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RESUMEN

En El Salvador muchas de las empresas de productos carnicos le adicionan
conservantes de origen quimico con el fin de prolongar el tiempo de vida en
anaquel, dichos conservantes se han estudiado y determinado que el consumo
excesivo de carnes que contienen algun tipo de estos conservantes quimicos
podrian generar complicaciones severas en la poblacion que los consume.

Ademas, existen muchos factores dentro de los supermercados, por ejemplo la
temperatura y las distintas formas de almacenamiento, que ponen en
decremento la calidad de la carne de res (chuleta) en anaquel permitiendo asi el
desarrollo de microorganismos patégenos.

Por lo que el interés cientifico de ésta investigacion, fue proponer una forma
mas natural para la conservacion de la carnes de res (chuleta) a través del
método de bioconservacién, que consiste en la aplicaciéon de bacterias acido
lacticas, que junto con el uso de refrigeracion, consigue aumentar la vida util e
inhibir el crecimiento de microorganismos patégenos.

Se determind la bioconservacién de carne de res (chuleta) con Lactobacillus
acidophillus sobre Salmonella spp. utilizando muestras de supermercado del
area dos, distrito dos de la zona metropolitana de San Salvador. Se realizaron
tres ensayos microbiolégicos a las muestras de carne de res (chuleta), variando
condiciones de temperatura y concentracion del Lactobacillus acidophillus y
Salmonella spp. Monitoreando cada 24, 48, 72 horas 8 y 15 dias, la presencia o
ausencia de Salmonella spp, recuento de Lactobacillus acidophillus, y

determinando el color y pH de las muestras de carne de res inoculadas.

Los resultados microbiolégicos de los ensayos demostraron que las

concentraciones 10% UFCQ y 10”7 UFC/4Q de Lactobacillus acidophillus lograron



inhibir el crecimiento de Salmonella spp 10° UFCA, y la temperatura optima
para que el Lactobacillus acidophillus 10° UFCQ ejerza su efecto
bioconservador es entre 0 a 4 °C (congelacién) y para la concentraciéon 107

UFCA de Lactobacillus acidophillus es entre 4 a 8 °C (refrigeracion).

Por lo que la bioconservacion es un método que puede ser utilizado para
disminuir el nUmero de bacterias patdégenas en la carne de res y se recomienda
promover el uso de bacterias acido lacticas como cultivo bioprotector para
extender la vida util de la carne de res fresca y seguridad microbiol6gica en la
conservacion de la carne comercial y sustituir los conservantes quimicos.

Los diferentes andlisis microbiolégicos fueron realizados en el Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud
(CENSALUD), de la Universidad de El Salvador en el periodo de Julio a
Noviembre del presente afio.
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l. INTRODUCCION

La carne de res por su contenido nutricional y su alto contenido de humedad,
esta considerada dentro del grupo de los alimentos altamente perecederos; sin
embargo, de acuerdo a sus caracteristicas particulares, el tipo de

microorganismos presentes puede variar.

Los microorganismos que alteran la carne pueden tener acceso a la misma por
infeccion del animal vivo (infeccién enddégena) o por contaminacion de la carne
postmortem (infeccién exdgena). Aunque ambas son de gran importancia, la
alteracion de la carne a consecuencia de la contaminacién exogena es la mas
frecuente, asi, el hombre puede sufrir graves infecciones o intoxicaciones por el
consumo de carne procedente de animales sanos. Uno de los microorganismos
patégenos no deseables que se puede desarrollar en la carne de res fresca por
contaminacion exogena y que es uno de los responsables de enfermedades

gastrointestinales en el hombre es Salmonella spp.

La conservacion se define generalmente como el método empleado para
preservar un estado existente o para prevenir posibles dafios debidos a la
accion de agentes quimicos (oxidacion), fisicos (temperatura y luz) o biolégicos
(microorganismos), pero las empresas estan abusando de los conservantes
guimicos como lo son nitritos, nitratos, sulfitos y bisulfitos, estos conservantes
tienen una cantidad limite para ser utilizada. Por lo que el uso prolongado de
estos conservantes quimicos puede causar enfermedades graves a los

consumidores.

