g.

Dias de evaluacién

TRT 0 7 14 21 28
Control 0.93 + 0.07% 3.75 + 0.10%Y 451 + 0.042% 5.47 + 0.018W 6.08 + 0.052Y
DN47! 0.89 + 0.052% 2.31 +0.23W 2.54 + 0.07°VW 2.76 £ 0.07¢V 2.73 £ 0.10%V
AN50 0.90 + 0.04%% 2.27 +0.20°W 2.51 + 0.06°YW 2.72 +0.04%Y 2.72 +0.16%V
V100 0.91 + 0.06%Y 2.52 + 0.17°% 2.65 + 0.06°WX 2.72 +0.04°YW 2.89 + 0.05%Y
DN4 0.90 + 0.042% 2.43 + 0.09°W 2.63 + 0.05°VW 2.76 + 0.04%Y 2.66 + 0.16%Y
DN472 0.93 + 0.032W 3.69 + 0.25°Y 3.77 +0.17% 3.80 + 0.15"Y 3.78 + 0.13"
INBAC 0.91 + 0.052% 2.27 + 0.20P% 2.46 £ 0.12¢VW 2.62 +0.11%Y 2.56 +0.11%Y
CV (%) 5.6 6.68 3.08 2.43 3.19

TRT: tratamiento, CV: coeficiente de variacion.

&¢ Medias con letra minuscula diferente en la misma columna representan diferencia estadistica entre tratamientos en el mismo dia

(P <0.05).

V-Z Medias con letra mayuscula diferente en la misma linea representan diferencia estadistica entre los dias de evaluacion (P < 0.05).



La mayoria de los antimicrobianos alimentarios son Unicamente bacteriostaticos bajo un
sistema de conservacion que impide el crecimiento de microorganismos, o fungistaticos.
En lugar de bactericidas o fungicidas que eliminan gérmenes y hongos. Lo anterior limita
su efectividad sobre la conservacion de alimentos. Haciendo necesaria la combinacion de
medidas de refrigeracion como barrera de control.

Comparaciéon de modelos predictivos.

Existe una correlacion alta positiva (Cuadro 16) entre los modelos predictivos de
crecimiento bacteriano al compararlos con el crecimiento en placa mediante incubacion y
conteo. Se puede identificar una mayor aproximacién con un 93.65% mediante el modelo
Galactic al conteo en placa. Ademas, este modelo permite al usuario insertar directamente
el producto que utiliza y la concentracion del mismo, sin necesidad de convertir a su
férmula molecular como el modelo FSSP. La versatilidad y rapidez del modelo genera
resultados que pueden ser utilizados para toma de decisiones en proceso y respaldo de
documentos de verificacion. Sin embargo, estadisticamente, generan resultados diferentes
en cuanto a la cantidad en logaritmo de las unidades formadoras de colonia por gramo de
producto (UFC/qg).

Cuadro 16. Correlacion entre modelos predictivos de crecimiento bacteriano y conteo en
placa para Listeria.

GALACTIC FSSP?
PLACA 0.93650* 0.91079*
GALACTIC 0.87936*

* Correlacién alta positiva (P < 0.05).
®Food Spoilage and Safety Predictor.

Al comparar los resultados obtenidos en el conteo en placa y los modelos predictivos bajo
las condiciones dadas del producto y caracteristicas fisicoquimicas especificas, se observo
que existen diferencias significativas en la cantidad de bacterias expresadas en Log UFC/g
de Listeria (P < 0.05); no obstante, el uso de este tipo de herramientas se justifica por la
facilidad y rapidez de la obtencion de datos que pueden respaldar procesos o
concentraciones de productos usadas en la formulacion de alimentos.

En la Figura 2 se muestra el comportamiento del crecimiento de Listeria de acuerdo a los
resultados obtenidos en el modelo Galactic para el producto DN47 (0.5%). La Figura 3 es
el resultado obtenido en el programa FSSP para el mismo producto como conservante. Los
modelos predictivos de crecimiento microbiano tienen aplicaciones al ser debidamente
validados.

