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RESUMEN

La inocuidad de platillos a base de carne molida, como las albondigas en chipotle,
procesados sous-vide, puede verse comprometida debido a las temperaturas moderadas que se
utilizan, sobre todo cuando en su preparacion se desea minimizar el nivel de sal. La bacteriocina
nisina por su estabilidad térmica puede ser una buena alternativa para asegurar la disminucion de
la resistencia al calor de Listeria monocytogenes (Lm), considerado uno de los patégenos mas
resistentes al calor presente en los productos carnicos listos para consumir. El objetivo fue generar
el modelo de prediccion en el nivel de adicion de nisina y sal, para disminuir la resistencia térmica
de Lm durante la coccion sous-vide de albondigas de res en salsa chipotle y optimizar las variables.
Se utilizé un coctel de cinco cepas, el cual fue inoculado en la carne de res en combinacion (3:2)
con salsa chipotle, adicionada con los aditivos. Después, se realizo la coccion sous-vide a diferentes
temperaturas (55-65 °C) y concentraciones de nisina (0-120 UI) y sal (0-2 %), establecidas por un
disefio compuesto central. Los valores-D variaron de 49.71 a 0.27 min de 55 a 65 °C, dependiendo
de los niveles de los factores estudiados. Mediante superficie de respuesta se obtuvo un modelo
predictivo (p<0.05) el cual describe (R>=0.96) que la variacion de los valores-D fue explicada por
los efectos (p<0.05) lineales de los 3 factores, la interaccion nisina y temperatura, y cuadraticos de
sal y temperatura. Se observd que mientras la nisina present6 un efecto bactericida, la sal ejercid
un efecto protector durante la inactivacion térmica de Lm. Adicionar 120 Ul de nisina 'y 0.4 % de
sal al producto carnico a una temperatura de 62 °C puede ayudar a asegurar a la inocuidad
volviendo a las células de Lm mas sensible al efecto del calor. Los resultados de este estudio
permitiran a la industria carnica utilizar distintas temperaturas de coccion sous-vide y asegurar la
inocuidad de este tipo de producto, mediante la incorporacion del nivel adecuado de nisina y sal

para asegurar la inactivacion térmica de Lm en albondigas de res en salsa chipotle.

Palabras clave: Nisina, Sal, Inactivacion térmica, Listeria monocytogenes, Valor-D, Valor-z
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ABSTRACT

Food safety in ground beef meat entrees, like meatballs on chipotle sauce, sous-vide
processed can be compromise as a result of the mild temperatures used, especially when levels of
salt are reduced during its preparation. Due to its thermal resistance nisin can be a good alternative
to ensure the thermal inactivation of Listeria monocytogenes (Lm), since it is one of the main
thermoresistant pathogens that can be in ready-to-eat food. The objective was to optimize the
amount of nisin and salt concentrations to thermal inactivate Lm during the sous-vide cooking of
beef meatballs marinated on chipotle sauce, and to generate a predictive model. A five-strain
cocktail was prepared and inoculated in ground beef in combination (3:2) with the chipotle sauce
added with nisin and salt. After, meat samples were sous-vide cooked at different temperatures,
nisin (0-120 IU) and salt (0-2%) concentrations, established by a central composite design.
Depending on the levels of these factors, D-values ranged from 49.71 to 0.27 min. A predictive
model (p<0.05) was obtained by response surface, which described that D-values variation was
explained by the linear effects of the 3 factors, the interaction between nisin and temperature, and
the quadratic effects of salt and temperature. It was observed that nisin presented a bactericidal
effect while salt presented a protective effect during the thermal inactivation of Lm. Adding 120
IU of nisin and 0.4 % of salt to the meat product at a 62 °C temperature can help to ensure food
safety by making Lm cells more sensitive to heat lethal effect. The results of the present study will
allow to the meat industry to use different sous-vide cooking temperatures and ensure food safety
in this kind of products by the addition of the proper nisin and salt levels to effectively inactivate

Lm in meatballs marinated on chipotle sauce.

Keywords: Nisin, Salt, Thermal inactivation, Listeria monocytogenes, D-value, z-value
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1. INTRODUCCION

El sabor auténtico de la cocina mexicana, es en la actualidad una de las tendencias de
innovacion mas demandadas alrededor del mundo (BBC Good Food team, 2018). Entre los platillos
a base de carne de res mas populares estan las albondigas en salsa chipotle, ya que es uno de los
mas reconocidos alrededor del mundo (Martinez, 2017). Dada su popularidad, este platillo no sélo
se elabora y consume a nivel casero, sino que también es preparado y comercializado a nivel
industrial y de servicio (hospitales y restaurantes), por lo que el aseguramiento de su calidad e
inocuidad es de gran relevancia para los consumidores y la industria de la carne. Con la finalidad
de responder a estas demandas de sabor y autenticidad, un proceso de pasteurizacion que permite
conservar, ¢ inclusive mejorar el perfil sensorial de los productos carnicos, es el sous-vide. Este
consiste en colocar el alimento dentro de bolsas de plastico termoresistentes, sellarlas con vacio y
cocinar (pasteurizar) el alimento. Sin embargo, las temperaturas utilizadas durante este proceso que
suelen ser moderadas (60-90 °C) (Baldwin, 2012). De esta manera, el uso de estas temperaturas
bajas, aunado con la molienda de la carne que se utiliza para elaborar las albondigas pueden
comprometer la inocuidad del producto final por el riesgo de contaminacion de bacterias patogenas

termoresistentes (Cornejo & Egas, 2017).

La eficacia del proceso de inactivacion térmica de un patdégeno puede ser verificada estableciendo
los valores-D y z. El valor-D indica el tiempo requerido para la reduccion del 90% de un
microorganismo a una temperatura determinada; y el valor-z, establece el cambio de temperatura
que se requiere para reducir un logaritmo en el valor-D (O’Bryan et al., 2006). Cabe mencionar
que para cada patdgeno en particular corresponde un valor-D, el cual esta directamente relacionado
con la composicion de la matriz carnica y la formulacion del producto a elaborar. Por lo que no se
pueden utilizar los valores-D previamente establecidos para otros platillos y productos,

independientemente si son o no de la misma matriz carnica (Murphy et al., 2004).

L. monocytogenes es un patdbgeno que por sus caracteristicas (termoresistente, es capaz de
desarrollarse en refrigeracion y resistente a bajos pH) puede comprometer la inocuidad de los

productos carnicos listos para consumir, si los tratamientos de coccioén o conservacion no aseguran
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su inactivacion (Saludes et al., 2015; Varela et al., 2016). Por lo tanto, el uso de antimicrobianos
como sistema de barreras para asegurar la inocuidad del producto final durante las condiciones de

cocclion sous-vide son necesarios.

Uno de los ingredientes mas comunes en la formulacioén de productos carnicos es la sal, la cual es
adicionada ya sea para ejercer su capacidad para solubilizar las proteinas de la carne y/o para
impartir sabor a los productos. Al mismo tiempo, la sal cuenta con actividad antimicrobiana
atribuida a su capacidad de reducir la actividad de agua de los alimentos. Sin embargo, para ejercer
este efecto, dependiendo de la bacteria, generalmente es necesario adicionar concentraciones
elevadas, por arriba del 2%, lo cual es contrario a las recomendaciones que diversas organizaciones
de salud han emitido de reducir la ingesta de sal, con un maximo recomendado de 5g/dia (OMS),
por su relacion con la incidencia con enfermedades cardiovasculares (Ruusunen & Puolanne,
2005). Para atender esta recomendacion y al mismo tiempo asegurar la inocuidad, en especial en
productos carnicos procesados a temperaturas bajas, es necesario utilizar antimicrobianos como

una barrera adicional.

Existen reportes del uso de sustancias antimicrobianas de origen natural como el extracto de
semillas de toronja (Valenzuela et al., 2016) o polifenoles de manzanas (Juneja et al., 2013) que
ayudan a disminuir la resistencia térmica de este patogeno. Asimismo, las bacteriocinas, como la
nisina (Nazir et al., 2017), son compuestos peptidicos naturales termoestables, que han demostrado
tener actividad bactericida y/o bacteriostatica (Chikindas et al., 2018; Alvarez et al., 2016) contra
L. monocytogenes en diferentes matrices carnicas (Castellano et al., 2011; Solomakos et al., 2008).
Cabe mencionar que existen escasos reportes del uso combinado de nisina y sal como agentes
antimicrobianos en matrices carnicas, asi como su evaluacién en conjunto en la inactivacion
térmica de L. monocytogenes. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de
la nisina y sal en las cinéticas de inactivacion térmica (valores-D y z) de L. monocytogenes durante
la coccion sous-vide de albondigas de carne de res en salsa chipotle y generar su modelo de

prediccion.
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2. ANTECEDENTES

2.1 La Cocina Mexicana y la Carne de Res

A nivel mundial, una de las tendencias de innovacion mas importantes es el consumo de productos
de la comida tradicional mexicana con sabores autoctonos y caseros (Pilcher, 2012; Soldatenko,
2015). Existe una gran diversidad de platillos dentro de la gastronomia mexicana preparados con
carne de res (carne en chile rojo, albondigas, picadillo, machaca, caldos, tacos, enchiladas, burritos,
etc.) (Lee et al., 2014); entre los platillos mexicanos a base de carne molida de res, las albondigas
en salsa chipotle, es uno de los mas reconocidos alrededor del mundo (Martinez, 2017).
Tradicionalmente, en la elaboracion de este platillo se utiliza carne con una proporcion de carne
magra:grasa de 85:15. Dada su popularidad, este platillo no sélo se elabora y consume a nivel
casero, sino que también es preparado y comercializado a nivel industrial y de servicio (hospitales
y restaurantes), por lo que el aseguramiento de su calidad e inocuidad es de gran relevancia para

los consumidores y la industria de la carne.