Actualmente existen varios métodos muchos mas viables y naturales para
controlar los microorganismos patogenos y alterantes de la carne de res, pero
uno de los métodos que ha tomado mayor relevancia en los ultimos afios es la
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bioconservacion de alimentos que consiste en la aplicacién de bacterias acido
lacticas que junto con el uso de la refrigeracion, consiguen aumentar la vida util
mediante la produccion de acido lactico y compuestos secundarios que inhiben
el crecimiento de un microorganismo patdgeno, asi se puede garantizar la

calidad sanitaria de la carne de res fresca.

Esta investigacion se realizO en el area dos, distrito dos de la zona
metropolitana de San Salvador, en el que estan presentes ocho supermercados
de distintas cadenas comerciales que sera nuestro universo por lo que a criterio
de los autores se tomaran los ocho supermercados teniendo como referencia
gue estadisticamente cuando el universo es menor de treinta se muestrea en su
totalidad.

Se realiz6 un muestreo decisional a los ocho supermercados y se elegieron dos
muestras que fueron dos bandejas de carne de res (chuleta) cruda, por cada
supermercado, dispensadas en anaquel de facil acceso para los consumidores
gue se encontraron en bandejas desechables de durapax sin papel absorbente
y cubiertas con plastico para cubrir bandejas, cada bandeja contiene tres
chuletas de carne de res cruda con un peso aproximado de una libra, siendo un

total de dieciséis bandejas de carne de res (chuleta) cruda a analizar.

A las muestras se les realizé el siguiente tratamiento: por cada muestra de
supermercado (dos bandejas) se cortaron cuarenta y dos porciones de 25
gramos cada una, siendo 336 porciones en total de todas las muestras de los
supermercados, a los que se les determind inicialmente presencia o ausencia
de Salmonella spp, seguidamente se aislaron e identificaron y estandarizaron a
las concentraciones 10° y 10° UFC/mL, de la bacteria Salmonella spp.

presentes en las muestras analizadas.
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Luego se estandarizé el Lactobacillus acidophilus y Salmonella spp., a las
concentraciones de 103 y 10° UFC/mL, se inocularon con el Lactobacillus
acidophilus y Salmonella spp la porcidn de 25 gramos de carne de res (chuleta)
cruda y se realizaron conteos de Lactobacillus acidophilus, presencia o
ausencia de Salmonella spp, y se verifico el pH y color a las 24hr, 48hr, 72hr, 8
y 15 dias, todo esto para determinar la bioconservacion del Lactobacillus
acidophilus sobre Salmonella spp. utilizando sustrato de carne de res (chuleta).
Se compararon los resultados con el Reglamento Técnico Centroamericano
67.04.50:08 (Alimentos, criterios microbiolégicos para inocuidad de los
alimentos) que en el grupo 8, subgrupo 8.1.1 productos carnicos diferentes al
pollo tiene como requerimiento ausencia de Salmonella spp. El desarrollo
practico de esta investigacion se realizé en el Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD) de la

Universidad de El Salvador en los meses de Julio a Noviembre del afio 2015.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la bioconservacion del Lactobacillus acidophilus sobre

Salmonella spp. utilizando sustrato de carne de res.

2.20bjetivos especificos

221

2.2.2

2.2.3

224

2.2.5

Comprobar la ausencia o presencia de Salmonella spp. en carne de
res (Chuleta).

Aislar, identificar y estandarizar a 10% y 10° UFC/mL la bacteria

Salmonella spp.

Adicionar a la carne de res (chuleta), Lactobacillus acidophillus
previamente estandarizado a las concentraciones 103y 10° UFC/mL,

realizar conteos a 24, 48, 72 horas 8 y 15 dias.

