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SISTEMA LIPIiDICO CON PROPIEDADES ANTIMICROBIANAS PARA APLICACIONES
ALIMENTARIAS Y NO ALIMENTARIAS

DESCRIPCION

La presente invencion se refiere a una composicion antimicrobiana para su uso tanto en
la industria de alimentos como en industrias donde se necesite hacer control de bacterias
patégenas, que comprende una fase oleica que a su vez comprende un aceite vegetal, un
acido graso y palmitato de sacarosa, una fase acuosa que comprende lactato sédico o

potasico.

ESTADO DE LA TECNICA

La presencia de microorganismos de naturaleza Gram (+), psicotropica y anaerobica tales
como la Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) en alimentos ha causado
preocupacién en todo el mundo en términos de salud y economia debido su capacidad
para crecer en un rango de pH de 5 a 9,6 y en concentraciones de sal superiores al 10%
(Pagadala et al. 2012). L. monocytogenes causa listeriosis, una enfermedad con una alta
tasa de mortalidad (Apostolidis et al., 2008). De acuerdo con Crim et al. (2014), en el afio
2013, la incidencia de esta enfermedad en los Estados Unidos fue de 26 casos por cada
10,000,000 poblacién; en el mismo afio, se presentaron 123 casos, de los cuales 112
resultaron en la hospitalizacién (91%) y 24 han sido mortales (19,5%). Adicionalmente
Allen et al (2016) han descrito que Listeria monocytogenes presenta transferencia
horizontal de genes, lo que impacta en la adquisicion de nueva informacion genética que
influencian la resistencia de este microorganismo a las tecnologias de procesamiento en
alimentos, por lo que se hace interesante evaluar los mecanismos de accién y respuesta
bacteriana frente a la propuesta de nuevas tecnologias para el control microbiano.

Los nitritos y nitratos son empleados en la mayoria de productos carnicos, para el control
microbiano, con énfasis en Clostridium botulinum y sus neurotoxinas; y por su efecto
antioxidante y para el desarrollo de caracteristicas sensoriales de color, aroma y sabor.
Sin embargo, los nitritos no presentan alto efecto antimicrobiano sobre Salmonella spp.,
Staphylococcus aureus y Escherichia coli; cuyo control es relevante a nivel industrial.
Estadisticas presentadas por Crim et al. (2014), muestran que los microorganismos de
mayor incidencia, numero de hospitalizaciones y muertes a nivel mundial son

Campylobacter sp., Listeria sp., Salmonella sp. y serotipos de E. coli O157-y no 0157.

En la ultima década, se ha presentado un crecimiento vertiginoso hacia el consumo de
productos saludables, como indica Weiss (2010) alimentos naturales y organicos; sin o
con bajos niveles de aditivos quimicos, antibidticos, pesticidas y hormonas. Los
consumidores pagan entre el 10 a 40% mas por productos organicos sin adicién de nitrito

y/o nitrato de sodio o de potasio, y en productos carnicos este precio aumenta hasta el
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200%. Debido a esta creciente demanda, la industria busca nuevos ingredientes y
procesos, los cuales pueden contribuir a cambiar la imagen negativa de algunos
productos carnicos, cuyo consumo ha sido relacionado con el aumento de cancer, riesgos

cardiovasculares e hipertension arterial.

Por tanto, seria deseable disponer de una composicién con efecto antimicrobiano que

evitase la adicion de nitritos.
DESCRIPCION DE LA INVENCION

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a una composicién que
comprende:
i) una fase oleica que comprende al menos un aceite vegetal, al menos un acido
graso y un éster de sacarosa como palmitato de sacarosa; y
ii) una fase acuosa que comprende lactato sddico o lactato potasico.

En otra realizacién la invencion se refiere a la composicion definida anteriormente, donde
el aceite vegetal se selecciona de aceite de palma, aceite de soja, aceite de oliva, aceite
de canola y aceite de girasol, preferiblemente aceite de palma, y mas preferiblemente

aceite de palma RBD.

En ofra realizacion la invencion se refiere a la composicion definida anteriormente, donde
el acido graso es un acido graso de cadena media en forma libre, como monoglicérido o
una sal de cualquiera de ellos, preferiblemente donde el acido graso se selecciona de
acido caprico, acido caprilico, acido caproico como acido graso en forma libre, como
monoglicérido o una sal de cualquiera de ellos, y mas preferiblemente donde el acido

graso se selecciona de acido caprico.

En otra realizacion la invencion se refiere a la composicién definida anteriormente, donde

el acido graso esta en forma de sal sddica o potasica.

En otra realizacion la invencion se refiere a la composicion definida anteriormente donde:
el aceite vegetal se selecciona de aceite de palma, aceite de soja, aceite de oliva, aceite
de canola y aceite de girasol, preferiblemente aceite de palma, y mas preferiblemente
aceite de palma RBD,;

y el acido graso es un acido graso de cadena media, preferiblemente donde el acido
graso se selecciona de acido caprico, acido caprilico, acido caproico o una sal de
cualquiera de ellos, mas preferiblemente donde el acido graso se selecciona de acido
caprico, y aun mas preferiblemente en forma libre, como monoglicérido o una sal se

selecciona de sal sodica o sal potasica.
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En otra realizacion la invencion se refiere a la composicion definida anteriormente, donde

la fase oleosa esta vehiculizada en el aceite vegetal.

En otra realizacion la invencion se refiere a la composicion definida anteriormente, donde:

el aceite vegetal se selecciona de aceite de palma, aceite de soja, aceite de oliva, aceite
de canola y aceite de girasol, preferiblemente aceite de palma, y mas preferiblemente
aceite de palma RBD;

y la fase oleosa esta vehiculizada en el aceite vegetal.

En otra realizacion la invencion se refiere a la composicion definida anteriormente, donde:

el aceite vegetal se selecciona de aceite de palma, aceite de soja, aceite de oliva, aceite
de canola y aceite de girasol, preferiblemente aceite de palma, y mas preferiblemente
aceite de palma RBD;

el acido graso es un acido graso de cadena media en forma libre, como monoglicérido o
una sal de cualquiera de ellos, preferiblemente donde el acido graso se selecciona de
acido caprico, acido caprilico, acido caproico como acido graso en forma libre, como
monoglicérido o una sal de cualquiera de ellos, y mas preferiblemente donde el acido
graso se selecciona de acido caprico; y

la fase oleosa esta vehiculizada en el aceite vegetal.

En otra realizacion la invencion se refiere a la composicion definida anteriormente, donde
la fase acuosa corresponde a entre el 10% y el 30% de una emulsién de agua en aceite
(W/O) o al 50% de una emulsién de aceite en agua (OAW).

En otra realizacion la invencion se refiere a la composicion definida anteriormente, donde:
el aceite vegetal se selecciona de aceite de palma, aceite de soja, aceite de oliva, aceite
de canola y aceite de girasol, preferiblemente aceite de palma, y mas preferiblemente
aceite de palma RBD,;

el acido graso es un acido graso de cadena media en forma libre, como monoglicérido o
una sal de cualquiera de ellos, preferiblemente donde el acido graso se selecciona de
acido caprico, acido caprilico, acido caproico como acido graso en forma libre, como
monoglicérido o una sal de cualquiera de ellos, y mas preferiblemente donde el acido
graso se selecciona de acido caprico;

la fase oleosa esta vehiculizada en el aceite vegetal; y

la fase acuosa corresponde al 30% de la composicion total.

En otra realizacién la invencion se refiere a la composicion definida anteriormente, que

ademas comprende un agente emulsificante, preferiblemente donde el agente
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emulsificante es Tween 20, y mas preferiblemente donde el agente emulsificante esta en

una concentracion de entre 0,2% y 0,9%.

En otra realizacion la invencién se refiere a la composicidén definida anteriormente, donde:
el aceite vegetal se selecciona de aceite de palma, aceite de soja, aceite de oliva, aceite
de canola y aceite de girasol, preferiblemente aceite de palma, y mas preferiblemente
aceite de palma RBD,;

el acido graso es un acido graso de cadena media en forma libre, como monoglicérido o
una sal de cualquiera de ellos, preferiblemente donde el acido graso se selecciona de
acido caprico, acido caprilico, acido caproico como acido graso en forma libre, como
monoglicérido o una sal de cualquiera de ellos, y mas preferiblemente donde el acido
graso se selecciona de acido caprico; y

que ademas comprende un agente emulsificante, preferiblemente donde el agente
emulsificante es Tween 20, y mas preferiblemente donde el agente emulsificante esta en
una concentracion de entre 0,2% y 0,9%.

En otra realizacién la invencion se refiere a la composicion definida anteriormente, donde:
el aceite vegetal se selecciona de aceite de palma, aceite de soja, aceite de oliva, aceite
de canola y aceite de girasol, preferiblemente aceite de palma, y mas preferiblemente
aceite de palma RBD;

el acido graso es un acido graso de cadena media en forma libre, como monoglicérido o
una sal de cualquiera de ellos, preferiblemente donde el acido graso se selecciona de
acido caprico, acido caprilico, acido caproico como acido graso en forma libre, como
monoglicérido o una sal de cualquiera de ellos, y mas preferiblemente donde el acido
graso se selecciona de acido caprico;

la fase oleosa esta vehiculizada en el aceite vegetal;

la fase acuosa corresponde al 30% de la composicion total; y

que ademas comprende un agente emulsificante, preferiblemente donde el agente
emulsificante es Tween 20, y mas preferiblemente donde el agente emulsificante esta en
una concentracion de entre 0,2% y 0,9%.

En otra realizacion la invencion se refiere a la composicion definida anteriormente, que
ademas comprende un aceite esencial, preferiblemente donde el aceite esencial se

selecciona de tomillo.

En otra realizacion la invencion se refiere a la composicion definida anteriormente donde:
el aceite vegetal se selecciona de aceite de palma, aceite de soja, aceite de oliva, aceite
de canola y aceite de girasol, preferiblemente aceite de palma, y mas preferiblemente
aceite de palma RBD;

el acido graso es un acido graso de cadena media en forma libre, como monoglicérido o

una sal de cualquiera de ellos, preferiblemente donde el acido graso se selecciona de
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acido caprico, acido caprilico, acido caproico como acido graso en forma libre, como
monoglicérido o una sal de cualquiera de ellos, y mas preferiblemente donde el acido
graso se selecciona de acido caprico; y

que ademas comprende un aceite esencial, preferiblemente donde el aceite esencial se

selecciona de tomillo.

En otra realizacion la invencion se refiere a la composicion definida anteriormente, donde:
el aceite vegetal se selecciona de aceite de palma, aceite de soja, aceite de oliva, aceite
de canola y aceite de girasol, preferiblemente aceite de palma, y mas preferiblemente
aceite de palma RBD;

la fase oleosa esta vehiculizada en el aceite vegetal; y

gue ademas comprende un aceite esencial, preferiblemente donde el aceite esencial se

selecciona de tomillo.