México ocupa el octavo lugar como productor y consumidor de carne de res, por detras de paises
como Estados Unidos, Argentina y Brasil (FIRA, 2017), donde gran aporte del consumo de la carne
de res es por medio de su molienda (Davis, 2014). Rubio et al. (2013), reportan que la composicion
de la carne de res que se utiliza para la elaboracion de este producto tiene en promedio un
71.5+1.9% de humedad, 22.24+0.2% de proteina, 2.9+0.3% de grasa 'y 1.1% de cenizas totales. Tales
caracteristicas deben ser consideradas ya que tienen un impacto en la conservacion e inocuidad

microbiologica del producto.
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2.2 Microbiologia de la Carne

Como se menciono, la molienda de carne es uno de los procesos que se aplica a un volumen muy
alto de la carne de res que se produce. Sin embargo, este proceso tiene la desventaja de incrementar
de manera significativa el riesgo y los niveles de contaminacién por microrganismos. Esto es
debido a que las bacterias que en un principio solamente se encontraban sobre la superficie de la
pieza entera de la carne, ahora se encontraran dispersas entre toda la matriz carnica (FSIS, 2013).
Aunado a esto, la composicion y las caracteristicas de la carne, tales como: actividad de agua (Aw)
(0.99), potencial oxido-reducciéon (Eh) (en funcion del molido de la carne), pH (5.4-5.6) y
temperatura (segun el almacenamiento y manejo 4-25 °C), hacen de esta matriz el medio idoneo
para el desarrollo de bacterias (Restrepo et al., 2001). De esta manera, la carne ofrece a los

microorganismos los sustratos necesarios para su crecimiento y metabolismo (Lopez et al., 2015).

No obstante que previo al sacrifico, la carne en la canal per se es estéril, entonces, ;de donde surgen
los microorganismos como las bacterias que contaminan a la carne? Existen diversas fuentes de
contaminacion en la cadena de produccion: en el proceso de sacrificio y transformacion de musculo
a carne se puede dar por contaminacion cruzada por medio de las visceras, mala manipulacion de
las piezas y por contacto con superficies inertes contaminadas (pisos, paredes, mesas y cuchillos);
ademas durante la distribucion y en los puntos de venta (Yang et al., 2017). En conjunto con lo
anterior, los cambios en la poblacion de tales bacterias se veran influenciados por efecto de factores
extrinsecos como el tiempo, medio ambiente y las condiciones de almacenamiento. Asi como
también por factores intrinsecos de los mismos productos como son la formulacion, composicion,
y procesamiento (Rouger et al., 2017). Por lo tanto, la inocuidad o deterioro microbiano de la carne
molida va a depender del tipo y cantidad de bacterias presentes en la carne antes y posterior al

proceso de molienda.

Existen diferentes tipos de bacterias que pueden estar presentes en la carne, dentro de las cuales se
encuentran las benéficas, deteriorativos, y patdgenas. Siendo estas ultimas las de interés en la
presente investigacion. Dentro de las principales bacterias patdgenas asociadas a la carne de res se

encuentran Salmonella spp, Staphylococcus aureus, Clostridium perfrigens, Escherichia coli
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O157:H7 y Listeria monocytogenes (Restrepo et al., 2001; Rodrigues et al., 2017; Varela et al.,
2016). Cabe destacar que la presencia de bacterias patdogenas en la carne, no necesariamente afectan
la calidad del producto, por lo que a simple vista no se puede distinguir entre un producto
contaminado y uno inocuo. La presente investigacion se enfoca en el patdogeno L. monocytogenes,
ya que cuenta con caracteristicas de adaptacion que lo vuelve resistente a tratamientos térmicos
con temperaturas habituales de coccion. Asi puede desarrollarse cuando las practicas y procesos
que se implementan en la industria carnica de manufactura no son los adecuados, y originar asi un

problema de inocuidad dentro de la industria de la carne.

2.3 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes es un patogeno que se describe como bacilo Gram positivo, el cual presenta
diploformas dispuestas en "V", no posee capsula ni espora y tiene flagelos peritricos, gracias a los
cuales presenta movilidad alrededor de los 30 °C, pero es inmdvil a 37 °C (NOM-210-SSA1-2014).
Caracteristicas de este patdgeno, tales como su capacidad de sobrevivir en un amplio rango de
condiciones ambientales como anaerobiosis (sin oxigeno), resistencia frente a concentraciones
altas de sal (osmotolerancia) y especialmente su termoresistencia (resistente a temperaturas de
coccion) y termoestabilidad en temperaturas de refrigeracion (1 a 8 °C) hacen de este patdogeno una
amenaza para la industria de la carne, especialmente en alimentos listos para su consumo. Ademas,
existe evidencia de que algunas cepas, como Scott A, son resistentes a bajos pH (Martinez &
Mauriz, 2013). De igual manera, este patdogeno posee mecanismos de adaptacion y supervivencia
tales como la formacion de biopeliculas, quorum sensing y resistencia antimicrobiana (Gandhi &

Chikindas, 2007).

Esta reportado que es uno de los patdgenos més virulentos, con una tasa de mortalidad entre un 20
a 30% y se desarrolla intracelularmente causando listeriosis. Enfermedad que es mas probable que
infecte a mujeres embarazadas y sus recién nacidos, adultos de 65 afios 0 mayores y personas
inmunocomprometidas (de Noordhout et al., 2014). Los Centros para el Control y la Prevencion

de Enfermedades (CDC, 2016) informaron que se estima que 1600 personas contraen listeriosis
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cada afio y aproximadamente 260 mueren a causa de ella. Por lo cual la agencia de inocuidad
alimentaria de Estados Unidos, ha dictaminado cero tolerancia respecto a la presencia de esta

bacteria en carne lista para su consumo (FSIS/USDA, 2003).

A pesar de lo antes mencionado, existen registros de brotes y decomisos asociados con este
patdgeno. En el afio 2018, la CDC reportd que hubo un brote de listeriosis en productos de puerco
(hamburguesas) y otro vinculado a jamoén. Por otro lado, la agencia de Administracion de
Alimentos y Medicamentos (FDA, 2019a), posee en su base de datos, una lista de todos los
fideicomisos potencialmente contaminados por tal bacteria en donde se ven involucrados productos
carnicos. Lo cual, a su vez, conlleva a una gran pérdida economica por motivo de retiro del
producto del mercado. Debido a estos reportes, la industria se ve en la necesidad de mejorar los
métodos microbiologicos de deteccion actuales y al mismo tiempo implementar nuevas tecnologias

para el control de este patdogeno y asegurar la inocuidad de los productos carnicos.

2.4 Métodos para el Control Microbioldgico en la Industria de la Carne

Se les conoce como métodos para el control microbiologico a todos aquellos procesos que tienen
como finalidad evitar el desarrollo bacteriano, en este caso particularmente dentro de la industria
de la carne, y con ello prevenir la merma e incidencia de brotes. De manera muy general, estos
métodos se han establecido para controlar la calidad y preservar los productos al mismo tiempo
que se asegura su inocuidad. Sin embargo, existen limitaciones dentro de los métodos actuales que
va en relacion a los altos costos de inversion y control completa de las variables y su impacto en la
calidad y aceptabilidad de los productos. Por lo que en los ultimos afios se ha trabajado en la
optimizacion de los métodos fisicos ya establecidos y la aplicacién de sustancias quimicas con
interacciones sinérgicas entre los métodos. Estas nuevas tecnologias buscan mejorar la inocuidad
de la carne y minimizar la deterioracioén de la calidad mediante la disminucién de los tiempos de
exposicion frente al tratamiento. Ademas, es altamente deseable que sean de bajos costo, asi como
al mismo tiempo que sean amigables al medio ambiente y que tengan una mejora efectiva al valor

anadido de los productos (Pereira & Vicente, 2010).
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2.4.1 Métodos Fisicos para el Control de Patogenos en la Carne

Recientemente, se han investigado y aplicado diversos métodos fisicos para el control de bacterias
en carne, dentro de los principales se encuentran: la ozonificacion, luz pulsada, irradiacion
(radiacion con UV) y altas presiones (Huang et al., 2017; Pandiselvam et al., 2019; Pedros-Garrido
et al., 2018). Si bien estos procesos tienen un alto potencial, su implementacion a nivel industrial
requiere una inversion sumamente elevada, tanto en su adquisicién, como en su operacion, lo cual
ha limitado su implementacion y uso rutinario en la industria carnica. De tal manera que, en la
actualidad, el método fisico tradicional por excelencia sigue siendo el tratamiento térmico, y es aun
el mas estudiado y de mayor uso para el control microbiologico. Ademads, es mas econdomico en

comparacion con los procesos antes mencionados que requieren mas recursos.

Los tratamientos térmicos utilizados para la conservacion de la carne y sus productos consisten en
modificaciones de temperatura ya sea por el decremento, como la congelacion y refrigeracion; o el
incremento, como la esterilizacion, pasteurizacion y la cocciéon (Smelt & Brul, 2014). Para
cuestiones practicas, a los procesos en los que se aplica calor para el control microbioldgico, son
los que comunmente se denominan como procesos o tratamientos térmicos. La intensidad de estos
tratamientos va a depender del tipo de microorganismo o espora a tratar, y estos pueden afectar las
propiedades organolépticas de la carne Los procesos térmicos tradicionales para el control

microbioldgico son la esterilizacion y la pasteurizacion.

2.4.1.1 Esterilizacion. La esterilizacion es un tratamiento térmico el cual usa una temperatura de
121 °C durante al menos 15 minutos. Tales condiciones son efectivas para inactivar a cualquier
patdgeno, incluyendo sus esporas. Por lo cual, es un proceso utilizado especialmente en producto
enlatados en contra de Clostridium spp (Ryniecki et al., 2018). Desde el punto de vista
microbiologico, es el tratamiento térmico mas efectivo de todos el cual asegura la inocuidad del
producto en su totalidad. Sin embargo, existe una desventaja, al usar dichas condiciones se sacrifica
la calidad del producto, ya que se generan cambios desfavorables en las caracteristicas

organolépticas en el producto final. Esto ocasiona una disminucién en la preferencia y

20



aceptabilidad de los productos carnicos con este tipo de procesamiento. Por esta razon la industria
se encuentra en constante desarrollo e implementacion de procesos térmicos menos severos como

la pasteurizacion.

2.4.1.2 Pasteurizacion. La pasteurizacion consiste en usar temperaturas por debajo de los 100 °C,
generalmente entre los 60 y 80 °C, con el fin de controlar la cantidad de microorganismos en los
productos (Ryniecki et al., 2018). Este tratamiento es menos severo que la esterilizacion y solo
conlleva a la inactivacion de ciertos microorganismos de interés. Debido a que se usan temperaturas
menores a las de la esterilizacion, las caracteristicas organolépticas del producto final se ven menos
perjudicadas. Sin embargo, al mismo tiempo que se reduce la severidad del proceso térmico los
productos carnicos se conservaran menos tiempo debido a la microbiota restante, ademas de que
existe la posibilidad de que bacterias patdgenas termoresistentes sobrevivan durante el tratamiento
aplicado. Recientemente, con el fin de satisfacer las demandas de los consumidores se ha
implementado el proceso térmico sous-vide, muy similar al del pasteurizado con la diferencia de

que en este se manejan condiciones de vacio.