Algunas de las aplicaciones mas importantes radican en la prediccion del efecto sobre las

caracteristicas del producto y condiciones de almacenamiento, sobrevivencia e inactivacion
de bacterias con un enfoque en el desarrollo o reformulacion de productos.
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Ademas, representan una herramienta en la elaboracién de programas HACCP
estableciendo los limites para los puntos criticos de control, en el establecimiento de
objetivos de seguridad alimentaria y sobre todo en la educacién o capacitacion del personal
de produccion siendo de facil acceso.

5 —

=

|
\

0 5 10 15 20 25 30 35
Time (Days)

s Pathozen

Figura 2. Resultados en modelo predictivo Galactic: comportamiento de Listeria con un
indculo incial de 3 Log UFC/g en salchichas de pollo almacenadas en refrigeracion a 6 °C.
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Figura 3. Resultados en modelo predictivo FSSP: comportamiento de Listeria con un
indculo incial de 3 Log UFC/g en salchichas de pollo almacenadas en refrigeracion a 6 °C.

La tendencia en diferencias entre modelos y conteo en placa puede observarse tanto para
para el Control en la Figura 4. Siendo el conteo en placa el que alcanza valores mas altos
de la concentracion del microorganismo en Log UFC/g, seguido por el modelo FSSP que
demuestra un mayor efecto protector del conservante utilizado sobre el crecimiento de

28



Listeria durante el almacenamiento. En el caso del modelo Galactic, el efecto del
conservante se potencia y como resultado el nivel de Listeria resulta menor que los
anteriores.
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Figura 4. Comportamiento de Listeria con un inéculo incial de 3 Log UFC/g en salchichas
de pollo almacenadas en refrigeracién a 6 °C en modelos predictivos Galactic y FSSP (Food
Spoilage and Safety Predictor) y conteo en placa para el tratamiento control (sin
conservantes).

El comportamiento en cuanto a crecimiento de Listeria en los modelos predictivos es
similar para los tratamientos. Manteniendo un comportamiento incremental y siendo el
conteo en placa el que genera los promedios mas altos.
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4. CONCLUSIONES

Las caracteristicas fisicoquimicas de las salchichas de pollo adicionadas con los
conservantes no presentan cambios estadisticamente significativos durante el
almacenamiento. Mientras el crecimiento de mesofilos aerobios totales se reduce en
presencia de mezclas de lactatos, acetatos y diacetatos, mas no al utilizar bajas
concentraciones de nisina.

El comportamiento de los distintos tratamientos en cuanto al control de crecimiento de
Listeria innocua (cepa no patogénica), utilizada en la prueba desafio como referencia
de Listeria monocytogenes, es influenciado por la matriz propia del material,
presentando un comportamiento de crecimiento similar, independiente del tratamiento.
Mientras que la concentracion del conservante tiene efectos inversos sobre el
crecimiento expresado en Log UFC/g.

Los modelos predictivos Galactic y FSSP representan una herramienta potencial de
uso en la industria presentando tendencias similares al crecimiento bacteriano en Log
UFC/g de Listeria en placa evaluado por periodos de tiempo similares.
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5. RECOMENDACIONES
Evaluar el efecto de varias concentraciones de las mezclas organicas utilizadas a base
de lactato, acetato y diacetato incluyendo nisina, en diferentes matrices alimenticias.

Incluir el factor temperatura en varios niveles a fin de identificar el efecto combinado
del mismo sobre la inhibicidn de crecimiento bacteriano.

Identificar la presencia de gases y compuestos provenientes de la degradacion por

presencia de bacterias acido lacticas después de los 35 dias de almacenamiento a
temperaturas de refrigeracion.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Especificaciones de empaque.