Inocular Salmonella spp. en la carne de res (chuleta), incubar por
24, 48,72 horas 8 y 15 dias realizando identificacion de la cepa

patégena, (presencia 0 ausencia).

Determinar pH y el tiempo de vida en anaquel de la carne de res
(chuleta).



CAPITULO Il

MARCO TEORICO



20

3.0 MARCO TEORICO

3.1 MICROBIOLOGIA DE LA CARNE (9),(14),19)

La carne es la parte comestible de los musculos estriado esquelético (incluido el
tejido conectivo) de animales sacrificados en condiciones higiénicas y
humanitarias, proveniente de bovinos, ovinos, porcinos, caprinos y équidos, y
se aplica también a animales de corral, de caza, de pelo y plumas, y algunos
mamiferos marinos declarados aptos para el consumo humano. Otra definicion
es todas las partes de un animal que han sido dictaminadas como inocuas y
aptas para el consumo humano o se destinan para este fin. Ademas conocen
también otros significados como:

Carne cruda: Carne fresca, picada o separada mecanicamente.

Carne fresca: Carne que, aparte de haber sido refrigerada, no ha recibido, a los
efectos de su conservacion, otro tratamiento que el envasado protector y que
conserva sus caracteristicas naturales.

La masa interna de la carne no contiene microorganismos 0 €stos son escasos,
aun cuando eventualmente se han encontrado gérmenes en los nédulos
linfaticos, médula 6sea e incluso en el mismo musculo. En los linfonodos de los
animales de carnes rojas se han aislado estafilococos, estreptococos,
Clostridium y Salmonella. Sin embargo, la contaminacién mas importante es de
origen externo y se produce durante el desangrado, desuello y cuarteado, los
microorganismos proceden principalmente de las partes externas del animal

(piel, pezufia y pelo) y del tracto intestinal.

Los métodos humanitarios de sacrificio aprobados, ya sean mecanico, quimicos
o eléctricos, dan lugar a una contaminacion que debe controlarse mediante
buenas préacticas, habilidad y rapidez durante esta fase del proceso. En la
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superficie externa del animal, ademas de su flora natural existe un gran numero
de especies de microorganismos provenientes del suelo, agua, piensos y
estiércol, mientras que el intestino contiene los microorganismos propios de
esta parte del aparato digestivo. Los cuchillos, pafios, aire, manos y ropa del
personal pueden actuar como vehiculos de contaminacion. Durante la
manipulacion posterior de la carne puede haber recontaminacion, a partir de las
carretillas de transporte, cajas u otros recipientes, asi como de otras carnes
contaminadas, del aire y del personal. Durante el procesamiento de productos
elaborados con carne, ciertas maquinas como picadoras, embutidoras y otras,
pueden aportar microorganismos perjudiciales en cantidades importantes y lo
mismo puede suceder con algunos ingredientes de productos especiales, como

son los rellenos y especias.

Los microorganismos que alteran la carne pueden tener acceso a la misma por
infeccion del animal vivo (infeccién enddgena) o por contaminacion de la carne
postmortem (infeccién exdgena).

También es importante que los niveles de glucdégeno en los musculos de la
canal sean los mas altos posibles, con el fin de desarrollar la maxima cantidad
de &cido lactico en la carne. Este acido le da a la carne un pH ideal medido 24
horas después del sacrificio de 6,2 0 menos.

El &cido lactico en el musculo tiene el efecto de retardar el desarrollo de bacterias
gue contaminan la canal durante el sacrificio y el faenado. Estas bacterias
deterioran la carne durante su almacenamiento, especialmente en ambientes

célidos y la carne desarrolla olores desagradables, cambios de color y rancidez.
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Fuentes de contaminacion de la carne de res:
- Salud de los animales.
- Ambiente.
- Transporte.
- Utensilios.
- Procesado.

- Ser humano.