2.4.2 Sous-vide Como Proceso de Pasteurizacion

Actualmente, se ha intensificado el estudio e implementacion de la pasteurizacion al vacio, o
denominada también sous-vide, con la finalidad de crear o mejorar la calidad sensorial de nuevos
productos carnicos y/o los tradicionales. Este método consiste en introducir el alimento, crudo o
precocinado, en bolsas de plastico, sellarlas con vacio y someterlas a temperaturas moderadas
controladas con precision (Baldwin, 2012). Este proceso ofrece una alternativa contra tratamientos
mas drésticos 0 mas largos como la esterilizacion y la pasteurizacion normal, respectivamente y es
considerado como un tipo de procesamiento minimo. Cabe aclarar que el proceso sous-vide
también es utilizado como método de coccion. Para distinguir entre una coccidén y una

pasteurizacion sous-vide dependera del estadio inicial del producto. Si el producto se maneja crudo
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desde un inicio, entonces al proceso se le conoce como coccion sous-vide. Por el otro lado, si el

producto se maneja con previa coccion, el proceso se denomina pasteurizacion sous-vide.

Este método permite optimizar procesos al mismo tiempo que generar ganancias econdémicas por
medio de la reduccion del tiempo y/o la temperatura requerida durante el proceso. Esto, a nivel
industrial es de gran impacto, ya que el simple hecho de disminuir tan solo unos minutos el
tratamiento requerido, puede ayudar al productor a ahorrar costos de energia ademas de no
perjudicar la calidad del producto, sino al contrario, la mejora. Existen trabajos recientes en donde
se ha evaluado el efecto de la pasteurizacidon sous-vide en cuanto a las propiedades finales de
distintos productos. Jeong et al. (2018), evaluaron este método tomando en cuenta diferentes
temperaturas, tiempos y grados de vacio sobre las propiedades de calidad, estructurales y
microbiologicas del jamon de puerco. En sus resultados pudieron encontrar satisfactoriamente, que
el método sous-vide ayuda a mejorar tales caracteristicas. Sanchez del Pulgar et al. (2012), por su
parte evaluaron como el vacio, la temperatura y el tiempo de coccidon afectan las caracteristicas
fisicoquimicas, de textura y estructura durante la coccion sous-vide de papada de cerdo,
encontrando de igual manera que este proceso mejora las caracteristicas organolépticas en el
producto final. Roldan et al. (2013), mencionan que en su experimento el uso de las temperaturas
mas bajas otorgd mejores caracteristicas fisicoquimicas, histologicas y estructurales en lomo de

cordero

Ahora bien, la disminucidn, ya sea de la temperatura o el tiempo de exposicion frente al tratamiento
térmico, puede comprometer la inocuidad del producto frente a la presencia de bacterias patdogenas
termoresistentes. En especial L. monocytogenes que por su habilidad de adaptarse y tolerar
condiciones adversas es capaz de evadir barreras quimicas antimicrobianas y sobrevivir,
principalmente en productos minimamente procesados (Ciampi, 2009; Dominguez-Hernandez et
al., 2018; Hill et al., 2002; Rodrigues et al., 2017; Stringer & Metris, 2017). De tal manera, que ya
sea por el tiempo y/o las malas practicas de manufactura puede conllevar al desarrollo bacteriano,
comprometiendo la inocuidad del producto. Entonces, ;como se puede determinar la eficacia de
un proceso térmico durante la inactivacion de patdogenos? La eficacia de los procesos térmicos

puede ser evaluada como la sensibilidad de una bacteria al tratamiento térmico a partir del calculo
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de las cinéticas de inactivacion térmica; también conocidos como valores-D y z (O’Bryan et al.,

2006).

2.4.3 Valor-D, Valor-z y Modelos de Prediccion.

Los valores-D y z miden la sensibilidad de una bacteria frente al tratamiento térmico y por lo tanto
pueden ser utilizados para determinar la eficacia de tratamientos en la inactivacion de patdogenos.
Al graficar el Log del numero de células bacterianas que sobreviven a la exposicion del calor vs el
tiempo de exposicion al tratamiento térmico (Figura 1), la pendiente de la linea que se dibuja
permite el calculo del valor-D o tiempo de reduccion decimal (min), que indica el tiempo requerido
a una temperatura especifica, para inactivar al 90 % de la poblacion bacteriana. En otras palabras,
el tiempo requerido para la reduccion de un ciclo logaritmico en el nimero de microorganismos a

una temperatura determinada.
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Figura 1. Definicion del valor-D. Para una inactivacion isotérmica, el valor-D es el tiempo
requerido para conseguir una reduccion de un ciclo log en una bacteria viable a una temperatura
dada.
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Cabe resaltar que el calculo del valor-D durante la inactivacion térmica de patdgenos es especifico

para cada patogeno, asi como para la composicion per se (grasa:magro) y formulacion (aditivos)

de la matriz carnica. A continuacion, se presenta en el Cuadro 1, distintos valores-D para L.

monocytogenes en diferentes matrices carnicas, en donde se pueden observar estos efectos por las

variaciones entre el tipo de matriz carnica, composicion y formulacion del platillo. Se puede

apreciar que, independientemente de su formulacion, en los platillos a base de carne de res, los

valores-D son menores en comparacion con las otras matrices carnicas (pollo, pavo), lo que indica

una mayor sensibilidad del patdgeno, frente al efecto letal del calor. Llegando a obtener inclusive

valores-D hasta tres veces menores.

Cuadro 1. Valores D para L. monocytogenes en distintas matrices carnicas.

Matriz carnica

Valores D-60 (min)

Autor

Carne de puerco marinada en salsa

de tomatillo (tomate verde)

Carne de res marinada en salsa de

chile rojo

Carne molida de res

Carne de res molida

Carne de pavo molida
Empanadas de pollo frito

Pechuga de pollo marinada en

Teriyaki

3.24

3.51

4.33

3.91

8.05

22.98

10.39

Valenzuela-Melendres et

al., 2016

Juneja et al., 2013

Murphy et al., 2004

Osaili et al., 2006

Karyotis et al., 2017
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Por otra parte, otro pardmetro importante que describe la sensibilidad de un microorganismo al
calor es el valor-z. Conforme la temperatura aumenta, el valor-D disminuye y el rango del cambio
de temperatura en el valor-D es representado por el valor-z. En la Figura 2 se observa que este valor
indica el cambio de temperatura en el que se obtiene una variacion de un Log en el valor-D. El
valor-z es la constante de resistencia térmica (°C) que hace referencia a la medida del incremento
de temperatura requerida para causar una reduccion del 90 % en el tiempo de reduccion decimal.
El valor-z se puede calcular a partir de la inactivacion térmica del patogeno haciendo uso de los

factores de experimentacion con diferentes temperaturas (Stringer & Metris, 2017).

2.5

2.0

1.0 |

Log D-value (min)

z-value = 9.0°C

o

0.0 T . }
70 75 80 85 90

Temperature (°C)

Figura 2. Definicion del valor-z. El valor-z es el incremento requerido de la temperatura para una
reduccion de un ciclo log en el valor-D.

Por lo tanto, los valores-z son calculados a partir del conjunto de valores-D para una determinada
temperatura. El valor-z tienen su funcion para poder calcular la letalidad térmica o bien, valor-F.
Este valor hace referencia al tiempo (minutos) que se requiere para obtener la inactivacion

bacteriana a una temperatura definida (°Celsius), en un alimento especifico. La letalidad térmica,
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dentro de la industria también es conocida como esterilidad comercial y para su célculo se utiliza

la siguiente formula matematica (ecuacion 1).

T-T(ref)
(ec.1) F=[/10 + dt

En la préctica, por medio del valor-F, se puede calcular la severidad de procesos térmicos
dindmicos. Por ejemplo, si se desea asegurar una reduccion de 6 logaritmos de L. monocytogenes,
se puede calcular la temperatura necesaria dentro de un empaque de comida de manera de que este
sea calentado por 20 minutos en un bafio de agua a 66 °C. Asimismo, este tratamiento térmico
puede calcularse para que sea equivalente a calentar por 2.2 minutos a 70 °C y que sea suficiente
para asegurar la inactivacion del patogeno (Stringer & Metris, 2017). Posteriormente, los
resultados, pueden subirse a una base de datos, de la cual, la industria puede tomar los datos y hacer

uso de ellos para establecerlos como parte de su proceso térmico en la inactivacion de patdgenos.

De acuerdo con lo anterior, cabe resaltar la importancia de determinar estos valores de manera
especifica para cada tipo de productos a base de carne de res. Hay que tomar en cuenta que no se
desea afectar de manera negativa las caracteristicas organolépticas del producto a causa del
incremento de la temperatura para la inactivacion de los patogenos. De tal manera, que lo que se
desea es obtener un producto de calidad, pero que al mismo tiempo posea un control microbiolégico
apropiado. Por estas razones se hace uso de aditivos quimicos como métodos de barrera adicional
con el fin de que actlien en sinergia con los tratamientos térmicos actuales. Asi, se podran mejorar
las condiciones de elaboracion de productos con el fin de asegurar la inocuidad del producto final

al mismo tiempo de obtener caracteristicas organolépticas deseables para el consumidor.
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2.4.4 Métodos Quimicos para el Control de Patogenos en la Carne

Los métodos quimicos son aquellos en donde se afiaden sustancias adicionales a los productos, ya
sea como parte de su formulacion, sin aplicar necesariamente un proceso, 0 para que actien como
barreras antimicrobianas en combinacion con el tratamiento fisico. Estos se clasifican en dos tipos:
inorganicos y en organicos y naturales. Dentro de los inorganicos se encuentran los fosfatos,
sulfatos, sorbatos, nitritos y el cloruro de sodio (NaCl), también conocido como la sal de mesa, los
cuales son aditivos alimentarios ampliamente utilizados en los productos céarnicos. La
implementacion de estos tipos de aditivos a la carne es principalmente para dar caracteristicas de

funcionalidad, sabor y su conservacion.