En otra realizacién la invencién se refiere a la composicion definida anteriormente, donde:
el aceite vegetal se selecciona de aceite de palma, aceite de soja, aceite de oliva, aceite
de canola y aceite de girasol, preferiblemente aceite de palma, y mas preferiblemente
aceite de palma RBD;

el acido graso es un acido graso de cadena media en forma libre, como monoglicérido o
una sal de cualquiera de ellos, preferiblemente donde el acido graso se selecciona de
acido caprico, acido caprilico, acido caproico como &acido graso en forma libre, como
monoglicérido o una sal de cualquiera de ellos, y mas preferiblemente donde el acido
graso se selecciona de acido caprico;

la fase oleosa esta vehiculizada en el aceite vegetal; y

que ademas comprende un aceite esencial, preferiblemente donde el aceite esencial se

selecciona de tomillo..

En otra realizacion la invencion se refiere a la composicion definida anteriormente, donde:
el aceite vegetal se selecciona de aceite de palma, aceite de soja, aceite de oliva, aceite
de canola y aceite de girasol, preferiblemente aceite de palma, y mas preferiblemente
aceite de palma RBD;

el acido graso es un acido graso de cadena media en forma libre, como monoglicérido o
una sal de cualquiera de ellos, preferiblemente donde el acido graso se selecciona de
acido caprico, acido caprilico, acido caproico como acido graso en forma libre, como
monoglicérido o una sal de cualquiera de ellos, y mas preferiblemente donde el acido
graso se selecciona de acido caprico;

la fase oleosa esta vehiculizada en el aceite vegetal;

la fase acuosa corresponde al 30% de la composicion total;

que ademas comprende un aceite esencial, preferiblemente donde el aceite esencial se

selecciona de tomillo.
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En otra realizacion la invencién se refiere a la composicion definida anteriormente, donde:
el aceite vegetal se selecciona de aceite de palma, aceite de soja, aceite de oliva, aceite
de canola y aceite de girasol, preferiblemente aceite de palma, y mas preferiblemente
aceite de palma RBD;

el acido graso es un acido graso de cadena media en forma libre, como monoglicérido o
una sal de cualquiera de ellos, preferiblemente donde el acido graso se selecciona de
acido caprico, acido caprilico, acido caproico como acido graso en forma libre, como
monoglicérido o una sal de cualquiera de ellos, y mas preferiblemente donde el acido
graso se selecciona de acido caprico;

que ademas comprende un agente emulsificante, preferiblemente donde el agente
emulsificante es Tween 20, y mas preferiblemente donde el agente emulsificante esta en
una concentracién de entre 0,2% y 0,9%; y

que ademas comprende un aceite esencial, preferiblemente donde el aceite esencial se

selecciona de tomillo.

En otra realizacion la invencioén se refiere a la composicion definida anteriormente, donde;
el aceite vegetal se selecciona de aceite de palma, aceite de soja, aceite de oliva, aceite
de canola y aceite de girasol, preferiblemente aceite de palma, y mas preferiblemente
aceite de palma RBD;

el acido graso es un acido graso de cadena media en forma libre, como monoglicérido o
una sal de cualquiera de ellos, preferiblemente donde el acido graso se selecciona de
acido caprico, acido caprilico, acido caproico como acido graso en forma libre, como
monoglicérido o una sal de cualquiera de ellos, y mas preferiblemente donde el acido
graso se selecciona de acido caprico;

la fase oleosa esta vehiculizada en el aceite vegetal;

la fase acuosa corresponde al 30% de la composicion total;

que ademas comprende un agente emulsificante, preferiblemente donde el agente
emulsificante es Tween 20, y mas preferiblemente donde el agente emulsificante esta en
una concentracion de entre 0,2% y 0,9%; y

que ademas comprende un aceite esencial, preferiblemente donde el aceite esencial se

selecciona de tomillo.

En otra realizacién la invencién se refiere a la composicion descrita anteriormente, que
ademas comprende un antioxidante, preferiblemente donde el agente antioxidante es a-
tocoferol; y mas preferiblemente donde el agente antioxidante esta en una concentracién
del 0,1%.

En otra realizacion la invencién se refiere a la composicion descrita anteriormente, donde:
el aceite vegetal se selecciona de aceite de palma, aceite de soja, aceite de oliva, aceite
de canola y aceite de girasol, preferiblemente aceite de palma, y mas preferiblemente

aceite de palma RBD;
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el acido graso es un acido graso de cadena media en forma libre, como monoglicérido o
una sal de cualquiera de ellos, preferiblemente donde el acido graso se selecciona de
acido caprico, acido caprilico, acido caproico como acido graso en forma libre, como
monoglicérido o una sal de cualquiera de ellos, y mas preferiblemente donde el acido
graso se selecciona de acido caprico; y

que ademas comprende un antioxidante, preferiblemente donde el agente antioxidante es
a-tocoferol; y mas preferiblemente donde el agente antioxidante esta en una

concentracion del 0,1%.

En otra realizacién la invencién se refiere a la composicién descrita anteriormente, donde:
el aceite vegetal se selecciona de aceite de palma, aceite de soja, aceite de oliva, aceite
de canola y aceite de girasol, preferiblemente aceite de palma, y mas preferiblemente
aceite de palma RBD,;

el acido graso es un acido graso de cadena media en forma libre, como monoglicérido o
una sal de cualquiera de ellos, preferiblemente donde el acido graso se selecciona de
acido caprico, acido caprilico, acido caproico como acido graso en forma libre, como
monoglicérido o una sal de cualquiera de ellos, y mas preferiblemente donde el acido
graso se selecciona de acido caprico;

que ademas comprende un aceite esencial, preferiblemente donde el aceite esencial se
selecciona de tomillo; y

que ademas comprende un antioxidante, preferiblemente donde el agente antioxidante es
a-tocoferol; y mas preferiblemente donde el agente antioxidante esta en una

concentracion del 0,1%.

En otra realizacion la invencion se refiere a la composicion definida anteriormente, donde:
el aceite vegetal se selecciona de aceite de palma, aceite de soja, aceite de oliva, aceite
de canola y aceite de girasol, preferiblemente aceite de palma, y mas preferiblemente
aceite de palma RBD;

el acido graso es un acido graso de cadena media en forma libre, como monoglicérido o
una sal de cualquiera de ellos, preferiblemente donde el acido graso se selecciona de
acido caprico, acido caprilico, acido caproico como acido graso en forma libre, como
monoglicérido o una sal de cualquiera de ellos, y mas preferiblemente donde el acido
graso se selecciona de acido caprico;

la fase oleosa esta vehiculizada en el aceite vegetal;

la fase acuosa corresponde al 30% de la composicion total; y

que ademas comprende un antioxidante, preferiblemente donde el agente antioxidante es
a-tocoferol; y mas preferiblemente donde el agente antioxidante esta en una

concentracion del 0,1%.

En otra realizacion la invencion se refiere a la composicion definida anteriormente, donde:

11
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el aceite vegetal se selecciona de aceite de palma, aceite de soja, aceite de oliva, aceite
de canola y aceite de girasol, preferiblemente aceite de palma, y mas preferiblemente
aceite de palma RBD,;

el acido graso es un acido graso de cadena media en forma libre, como monoglicérido o
una sal de cualquiera de ellos, preferiblemente donde el acido graso se selecciona de
acido caprico, acido caprilico, acido caproico como acido graso en forma libre, como
monoglicérido o una sal de cualquiera de ellos, y mas preferiblemente donde el acido
graso se selecciona de acido caprico;

la fase oleosa esta vehiculizada en el aceite vegetal,

la fase acuosa corresponde al 30% de la composicién total,

gue ademas comprende un antioxidante, preferiblemente donde el agente antioxidante es
a-tocoferol; y mas preferiblemente donde el agente antioxidante esta en una
concentracion del 0,1%; y

que ademas comprende un aceite esencial, preferiblemente donde el aceite esencial se

selecciona de tomillo.

En otra realizacion la invencion se refiere a la composicion definida anteriormente, donde:
el aceite vegetal se selecciona de aceite de palma, aceite de soja, aceite de oliva, aceite
de canola y aceite de girasol, preferiblemente aceite de palma, y mas preferiblemente
aceite de palma RBD;

el acido graso es un acido graso de cadena media en forma libre, como monoglicérido o
una sal de cualquiera de ellos, preferiblemente donde el acido graso se selecciona de
acido caprico, acido caprilico, acido caproico como acido graso en forma libre, como
monoglicérido o una sal de cualquiera de ellos, y mas preferiblemente donde el acido
graso se selecciona de acido caprico;

que ademas comprende un agente emulsificante, preferiblemente donde el agente
emulsificante es Tween 20, y mas preferiblemente donde el agente emulsificante esta en
una concentracion de entre 0,2% y 0,9%; y

que ademas comprende un antioxidante, preferiblemente donde el agente antioxidante es
a-tocoferol; y mas preferiblemente donde el agente antioxidante esta en una

concentracion del 0,1%.

En otra realizacién la invencién se refiere a la composicidon definida anteriormente, donde:
el aceite vegetal se selecciona de aceite de palma, aceite de soja, aceite de oliva, aceite
de canola y aceite de girasol, preferiblemente aceite de palma, y mas preferiblemente
aceite de palma RBD;

el acido graso es un acido graso de cadena media en forma libre, como monoglicérido o
una sal de cualquiera de ellos, preferiblemente donde el acido graso se selecciona de
acido caprico, acido caprilico, acido caproico como acido graso en forma libre, como
monoglicérido o una sal de cualquiera de ellos, y mas preferiblemente donde el acido

graso se selecciona de acido caprico;

12

|2



10

15

20

25

30

35

40

que ademas comprende un agente emulsificante, preferiblemente donde el agente
emulsificante es Tween 20, y mas preferiblemente donde el agente emulsificante esta en
una concentracién de entre 0,2% y 0,9%;

que ademas comprende un antioxidante, preferiblemente donde el agente antioxidante es
a-tocoferol; y mas preferiblemente donde el agente antioxidante esta en una
concentracion del 0,1%; y

que ademas comprende un aceite esencial, preferiblemente donde el aceite esencial se

selecciona de tomillo.

En otra realizacion la invencion se refiere a la composicion definida anteriormente, donde:
el aceite vegetal se selecciona de aceite de palma, aceite de soja, aceite de oliva, aceite
de canola y aceite de girasol, preferiblemente aceite de palma, y mas preferiblemente
aceite de palma RBD;

el acido graso es un acido graso de cadena media en forma libre, como monoglicérido o
una sal de cualquiera de ellos, preferiblemente donde el acido graso se selecciona de
acido caprico, acido caprilico, acido caproico como acido graso en forma libre, como
monoglicérido o una sal de cualquiera de ellos, y mas preferiblemente donde el acido
graso se selecciona de acido caprico;

la fase oleosa esta vehiculizada en el aceite vegetal;

la fase acuosa corresponde al 30% de la composicién total;

que ademas comprende un agente emulsificante, preferiblemente donde el agente
emulsificante es Tween 20, y mas preferiblemente donde el agente emulsificante esta en
una concentracion de entre 0,2% y 0,9%; y

que ademas comprende un antioxidante, preferiblemente donde el agente antioxidante es
a-tocoferol; y mas preferiblemente donde el agente antioxidante esta en una

concentracion del 0,1%.