Anexo 2. Comportamiento del pH en salchichas adicionadas con diferentes conservantes
después de 28 dias almacenadas en refrigeracion 6 °C.
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V100 (0.3%) m DN4 (2.2%) m DN47 (0.3%)

= INBAC 10NA (0.3%)

DNA47: lactato de sodio, acetato de sodio y diacetato de sodio. N50: lactato de sodio y
acetato de sodio. V100: acetato de sodio natural. DN4: lactato de sodio y diacetato de sodio.
INBAC: producto de la marca Peisa® con un contenido de 2% de nisina en la formulacién.
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Anexo 3. Comportamiento de la humedad expresada en porcentaje (%) en salchichas
adicionadas con diferentes conservantes después de 28 dias almacenadas en refrigeracion 6
°C.
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= Control m DN47 (0.5%) = AN50 (0.5%)
V100 (0.3%) m DN4 (2.2%) = DN47 (0.3%)

= INBAC 10NA (0.3%)

DNA47: lactato de sodio, acetato de sodio y diacetato de sodio. N50: lactato de sodio y
acetato de sodio. V100: acetato de sodio natural. DN4: lactato de sodio y diacetato de sodio.
INBAC: producto de la marca Peisa® con un contenido de 2% de nisina en la formulacion.

Anexo 4. Comportamiento de la actividad de agua en salchichas adicionadas con diferentes
conservantes después de 28 dias almacenadas en refrigeracion 6 °C.
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m INBAC 10NA (0.3%)

DNA47: lactato de sodio, acetato de sodio y diacetato de sodio. N50: lactato de sodio y
acetato de sodio. VV100: acetato de sodio natural. DN4: lactato de sodio y diacetato de sodio.
INBAC: producto de la marca Peisa® con un contenido de 2% de nisina en la formulacion.
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Anexo 5. Cambio en la intensidad del color en salchichas adicionadas con diferentes
conservantes después de 28 dias almacenadas en refrigeracion 6 °C.
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mDN47 (0.5%) = AN50 (0.5%) = V100 (0.3%) = DN4 (2.2%) mDN47 (0.3%) mINBAC 10NA (0.3%)

DNA47: lactato de sodio, acetato de sodio y diacetato de sodio. N50: lactato de sodio y
acetato de sodio. V100: acetato de sodio natural. DN4: lactato de sodio y diacetato de sodio.
INBAC: producto de la marca Peisa® con un contenido de 2% de nisina en la formulacién.
&CBarras con letra diferente representan diferencia estadistica entre tratamientos (P < 0.05).

Anexo 6. Comportamiento de las bacterias mesofilas aerobias en salchichas adicionadas
con diferentes conservantes después de 28 dias almacenadas en refrigeracion 6 °C.
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= Control uDN47 (0.5%) = AN50 (0.5%) V100 (0.3%)

m DN4 (2.2%) mDN47 (0.3%) mINBAC 10NA (0.3%)
DNA47: lactato de sodio, acetato de sodio y diacetato de sodio. N50: lactato de sodio y
acetato de sodio. V100: acetato de sodio natural. DN4: lactato de sodio y diacetato de sodio.
INBAC: producto de la marca Peisa® con un contenido de 2% de nisina en la formulacion.
&C¢Barras con letra diferente representan diferencia estadistica entre tratamientos (P < 0.05).
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Anexo 7. Comportamiento de las bacterias acido lacticas en salchichas adicionadas con
diferentes conservantes después de 28 dias almacenadas en refrigeracion 6 °C.
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DNA47: lactato de sodio, acetato de sodio y diacetato de sodio. N50: lactato de sodio y
acetato de sodio. V100: acetato de sodio natural. DN4: lactato de sodio y diacetato de sodio.
INBAC: producto de la marca Peisa® con un contenido de 2% de nisina en la formulacion.
&C¢Barras con letra diferente representan diferencia estadistica entre tratamientos (P < 0.05).