2.4.5 La Sal Como Aditivo en la Industria de la Carne

El cloruro de sodio (NaCl o sal de mesa) es un aditivo que ha sido utilizado a lo largo del tiempo,
primeramente, como un ingrediente que se utilizo en altas concentraciones como un mecanismo
para el control y preservacion de la carne. Esto es debido a su capacidad para reducir la actividad
de agua en el alimento. La sal actia entrando al citoplasma de la bacteria donde eventualmente,
debido a la alta concentracion, causara la lisis de la bacteria por medio de la despolarizacion de la
membrana. Actualmente el uso de la sal en la industria de la carne estda mas enfocado en la
funcionalidad tecnolégica que proporciona a los productos carnicos por su capacidad de extraer la
proteina que ayuda en la emulsificacion durante la elaboracion de productos carnicos; ademas
proporciona sabor. No obstante, su habilidad para actuar como agente conservador, y por lo tanto
como método de barrera quimico depende del nivel de concentracion y del tipo del producto

carnico (Balamurugan et al., 2016; CHEN & SHELEF, 1992; Taormina, 2010).

Los productos carnicos contienen alrededor del 2 al 3% de sal (AMI, 2009; Ruusunen & Puolanne,
2005) y debido a que se ha demostrado que existe una correlacion positiva entre el alto consumo

de sodio y la prevalencia de problemas cardiovasculares como la hipertension, enfermedades
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coronarias y fallo renal, se ha recomendado reducir el consumo de sodio en la dieta. La
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) ha establecido un consumo maximo de 2g/dia de sodio,
lo que es equivalente a Sg/dia de sal de acuerdo con la relacion de estequiometria en la formula
molecular. Asimismo, por parte de Estados Unidos, la FDA (2019b), ha establecido que el consumo

diario de nivel de sodio en la dieta debe ser menor a 2300 mg/dia.

No obstante, existe evidencia de que la reduccion de sal en los productos carnicos puede conllevar
a un riesgo sanitario, ya que al reducirla se promueve mas rapido la putrefaccion de productos
carnicos crudos (Fougy et al., 2016) debido a la eliminacién de una barrera quimica para el control
de patdgenos. Sin embargo, estudios como el de Juneja et al. (2014) y Juneja et al. (2013), han
observado que el aumento en los niveles de sal en el producto carnico ejerce un efecto protector
para L. monocytogenes, volviendo a la bacteria més termoresistente frente al tratamiento térmico.
Por este motivo la disminucion o el incremento en los niveles de sal puede afectar directamente en

la resistencia térmica de L. monocytogenes.

Por otro lado, estudios como el de Jaenke et al. (2017), muestran que en carnes procesadas
(salchichas, salmén ahumado, jamoén de puerco, pollo y carne marinada) es posible reducir hasta
un 70% la sal, sin impactar significativamente la aceptabilidad del consumidor. Sin embargo, se
recomienda hacer uso de otras sustancias como método de barreras en contra de patégenos. Por lo
que existe un reto actual para la industria en donde es necesario optimizar los niveles de sal y
conocer la concentracion que al mismo tiempo permita asegurar la inocuidad del producto cérnico
(Desmond, 2006). Por lo anterior, como respuesta a la demanda de los consumidores en cuanto a
la reduccion de los niveles de sal, recientemente se han realizado investigaciones sobre la
efectividad de compuestos de origen natural respecto a su actividad antimicrobiana contra
patogenos, dentro de las cuales se destacan los extractos de diversas plantas o frutos y las

bacteriocinas provenientes de bacterias acido lacticas (Ghabraie et al., 2016).
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2.4.6 Bacteriocinas: La Nisina como Antimicrobiano de Origen Natural

Las bacteriocinas son compuestos peptidicos, sintetizadas ribosomalmente por bacterias acido
lacticas (BAL). Por su origen alimentario son consideradas como compuestos “generalmente
reconocidas como seguras” (GRAS por sus siglas en ingles), y son ideales como alternativa para
usarse como biopreservantes o biocontroladores microbianos (Chikindas et al., 2018). Existen
diversos tipos de bacteriocinas que provienen de diferentes BAL, lo que permite diferenciarlas y
clasificarlas (Field et al., 2018; Monroy & Jos, 2009). Dentro de las termoestables se encuentran la
clase I, donde la principal bacteriocina de este grupo es la nisina, proveniente de Lactococcus lactis
(Nazir et al., 2017). La nisina ademas de ser la mas estudiada, es la inica aprobada hasta el
momento por la FDA para ser utilizada como preservativo en los alimentos. Tanto el Reglamento
Tecnico Centroamericano (RTCA, 2005) y la USDA establecen un maximo de 500mg/kg de nisina

comercial (96% de pureza) en carnes y productos carnicos de la ingesta diaria (Jones et al., 2005).

Estos compuestos han sido estudiados, en los ultimos afios, y han demostrado tener la habilidad de
inhibir el crecimiento de microorganismos, tanto deteriorativos como patdgenos, lo cual extiende
la vida 1til del producto alimenticio preservando su valor nutritivo y su inocuidad (Monroy & Jos,
2014). Las bacteriocinas, cuentan con gran poder bactericida y/o bacteriostatico, son altamente
especificas contra cepas de la misma especie (Singh, V. P., 2018), son efectivas en amplios rangos
de pH, siendo mas efectivas en concentraciones acidas (Chikindas et al., 2018), y son termoestables
(<10kDa) (Alvarez-Sieiro et al., 2016). Esta tiltima caracteristica las vuelve idoneas para ser usadas
como parte de la tecnologia de barreras, en combinacion con otros agentes antimicrobianos o con

tratamientos fisicos, como lo es la coccion sous-vide (Jones et al., 2005).

La nisina (clase I-lantipéptidos), tiene un mecanismo dual a través de la inhibicion de la sintesis de
la pared celular y la formaciéon de poros. Ambos mecanismos son facilitados por la union de la
molécula de la nisina en el lipido II, que es el principal transportador de subunidades de
peptidoglicano (las unidades de la pared celular). En concentraciones bajas, la nisina impide la
adecuada sintesis de la pared celular, lo que conduce a la bacteria a su inactivacion. Mientras que,

a concentraciones altas, la nisina se une al lipido II, con lo que comienza la insercion en la

29



membrana y la formacion del poro, lo cual conduce a la pérdida de componentes celulares tales

como los iones y el ATP (Perez et al., 2015).

El empleo de estas sustancias es un método de gran interés en la industria de la carne para inhibir
o destruir a microorganismos patéogenos como L. monocytogenes, y tiene como objetivo final la
obtencion de un producto inocuo para el consumidor (Ramu et al., 2015; Singh, V. P., 2018). En
el Cuadro 2, se muestran distintos trabajos en donde se ha evaluado el uso de la nisina para la
reduccion logaritmica de Listeria spp en diferentes tipos de productos carnicos, empleando
diferentes métodos de aplicacion (solucidn, aerosol, superficialmente), o en combinacidn con otras
sustancias quimicas. y/o la aplicacion de calor. En los resultados de estos trabajos se evidencia la
capacidad que tiene la nisina para reducir la presencia de este patogeno, independientemente de la
matriz con la que experimentaron. Sin embargo, en las referencias buscadas no fue posible
encontrar algin reporte en donde se haya evaluado el efecto de la nisina en la cinética de
inactivacion térmica de Listeria spp. en algun tipo de matriz carnica. Por lo tanto, seria de gran
relevancia poder evaluar el efecto de distintas concentraciones de nisina sobre los parametros
térmicos de Listeria monocytogenes, y una manera de poder analizar tal efecto es a partir de un

modelaje por medio de la microbiologia predictiva.

Cuadro 2. Investigaciones sobre la actividad antimicrobiana de la nisina con distintos tratamientos
fisicos y/o quimicos en diferentes productos carnicos.

Tratamiento Patdgeno Matriz Autor
Nisina con EDTA + Bacterias Gram
) o Pollo fresco Economou et al., 2009

atmosfera modificada positivas

Lisozima, nisina y ,

Jamoén y .
EDTA L. monocytogenes Gill & Holley, 2000
. bologna
(superficialmente)
Nisina en spray + . .
. L. innocua Carne deres  Cutter & Siragusa, 1996
vacio
Nisina y/o lisozima + Bologna de
L ) Mangalassary et al.,
pasteurizacion en L. monocytogenes  pavo lista para
2007, 2008
empaque consumo
o Medio de However et al., 2000;
Calor + nisina L. monocytogenes ) )
cultivo Modi et al., 2000
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2.5 La Aplicacion de la Microbiologia Predictiva en la Industria de la Carne

La microbiologia predictiva hace uso de los modelos matematicos con el fin de predecir el control
microbiano en funcidn de las condiciones ambientales y de cultivo especificas. Por lo tanto, existen
diferentes tipos de modelos (primarios, secundarios y terciarios) y estos deben ser seleccionados
tomando en cuenta el propdsito de la investigacion (McKellar & Lu, 2004). Los modelos son
herramientas muy efectivas en cuanto al desarrollo de tratamientos térmicos para el control de
patdgenos de una manera mas sistematica y eficiente (Li et al., 2018). Estos son utilizados para
estimar tiempos y temperaturas requeridas para garantizar reducciones logaritmicas especificas de
patogenos. Una de las principales aplicaciones de la microbiologia predictiva radica en que a partir
de los modelajes, estos pueden ser de gran utilidad dentro de la industria como estrategias de control
de calidad y se pueden incorporar a sistemas de inocuidad alimentaria como lo es el HACCP

(Adams et al., 2015).

Un modelo de primer orden es aquel que describe el comportamiento de un patéogeno en funcion
del tiempo de calentamiento, donde la temperatura es uniforme. Mientras que un modelo de
segundo orden es aquel que se desarrolla por medio de una regresion paso a paso o una regresion
por superficie de respuesta para predecir la variable respuesta (valores-D) adquirida a partir de un
modelo primario; de acuerdo a cualquier otra variable independiente. En otras palabras, un modelo
secundario es el resultado de un primer modelaje afectado por la temperatura y otro factor
involucrado, como la concentracion de aditivos de la formulacién de un producto céarnico (Gil et

al., 2017).