En otra realizacion la invencion se refiere a la composicion definida anteriormente, donde:
el aceite vegetal se selecciona de aceite de palma, aceite de soja, aceite de oliva, aceite
de canola y aceite de girasol, preferiblemente aceite de palma, y mas preferiblemente
aceite de palma RBD;

el acido graso es un acido graso de cadena media en forma libre, como monoglicérido o
una sal de cualquiera de ellos, preferiblemente donde el acido graso se selecciona de
acido caprico, acido caprilico, acido caproico como acido graso en forma libre, como
monoglicérido o una sal de cualquiera de ellos, y mas preferiblemente donde el acido
graso se selecciona de acido caprico;

la fase oleosa esta vehiculizada en el aceite vegetal;

la fase acuosa corresponde al 30% de la composicion total;

que ademas comprende un agente emulsificante, preferiblemente donde el agente
emulsificante es Tween 20, y mas preferiblemente donde el agente emulsificante esta en

una concentracion de entre 0,2% y 0,9%;
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que ademas comprende un antioxidante, preferiblemente donde el agente antioxidante es
a-tocoferol; y mas preferiblemente donde el agente antioxidante esta en una
concentracion del 0,1%; y

que ademas comprende un aceite esencial, preferiblemente donde el aceite esencial se

selecciona de tomillo.

En otra realizacion la invencién se refiere a la composicion descrita anteriormente, donde

la concentracion de lactato sodico es de entre el 1% y el 2%.

En otra realizacién la invencion se refiere a la composicion descrita anteriormente, donde

la concentracién del acido graso es de entre 7 ppm y 500 ppm.

En otra realizacion la invencién se refiere a la composicion descrita anteriormente, donde

la concentracidn de palmitato de sacarosa es de entre 55 ppm y 300 ppm.

En otra realizacion la invencién se refiere a la composicion descrita anteriormente, donde:
la concentracion de lactato sodico es de entre el 1% y el 2%;
la concentracion del acido graso es de entre 7 ppm y 500 ppm; y

la concentracion de palmitato de sacarosa es de entre 55 ppm y 300 ppm.

En otra realizacion la invencién se refiere a la composiciéon descrita anteriormente, donde:
que ademas comprende un aceite esencial, preferiblemente donde el aceite esencial se
selecciona de tomillo;

la concentracion de lactato sodico es de entre el 1% y el 2%;

la concentracion del acido graso es de entre 7 ppm y 500 ppm; y

la concentracion de palmitato de sacarosa es de entre 55 ppm y 300 ppm.

En otra realizacion la invencion se refiere a la composicion descrita anteriormente, donde:
el aceite vegetal se selecciona de aceite de palma, aceite de soja, aceite de oliva, aceite
de canola y aceite de girasol, preferiblemente aceite de palma, y mas preferiblemente
aceite de palma RBD;

el acido graso es un acido graso de cadena media en forma libre, como monoglicérido o
una sal de cualquiera de ellos, preferiblemente donde el acido graso se selecciona de
acido caprico, acido caprilico, acido caproico como acido graso en forma libre, como
monoglicérido o una sal de cualquiera de ellos, y mas preferiblemente donde el acido
graso se selecciona de acido caprico;

la concentracién de lactato sodico es de entre el 1% y el 2%;

la concentracién del acido graso es de entre 7 ppm y 500 ppm; y

la concentracién de palmitato de sacarosa es de entre 55 ppm y 300 ppm.

En otra realizacién la invencion se refiere a la composicién descrita anteriormente, donde:
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el aceite vegetal se selecciona de aceite de palma, aceite de soja, aceite de oliva, aceite
de canola y aceite de girasol, preferiblemente aceite de palma, y mas preferiblemente
aceite de palma RBD,;

el acido graso es un acido graso de cadena media en forma libre, como monoglicérido o
una sal de cualquiera de ellos, preferiblemente donde el acido graso se selecciona de
acido caprico, acido caprilico, acido caproico como acido graso en forma libre, como
monoglicérido o una sal de cualquiera de ellos, y mas preferiblemente donde el acido
graso se selecciona de acido caprico;

que ademas comprende un aceite esencial, preferiblemente donde el aceite esencial se
selecciona de tomillo;

la concentracién de lactato sodico es de entre el 1% y el 2%;

la concentracién del acido graso es de entre 7 ppm y 500 ppm; y

la concentracion de palmitato de sacarosa es de entre 55 ppm y 300 ppm.

En otra realizacion la invencién se refiere a la composicién descrita anteriormente, donde:
el aceite vegetal se selecciona de aceite de palma, aceite de soja, aceite de oliva, aceite
de canola y aceite de girasol, preferiblemente aceite de palma, y mas preferiblemente
aceite de palma RBD;

el acido graso es un acido graso de cadena media en forma libre, como monoglicérido o
una sal de cualquiera de ellos, preferiblemente donde el acido graso se selecciona de
acido caprico, acido caprilico, acido caproico como acido graso en forma libre, como
monoglicérido o una sal de cualquiera de ellos, y mas preferiblemente donde el acido
graso se selecciona de acido caprico;

la fase oleosa esta vehiculizada en el aceite vegetal;

la fase acuosa corresponde al 30% de la composicion total;

que ademas comprende un agente emulsificante, preferiblemente donde el agente
emulsificante es Tween 20, y mas preferiblemente donde el agente emulsificante esta en
una concentracién de entre 0,2% y 0,9%;

que ademas comprende un antioxidante, preferiblemente donde el agente antioxidante es
a-tocoferol; y mas preferiblemente donde el agente antioxidante esta en una
concentracion del 0,1%.

la concentracién de lactato sodico es de entre el 1% y el 2%;

la concentracion del acido graso es de entre 7 ppm y 500 ppm; y

la concentracién de palmitato de sacarosa es de entre 55 ppm y 300 ppm.

En otra realizacién la invencion se refiere a la composicion descrita anteriormente, donde:
el aceite vegetal se selecciona de aceite de palma, aceite de soja, aceite de oliva, aceite
de canola y aceite de girasol, preferiblemente aceite de palma, y mas preferiblemente
aceite de palma RBD;

el acido graso es un acido graso de cadena media en forma libre, como monoglicérido o

una sal de cualquiera de ellos, preferiblemente donde el acido graso se selecciona de
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acido caprico, acido caprilico, acido caproico como acido graso en forma libre, como
monoglicérido o una sal de cualquiera de ellos, y mas preferiblemente donde el acido
graso se selecciona de acido caprico;

la fase oleosa esta vehiculizada en el aceite vegetal,

la fase acuosa corresponde al 30% de la composicion total,

que ademas comprende un agente emulsificante, preferiblemente donde el agente
emulsificante es Tween 20, y mas preferiblemente donde el agente emulsificante esta en
una concentracion de entre 0,2% y 0,9%;

que ademas comprende un antioxidante, preferiblemente donde el agente antioxidante es
a-tocoferol; y mas preferiblemente donde el agente antioxidante esta en una
concentracion del 0,1%.

que ademas comprende un aceite esencial, preferiblemente donde el aceite esencial se
selecciona de tomillo;

la concentracion de lactato sédico es de entre el 1% y el 2%;

la concentracién del acido graso es de entre 7 ppm y 500 ppm; y

la concentracién de palmitato de sacarosa es de entre 55 ppm y 300 ppm.

Otro aspecto de la invencion es un aditivo que comprende la composicion tal y como se
ha definido anteriormente, y preferiblemente donde el aditivo se encuentra en estado

liquido o solido.

En ofra realizacion la invencién se refiere al aditivo tal y como se ha definido
anteriormente, para la conservacion de alimentos que presenten un contenido minimo de

5% de grasa, con o sin presencia de proteinas.

En ofra realizacion la invencion se refiere al aditivo tal y como se ha definido
anteriormente, para el control de patégenos en articulos relacionados con la industria

alimentaria.

En ofra realizacion la invencién se refiere al aditivo tal y como se ha definido

anteriormente, en forma de emulsiones agua en aceite (W/O) o aceite en agua (O/W).

A lo largo de la presente invencion, el término “acido graso de cadena media” se refiere
acido graso libre o monoglicérido de cadena media, TCM son ésteres de acidos grasos de
cadena media (entre 6 y 12 atomos de carbono) y glicerol (1,2,3-propanotriol). Los TCM
se difunden pasivamente del tracto gastrointestinal al sistema porta (Los acidos grasos de
cadena larga se absorben en el sistema linfatico) sin requerir ningun tipo de
transformacion como ocurre con los acidos grasos de cadena larga o los acidos grasos de
cadena muy larga. Ademas, los TCM no requieren el uso de sales biliares para su
digestién. Los pacientes que tienen desnutricion o sindrome de malabsorcion se suelen

tratar con acidos grasos de cadena media porque éstos no requieren energia para ser
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absorbidos, almacenados o utilizacién. Algunas de las fuentes de TCM son el aceite de
palma, de coco y las nueces del alcanforero. Los acidos grasos que podemos encontrar

en los TCM son el caprilico, el caprico y el caproico.

El término “antimicrobiano” es una sustancia que elimina microoganismos o inhibe su
crecimiento, tales como bacterias, hongos o parasitos. Basado en ello, los siguientes

pueden referirse a agentes antibacterianos (antibidticos).

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus variantes
no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para
los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencién se
desprenderan en parte de la descripciéon y en parte de la practica de la invencion. Los
siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que

sean limitativos de la presente invencién.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1 Muestra la actividad ATPasa de L. monocytogenes. Agua destilada con tween 20
al 0.5% v/v (B), 200 ppm de NaNO2 (N), 2% v/v lactato de sodio (L), 100 ppm de acido
caprico con 1.5% v/v lactato de sodio (C1+), 200 ppm de acido caprico (C2), 100 ppm de
aceite esencial de tomillo (T1), 100 ppm de palmitato de sacarosa con 2% v/v lactato de

sodio (P1+), 200 ppm de palmitato de sacarosa (P2).

FIGs. 2a y 2b Muestran la relacion de dinamica de crecimiento de L. monocytogenes a
30°C (a) y 8°C (b). En producto carnico tipo salchicha (-) y con adicién de: 200 ppm
NaNO2 (-m-), 1.5% de lactato de sodio (-e-), 100 ppm de A. E. de tomillo (-e-), 200 ppm
de acido caprico (-A-), 100 ppm de acido caprico + 1.5% de lactato de sodio (--A--), 200
ppm de palmitato de sacarosa (-e-) y 100 ppm de palmitato de sacarosa + 1.5% de lactato

de sodio (--e--).