3.1.1 ALTERACIONES (9)(14)(19)(21)

Debido a la gran variedad de fuentes de contaminacion, los tipos de
microorganismos que suelen encontrarse en la carne son muchos. Son
especialmente importantes las especies de los géneros fungicos Cladosporium,
Sporotrichum, Geotrichum, Thamnidium, Mucor, Penicillium, Alternaria y
Monilia. A menudo se encuentran levaduras, especialmente las no esporuladas.
Entre las muchas bacterias que pueden hallarse, las mas importantes son las
degénero Pseudomonas, Alcaligenes, Micrococcus, Streptococcus, Sarcina,
Leuconostoc, Lactobacillus, Proteus, Flavobacterium, Bacillus, Clostridium,

Escherichia, Salmonellas y Streptomyces.

Las alteraciones en carne fresca suelen determinarse por un olor anormal y la
aparicion en la superficie de mucosidad, producidas por bacterias
principalmente: Pseudomonas, Aerobacter y Alcaligenes.

Estos defectos son debidos a cambios bioquimicos de los aminoéacidos libres,
nucleétidos y peptonas de la sangre que los microorganismos metabolizan
produciendo &cido sulfhidrico, amoniaco, indol, cadaverina y otras sustancias
de mal olor y consistencia viscosa caracteristica.

El pigmento es descompuesto debido al oxigeno del aire, la lipdlisis y la
presencia de compuestos flavinicos.
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Ejemplo de alteraciones:

Olor anormal, generalmente debido a bacterias aerobias en la superficie
de la carne.

Aparicion de mohos en la superficie con aspecto inicial de manchas.

Deterioro profundo por accibn de microorganismos anaerobios
facultativos.

Decoloracion causada por alteraciones de la mioglobina o del pigmento
muscular.

Cambio de color

Produccion de limo

Produccién de olores y sabores

Rancidez.

Estas alteraciones dependen de:

Numero y tipo de microorganismos.
De la temperatura.
Humedad relativa de la camara,

Caracteristicas de la carne y manejo.

La carne fresca se considera alterada cuando el nimero de microorganismos

oscila entre 108 y 108 unidades formadoras de colonia por cm*©.

2

3.1.2 Composicién de la carne(o)1)@s)

El 75% del masculo es agua por lo que su contenido de humedad es de 0.99,

en la que se encuentran gran variedad de sustancias que pueden promover el

desarrollo de microorganismos, el 2%corresponde a tejido conectivo, 11.5%

tejido miofibrilar, el 5.5% de sarcoplasmica, la grasa constituye el 2.5%, ademas

contiene carbohidratos como glucogeno 0.1% y glucosa 0.2% y acido lactico

0.9%, compuestos varios solubles como los nitrogenados (aminoacidos 0.35%,
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creatinina 0.55% y otros compuestos 0.75%), compuestos inorganicos como
potasio 0.35%, fosforo 0.20% y otros compuestos 0.10%. La carne posee
cantidades importantes de vitaminas B.

Valor del pH

El pH de la carne cruda varia entre 5,7 y 7,2, dependiendo de la cantidad de
glucégeno presente al efectuarse el sacrificio y de los cambios sufridos
después. Un pH mas alto favorece el desarrollo de la mayoria de los
microorganismos. Un pH mas bajo lo frena y a veces actla selectivamente,
permitiendo, por ejemplo, sélo el desarrollo de las levaduras.

El color de la carne: bases fisico-quimicas y factores.

El color de la carne depende de la cantidad y estado fisico de los pigmentos
musculares (principalmente la mioglobina, proteina ligada a la membrana
externa de las mitocondrias y del reticulo sarcoplasmico), de la estructura del
musculo (que adsorba o refleje mas o menos la luz y permita mas o menos
entrar al oxigeno).