Existen trabajos en donde por medio de diferentes modelos de primer orden se ha evaluado la
inactivacion térmica de patdgenos en distintas matrices carnicas. Siguemoto et al. (2018), por
medio del modelo de Weibull, obtuvieron las cinéticas de inactivacion por tratamientos isotérmicos
convencionales sobre E. coli y L. monocytogenes. Osaili et al. (2006), usaron un modelo de
regresion lineal en el célculo de las cinéticas de inactivacion térmica de E. coli O157:H7,

Salmonella spp. y L. monocytogenes en empanadas de carne con pollo molido listo para su
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consumo. Lopez et al. (2018), hicieron uso del modelo de Baranyi, para el calculo de los valores-

D sobre la inactivacion térmica de Salmonella spp. en pollo molido.

2.6 Metodologia de Superficie de Respuesta

La metodologia de superficie de respuesta es una herramienta que consiste en un modelaje de
segundo orden con el fin de explicar los efectos e interacciones de dos o mas factores a través de
una variable respuesta, ademas permite optimizar tal respuesta por el analisis de la superficie
ajustada (McKellar & Lu, 2004; Dean et al., 2017). Esta metodologia puede ser usada para la
prediccion de caracteristicas de calidad en la elaboracion de un producto, en quimica analitica, para
la optimizacion de la actividad antimicrobiana de ciertos compuestos frente a bacterias, entre otras

aplicaciones (Ammer et al., 2016; Bezerra et al., 2008; Dean et al., 2017; Sangcharoen et al., 2017).

Existen trabajos recientes en donde se han generado modelos de prediccion para el crecimiento o
inhibicion para Listeria monocytogenes en productos carnicos, que han demostrado la efectividad
de sustancias organicas y de origen natural. Estos antimicrobianos se han evaluado ya sea solos,
combinados o en sinergia con un tratamiento térmico para determinar su efecto en la inactivacion
térmica de Listeria monocytogenes. En la literatura se han reportado distintos modelos primarios y
secundarios. En el Cuadro 3 se muestran diferentes matrices carnicas las cuales fueron tratadas con
distintos marinados o aditivos en donde se predijo la letalidad térmica de L. monocytogenes y se

observaron los efectos de los tratamientos a partir de un modelaje.
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Cuadro 3. Investigaciones de inactivacion térmica de L. monocytogenes que generaron modelos de
prediccion primarios y secundarios.
Tratamiento Matriz Efectos Autor

Karyotis et al.,

Salsa Teriyaki Pechuga de pollo Lineales
2017
. . ) Valenzuela-
Extracto de semillade 2 platillos: puerco Lineales y de
. . . Melendres et al.,
toronja y res interaccion

2016

Lactato de sodio,
Lineales, cuadraticos
diacetato de sodio y Bologna . . Maks et al., 2010
y de interaccion

pediocina
Sal y polifenoles de ‘ Lineales, cuadraticos .
Carne molida . . Juneja et al., 2013
manzana y de interaccion

En un estudio realizado por Singh et al. (2016), utilizaron esta metodologia para la optimizacion
de las temperaturas de coccion del tratamiento sous-vide y almacenamiento. Ellos observaron en
sus resultados que por medio de este método el producto final puede tener mejores oportunidades
dentro del mercado ya que presentd limites aceptables de los pardmetros bioquimicos,

microbioldgicos y de evaluacion sensorial por 65 dias de almacenamiento.

Por medio del uso de estas herramientas se satisface y se asegura la inocuidad de productos carnicos
listos para su consumo que el cliente opta por consumir hoy en dia. Ademas, a partir de esta
herramienta se le puede ofrecer a la industria que manejan tratamientos drasticos, una alternativa
en sus procesos actuales. De esta manera se puede llegar a generar un ahorro que se traduciria en
una ganancia economica al reducir el tiempo y/o la temperatura requerida en los tratamientos
actuales. Asimismo, los resultados obtenidos a través del modelaje pueden incorporarse a base de
datos abiertas al publico, para que la informacidn este al alance y, quien vaya a realizar un producto
con caracteristicas similares o con sustancias previamente modeladas puedan hacer uso de la

informacion. Sin embargo, no hay un modelo predictivo que incluya la nisina y sal como factores
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en carne de res marinada en salsa chipotle y debido a que es un alimento en tendencia es necesario

conocer el comportamiento que tendra el patdgeno de interés en tal producto.
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3. HIPOTESIS

La adicion de nisina es capaz de reducir el tiempo para inactivar térmicamente a Listeria

monocytogenes en carne de res molida en salsa chipotle con niveles bajos de sal.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de la nisina y sal en los parametros de inactivacion térmica (valores-D y z) de
Listeria monocytogenes durante el proceso sous-vide de carne de res molida marinada en salsa

chipotle y generar su modelo de prediccion.

4.2 Objetivos Especificos

e Evaluar el efecto de la nisina y sal en la reduccion térmica de Listeria monocytogenes en

carne molida de res en salsa chipotle (establecer los valores-D y z).

e Generar un modelo de prediccion de los valores-D de Listeria monocytogenes en carne
molida de res en salsa chipotle en funcion de la temperatura, y concentracion de nisina y

sal afiadidas en la formulacion.

e Establecer las condiciones Optimas de temperatura, concentracion de nisina y sal para la

inactivacion térmica de Listeria monocytogenes en carne molida de res en salsa chipotle.

e Validar las condiciones Optimas obtenidas mediante el modelo de prediccion del valor-D

de Listeria monocytogenes en carne molida de res es salsa chipotle.
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5. MATERIALES Y METODOS

La parte experimental del proyecto se realizd en la Unidad de Investigacion e Inocuidad de
Alimentos del Servicio de Investigacion Agricola (ARS, por sus siglas en inglés) del Departamento

de Agricultura de Estados Unidos (del inglés, USDA) en Wyndmoor, Pensilvania, Filadelfia.

5.1 Disefio Experimental

Con la finalidad de optimizar y modelar el efecto combinado de la nisina (Sigma Aldrich, St. Louis,
MO), NaCl (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) y la temperatura sobre la inactivacion térmica de los
patdgenos, se uso un disefio compuesto central de precision uniforme (Cuadro 4). El disefio del
experimento consistio de 8 puntos factoriales, 8 puntos axiales a una distancia de +1.68 del centro
y seis réplicas del punto central, con un total de 20 tratamientos. Este disefio tuvo como factores
de variacion diferentes concentraciones de nisina (0, 30, 75, 120 y 150 UI) y sal (0,0.4,1, 1.6 y 2
%), asi como diferentes temperaturas (55, 57, 60, 63 y 65 °C). Ademas, se incluyeron 5 tratamientos
sin nisina y sal como controles negativos, correspondientes a cada temperatura de prueba, y cada

condicion experimental se realizé por duplicado.

Cuadro 4. Diseiio compuesto central de precision uniforme para temperatura, nisina y sal.

-0 -1 0 +1 +a
Temperatura (°C) 55 57 60 63 65
Nisina (UI) 0 30 75 120 150
Sal (%) 0 0.4 1 1.6 2

! Unidades internacionales

Estadisticamente los efectos de los factores se analizaron por superficie de respuesta y el modelo
predictivo se gener6 por medio de regresion lineal multiple. Los criterios de inclusion en el modelo
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predictivo de los factores evaluados se determinaron mediante el programa estadistico JMP 11. El
modelo matematico correspondiente al disefio central compuesto se puede observar en la ecuacion

2.

(Bc.2)  y=PBo+ X1 BiXs + Xicq BuX? + Xic; BijXiXj + €

Donde y son los valores-D (minutos); S0, Si, pii, y pij son el intercepto, los coeficientes del efecto
linear, cuadratico, y la interaccion, respectivamente; y Xi-j son las variables independientes

temperatura, nisina y sal.

5.2 Activacion de Cepas y Preparacion de los Inoculos

Se utilizaron cinco cepas de L. monocytogenes (Cuadro 5), las cuales estaban crioconservadas a -
80 °C en Caldo Infusion Cerebro-Corazon (Difco Laboratories Inc., Detroit, MI) con 15% de
glicerol. Estas se activaron transfiriendo 0.1 mL del inoculo al mismo medio y se incub6 a 37 °C
durante 24 h. Se realizaron dos transferencias bajo las mismas condiciones. Posteriormente, a partir
del inoculo anterior, se transfirio 0.1 mL a 50 mL de caldo soya tripticasa (Sigma-Aldrich, S. Louis,
MO) y se incub6 a 37 °C por 16 h con agitacion constante. Por ultimo, cada cultivo se centrifugo
a 5000 rpm durante 10 minutos, se decantd, se le agrego6 a cada cultivo 9.9 mL de agua peptonada
al 1% y se realizd una segunda centrifugacion con las mismas condiciones. Para fines
experimentales se prepard un coctel de las cinco cepas activadas de L. monocytogenes. Este se
preparo al agregar 2 mL de agua peptonada al precipitado resultante de las centrifugaciones. Por

ultimo, se diluyeron y combinaron todas las cepas.
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Cuadro 5. Cepas utilizadas con su designacién y origen de aislamiento.

Coctel de cepas Designacion Aislamiento
Listeria monocytogenes Scott A Clinico (Resistente a bajos pH)
Listeria monocytogenes MF27137 Vaquilla/Novillo
Listeria monocytogenes MF385221 Pollo molido
Listeria monocytogenes MF46869 Salchicha de puerco fresca

5.3 Obtencion de la Matriz Cérnica y Preparacion de la Salsa de Chipotle

La carne molida de res (semimembranosus) 80:20 (magro:grasa) se obtuvo de un comercio de la
localidad en un solo lote, con el fin de homogenizar la matriz y obtener las mismas caracteristicas
para todas las repeticiones. La carne fue almacenada en congelacion a -20 °C hasta 24 h antes de
su uso, esta fue precocida a 90 °C durante 10 minutos. Para la elaboracion de la salsa chipotle se
utilizaron tomates saladette, y chiles chipotles adquiridos de un mercado de la localidad y en linea,
respectivamente. La salsa se prepard mezclando y licuando los ingredientes en una concentracion
final de 7% chile chipotle, 93% tomate y 1% sal. La nisina y el NaCl se afiadieron como parte de

la formulacion de la salsa chipotle de acuerdo a las proporciones establecidas por tratamiento.

5.4 Preparacion de la Muestra

El platillo de carne con chipotle se preparé mezclando (Magic bullet, USA) la carne y la salsa
chipotle en una proporcion de 3:2, afiadiendo en la salsa las distintas concentraciones de nisina y
sal de acuerdo al esquema del disefo central compuesto (Cuadro 4). Muestras de 5 g del platillo

fueron colocadas en bolsas para vacio y fueron refrigeradas a 8 °C.