FIGs. 3a y 3b Muestran la relacion de dinamica de crecimiento de E. coli a 30°C (a) y 8°C
(b). En producto carnico tipo salchicha (-) y con adicién de: 200 ppm NaNO2 (-m-), 1.5%
de lactato de sodio (-e-), 100 ppm de A. E. de tomillo (-e-), 200 ppm de acido caprico (- A-
), 100 ppm de acido caprico + 1.5% de lactato de sodio (--A--), 200 ppm de palmitato de
sacarosa (-e-) y 100 ppm de palmitato de sacarosa + 1.5% de lactato de sodio (--e--).

FIGs. 4a y 4b Muestran la relacién de dinamica de crecimiento de S. aureus a 30°C (a) y
8°C (b). En producto carnico tipo salchicha (-) y con adiciéon de: 200 ppm NaNO2 (-m-),
1.5% de lactato de sodio (-e-), 100 ppm de A. E. de tomillo (-e-), 200 ppm de acido
caprico (-A-), 100 ppm de &cido caprico + 1.5% de lactato de sodio (--A--), 200 ppm de
palmitato de sacarosa (-e-) y 100 ppm de palmitato de sacarosa + 1.5% de lactato de
sodio (--e--).

FIGs. 5a y 5b Muestran la relacion de dinamica de crecimiento de S. enteriditis a 30°C (a)
y 8°C (b). En producto carnico tipo salchicha (-) y con adicién de: 200 ppm NaNO2 (-m-),
1.5% de lactato de sodio (-e-), 100 ppm de A. E. de tomillo (-e-), 200 ppm de acido
caprico (-A-), 100 ppm de acido caprico + 1.5% de lactato de sodio (--A--), 200 ppm de
palmitato de sacarosa (-e-) y 100 ppm de palmitato de sacarosa + 1.5% de lactato de
sodio (--e--).

FIGs. 6a y 6b Muestran la relacién de dinamica de crecimiento de C. sporogenes a 30°C
(a) y 8°C (b). En producto carnico tipo salchicha (-) y con adicién de: 200 ppm NaNO2 (-m-
), 1.5% de lactato de sodio (-e-), 100 ppm de A. E. de tomillo (-e-), 200 ppm de acido
caprico (-A-), 100 ppm de acido caprico + 1.5% de lactato de sodio (--A--), 200 ppm de
palmitato de sacarosa (-e-) y 100 ppm de palmitato de sacarosa + 1.5% de lactato de

sodio (--e--).
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FIGs. 7a y 7b Muestran la relacion de dinamica de crecimiento de facultativos meséfilos
psicrotolerantes a 30°C (a) y 8°C (b). En producto carnico tipo salchicha (-) y con adicion
de: 200 ppm NaNO2 (-m-), 1.5% de lactato de sodio (-e-), 100 ppm de A. E. de tomillo (-e-
), 200 ppm de acido caprico (-A- ), 100 ppm de acido caprico + 1.5% de lactato de sodio
(--A--), 200 ppm de palmitato de sacarosa (-e-) y 100 ppm de palmitato de sacarosa +

1.5% de lactato de sodio (--e--).

FIGs. 8a y 8b Muestran los cambios en color sobre L* sobre exterior (a) e interior (b). En
producto carnico tipo salchicha (e) y con adicion de: 200 ppm NaNO2 (), 1.5% lactato de
sodio (A), 100 ppm de A.E. de tomillo (e), 200 ppm de acido caprico (o), 100 ppm de
acido caprico + 1.5% lactato de sodio (m), 200 ppm de palmitato de sacarosa (A) y 100
ppm de palmitato de sacarosa + 1.5% lactato de sodio (A).

FIGs. 9a y 9b Muestran los cambios en color sobre a* sobre exterior (a) e interior (b). En
producto carnico tipo salchicha (e) y con adicién de: 200 ppm NaNO2 (m), 1.5% lactato de
sodio (A), 100 ppm de A.E. de tomillo (e), 200 ppm de acido caprico (o), 100 ppm de
acido caprico + 1.5% lactato de sodio (m), 200 ppm de palmitato de sacarosa (A) y 100
ppm de palmitato de sacarosa + 1.5% lactato de sodio (A).

FIGs. 10a y 10b Muestran los cambios en color sobre b* sobre exterior (a) e interior (b).
En producto carnico tipo salchicha (e) y con adicion de: 200 ppm NaNO2 (m), 1.5% lactato
de sodio (A), 100 ppm de A.E. de tomillo (e), 200 ppm de &cido caprico (o), 100 ppm de
acido caprico + 1.5% lactato de sodio (m), 200 ppm de palmitato de sacarosa (A) y 100
ppm de palmitato de sacarosa + 1.5% lactato de sodio (A).

FIGs. 11a y 11b Muestran los cambios en el contenido de TBARS de salchichas
almacenadas a 8°C (a) y a 30°C (b). En producto carnico tipo salchicha (-) y con adicién
de: 200 ppm NaNO2 (-m-), 1.5% de lactato de sodio (-e-), 100 ppm de A. E. de tomillo (-e-
), 200 ppm de acido caprico (-A- ), 100 ppm de acido caprico + 1.5% de lactato de sodio
(--A--), 200 ppm de palmitato de sacarosa (-e-) y 100 ppm de palmitato de sacarosa +
1.5% de lactato de sodio (--e--).
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EJEMPLOS

A continuacién, se ilustrara la invencion mediante unos ensayos realizados por los

inventores, que pone de manifiesto la efectividad del producto de la invencion.

Materiales y métodos

Evaluacion de dafio en membrana por microscopia de fluorescencia

El analisis de dafio en membrana se realizé de acuerdo con el protocolo propuesto por
Unal et al. (Spectrofluorimetric assessment of bacterial cell membrane damage
by pulsed electric field, 2015), se adicioné 0.1% v/v de un cultivo celular de L. innocua y
C. sporogenes en media fase exponencial, en soluciones de 100 ppm de aceite esencial
de tomillo (T1), acido caprico a 100 ppm en combinacion con 1.5% de lactato de sodio
(C1+), palmitato de sacarosa a 100 ppm en combinacién con 1.5% de lactato de sodio
(P1+), 1.5% de lactato de sodio (L), 200 ppm de NaNO2 (N) preparadas en agua peptona
al 0.1% m/m y Tween 20 al 0.5% m/m. Se tomé como control negativo agua peptona al
0.1% m/m y Tween 20 al 0.5% m/m y como control positivo 1ml de cultivo celular con 20
ml de una solucion de etanol al 70%. Se incub6 cada tratamiento a 37°C por 2 horas.

Posteriormente, se centrifugd cada tratamiento 10,000 x g a 4°C por 15 min, los extractos
se re suspendieron en agua peptona al 0.1% m/m dos veces. Posteriormente se
mezclaron 1ml de extracto celular re suspendido con 1.5pl de yoduro de propidio (Thermo
Scientific, Rockford, IL, USA) al 20mM en dimetil sulféxido anhidrido (DMSO) (Thermo
Scientific, Rockford, IL, USA) y 1.5ul de SYTO 9 (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) a
3.34 mM en DMSO (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). Se incubé en oscuridad a
25°C por 15 min.

Cada una de los tratamientos se realizd por duplicado completamente independiente a
partir de cultivos celulares diferentes. De cada tratamiento por cada duplicado fueron
tomadas dos muestras de 20ul cada una en lamina de vidrio para microscopia. Se
evaluaron cinco campos oépticos por cada lamina. Se obtuvieron imagenes digitales
adquiridas con el microscopio de fluorescencia. Cada replica se observé por duplicado en
cinco campos en el microscopio de fluorescencia (Olympus U-RFL-T, Millville, NY) por
dos filtros (excitacion 485"15 nm, emisién 505"15 nm) y (excitacion 585"15 nm, emisién
625"15 nm).

Las imagenes digitales fueron analizadas con el software ImageJ 1.5
(http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html). Se transpusieron las imagenes obtenidas con cada
filtro y se ajusté el fondo negro para cada imagen. Fueron analizados los histogramas de
cada imagen en escala RGB a través del promedio en color rojo y verde. Posteriormente
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fueron comparadas las relaciones para cada tratamiento entre rojo y verde asociado con

las células dafadas/células viables.

Analisis estadistico

Se compar6 la actividad ATPasa para cada tratamiento mediante F- test, asumiendo el
enfoque de prueba planeada cuantitativa por contrastes ortogonales (P<0.05) y por
prueba de Tukey. Se empled el software estadistico SAS 9.2 (32) (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA).

Elaboracion e inoculacion de prototipos tipo salchicha

Fueron recibidos y acondicionados lomo de res, pierna y grasa dorsal de cerdo de un
mercado local de Bogota. Se procedié a colocar las materias primas carnicas y grasa
dorsal por un periodo de almacenamiento en refrigeracion de 24 horas a 4°C en cadmara
con aire forzado. Se realizé un proceso de molienda con diametro de particula de 5 mm.
Fueron elaborados diferentes lotes de salchicha por cada tratamiento bajo la formulacién:
lomo de res (40%), pierna de cerdo (19%), grasa dorsal (6%), hielo (21%), proteina
aislada de soya (6%), almidon de papa (5%), sal (1%), fosfatos (0.3%), glutamato
monosodico (0.3%) y aceite de palma RBD con sustancias antimicrobianas (3%). Se
realizd el proceso de emulsién en cutter incorporando todos los ingredientes de la
formulaciéon con control de temperatura hasta 8°C durante 40 s. Se embutié la pasta
carnica emulsionada en tripa de celulosa de diametro de 20mm. Fueron obtenidas

unidades muestrales de 10+0.5 g de salchichas que fueron almacenadas por 12 h a 4°C.

Cada unidad muestral fue inyectada con aguja de insulina con inoculo en media fase
exponencial de cada microorganismo patoégeno, el cual fue previamente activado a 37°C
por 12h en medio TSB (Scharlau Chemie S.A., Barcelona, Espafa). Cada unidad
experimental inoculada fue envasada al vacio en bolsas F.T. VACUUM POUCH 62,5um
(Plafim®). Las muestras fueron sometidas a coccién por inmersiéon en agua a 70+1°C,
hasta 60+0.1°C (El proceso de coccion fue realizado a 60°C con tiempo de mantenimiento
por 1 min, debido a que el proceso térmico a 73°C por 1min de tiempo de mantenimiento
in vitro generaba inactivacion completa de 6 Log ufc/g de patégenos inoculados en el
producto carnico) en centro geométrico y mantenido por 1 min, seguido de enfriamiento
por inmersion en agua- hielo hasta 10°C. Se consideré este punto como el tiempo 0 del

experimento, se almacenaron las muestras para su seguimiento a 8 y 30°C.
Se elaboraron prototipos de los tratamientos vehiculizados en aceite de palma RBD: 100

ppm de aceite esencial de tomillo (T1), 100ppm de acido caprico + 1.5% de lactato de
sodio (C1+), 200ppm de acido caprico (C2), 100ppm de palmitato de sacarosa + 1.5% de

21

2/



10

15

20

25

30

35

40

lactato de sodio (P1+), 200ppm de palmitato de sacarosa (P2) y como controles: 200ppm
de NaNO2 (N), 1.5% lactato de sodio (L) y vehiculo sin adicién de antimicrobianos (B).