El observador percibe el color de la carne como impresion global de la sintesis

de tres parametros que dependen a su vez de diversos factores (bioldgicos,
bioquimicos o fisico-quimicos):

1) Saturacion: Cantidad de pigmentos
2) Matiz: Estado quimico del pigmento.
3) Claridad

4) Estado fisico de la carne: ligado al pH dltimo, a la estructura de las proteinas
y a la cinética de instauracion del rigor mortis.
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Estado fisico-quimico del pigmento (mioglobina)

La mioglobina es una proteina sarcoplasmatica, relativamente pequefia,
portadora de oxigeno (PM: 16.700), sin que se hayan observado diferencias de
peso molecular en la mioglobina de las células musculares de las tres
principales especies de carniceria (bovino,ovino y porcino). Su funcion es la de

almacenar oxigeno y facilitar su transporte a las mitocondrias.

El color de la carne fresca también se ve influido por los diferentes estados
quimicos de la mioglobina. Se produce una interconversion continua entre las
tres formas béasicas del pigmento; asi, el color variard segun la proporcion
relativa y distribucion de estos pigmentos.

Tipos de pigmentos:

- Mioglobina reducida o desoximioglobina (hierro ferroso, Fe++), Mb. De
color rojo purpura, se encuentra en el interior de la carne, subsiste tras la
muerte por la propia actividad reductora del musculo.

- Oximioglobina o mioglobina oxigenada (hierro ferroso, Fe++), MbO2.
Formada cuando la Mb se pone en contacto con el aire con la consiguiente
oxigenacion del pigmento, tiene un color rojo brillante y es el color deseado por
el consumidor por lo que habra que intentar alargar su presencia.

- Metamioglobina o mioglobina oxidada (hierro férrico, Fe+++), MetMb. Se
forma por exposicion prolongada de la anterior al oxigeno o directamente desde
la mioglobina reducida cuando las presiones de oxigeno son bajas (alrededor
de 4 mm). Es de color marrén-pardo y motivo de rechazo por el consumidor (Si
supone mas del 20% del pigmento total en superficie.
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3.1.3 Empacado de productos carnicos (3)

La funcion de este envase es la de mantener la calidad de los productos hasta
gue estos son consumidos por el cliente, este periodo es conocido como tiempo
de vida de anaquel y es importante para determinar la manera en que el
producto debe ser comercializado.

Referente a los materiales de envasado, la Norma Salvadorefia Obligatoria:
Carne y Productos Carnicos. Embutidos Crudos y Cocidos (NSO 67.02.13:98),
hace referencia en el apartado 8.1 al material de los envases de los productos
carnicos. Textualmente la norma establece: “El material del envase no debera
alterar las caracteristicas del producto pudiendo ser de papel, carton, plastico o
de cualquier otro material que sea inocuo”. Lo que deja un espectro muy amplio
para la eleccion de los materiales. Se tiene que realizar la diferencia de los
materiales de envasado para los cortes y los materiales de embalaje secundario
para los embutidos.

Los materiales mas utilizados para el envase de la carne de res en los
supermercados en el pais son: durapax y plastico de polietileno (film adherente).

3.2 Salmonella spp. Microorganismo patégeno contaminante de la carne
de res.

3.2.1 TAXONOMIA (30)

Salmonella spp es un bacilo en forma de bastoncillo gram-negativo, anaerobio
facultativo, que pertenece a la familia enterobacteriaceae. Méviles que fermentan la
glucosa y manosa sin producir gas, pero no fermenta lactosa ni sacarosa; produce
sulfuro de hidrogeno (H2S) y no produce ureasa, con una estructura antigénica que
posee toxinas y factores de virulencia que se emplea como base para la
identificacién de sus miembros en serotipos. La estructura antigénica se clasifican

por medio de mas de 150 antigenos somaticos O termoestables
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(lipopolisacaridicos), mas de 100 antigenos K termolébiles (capsulares) y mas
de 50 antigenos H (flagelares). En Salmonella typhy los antigenos capsulares
se llaman antigenos V.