A cada bolsa se le inoculd 0.1 mL del coctel bacteriano de L. monocytogenes y se mezclaron
mecanicamente por medio de una mezcladora de bolsas (MiniMix Bag Mixer, Interscience, St.
Nom., France) durante dos minutos para lograr su distribucion homogénea en toda la muestra y
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obtener una concentracion final >10” log UFC/g. Posteriormente, cada bolsa fue comprimida contra
una superficie plana hasta la formacién de una capa delgada (0.5 — 1 mm de espesor), con el fin de
asegurar la distribucidon uniforme del calor en la muestra. Finalmente, las bolsas fueron selladas en
una selladora al vacio (Model A300/16, Multivac Inc., Kansas City, MO) y se procedié al

tratamiento térmico.

5.5 Inactivacion Térmica y Conteo Bacteriano

Las muestras preparadas para cada tratamiento fueron colocadas en un recipiente con divisiones.
Después se sumergieron en un bafio de agua caliente (VWR, 89202-990, USA) para proceder a
realizar la pasteurizacion sous-vide, a la temperatura indicada por el disefio central compuesto a
intervalos de tiempo definidos, segin la temperatura de exposicion. Se monitored la temperatura
interna a través de termopares (Fisher®, 15060300, USA) colocados por dentro y en el centro de
una muestra y cuando esta alcanzé la temperatura establecida de acuerdo al tratamiento, se retird
del bafio de agua y se determind como el tiempo inicial o cero. Después de cada tratamiento
térmico, las muestras fueron sumergidas en un bafo de agua-hielo durante dos minutos y se
analizaron después de 90 min, con el fin de que las bacterias térmicamente estresadas se recuperen

y simular lo mas posible a un escenario real.

Cada bolsa se abrio en condiciones estériles, se les agregd 5 mL de agua peptonada y fueron
homogenizadas mecanicamente durante dos minutos. Posteriormente, se transfirio el exceso de
liquido de cada muestra a tubos de ensayo y se realizaron las diluciones seriadas correspondientes
en tubos de ensaye con agua peptonada. Después se sembraron en placas de agar soya tripticasa
(Difco, Sparks, MD) y una vez con las cajas petri sembradas, por medio de la técnica de extendido
en placa, se le agrego6 una capa adicional de agar selectivo Oxford modificado (BD, France) y estas
fueron incubadas a 30 °C (Labline-Thermo Scientific 460-1CE, USA) por 48 h. Después del tiempo

de incubacion se realizo un conteo de las células sobrevivientes.
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5.6 Analisis Cinético

A partir de los resultados de los conteos bacterianos se calculo el logaritmo de unidades formadoras
de colonias por gramo (log UFC/g). Estos se modelaron, para el calculo de los valores-D en una
curva de muerte térmica a través del modelo de Weibull por medio del programa GinaFit de Excel
(Microsoft Office®) y se grafico el log UFC/g en el eje de las Y contra el tiempo de calentamiento
(minutos) en el eje X, a temperatura constante. Por otra parte, el calculo de los valore z, se realizd
a partir del incremento requerido de la temperatura para una reduccion de un ciclo log en el valor-
D por medio del reciproco negativo de la regresion de los valores-D en el programa de Excel

(Microsoft Office®).

5.7 Analisis Estadistico

Una vez obtenidos los valores-D, se determiné la media de cada tratamiento y se seleccionaron las
curvas que presentaron un coeficiente de correlacion mayor a 0.90. El efecto de la temperatura,
concentracion de nisina y sal, se determind a través de un modelo polinomial de segundo orden, el
cual incluyo términos lineales, cuadraticos y de interaccion de los factores. Los valores-D fueron

transformados a su raiz cuadrada para normalizar la variacion de la variable de respuesta.

El andlisis estadistico se realizd por medio del procedimiento de metodologia de superficie de
respuesta en el paquete estadistico JMP 11. Tal metodologia estima el anélisis de varianza de la
regresion por el método de minimos cuadrados. La significancia de los factores y sus interacciones
se consideraron a niveles de probabilidad en el error de p<0.05. El modelo més adecuado, se
selecciond tomando en cuenta el coeficiente de determinacion o R2, la significancia del anélisis de
varianza (ANOVA) y la no significancia de la falta de ajuste. Se consideraron solo los efectos
significativos (p<0.05) y se cred un modelo reducido a partir de ellos, se hizo uso de la estrategia
de eliminacion hacia atras, paso por paso en base al umbral de significancia del modelo con una

probabilidad <0.05. Para representar los efectos de los parametros estudiados, se construyeron
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graficas de superficie de respuesta en 3D del modelo seleccionado. Por tltimo, haciendo uso de la
herramienta de maximizar deseabilidad (las condiciones Optimas fueron determinadas mediante un
analisis canonico de la superficie de respuesta/ condiciones Optimas establecidas por el modelo) se
obtuvieron los puntos Optimos de cada factor a los que se les realizaron pruebas en el laboratorio
y, por ultimo, se compararon los resultados del modelo de prediccion con los datos reales por medio

de una prueba ¢ de “’student’’.

Adicional a las corridas experimentales definidas por el disefio compuesto central, con la finalidad
de contar con controles negativos, se determin6 el efecto de las temperaturas de inactivacion
estudiadas (55, 57, 60, 63 y 65 °C) sobre el valor D de los patégeno, sin la incorporacion de ninguno
de los compuestos evaluados. Los valores D generados (tratamientos del disefio y controles
negativos), se analizaron en el programa estadistico NCSS12® para la verificacion de su

normalidad.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Valores-D de L. monocytogenes en Carne de Res en Salsa Chipotle

Se determinaron los valores-D (tiempo de reduccion decimal) en la inactivacion térmica de un
coctel de cuatro cepas de L. monocytogenes inoculadas en carne molida de res marinadas en salsa
chipotle para establecer los efectos e interacciones de la nisina, sal y la temperatura. Los valores-
D observados se presentan en el Cuadro 6. Como era de esperarse, los valores-D, disminuyeron
conforme se increment6 la temperatura; lo que es el resultado de una disminucion paralela de la
resistencia térmica por parte del patdgeno, sin tomar en cuenta la concentracion de nisina o sal. Los
valores-D observados, en los controles negativos, disminuyeron de 30.84 a 0.57 min a 55y 65 °C

respectivamente.

La adicion de nisina en el modelo carnico hizo mas susceptible al patdégeno frente al tratamiento
térmico; la sal, de manera contraria, lo volvid mas termoresistente. El incremento de nisina
(manteniendo fijo el nivel de sal, ya sea 0.4% o 1.6%) disminuy¢ el valor-D. A 57 °C, en niveles
bajos de sal (0.4%) con la adicion de 30 Ul de nisina se observo un valor-D de 16.37 min, mientras
que al incrementar el nivel de nisina a 120 IU este valor disminuy6 en un 4.52% (15.36 min). Sin
embargo, al incrementar los niveles de sal (1.6%) con niveles bajos de nisina (30 IU), el valor-D
aumento a 19.66 min; mientras que el incremento a 120 UI de nisina lo disminuy6 en un 12.76%

(17.15 min).
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Cuadro 6. Valores-D observados y predichos para la inactivacion de L. monocytogenes en carne
molida de res en salsa chipotle con la adicion de nisina y sal.

Valor-D
Temperatura | Nisina | NaCl Valor-D
predicho®
O (10)] (%) Observado?® (min)
(min)
s 0 0 30.84 43.46
75 1 49.71 51.75
0 0 12.22 19.55
30 0.4 16.37 24.80
57 120 0.4 15.36 24.98
30 1.6 19.66 31.89
120 1.6 17.15 31.53
0 0 3.20 8.77
75 1 7.84¢ 13.30
150 1 6.38 10.53
60
0 1 12.02 17.37
75 2 9.88 13.26
75 0 2.77 6.33
0 0 2.47 4.36
30 0.4 4.00 5.47
63 120 0.4 0.27 2.04
30 1.6 3.63 9.03
120 1.6 1.83 4.18
0 0 0.57 3.71
65
75 1 0.57 3.88
*Medias de duplicados

®Intervalo de confianza, limite mayor
‘Promedio de las mediciones centrales

A la temperatura de 60 °C, los valores-D obtenidos variaron de 2.77 a 12.02 min. La adicion de 75

Ul de nisina al producto result6 en el valor-D mas bajo a esta temperatura con una disminucion del
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13.43% (2.77 min) con respecto al control. En contraparte, la adicion de solamente 1% de sal al
producto dio como resultado un valor-D de 12.02 min, lo que indicé un incremento de 3 veces en
la resistencia térmica del patdégeno con respecto al control (3.20 min). Ahora bien, al agregar 75 Ul
de nisina y 1% de sal, se obtuvo un valor-D promedio de 7.84 min. Tal valor increment6 a 9.88
min al aumentar el nivel de sal al 2%, pero disminuy6 a 6.38 min al aumentar el nivel de nisina a
150 UL Por ultimo, al comparar el valor-D del tratamiento central a 60 °C, con el valor-D a la
temperatura de 55 °C con la misma concentracioén de aditivos, el valor-D del punto central fue 6
veces menor que el valor obtenido a 55°C. Sin embargo, al aumentar la temperatura a 65 °C, con

los mismos niveles de los aditivos, el valor-D disminuy6 a 0.57 min.

Un comportamiento similar al de 57 °C se puedo observar a la temperatura de 63 °C, es decir, que
ambos niveles de sal, el incremento de nisina ocasion6 una reduccion de los valores-D. A 63 °C,
la adicion de niveles bajos de sal (0.4%) y nisina (30 UI) gener6 un valor-D de 4 min y al aumentar
la nisina a 120 UL, se logré disminuir el valor-D en un 92.25% (0.27 min). Al aumentar la
concentracion de sal al 1.6%, los valores-D obtenidos fueron 3.63 y 1.83 min con 30 y 120 UI,
respectivamente, lo que representa que al incrementar la concentracion de nisina permite reducir
en aproximadamente un 50% el valor-D. Estos resultados hacen notorio el efecto bactericida de la
nisina, al disminuir los valores-D de los diferentes tratamientos a una misma temperatura. Ademas
de ser mejor el efecto a concentraciones bajas de sal, lo cual fue algo deseable, asi este compuesto

puede ejercer un mejor efecto antimicrobiano al afiadir bajos niveles de sal.