Recuento de microorganismos patogenos en prototipos de producto carnico tipo

salchicha

Para el analisis del crecimiento bacteriano de prototipos de salchichas, a partir de
duplicados de unidades muestrales de 10+0.5 g, de producto almacenado a 30°C en los
tiempos: 0, 2,4, 6,24 hy 3, 7y 14 dias; y a 8°C en los tiempos: 0, 6, 24 hy 3, 7, 14, 17,
21, 24 y 30 dias. Unicamente para L. monocytogenes a 8°C se evaluaron también los

tiempos 37 y 41 dias debido a que este microorganismo es psicrofilo.

Cada unidad muestral fue homogenizada con 100 ml de agua peptonada al 0.1% (Merck,
Darmstadt, Alemania) por 120 s con un Stomacher (BA7021, Serward, Inglaterra). Fueron
realizadas seis diluciones seriadas decimales con agua peptonada al 0.1% y siembra en
profundidad, en placas de agar, por friplicado, incubadas a 371 °C por 48 h en
condiciones anaerobias Unicamente para C. sporogenes. Para L. monocytogenes fue
sembrada en agar Palcam con suplemento especifico (Scharlau Chemie S.A., Barcelona,
Espana), E. coli en EMB (Scharlau Chemie S.A., Barcelona, Espafia), S. enteriditis en
Salmonella-Shiguella (Scharlau Chemie S.A., Barcelona, Espafa), S. aureus en Baird
Parker con yema de huevo, telurito de potasio (Scharlau Chemie S.A., Barcelona,
Espafa) y C. sporogenes en TSN (Scharlau Chemie S.A., Barcelona, Espafia). Para
microbiota total — aerobios mesofilos en muestras sin inocular en PCA (Scharlau Chemie
S.A., Barcelona, Espafia).

Cinética de color en prototipos tipo salchicha

Se evalud la parte interna y externa de nueve prototipos, con espesor de 15 mm con tres
repeticiones correspondientes a lotes diferentes, para cada tiempo de almacenamiento a
8°C (0,1, 2, 3,7, 14, 17, 21, 30, 37 y 40 dias). Se determinaron las coordenadas de color
(CIE L*a*b*colour system 1976) y la reflectancia, en concordancia con los protocolos
propuestos por AMSA [64], con espectro-colorimetro ColorquestXE (HunterlLab,
Alemania) (fuente de luz A, observacion geométrica estandar a 10°/45°/0° a 1 pur de
distancia, blanco estandar). Se midi¢ la reflectancia entre 400 nm y 700 nm en intervalos
de 10nm, donde la concentracion de las formas quimicas de mioglobina fueron calculadas
de acuerdo con los protocolos propuestos por Tang, Faustman, y Hoagland [65], los
valores de reflectancia de (503, 557 y 582 nm) fueron calculados usando interpolacién
lineal, que representan metamioglobina (MMb), deoximioglobina (DMb) y oximioglobina

(OMb) respectivamente.
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Determinacion de oxidacién lipidica por método TBARS

Fueron determinados malonaldehidos y otros aldehidos como productos indicadores de la
oxidacion lipidica en presencia de acido tiobarbiturico (TBA). A través de la metodologia
propuesta por AMSA (American Meat Science Association. Meat Color Measurement
Guidelines. lllinois, USA: 2012), debido a que corrige la interferencia por presencia de
azucares y nitritos-nitratos. Se tomaron 0.25 g de parte externa y 0.25 g de la parte
interna de cada muestra de salchicha, se homogenizaron con 2.5 ml de solucién al
0.375% de TBA, 15% acido tricloroacético y 0.25 N HCI. Se calenté por 10 min en agua a
90°C, seguido de enfriamiento en agua-hielo por 10 min. Las soluciones fueron
centrifugadas a 5.000 x g por 15 min a 4°C; el sobrenadante fue medido a 530 nm, con
blanco preparado de acuerdo al procedimiento descrito, sin muestra carnica. Se

determiné el valor TBA expresado en (mg MDA/kg) en la siguiente ecuacion:

1M TBA Cromogeno) (lmol 0.003L 72.07g MDA
TBARS = AbsSBDnm ( 2 ) ( ) ( )(’ :

156000 LiM mol MDA 1000”19/9) { 1000‘9/

0.5 g muestra
kg)

Cinética de reduccion de nitrito de sodio en prototipos tipo salchicha

Acorde con el protocolo método AOAC 973.31, con pequefias modificaciones, 1+0.1 g de
muestra, se homogenizaron con 50 ml de agua a 80°C en Stomacher durante 120s. Se
calentara a 80°C durante 2h. Se filtr6 con papel filtro referencia 392 para retener
particulas de 5 a 8um (sartorius), y se afor6 60ml con agua destilada, se adicioné 0.5 ml
de solucién sulfanilamida, disolviendo 0.5g de sulfanilamida en 150ml de acido acético al
15%(v/v), y posterior a 5 min en reposo, se adicioné 0.5 ml de N-(-1-napthyl)etil
enediamine (NED), previamente preparado disolviendo 0.2 g de NED en 150 ml de acido
acético al 15%(v/v). Se dejé en reposo por 15min hasta cambio a color rosa, se midio
Abs540nm por triplicado.

Analisis estadistico

Se compararon los parametros de crecimiento microbiano (densidad poblacional final,
pmax y A), parametros de perfil de color (L* a* b*y AE) y mg MDA/kg muestra, para
cada tratamiento mediante F- test, asumiendo el enfoque de prueba planeada cuantitativa
por contrastes ortogonales (P<0.05) y por prueba de Scheffe y Tukey. Se emple6 el
software estadistico SAS 9.2 (32) (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).
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Resultados y discusion

Evaluacion de la inhibicion de sustancias de naturaleza lipidica sobre la actividad

ATPasa de Listeria monocytogenes

Se determiné la inhibicion de la actividad ATPasa generada por la adicion de sustancias
de naturaleza lipidica con potencial antimicrobiano, a través de la cuantificacion de la
produccién de fosfato inorganico de L. monocytogenes en 30 min. La actividad ATPasa
esta relacionada con el control del pH intracelular a través de bombas de protones, Abee
y Wouters (Int J Food Microbiol 1999;50:65-91), resaltan la correlacion de las proteasas
chaperonas con ATPasa y por tanto la resistencia bajo condiciones de estrés como la

disminucién de pH.

El uso de diferentes aditivos alimentarios afecta una porcion de |la poblacion, donde los
microorganismos supervivientes pueden crecer bajo condiciones de procesamiento de la
industria de alimentos. Simpson et al. (Int J Food Microbiol 1999;48:1-10) resaltan la
importancia de la ATPasa, por su posicion en la membrana, la produccién de ATP y la
regulaciéon del pH interno; la inactivacion de esta enzima puede generar inhabilidad en la
bacteria para exportar protones y acidificacion del citoplasma. Por otro lado, es relevante
evaluar la inhibicién de la ATPasa, debido a que esta relacionada con la resistencia de L.
monocytogenes a condiciones de estrés, como pH acidos, altas temperaturas, presiones
osmoticas y altas concentraciones de alcohol. La actividad ATPasa, esta intimamente
relacionada con mantener la homeostasis intracelular empleando el transporte de
protones a través de la membrana, el control del pH intracelular a través de bombas de
protones y la expresion de proteasas chaperonas (Int J Food Microbiol 2007;113:1-15 ; y
Int J Food Microbiol 1999;50:65-91).

Los resultados indicaron que los tratamientos con 200 ppm de NaNO2, C1+, C2 y P1+ no
presentaron diferencias significativas (P>0.01) con el tratamiento blanco (agua estéril con
0.5% tween 20). La inhibicion de la actividad ATPasa sobre L. monocytogenes por adicion
de 1.5% de lactato de sodio fue la mayor 44.1%, en los tratamientos P2 fue 19.7% y para
T1 fue 19% (Figura 1). Apostolidis et al. (Folia Microbiol (Praha) 2003;48:731-5), indican
que el lactato puede generar hiperacidificacion via donacion de protones, lo cual rompe el
complejo H+-ATPasa requerido para la sintesis de ATP; los monoterpenos y lactato
pueden quelar electrones libres de |la cadena de transporte de electrones o inhibir las
deshidrogenasas ligadas al flujo de los mismos, ademas de disminuir los niveles de
citocromos e inhibir el crecimiento del microorganismo a través de la disrupcién de la
fuerza motriz de protones requerida para la fosforilacion oxidativa. Lactato de potasio,
puede inhibir el crecimiento de L. monocytogenes debido a un cambio en el metabolismo

generando vias de produccién de energia ineficientes, ademas altera la expresion de
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genes implicados en los sistemas de transporte y permeabilidad celular como bombas de

protones y transportadores ABC.

El efecto antimicrobiano del aceite esencial de tomillo, se atribuye a sus componentes
mayoritarios timol y carvacrol indican que su adicién inhibe la actividad ATPasa en L.
monocytogenes, lo cual genera la reduccién de umax a concentraciones subletales; sin
embargo en rangos de concentraciones inhibitorias cercanos a los de disrupcién de
membrana, la inhibicién de ATPasa puede ser una causa secundaria de muerte celular.
Aceites esenciales compuestos principalmente por timol, eugenol y carvacrol han sido
reconocidos por causar la disrupcién de la membrana celular, inhibir la actividad ATPasa,
y liberar ATP y otros constituyentes en microorganismos como L. monocytogenes, E. coli,

Salmonella enteriditis, S. aureus, entre otros.

Las moléculas hidrofébicas interaccionan generando cambios conformacionales en las
proteinas de membrana, altas concentraciones de estas pueden estimular la actividad
ATPasa, por el desacoplamiento de la respiracion generada por la disrupcion de
membrana. L. monocytogenes puede generar resistencia a sustancias con potencial
antimicrobiano de naturaleza lipidica y condiciones de estrés como bajos pH a través del

cambio de la longitud y grado de saturacién de acidos grasos en su membrana.