La clasificacion taxondémica de del genero Salmonella ha sido muy
problemética; se han descrito mas de 2,500 serotipos. Especies de salmonella:
de 1978 a 1992(Crosa, Brenner, Le Minor y Popoff): estudios de hibridacion de
ADN definieron dos especies, S. entérica y S. bongori.

3.2.2 HABITAT (30)

Las Salmonellas se encuentran de forma natural en el intestino del ser humano
y de los animales, por lo cual son patdégenos de manera regular para el hombre,
en el cual producen enteritis, infeccién general y fiebre intestinal.

Por lo que las heces son un foco de contaminacion de los alimentos.

La presencia de Salmonellas es la causa mas comun de las enfermedades
transmitidas por alimentos.

3.2.3 DEFINICION (13)(15)(30)

Cocobacilo de 1 a 3/0.4 a 0.7 p gram negativo, capsulado, no eporulado, movil
por flagelos peritricos, es lactosa (-), manitol (+) produce HZ2S, lisina
descarboxilasa (+), sensible al KCN.

Caracteristicas de cultivo. Facultativo, crece en medios simples a pH de 6 a 8,
temperaturas entre 15 a 41° C. se utilizan medios de enriquecimiento como el
caldo selenito o el caldo tetrationato.
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3.2.4 CARACTERISTICAS DE LAS COLONIAS (13)(15)(30)

En MacConkey: colonias pequefias, brillantes convexas, incoloras o palidas por
no fermentar lactosa.

En EBM: colonias pequenias, brillantes convexas, incoloras o pélidas por no
fermentar lactosa.

En SS: colonias son incoloras con produccion de Ac. Sulfhidrico (punto negro).
En agar sulfito de bismuto: colonias brillantes, convexas, de color negro por
reduccion del sulfito.

En XLD: colonias rojas lactosa negativas con produccién de H2S (punto negro).

3.2.5 EPIDEMIOLOGIA (30)31)

La distribucion de Salmonella en la naturaleza es muy extensa, practicamente
existe una para cada vertebrado; el origen fecal de las infecciones en el hombre
es por ingestion de agua o alimentos contaminados (exégena o endogena).

3.2.6 SINDROMES CLINICOS (30)(31)

Gastroenteritis (enterocolitis). Forma habitual de la salmonelosis con sintomas
gue pueden presentarse entre las seis a 48 horas después de la ingestion de
alimentos contaminados, con nausea, vomito, diarrea no sanguinolenta, fiebre
baja y dolor abdominal, suelen presentarse también mialgias y cefalea,
persistiendo por dos dias a una semana con resolucion espontanea (bacteremia
en 2 al 4% de los casos).

Septicemia. Todas las salmonellas pueden causarla pero sélo algunas como S.

Typhi, paratyphi, cholerasuis y S. dublin se han incriminado en caso de
septicemias con mas frecuencia.
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Fiebre entérica. Llamada también fiebre tifoidea, que es un cuadro septicémico
y la produce S. Thypa. Se calculan mas de 16 millones de casos al afio en el
mundo.

Una forma leve de la enfermedad se le llama fiebre paratifoidea y la producen:
S. paratyphi Ay S. Schottmuelleri (antes llamada S. paratyphi B), S. Hirschlfeldi
(antes llamada S. paratyphi C).

Presentan un periodo de incubacion de 10 a 14 dias, seguido de fiebre
remitente que aumenta progresivamente, exantema macupapular rosado,
estrefiimiento, bradicardia, cefalea, mialgias, hepatomegalia y esplenomegalia,
malestar general, incapacidad, anorexia durante una o dos semanas seguida de
sintomas gastrointestinales por una reinfeccion intestinal, las lesiones mas
frecuentes son hiperplasia y necrosis del tejido linfoide (placas de Peyer),
hepatitis, necrosis focal de higado, pulmones periosto y otros Organos,

colecistis, perforacion intestinal.