Como ya se ha mencionado, dado que los pardmetros térmicos son especificos para cada tipo de
alimento, los valores-D de L. monocytogenes obtenidos en el presente estudio sin aditivos y a
diferentes temperaturas (controles negativos), difieren con los reportados en otros estudios. En un
estudio realizado con la misma matriz carnica (carne de res molida), se reportaron valores-D para
L. monocytogenes de 36.91, 11.28, 3.91, 240 y 1.41 min a 55, 57.5, 60, 62.5 y 65 °C,
respectivamente (Murphy et al., 2004). Al compararlos con los resultados del presente trabajo es
posible notar variaciones que pueden ser atribuidas al efecto del marinado (chile chipotle). En un
trabajo previo, realizado por Valenzuela-Melendres et al. (2016), se encontraron valores-D de
26.19, 6.67, 3.51 y 2.03 min a 55, 57.5, 60 y 62.5 °C, respectivamente, para el platillo tipico

mexicano de carne de res con chile rojo. Estos valores en comparacion con los obtenidos son
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menores, posiblemente debido no solo a las diferencias en el tipo de salsas empleadas, sino ademas

a que en el trabajo previo se utilizé carne picada y no molida, como en el presente estudio.

De la misma manera, existen diferencias importantes a comentar entre los resultados del presente
estudio con los valores-D en otras investigaciones realizadas en diferentes matrices carnicas como
pollo marinado en salsa Teriyaki (Karyotis et al., 2017), muslo/pata de pollo (Murphy et al., 2004)
y carne de pavo molida (Murphy et al., 2004) en la inactivacion térmica de L. monocytogenes.
Karyotis et al. (2017), en muslo de pollo marinado en salsa teriyaki, reportaron en sus tratamientos
controles, valores-D de 54.81, 14.86 y 10.39 min a 55, 57.5 y 60 °C, respectivamente. Estos valores
son 77.7, 21.60 y 224.7 % mayores a los obtenidos en nuestra investigacion. Asimismo, Murphy
et al. (2004), reportan valores-D de 33.11, 17.09, 8.05, 2.88 y 0.92 min a 55, 57.5, 60, 62.5 y 65
°C, respectivamente, los cuales son 7.36, 39.85, 151, 16.59 y 61.4% mayores a los obtenidos en la

investigacion.

Esto puede dar a entender que el proceso térmico requerido para la inactivacion de L.
monocytogenes en carne de res es mucho menos drastico que en otro tipo de matrices carnicas. Lo
que a su vez indica que el patogeno es mas termosensible en el platillo estudiado y por lo tanto el
proceso de letalidad seria menor en comparacion con otros productos del mercado, lo cual puede
ser benéfico para mantener las caracteristicas organolépticas en el producto final y cumpliria con
las demandas de los consumidores. Los resultados obtenidos confirman que es evidente que hay
cambios en los valores-D durante la inactivacion térmica de L. monocytogenes y estos dependen
de la temperatura y concentracion de nisina y sal afladidos al modelo carnico, volviéndola mas

termoresistente o termolabil.

6.2 Modelo Predictivo

Con la finalidad de establecer la significancia de los efectos que ejercieron las variaciones en los
niveles de adicion de nisina y sal sobre la inactivacion térmica de Listeria monocytogenes

observada, se obtuvo un modelo de regresion. Los valores-D observados fueron transformados a
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su forma de raiz cuadrada, para normalizar la varianza de la variable de respuesta. La reduccion
del modelo se realiz6 con el método de “backward” (eliminando términos) del procedimiento de la
regresion, mediante el cual se eliminaron los términos que resultaron no significativos en el modelo
completo. En el Cuadro 7 se presentan los coeficientes de regresion en términos codificados de los
factores que resultaron significativos, asi como sus parametros estadisticos. Es posible notar en
este cuadro que los factores que quedaron excluidos en el modelo fueron las interacciones no

significativas NaCl x nisina, NaCl x temperatura y nisina x nisina.

El modelo reducido para la raiz cuadrada de los valores-D obtuvo un coeficiente de determinacion
(R?) de 0.96, una probabilidad de error <0.0001, y una falta de ajuste no significativa (p>0.05) en
el modelo (Cuadro 7). Estos parametros estadisticos indican que el 96% de la variabilidad de la
respuesta fue explicada por el modelo y que describe satisfactoriamente los datos experimentales,
por lo que puede ser utilizado para estimar los valores-D dentro de los limites de temperatura,
nisina y sal evaluados en este estudio. Esto puede ser constatado en la Figura 3 y en el Cuadro 6

que describen la concordancia entre los valores reales y los predichos por el modelo.

Cuadro 7. Coeficientes de regresion (CR) estimados codificados y analisis de varianza del modelo
de regresion para los valores-D (min) de L. monocytogenes es carne molida de res en salsa chipotle
suplementadas con nisina y sal.

Término CR Esrtr(‘l’r t  Prob>[
Intercepto 2.837 0.113 25.11 <.0001*
Temperatura -1.552 0.092 -16.79  <.0001*
Nisina -0.268 0.089 -3 0.0076*
Sal 0.310 0.089 3.47 0.0027*
Temperatura*Temperatura 0.292 0.066 4.42 0.0003*
Sal*Sal -0.243 0.080 -3.03  0.0072*
Nisina*Temperatura -0.231 0.075 -3.08 0.0064*

R? 0.96

Valores p
Regresion <0.0001
Falta de ajuste 0.2293
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La magnitud del efecto de los factores estudiados se refleja en los coeficientes de regresion
codificados (CR®) obtenidos a través del modelo. Los efectos de estos factores son dependientes
del signo que presenten, en otras palabras, un signo positivo indica un incremento en la variable
respuesta; por el contrario, un signo negativo se va a reflejar en un decremento de los valores-D.
El modelo matematico que explica la interaccion entre los factores estudiados y da origen a la

prediccion de los valores-D se muestra a continuacién en la Ecuacion 3.

(Ec. 3) Sqrt(Valor-D) = 198.78865 — 6.08997 (Temperatura) - 0.117633 (Nisina) + 1.86989
(NaCl) — 0.002060 (Nisina* Temperatura) + 0.046861(Temperatura?) — 0.676334 (NaCl?)

Vv Valores-D Observados (min)

0 1 Z 3 4 3 B
W Valores-D Ajustados (min)

Figura 3. Relacion entre los valores-D observados y ajustados de L. monocytogenes en carne
molida de res en salsa chipotle. La linea central (linea de identidad) y las otras lineas representan
95% del limite de confianza.
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6.3 Efectos de la Temperatura, Nisina y Sal

La temperatura present6 tanto un efecto lineal como cuadratico significativos (p<0.05) en los
valores-D sobre L. monocytogenes en la carne de res en salsa chipotle (Cuadro 7), los cuales se
aprecian en la Figura 4. El efecto lineal se puede observar a partir de los 55 °C por medio del
decremento paralelo en los valores-D conforme aumenta la temperatura hasta aproximadamente
los 61 °C. A partir de los 61 °C en adelante se observa como el grafico presenta un punto de
inflexion y el cambio del efecto letal del calor en L. monocytogenes es menos marcado en
comparacion a las temperaturas mas bajas. Respecto a los valores predichos de los controles
negativos se observo una disminucion del 80% en los valores-D (34 min) de 55 a 60 °C, mientras

que de 60 a 65 °C la reduccion solo fue del 20% de 8.77 a 0.57 (8.2 min).

Esto era de esperarse ya que se ha demostrado que la temperatura causa la desnaturalizacion de las
proteinas, ARNry ADN y, en consecuencia, cambios irreversibles de los lipidos de la pared celular,
lo que origina una fuga del contenido intracelular y ocasiona la muerte celular. Cualquier variacion
en este factor puede llegar afectar significativamente la resistencia térmica del patogeno, y puede
comprometer la inocuidad del producto. De tal manera, resulta de gran importancia poner especial
atencion durante el procesamiento sous-vide dado las temperaturas moderadas que se utilizan en
este tipo de proceso. El efecto de la temperatura ha sido ampliamente investigado en diferentes
matrices carnicas, incluyendo carne molida de res. En un metaanalisis realizado por Huang et al.
(2019), analizaron el comportamiento de valores-D en diferentes matrices carnicas, incluyendo res,
para estudiar la resistencia térmica de L. monocytogenes en donde pudieron observar, por medio
de un modelo reducido, que el 92.4% de las variaciones en la resistencia térmica del patdgeno se

debian a este factor.
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Figura 4. Grafico 3D de superficie de respuesta del efecto de la temperatura en la raiz cuadrada
de los valores-D para L. monocytogenes en carne molida de res en salsa chipotle en los valores
centrales de nisina (75 UI) y sal (1%).

La sal, de igual manera presentd un efecto lineal y cuadratico significativo (p<0.05) respecto a los
valores-D (Cuadro 7), los cuales se pueden observar través de la Figura 5. Se puede apreciar como
al aumentar la sal de 0 a aproximadamente 1.5% se incrementa linealmente la resistencia térmica
de L. monocytogenes. Mientras que a concentraciones superiores a 1.5% se empieza a observar el
efecto cuadratico de este compuesto, por medio del inicio de una curvatura en el grafico. Cabe
destacar que en el grafico se aprecia que a valores por encima del 2% la sal pasa de tener un efecto
protector a un efecto antibacteriano. Esto coincide con lo reportado en la literatura donde se ha

establecido que se necesitan concentraciones altas de sal para que estd ejerza un efecto

antibacteriano (Wijnker et al., 2006).

De acuerdo con la herramienta del perfil de prediccion del software, la incorporacion de solamente

1% de sal en el modelo carnico a 60 °C incrementa el valor-D en un 137.05% respecto al control
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(de 4.48 2 10.62 min). Asimismo, a la misma temperatura, un incremento al 1.5% de sal, aumenta
el valor-D estimado 150.70% (11.23 min) con referencia al control. Este comportamiento respecto
al incremento de los valores-D al subir los niveles de sal se observaron en todo el rango de las
temperaturas estudiadas (graficas no mostradas). Los valores-D estimados a 55, 57, 63 y 65 °C se
incrementan en un 47.99, 69.81, 287.77 y 381.8% con respecto al control con la adicion del 1% de
sal de acuerdo con el perfil de prediccion del software. Esto deja evidente el efecto protector que
ejércelo niveles bajos de sal contra el efecto letal del calor en L. monocytogenes en carne de res en

salsa chipotle.