La reduccion generada en la actividad ATPasa por el acido caprico en combinacion con
lactato de sodio (C1+) y el palmitato de sacarosa en combinacidén con lactato de sodio
(P1+) no present6 diferencias significativas frente al tratamiento con adicién de 200 ppm
NaNO.. Palmitato de sacarosa a concentraciones subletales de 100 ppm aumenté la
actividad ATPasa, sin diferencias respecto al blanco, y redujo el efecto inhibitorio de
lactato, por estimulacion como respuesta al estrés moderado. El palmitato es un
protonoforo, que estimula la transferencia de electrones en la cadena de respiracion con
un decrecimiento relacionado al del potencial de membrana, asi como promueve la
actividad ATPasa, sin embargo inhibe la reaccion de intercambio entre ATP y fosfato
inorganico, lo que indica que es un desacoplador de la fosforilacion oxidativa. Asimismo,
los acidos grasos de cadena mediana o larga, como el acido palmitico, pueden
translocarse o ligarse a los transportadores de electrones e incrementar la fluidez de
membrana, lo cual restringe el movimiento de los transportadores a través de la
membrana. Acidos grasos saturados e insaturados se ligan directamente a la ATPasa
reduciendo la sintesis de ATP por el incremento de la permeabilidad de membrana a los
protones, asociado al ingreso de los protones al citosol, se genera la reduccion del

gradiente de los mismos y el potencial de membrana.
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Evaluacion de dafio en membrana por microscopia de fluorescencia

El yoduro de propidio (Pl) permite evaluar la integridad y poros generados en la
membrana celular, éste se une al DNA y penetra solamente en las membranas dafiadas
de las bacterias, generando una reduccién en la fluorescencia de SYTO 9 cuando ambos

fluorocromos estan mezclados.

El disefio de nuevas tecnologias de conservacion en alimentos requiere evaluar el dafio
subletal, porque estas células podrian regenerarse y crecer durante el almacenamiento
del alimento. En la tabla 1, se observan las relaciones de intensidad entre células con
membrana dafiada respecto a las células viables por cada tratamiento. Para L. innocua
considerada un modelo apropiado de L. monocytogenes por su cercania genética, se
observé dafio en membrana de todos los tratamientos respecto al blanco. Asi, el
tratamiento N presenté la mayor proporcion de células dafadas, seguido del tratamiento
T1. De otro lado, los tratamientos N, L, C1+, P1+ y T1 presentaron mayor proporcién de
células con dafio en membrana que el tratamiento con etanol al 70%. Por otro lado,
aunque los tratamientos L y P2 no presentaron proporcién de dafio en membrana superior
al blanco, presentaron la mayor inhibicion en la actividad ATPasa, que puede atribuirse a
la interaccion de palmitato de sacarosa y lactato de sodio con la membrana celular,
causando suficiente distorsion para dispersar la fuerza motriz de protones a través de la

liberacion de iones pequefios pero sin liberacion de moléculas grandes como el ATP.

Se observé dafio en la membrana de C. sporogenes para todos los tratamientos mayor
que en el blanco, asimismo L no presentd una proporcién mayor de células con dafio en
membrana respecto de las células viables. Mientras que, el tratamiento T1 presenté la
mayor proporcion de células con dafio en membrana seguido del control con etanol y por
N. Debido a que la metodologia por microscopia de fluorescencia puede evaluar el
comportamiento de las células bacterianas individualmente la desviacion estandar de las

intensidades entre células dafiadas/viables es elevada (Tabla 1).

En el tratamiento T1, se observaron las mayores proporciones de dafio en membrana
para L. innocua y C. sporogenes, asi como se presentd inhibicion de ATPasa en L.
monocytogenes alrededor de 19%, lo que indica que la ATPasa no es el sitio primario de
accion del aceite esencial de tomillo a 100 ppm, pero su inactivaciéon contribuye a la

muerte celular.
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Relacion intensidad

Microorganismo Tratamiento Danadas/Viables

B 0,722 = 0,276

N 1.554 = 0.096

L 1.385 = 0.342

Listeria innocua Etanol 1083 = 0.107

Cl=+ 1.382 = 0.146

P1+ 1.049 = 0.054

T1 1473 = 0.344

B 0490 = 0.218

N 1.399 = 0.614

L 0.791 = 0.326

Clostridinm Etanol LT 2 Bh
sporogenes

Cl+ 1.268 = 0.413

P1+ 1.415 = 0.693

T1 2388 = 0.505

Tabla 1: Relacion intensidad color RGB, a partir de histograma de microorganismos tefiidos con yoduro de
propidio (Pl) que corresponde a las células con dafio de membrana y SYTO9 que corresponde a células
viables

Efecto de potencial antimicrobiano de sustancias de naturaleza lipidica sobre

cinéticas de crecimiento de microorganismos patogenos sobre prototipo carnico

La densidad poblacional final de L. monocytogenes a 30°C (Figura 2a) present6 la mayor
inhibicion por la adicion de los tratamientos L y C2, seguida por los tratamientos T1 y N
sin diferencias estadisticas (P>0.05) entre si. Los tratamientos C1+ y P1+ no presentaron
actividad inhibitoria a esta temperatura. A 8°C en donde se imitan condiciones de abuso
de refrigeracion (Figura 2b) los tratamientos con mayor inhibicion de la densidad
poblacional final fueron C2, L y N sin diferencias (P>0.05), mientras que los tratamientos
T1, C1+, P1+ y P2 no presentaron inhibiciéon sobre este parametro de crecimiento.

Debido a las propiedades fisicoquimicas de los acidos grasos, éstos pueden actuar como
protonoforo en funcion de condiciones como el pH y la temperatura; asimismo acidos
grasos de cadena mediana como el acido caprico, presentan potencial antimicrobiano
asociado a su capacidad de interferencia con la sefial de transduccion y la disrupcion de
la membrana fosfolipidica, lo que frente al analisis de los parametros de crecimiento de L.
monocytogenes (Tabla 2), se muestra la inhibicion de velocidad especifica de crecimiento
(Mmax) por el almacenamiento en condiciones de abuso de refrigeracion 0.002h™ frente a
0.021h™" a 30°C en los tratamientos blanco (B). Para este microorganismo, la inhibicién
generada por la adicién de 200ppm de NaNO; a 30°C fue comparable con la presentada
por almacenamiento a 8°C. A 30°C el tratamiento L presenté la mayor inhibicion sobre

Mmax CONn valores negativos, seguido de los tratamientos T1, C1+ y P2 con valores
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negativos cercanos a 0. Por otro lado, a 8°C la inhibicion de umax para L. monocytogenes

estuvo dirigida a la adicion de Ny L.

A 30°C la adicion de C1+, P2 y T1 inhibieron la densidad poblacional al dia 14 de E. coli
hasta 3 Log UFC.g"' respecto al control negativo (B) sin antimicrobianos (Figura 3a). A
8°C a los 14 dias de almacenamiento el microorganismo fue inhibido completamente con
base en una concentracion inicial de 5 Log UFC.g™", y a los 21 dias por adicién de P1+ y
C2 (Figura 3b). Para este microorganismo la adiciéon de nitrito de sodio no presenté un

efecto inhibitorio a las dos temperaturas evaluadas.

En la tabla 2, se mostré amplia inhibicion en E. coli sobre pmax asociada a la temperatura
de almacenamiento a 8°C, en el tratamiento blanco (B) correspondié a -0.004h"' frente a
0.079h"" a 30°C, lo que indica alta sensibilidad de E. coli a bajas temperaturas de abuso
de refrigeracion a 8°C, donde se evidenci6 inactivacion del microorganismo. A 30°C la
adicion de nitrito presenté inhibicion de 97.5% en relacion al tratamiento blanco, asimismo

los tratamientos C1+ y P2 mostraron mayor inhibiciéon sobre pmax de E. coli (P<0.05).

S. aureus mostré descenso marcado en el crecimiento a partir del dia 3 a 30°C en los
tratamientos L, C2 y C1+, lo que podria indicar un efecto bacteriostatico por adicion de
acido caprico y lactato de sodio, con diferencia alrededor de 3 Log UFC.g"' respecto a los
controles con N y B. La tasa de inactivacién fue menor en los tratamientos P1+ y T1, y se
mantuvo el crecimiento del microorganismo para los tratamientos B, N y P2 (Figura 4a).
Por el contrario, a 8°C S. aureus, no mostré tendencia al decrecimiento (Figura 4b), sin
embargo, los tratamientos que presentaron mayor inhibicién fueron C2 y P1+, seguidos
por los tratamientos C1+, P2 y N. Para S. aureus la adicién de 200ppm de NaNO: (N) no
presentd un efecto significativo en la inhibicion de la concentracién microbiana tras 14
dias (336h) de almacenamiento a 30°C y 30 dias (576h) a 8°C.

La temperatura de almacenamiento fue un factor de alta influencia sobre pmax de S.
aureus, en donde a 8°C presentd pmax <0.0001h" y a 30°C fue 0.012. La adicién de N
mostra inhibicién alrededor de diez veces sobre el tratamiento B, sin embargo los
tratamientos T1, C2, C1+ y P1+ mostraron pmax negativas, este comportamiento podria
indicar un efecto bacteriostatico en S. aureus de NaNO, y un efecto bactericida generado
por la adicion de acido caprico y palmitato de sacarosa en combinaciéon con lactato de
sodio (Tabla 2).

Las dinamicas de crecimiento para Salmonella enteriditis (Figura 5a) mostraron la
disminucion alrededor de 1.5 Log UFC.g" tras las 6 primeras horas de almacenamiento a
30°C en el tratamiento C1+ y un periodo de mantenimiento a esta concentracion
bacteriana hasta dia 3 (72h), seguido de un incremento y posterior descenso; el

tratamiento C1+ presentd la menor densidad poblacional tras 14 dias de almacenamiento
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sin diferencias (P>0.05) con el tratamiento C2; este comportamiento se ratificé sobre pmax
, para los tratamientos C2, C1+ y P2, en donde los valores para este parametro fueron
negativos, mostrando un posible efecto bactericida. Sin embargo, la adicion de N

presento incremento de pPmax hasta 0.625h".

A 8°C en general el crecimiento de Salmonella enteritidis se mantuvo para todos los
tratamientos, y se presentaron pmax Negativas durante los 30 dias del experimento, con la
mayor inhibicién presentada por el tratamiento C2. La adicién de NaNO; no presenté un
efecto inhibitorio sobre la densidad poblacional de S. enteritidis, por el contrario
incremento su Pmax. Sin embargo, el analisis de parametros de crecimiento muestra alta
sensibilidad al almacenamiento bajo condiciones de abuso de refrigeracion para este

microorganismo (Figura 5b).

Se ratificd que la accién antimicrobiana de NaNO; esta centrada en la inhibicion de
Clostridium sporogenes, en donde tras 14 dias de almacenamiento a 30°C, presenté la
menor densidad poblacional. Sin embargo, la inhibicién de C. sporogenes para todos los
tratamientos no presento6 diferencias estadisticas (P>0.05) (Figura 6a), en el tratamiento

C1+ fue observado una disminucién a las 6 primeras horas de 0.5 Log UFC.g™".