Anexo 8. Comportamiento de L. innocua en salchichas adicionadas con diferentes
conservantes después de 28 dias almacenadas en refrigeracion 6 °C.
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DNA47: lactato de sodio, acetato de sodio y diacetato de sodio. N50: lactato de sodio y
acetato de sodio. VV100: acetato de sodio natural. DN4: lactato de sodio y diacetato de sodio.
INBAC: producto de la marca Peisa® con un contenido de 2% de nisina en la formulacion.
&C¢Barras con letra diferente representan diferencia estadistica entre tratamientos (P < 0.05).
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Anexo 9. Comportamiento de L. innocua en salchichas adicionadas con diferentes
conservantes después de 28 dias almacenadas en refrigeracion 6 °C.
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DNA47: lactato de sodio, acetato de sodio y diacetato de sodio. N50: lactato de sodio y
acetato de sodio. V100: acetato de sodio natural. DN4: lactato de sodio y diacetato de sodio.
INBAC: producto de la marca Peisa® con un contenido de 2% de nisina en la formulacion.
&CBarras con letra diferente representan diferencia estadistica entre tratamientos (P < 0.05).
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Anexo 10. Crecimiento bacteriano para los modelos predictivos y conteo en placa para el
tratamiento DN47 (0.5 %) en salchichas adicionadas con diferentes conservantes después
de 28 dias almacenadas en refrigeracion 6 °C.
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DNA47: lactato de sodio, acetato de sodio y diacetato de sodio. N50: lactato de sodio y
acetato de sodio. V100: acetato de sodio natural. DN4: lactato de sodio y diacetato de sodio.
INBAC: producto de la marca Peisa® con un contenido de 2% de nisina en la formulacién.
&CBarras con letra diferente representan diferencia estadistica entre tratamientos (P < 0.05).
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Anexo 11. Crecimiento bacteriano para los modelos predictivos y conteo en placa para
tratamiento AN50 (0.5 %) en salchichas adicionadas con diferentes conservantes después
de 28 dias almacenadas en refrigeracion 6 °C.
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DNA47: lactato de sodio, acetato de sodio y diacetato de sodio. N50: lactato de sodio y
acetato de sodio. V100: acetato de sodio natural. DN4: lactato de sodio y diacetato de sodio.
INBAC: producto de la marca Peisa® con un contenido de 2% de nisina en la formulacion.
&C¢Barras con letra diferente representan diferencia estadistica entre tratamientos (P < 0.05).

Anexo 12. Crecimiento bacteriano para los modelos predictivos y conteo en placa para
tratamiento DN47 (0.3%) en salchichas adicionadas con diferentes conservantes después
de 28 dias almacenadas en refrigeracion 6 °C.
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DNA47: lactato de sodio, acetato de sodio y diacetato de sodio. N50: lactato de sodio y
acetato de sodio. V100: acetato de sodio natural. DN4: lactato de sodio y diacetato de sodio.
INBAC: producto de la marca Peisa® con un contenido de 2% de nisina en la formulacion.
&C¢Barras con letra diferente representan diferencia estadistica entre tratamientos (P < 0.05).
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Anexo 13. Crecimiento bacteriano para los modelos predictivos y conteo en placa para
tratamiento DN4 (2.2%) en salchichas adicionadas con diferentes conservantes después de
28 dias almacenadas en refrigeracion 6 °C.
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DNA47: lactato de sodio, acetato de sodio y diacetato de sodio. N50: lactato de sodio y
acetato de sodio. VV100: acetato de sodio natural. DN4: lactato de sodio y diacetato de sodio.
INBAC: producto de la marca Peisa® con un contenido de 2% de nisina en la formulacion.
&C¢Barras con letra diferente representan diferencia estadistica entre tratamientos (P < 0.05).

Anexo 14. Crecimiento bacteriano para los modelos predictivos y conteo en placa para
tratamiento V100 (0.3%) en salchichas adicionadas con diferentes conservantes después de
28 dias almacenadas en refrigeracion 6 °C.
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DNA47: lactato de sodio, acetato de sodio y diacetato de sodio. N50: lactato de sodio y
acetato de sodio. V100: acetato de sodio natural. DN4: lactato de sodio y diacetato de sodio.
INBAC: producto de la marca Peisa® con un contenido de 2% de nisina en la formulacion.
&C¢Barras con letra diferente representan diferencia estadistica entre tratamientos (P < 0.05).
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Anexo 15. Distribucion de datos para correlacion entre modelos FSSP y Galactic
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Anexo 16. Distribucion de datos para correlacion entre modelo Galactic y conteo en placa.
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Anexo 17. Distribucion de datos para correlacion entre conteo en placa y modelo FSSP.
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