Figura 5. Grafico 3D de superficie de respuesta del efecto de la sal en la raiz cuadrada de los
valores-D para L. monocytogenes en carne molida de res en salsa chipotle en los valores centrales
(60 °Cy 75 Ul) de temperatura y nisina.
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Este efecto protector también ha sido reportado en estudios previos en distintas matrices, como
pavo (Juneja, et al., 2014) y puerco (Lihono et al., 2003). Una de las explicaciones a las que se le
puede adjudicar el efecto protector es, que la adicion de solutos como la sal reduce la actividad de
agua en el alimento y al reducir esta actividad de agua se presenta una falta de penetracion del calor
a través del medio en proceso de coccion, lo que protege al patogeno del efecto letal del calor. Esto
concuerda con los datos obtenidos, ya que a niveles altos de sal se obtuvieron valores-D mayores

(Cuadro 6).

Por otra parte, la variacion en el nivel de adicion de nisina en el presente estudio, también presento
un efecto significativo (p<0.05) en la inactivacion térmica de la bacteria (Cuadro 7), disminuyendo
los valores-D (Cuadro 6). El signo negativo del coeficiente de regresion de este factor, ratifica el
efecto que tuvo el incrementar los niveles de nisina en la disminucién de los valores-D, lo que se
puede atribuir a su capacidad antibacteriana. Se ha demostrado que la nisina actua a nivel pared
celular ya que tiene la habilidad de unirse especificamente al receptor del lipido II, con lo que
previene que los monomeros de peptidoglicano se unan y formen la pared celular, lo que causa la
lisis. Otro mecanismo antimicrobiano que puede presentar la nisina, es mediante insercion en la
membrana celular, con lo que origina poros que causan un incremento en la permeabilidad, lo que
conlleva a una falla en el potencial de membrana y salida de contenido intracelular como
aminoacidos, nucleotidos e iones. Por consecuencia, la célula dafiada no puede producir la
suficiente energia, ni macromoléculas, lo que conduce a una muerte celular (Punyauppa-path et al.,

2015).

En la literatura cientifica que se consultd no fue posible encontrar algun reporte previo del efecto
de nisina en la inactivacion térmica de L. monocytogenes. No obstante, existen diversos estudios
que confirman su habilidad para inhibir el crecimiento de este patdgeno en diversas matrices
carnicas, dentro de las cuales se incluye la carne molida de res (Solomakos et al. 2008;
Abdollahzadeh et al., 2014; Murray & Richard, 1997; Zimet et al., 2018). De tal manera que los
resultados obtenidos coinciden con los reportados en la literatura, los cuales afirman que la nisina

es capaz de afectar significativamente a L. monocytogenes.
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6.4 Interaccion Temperatura-Nisina

El efecto de interaccion entre la temperatura y la nisina, sobre los valores-D ajustados para L.
monocytogenes en carne de res en salsa chipotle se puede observar en el grafico de superficie de
respuesta en 3D en la Figura 6. El efecto de la nisina sobre los valores-D fue dependiente de la
temperatura de inactivacion (p<0.05). A temperaturas bajas la nisina disminuye los valores-D, pero
lo hace de una manera muy leve, casi nula de apreciar. Sin embargo, a temperaturas altas el valor-
D de igual manera disminuye, pero esta vez lo hace con mayor intensidad. Esto se puede deber al
efecto sinérgico entre el mecanismo de accion del calor y la nisina, previamente descritos, sobre la

membrana de la bacteria. Efecto que incrementa conforme aumenta la temperatura y la

concentracion de nisina.
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Figura 6. Grafico 3D de superficie de respuesta del efecto de interaccion entre la temperatura y
nisina en el punto central de sal (1%) sobre la raiz cuadrada de los valores-D para L.
monocytogenes en carne molida de res en salsa chipotle.
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No se encontraron reportes similares en cuanto al efecto de la nisina durante la inactivacion térmica
de L. monocytogenes por lo que el efecto interactivo de estos factores sobre los valores-D solo pudo
ser contrastado con los efectos de otros antimicrobianos en la inactivacion del patdogeno en carne
molida y productos carnicos res. Juneja et al. (2013), evaluaron polifenoles de manzana en carne
molida de res y obtuvieron un decremento en los valores-D ajustados de 4.72 a 2.88 min con la
adicion de 1% de polifenoles a 60 °C. Al incrementar su concentracion de polifenoles a 2% a la
misma temperatura, los valores-D disminuyeron en un 53.6% respecto al control (de 4.72 a 2.19
min). Valenzuela-Melendres et al. (2016), usaron extracto de semilla de toronja en carne de res con
chile rojo, con lo que obtuvieron una disminucion en el tiempo de inactivacion térmica de 11.4%
a 60 °C (de 3.51 a 3.11 min), al afiadir 800 ppm. En comparacién con los resultados del presente
estudio, a la temperatura de 60 °C, se obtuvo una reduccion del 21.2, 42.6, 60.5 y 70.7 % con la
adicion de 30, 75, 120 y 150 UI de nisina, respectivamente (de 4.47 a 3.71, 2.70, 1.86 y 1.38 min).
Se puede apreciar que a partir de las 120 UI de nisina, la reduccion en los valores-D es mayor a lo

reportado por los otros compuestos naturales.

6.5 Condiciones Optimas

Una de las ventajas del uso de la metodologia de superficie de respuesta es que, a partir del modelo
es posible optimizar la respuesta mediante la funcién de maximizar deseabilidad, que en este caso
fue obtener un valor-D minimo. Al aplicar la funcién de maximizar deseabilidad, fue posible
encontrar que las condiciones 0ptimas de los factores incluidos en el modelo de prediccion fueron
la combinacion de 63 °C para la temperatura, 120 Ul de nisina y 0.4% de sal para obtener el minimo
valor-D de 0.2735 min (Figura 7). Este valor fue validado por medio de una prueba ¢ de student en
donde se compar6 con resultados experimentales y se encontrd que no existieron diferencias entre

el valor del modelo predictivo y los experimentales.
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Figura 7. Perfil predictivo con las condiciones Optimas de temperatura, nisina y sal para la
inactivacion de L. monocytogenes en carne molida de res en salsa chipotle.

Otra de las estrategias de optimizacion que esta metodologia permite realizar es por medio del
perfilador de contorno en donde se pueden manipular los datos dentro de los rangos establecidos
para obtener la minima variable respuesta. Con esta funcion se pueden obtener los valores de
distintas combinaciones de nisina, sal o temperatura dentro del rango estudiado para obtener un
valor especifico de la variable respuesta. Esta funcion puede ser de gran utilidad para la industria
en caso de que las sustancias con las que se trabaje sean de un valor comercial alto. También si la
industria busca atender las demandas de productos carnicos bajos en sal, se puede fijar un nivel de
sal, preferentemente bajo y poder asi determinar qué nivel de nisina se deberia utilizar para lograr

el menor valor-D.

6.6 Efecto de la Nisina y la Sal en los Valores-z

El impacto de diferentes concentraciones de nisina y sal en la resistencia térmica (valor-z) de L.
monocytogenes en carne molida de res en salsa chipotle se muestra en la Figura 8. Se puede

observar un decremento en el valor-z al aumentar los niveles de nisina, excepto cuando no hay sal
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en el modelo carnico. Ademas, se observa que entre mayor es la concentracion de sal, el efecto de
la nisina en la disminucion de los valores-z es mas marcado. Los valores-z disminuyeron de 10.20
a 3.68 °C al utilizar nisina de 0 a 150 UI, respectivamente, con un 1.6% de NaCl. Asimismo, si el

objetivo son productos bajos en sal, a la concentracion de 0.4% de sal el valor-z disminuy6 de 8.42

a2.46 °C con 0 y 120 UI, respectivamente.

Por otra parte, a concentraciones bajas de nisina (0-75 UI) se aprecio un incremento en los valores-
z conforme la concentracion de sal se aument6 de 0 a 1.6%. Lo mismo ocurre con 120 UI de nisina,
excepto a la concentracion de 0.4 % de sal, el cual corresponde con los valores 6ptimos del modelo

de prediccion. Por ultimo, con 150 UI de nisina los valores-z disminuyen de 5.07 a2.59 °C de 0 a

2 % de sal, respectivamente

1.00
NaCl (%) 0.40 120

Figura 8. Valores-z (logaritmo del valor-D) de L. monocytogenes calculados a partir del valor
estimado de los valores-D en carne molida de res en salsa chipotle con nisina (0-150 UI) y sal (0-
2%).

Tanto el calculo apropiado de los valores-D y z son fundamentales para mantener la inocuidad
alimentaria durante el proceso térmico frente a patdogenos de interés en los productos carnicos.

Estos resultados sugieren que se necesitan cambios menores en la temperatura para obtener el 90%
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de la reduccion en los valores-D de L. monocytogenes evaluada en carne de res con salsa chipotle

adicionada con nisina y sal.
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7. CONCLUSIONES

El presente estudio demostr6 que la temperatura y la nisina exhiben un efecto
antimicrobiano (p<0.05) durante la pasteurizacion sous-vide reduciendo la resistencia térmica de
L. monocytogenes en carne de res en salsa chipotle. De manera contraria, la sal presentd un efecto

protector hacia el patdgeno, aproximadamente hasta la concentracion del 1.5%.

Se generd un modelo de prediccion estableciéndose condiciones Optimas de temperatura (63 °C),
concentracion de nisina (120 UI) y sal (0.4 %) para la inactivacion térmica de Listeria

monocytogenes en carne de res en salsa chipotle.

El modelo predictivo desarrollado en este estudio puede ser utilizado para disefar un tratamiento
térmico adecuado y al mismo tiempo asegurar la inactivacion de L. monocytogenes en carne de res
en salsa chipotle por medio de la adicidon de nisina y con concentraciones de sal idoneas dentro de

los rangos estudiados.
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8. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios de validacion del modelo obtenido y contrastarlos con la
informacion generada, para corroborar la prediccion de los valores-D de L. monocytogenes en carne

molida de res marinada en salsa chipotle.
Estudios futuros, que complementen los resultados generados en el presente estudio, deben
enfocarse a la vida de anaquel bajo condiciones Optimas de almacenamiento (temperatura),

distribucion y punto de venta, asi como también en temperaturas de abuso.

Asi mismo, se recomienda realizar una evaluacion sensorial en la carne molida de res en salsa

chipotle con la finalidad de determinar su aceptacion por parte del consumidor.
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