No obstante, a 8°C (Figura 6b) los tratamientos C1+ y L presentaron la mayor inhibicion
de la concentracion de C. sporogenes posterior a 30 dias, sin diferencias entre si
(P>0.05); seguidos por el tratamiento P1+ que, en combinaciéon con la disminucién de la
temperatura, muestran un efecto bacteriostatico sobre el microorganismo. Los
tratamientos N, T1, P2 no presentaron inhibicion en la densidad poblacional del
microorganismo sin diferencias respecto a B (P>0.05).

Se observo que el efecto inhibitorio sobre C. sporogenes esta fuertemente ligado a la
adicién de lactato de sodio, sin diferencia con los tratamientos en combinacién con acido
caprico y palmitato de sacarosa a 100 ppm; asimismo, acido caprico y palmitato de
sacarosa puros a concentraciones de 200 ppm no presentaron efecto inhibitorio sobre la

concentracion del microorganismo tras 30 dias de almacenamiento.

Para C. sporogenes [max mostré inhibicién del crecimiento del microorganismo asociado a
la temperatura alrededor de 65.5% frente a la comparacion de tratamientos blanco, lo cual

esta asociado a la fisiologia de la bacteria.

A 30°C, NaNO; (N) mostro inhibicion de umax respecto al blanco (B), sin diferencias con
los tratamientos C2 y C1+. Igualmente, la adicion de tratamientos L y P1+ inhibio
alrededor de diez veces la umax de C. sporogenes. Sin embargo a 8°C la adiciéon de P2

aumenté la MPmax respecto al blanco; la inhibicién sobre la pmax de N fue igual
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estadisticamente para C2 y P1+ Para L pma, fue negativo lo que implica un efecto

bactericida sobre C. sporogenes.

Los tratamientos con acido céaprico solo y en combinacién con lactato de sodio,
presentaron potencial antimicrobiano frente a microorganismos Gram positivos y Gram
negativos; cuyo efecto depende de la estructura de la superficie de la membrana
bacteriana, debido a que las cadenas hidrocarbonadas de los lipidos se insertan en la
membrana generando perturbacion y permeabilidad. Por tanto, la membrana externa de
las bacterias Gram negativas funciona como una barrera contra los acidos grasos,
mientras que en las Gram positivas puede permitir la particion de los acidos grasos en la
membrana interna. Sin embargo, la tasa de disociaciéon del acido graso que afecta la

particion dentro de la membrana celular esta en funcién de las condiciones de pH.

Tempe - Clastdinin spoiggenes Eschenchia coh Sraphylococcus aw es Listena menocitegenes Salmenella enveidins
ey mz A EE R | pmg A EE K | oy A EE R | fua A EE K | pu A EE K
0,055 0269 07 | 007 0562 0664 | 0012 0315 0478 | oo 042 0904 | 0029 T3S 014 0874
N 0,034 0232 0394 | oow 0705 0024 | 0001 0,448 0.003 0267 0332 | vexs 0387 0874
L 0.002 0492 0087 | 0205 0756 0898 | 0016 1688 0504 0751 | 0355 0309 0919 | 0004 0665 0280
T 0,049 0201 0905 | 0001 LS 5,001 0388 0005 | 0,003 0350 0357 [ 0001 0311
v & 0038 0219 0818 | 013l 1205 0633 | 0,008 0635 0207 [ 0002 0607 0059 | -0.002 0.684
a- 0o 0218 07 | 000 077 0,004 062 0342 | g0 0399 0001 1028
B oo 0188 0561 | .0.001 1378 0000 0408 0.003 0469 0257 | HHE 0.289
PI- 0002 0302 0475 | 0130 1072 0778 | 9,003 0807 0303 | T 0334 0.003 0555 0283
B 0019 3162 0141 0890 [ 0004 0483 0853 | 0.000 0302 0002 0640 0380 | 0000 o8
N 9,001 034 0241 | 0005 0ssd 0355 | 0001 0158 0798 | 000 0928 0283 | 0002 057 0n
L 0,001 047 008 | 0001 0447 401 | 0001 o152 0369 | 0003 osos o | HOE 028
T 00 086 01 06 | 0l 1150 6060 0340 R £ 5002 082 036
§ @ 0,002 0376 0643 | 0008 0285 0951 | 0017 518 0050 0660 | 0.001 0391 0186 | 0,003 0107 0971
a- 00w 0195 0061 188 0008 1000 | 0017 0124 078 | g0l 0341 0433 | 0001 0622
13 0035 3272 0183 0867 [ 000 0508 0807 | 0001 067 o346 | MTIE 0.351 20001 0657 0107
Ple 0001 0150 0645 | 0.007 LOT1 0511 | 0002 e ons | MUSE 0486 G 0430

Tabla 2: Estimacion de parametros de crecimiento de patégenos a través de modelo de Baranyi. Velocidad

especifica de crecimiento (umax) [h™'], fase de latencia (A) [h], error estandar (E.E).

Fue evaluada la dinamica de crecimiento de microbiota nativa como recuento de aerobios
mesofilos, referido a microorganismos que pueden desarrollarse al vacio y posteriormente
crecer posterior a la apertura del envase simulando el almacenamiento generado por el
consumidor. En donde, el crecimiento de estos microorganismos que son habitantes
normales de las materias primas como carne en altas concentraciones; puede
relacionarse con el comportamiento de microbiota alterante con actividad lipolitica y

proteolitica.

Debido a las condiciones de coccién del producto (60°C por 1 min), fue posible analizar
en comportamiento en altas concentraciones de éstos microorganismos durante
almacenamiento. En almacenamiento a 30°C (Figura 7a) no se presentaron diferencias
significativas (P>0.05) entre los tratamientos N, B, C1+, L y T1; sin embargo los
tratamientos que presentaron inhibicién significativa sobre el crecimiento de aerobios

mesofilos fueron C2, P1+ y P2; estos resultados demuestran un efecto sinérgico de la
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combinacion de lactato de sodio y palmitato de sacarosa sobre la reduccién de aerobios
mesdfilos ; porque el efecto inhibitorio fue mayor al presentado por lactato de sodio, sin
diferencias significativas (P<0.05) entre concentraciones de 100 y 200ppm de palmitato

de sacarosa.

Respecto a las condiciones de almacenamiento a 8°C (Figura 7b) la adicion de nitrito de
sodio (N) y aceite esencial de tomillo (T1) no presenté un efecto inhibitorio, sin diferencias
(P>0.05) frente al tratamiento blanco (B). Los tratamientos que presentaron inhibicion
sobre la densidad de aerobios mesdfilos tras almacenamiento de 14 dias fueron P2, C1+

¥ L

La poblaciéon de aerobios mesdfilos a 30°C no presenté diferencias significativas (P>0.05)
entre los tratamientos B, N, L, C1+ y P1+; por otro lado los tratamientos T1 y P2
mostraron inhibicion sobre pmax alrededor de diez veces. El crecimiento de éstos
microorganismos presentd mayores Pmax €n los tratamientos C1+ y P2 con relacién a B
(Tabla 3).

Temge_{anua Tratamiento Facultauvos mesofilos psicrotolerantes _
¢ T A EE R*

B 0.010 0574 0.800

N 0.011 1267 0.493

L 0.012 1219 0,566

% Tl 0.009 0441 0.845

C2 0.152 1.287 0.634

Cl- 0.014 1616 0.489

P2 0.009 1,505 0.245

P1+ 0.011 1.745 0.315

B 0.005 1.340 0.561

0.004 1.468 0.442

L 0.003 1.446 0.337

8 T1 0.003 1,111 0,300

C2 0.004 1,587 0.399

Cl+ 0.036 1.060 0.670

P 0.026 1,156 0.780

P1+ 0.036 1.210 0,721

Tabla 3. Estimacion de parametros biocinéticos de cuenta total bacteriana (Facultativos mesdfilos
psicrotolerantes) a través de modelo de Baranyi. Velocidad especifica de crecimiento (umax) [h'], fase de
latencia (A) [h], error estandar (E.E).

Por la adicién de carvacrol L. monocytogenes aumentd el nivel de saturacion de los
acidos grasos de su membrana; mientras que los acidos grasos de E. coli aumentaron la
longitud de su cadena debido a la adicion de 40ppm de thymol y S. enteriditis aumenté la
concentracion de &acidos grasos insaturados y disminuyé la de Aacidos grasos

ciclopropanoicos tras la adiciéon de 40 y 70 ppm de carvacrol. De acuerdo con éstos
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resultados se asocié el incremento de los niveles de insaturacion de acidos grasos de
membrana independiente de la especie, a lo que se atribuyé la resistencia de los
microorganismos a la adicion de aceites esenciales y otras condiciones de estrés como
altas y bajas temperaturas, incremento de presion osmética, y estrés oxidativo.
Particularmente los microorganismos Gram (-) mostraron variacion de contenido de
acidos grasos ciclopropanoicos asociados a la estabilidad de las propiedades
estructurales y dinamicas de la membrana, donde la concentracion de acidos
ciclopropanoicos es proporcional con la fluidez y por tanto la tolerancia a factores de
distorsién. Para L. monocytogenes, E. coli y S. enteriditis presentaron como mecanismo
de respuesta a estrés el aumento de la longitud de cadena de acidos grasos y de
isomeros trans para compensar el efecto de fluidizacién proporcional con el aumento del
grado de insaturacion, relacionado con la supervivencia y adaptacion. Sin embargo L.
monocytogenes como consecuencia de la adicion de thymol no mostré aumento en la

longitud de la cadena.

Evaluaciéon de cambios en color sobre producto carnico con sustancias de
naturaleza lipidica

Los cambios en color fueron evaluados a 8°C durante 41 dias de almacenamiento, para
simular los cambios del producto generados en una temperatura de condiciones de abuso
de refrigeracién o refrigeracion comercial. Fueron evaluados de forma independiente los
cambios en la parte interna y externa de los prototipos salchicha. Las diferencias en color
fueron estimadas a través de distancias colorimétricas en la escala CIE LAB y reflectancia
entre 400 y 700 nm.

Para L* del dia 0 al 21 de almacenamiento no se presentaron diferencias significativas
(P>0.05) en la parte exterior del producto carnico, sin embargo, a partir del dia 30 los
tratamientos con mayor L* fueron P1+ y C1+, seguidos por los tratamientos N y L y con
menores valores P2, T1, B y C2; estas diferencias se mantuvieron hasta el dia 41 de
almacenamiento (Figura 8a). En la parte interna del producto (Figura 8b) se mantuvo la
tendencia de variacién de forma similar a las encontradas sobre el exterior del producto,
en donde los tratamientos con mayor L* siguen siendo P1+ y C1+, seguidos por L, C2, P2
y T1y finalmente N y B sin diferencias significativas (P>0.05).

El parametro a* que describe la variacion de colores verdes a rojos, cambidé de manera
importante en la parte exterior (Figura 9a) e interior (Figura 9b) del producto en funcién de
los tratamientos evaluados. Sobre la parte exterior del producto se observa una tendencia
al descenso en funcion del tiempo de almacenamiento. Es posible observar que tanto
para la parte interna como la externa del producto sin almacenamiento (tiempo Oh) los
tratamientos con adicion de 200ppm de NaNO2 (N), presentaron los menores valores

para a* sin diferencias significativas estadisticamente entre ningun tratamiento (P>0.05).
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Sin embargo, a partir del segundo dia de almacenamiento N presenté los mayores
valores de a* sobre la parte externa del producto, con diferencias significativas (P<0.05)
respecto a los otros tratamientos. A partir del dia 37, la variaciéon de a* en la parte externa
se mantuvo sin diferencias significativas entre los tratamientos N y L (P>0.05) hasta el dia
41. Finalmente los tratamientos C2, C1+, P1+ y T1 presentaron los menores valores del
parametro a* sobre la parte exterior e interior del producto sin diferencias significativas

respecto al tratamiento B (P>0.05).

Los cambios desde color azul a amarillo descritos por el parametro b* no variaron de
forma importante para los tratamientos evaluados, en donde no se presentaron
diferencias significativas para ningun tratamiento (P>0.05) hasta el dia 21 de
almacenamiento sobre la parte externa del producto (Figura 10a), sin embargo, en los
dias 37 y 41 b* no presento diferencias entre los tratamientos L, P2, C2 y P1+ frente al
control con NaNO2 (N). Adicionalmente, sobre la parte interna del producto el parametro
b* no presento diferencias significativas (P>0.05) entre los tratamientos durante el periodo

de evaluacién de 41 dias a 8°C (Figura 10b).

La variacion global de color (AE) indica las diferencias totales de color (Tabla 4), para el
tiempo O N presentd la menor AE respecto los otros tratamientos, tras 7 dias de
almacenamiento el tratamiento B presenté la menor AE, y N no presentd diferencias
respecto a los ofros tratamientos. Sin embargo, en los dias 30 y 41 se maximizaron las
diferencias sobre AE, en donde el B presenté la menor variacién, que es comparable con
tratamiento T1. Por otro lado, N presentd los mayores valores de AE similares a los

encontrados en los tratamientos C1+ y P1+.
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EXTERNO
Tratamiento 0 7 30 41
B 71.81 6881 68.32 69.16
N 67.61 71,01 72,92 73,92
L 68,33 7017 7214 71,99
T1 72,10 71.89 68,94 6878
2 72,32 71,27 69.27 70.13
Cl+ 70,01 71.14 74,58 73,38
P2 72,70 71,30 70,335 71.14
Pi+ 72,62 70,09 76,25 73,33
INTERNO
Tratamiento i 14 30 41
B 72,25 7033 70,99 70.77
N 70,25 70.09 71,38 71,55
L 71.49 7.2 72,50 71.94
T1 73.06 73.13 74,08 7435
2. 71.70 7165 72,63 72.01
Cl+ 74.10 72,25 74.56 76.07
P2 72,97 71.33 73.89 7242
Pl+ 72,65 69.90 77,38 7717

Tabla 4. Variacion global de color (AE) en la superficie externa e interna de producto carnico tipo salchicha.

Evaluacion de oxidacion lipidica sobre producto carnico con sustancias de

naturaleza lipidica (Malonaldehidos y otros aldehidos)

La figura 11a muestra la tendencia de generacion de mg de malonaldehidos por kg de
muestra a 8°C, en donde se observa como punto de inflexion el dia 17 a partir del cual
comienza la tendencia acelerada de productos de oxidacion que sobrepasan el limite
permisible para productos carnicos (2mg MDA/kg muestra), sin diferencias asociadas al
tratamiento; posterior a 41 dias de almacenamiento tampoco fueron observadas
diferencias significativas (P>0.05). De otro lado, la figura 11b que muestra la oxidacion
lipidica del producto tipo salchicha almacenado a 30°C, maximiza las diferencias
presentadas por los tratamientos, en donde el limite de 2mg MDA/kg muestra se alcanza
a los 14 dias, en donde tras este periodo de tiempo la mayor concentracion de
malonaldehidos fue presentada por los tratamientos N, B, L y T1 sin diferencias
significativas entre si (P>0.05); los tratamientos con menor oxidacion lipidica fueron: C2,
C1+, P2y P1+.

Con base en el modelo de Arrhenius, fueron determinadas las energias de activacion (Ea)
de la reaccion de oxidacion lipidica, de acuerdo con una cinética de primer orden (Tabla
5). Donde la Ea corresponde a la energia requerida para que se dé una reaccion, en este
caso la de oxidacioén, por tanto a mayores Ea el grado de espontaneidad de la reaccion

disminuye. Es asi como, los tratamientos con menores Ea correspondientes a N, C1+, P2
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y P1+ presentaran mayores oxidaciones lipidicas; mientras que tratamientos B, L y en
especial T1 presentaron menor taza de oxidacién lipidica, lo cual es concordante con la

actividad antioxidante reportada por el aceite esencial de tomillo.

Ea (kJ/mol)
B N L Td C2 Cl+ P2 Pl+
27.84 794 26.48 33.35 18.52 904 6.02 089

Tabla 5. Energias de activacion (Ea) de oxidacion lipidica para producto carnico tipo salchicha a diferentes

tratamientos
Conclusiones

- La inhibicién de la actividad ATPasa sobre L. monocytogenes por adicion de 1.5% de
lactato de sodio fue la mayor 44.1%, en los tratamientos P2 fue 19.7% y para T1 fue 19%,
donde la inhibicién de la actividad enzimatica podria relacionarse con la reduccion de
Umax. Palmitato de sacarosa a concentraciones subletales de 100 ppm aumenté la
actividad ATPasa, sin diferencias respecto al blanco, y redujo el efecto inhibitorio de

lactato, por estimulacion como respuesta al estrés moderado.

- La adicién de yoduro de propidio (Pl) permitio evaluar la integridad y poros generados
en la membrana celular, asi como el dafio subletal. Para L. innocua y C. sporogenes el
tratamiento N presenté la mayor proporcion de células dafiadas, seguido del tratamiento
T1. No obstante, los tratamientos L y P2 no presentaron proporcion de dafio en
membrana superior al blanco, pero presentaron la mayor inhibicion en la actividad
ATPasa, lo que puede atribuirse a la interaccion de palmitato de sacarosa y lactato de
sodio con la membrana celular, causando suficiente distorsién para dispersar la fuerza
motriz de protones a través de la liberacion de iones pequefios pero sin liberacion de
moléculas grandes como el ATP. Por otro lado, en el tratamiento P1+ no presentd un
efecto inhibitorio sobre los dos mecanismos evaluados, lo que podria relacionarse con
cambios en la resistencia y respuesta a estrés de L. monocytogenes/L. innocua generado

por la adicién de concentraciones subletales de 100 ppm de palmitato de sacarosa.

- Microorganismos Gram (+) como L. monocytogenes/L. innocua y C. sporogenes,
presentan como componentes mayoritarios de su membrana fosfatidilglicerol y
lisilfosfatidilglicerol, los cuales son fosfolipidos hidroxilados tipicos de patogenos, y que
presentan carga neta negativa a pH cercano a la neutralidad. Debido a que estos
fosfolipidos tienden a ser altamente electronegativos, esto explicaria el efecto

antimicrobiano asociado a las interacciones con el acido caprico y palmitato de sacarosa.

- La adicién de nitritos (200 ppm) no generd inhibicion sobre los microorganismos de

mayor prevalencia en Colombia, esto es, S. aureus, S. enteritidis y E. coli, ni sobre el
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crecimiento de microbiota nativa (aerobios mesofilos) que pueden ser considerados como
microorganismos alterantes que disminuyen la calidad del producto carnico y su vida util.
Lo anterior ratifica que el uso actual de NaNO; esta dirigido hacia el control de L.
monocytogenes y C. sporogenes., que pueden sobrevivir bajo otros sistemas de control
aplicados actualmente a nivel industrial (altas y bajas temperaturas de procesamiento,

amplia gama de desinfectantes)

- El tratamiento C1+, presentd inhibicion sobre S. aureus y E. coli, de alta prevalencia en

Colombia, asi como C. sporogenes y microbiota nativa.

- El tratamiento P1+, mostrd inhibicion sobre S. aureus, C. sporogenes, E. coli y

microbiota nativa.

- Se encontré6 que NaNO; no inhibié la generacion de compuestos secundarios de
oxidacion (malonaldehidos); los tratamientos C1+ y P1+ mostraron menor oxidacion
lipidica que NaNO;, sin embargo no pueden catalogarse como sustancias con potencial
antioxidante, porque la cinética de oxidacion lipidica fue mayor que para el tratamiento
blanco (B).

- Respecto a los cambios de color, las diferencias se maximizaron sobre la parte externa
del producto. Asimismo, los cambios se presentaron en funcién de L*y a* en donde los
tratamientos P1+ y C1+ mostraron los mayores valores para L* sin embargo N presento

los mayores valores sobre a* con diferencias significativas frente a otros tratamientos.

- La adicién de acido caprico a 200 ppm (C2) inhibié el crecimiento de L. monocytogenes

y S. enteritidis, en mayor proporcion que 200 ppm de NaNQ..

Evaluacion de sustancias de naturaleza lipidica y lactato de sodio, para aplicaciéon en
sistemas con concentraciones de proteinas y lipidos menores al 1% o sistemas no-
alimentarios.

» Lainhibicion generada por la adicion del acido caprico a 30, 50, 100 y 250 ppm no
presentd diferencias estadisticamente (P<0.05) con el control de NaNO,, la MCI
fue 10ppm de acido caprico sobre C. sporogenes.

e El acido linolénico no present6 efecto inhibitorio entre 10 y 100 ppm sobre los
microorganismos evaluados. En adicién, para Escherichia coli, Salmonella
enteritidis y S. aureus la adicion de acido linolénico tuvo efecto antagonista sobre

la inhibicién, anulando el efecto antimicrobiano del acido caprico.

e Se evidencié que el potencial antimicrobiano de palmitato de sacarosa se

relaciona en forma directa con su concentracion sobre C. sporogenes y L.
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monocytogenes; al combinarlo con lactato de sodio la inhibicion de C. sporogenes

fue aditiva.

E. coli presenté una extrema sensibilidad al palmitato de sacarosa sin diferencia
significativa con las concentraciones evaluadas (P<0.05), no obstante esta

bacteria no fue susceptible a lactato de sodio a 1.5%.

S. enteritidis y S. aureus no fueron susceptibles a la adicion de palmitato de
sacarosa. La inhibicién para S. aureus por combinacion de lactato de sodio 1.5% y
200 ppm palmitato de sacarosa aumenté significativamente (P>0.05). Palmitato de
sacarosa presentd un efecto antimicrobiano sobre C. sporogenes, L.
monocytogenes y E. coli, sin efecto sobre S. enteritidis y S. aureus, este

comportamiento indica que su accion no esta asociado a la fisiologia bacteriana.
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