3.2.7 DIAGNOSTICO DE LABORATORIO 30)@31)

Coprocultivo con enriquecimiento en caldo selenito, caldo tetrationato,
hemocultivo o cultivo de médula 6sea, asi como urocultivo con pruebas
bioquimicas y serologia. Reacciones febriles de Nidal.

3.2.8 TRATAMIENTO 30)31)

Ampicilina, trimetropin-sulfametaxol, cefalosporinas, cloranfenicol; por la frecuente
resistencia a los antibiéticos mediados por plasmidos es recomendable hacer el
antibiograma en todos los casos. Cirugia para extirpacién de vesicula biliar solo en

caso de portadores manejadores de alimentos.
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3.2.9 PROFILAXIS (130)31)

Control total en el manejo higiénico del agua y de los alimentos, control de
excretas y de las aguas negras, lavado de las manos antes de preparar
alimentos, coprocultivo a manejadores de alimentos.

3.2.10 PARAMETROS DE CRECIMIENTO (13)(15)(30)(31)

Temperatura: Salmonella spp. puede crecer entre 7-49 'C, su crecimiento se ve
reducidoa < 15C.

pH: Salmonella spp. crece a un pH que varia entre 4-9, la tolerancia al acido
depende del tipo y tamafio del &cido al cual se expone el microorganismo, y por
factores como la temperatura y sustancias como los nitritos.

Condiciones atmosféricas: Salmonella spp se clasifica como anaerobio
facultativo. El crecimiento bajo atmdsferas de nitrégeno es ligeramente menor a
las condiciones aerobicas. Puede crecer de 8-11°C con concentraciones de 20-
50% de COz2, su crecimiento se ve retardado cuando hay un 80% de CO:2 en el
aire.

Actividad del agua (aw): Salmonella spp. puede multiplicarse en aw que van
desde 0.94 hasta 0.995 y puede persistir en alimentos con aw inferiores a 0.94

3.3 BACTERIAS ACIDO LACTICAS 8)(10)(22)

Las bacterias acido lacticas presentan en la actualidad un inmenso potencial
biotecnolégico, dada su presencia en multitud de procesos fermentativos de
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alimentos destinados al consumo humano (productos lacteos, vegetales, carnicos y
de panaderia, asi como bebidas alcohdlicas) y animal (ensilados). Estas bacterias
no soélo contribuyen al desarrollo de las caracteristicas organolépticas y reoldgicas
de los alimentos, sino que generan en los mismos ambientes poco favorables para
el desarrollo de microorganismos patdgenos debido a su marcada capacidad
antagonista, la cual favorece su proliferacion en el alimento en detrimento de
cualquier otro grupo microbiano presente en la materia prima (alimento crudo) o
gue contamine el producto posteriormente. Ademas de este importante papel en
procesos de bioconservacion, se ha podido comprobar que algunas cepas de
bacterias lacticas, entre ellas las del género Lactobacillus, son beneficiosas para la
salud, tanto humana como animal. Ambos efectos beneficiosos, ocasionados por
su capacidad antagénica, se basan en la produccion de &cidos organicos y otros
metabolitos inhibidores, entre los que cabe mencionar el peroxido de hidrégeno
(H202) y otros derivados del metabolismo del oxigeno, asi como compuestos
aromaticos (diacetilo, acetaldehido), derivados deshidratados del glicerol
(reuterina), enzimas bacterioliticas, bacteriocinas y otros. Las bacterias lacticas
pueden ser utilizadas en la prevencién y el control de determinadas enfermedades,
asi como en el mejoramiento de la calidad de conservacion de ciertos alimentos,
por lo que su valor radica en tener a disposicion sustancias procedentes de
microorganismos que sirvan como punto de partida para la obtencién de productos
biotecnolégicos aplicables a la solucion de problemas de la salud tanto humana

como animal.

3.3.1 CARACTERISTICAS DE LAS BACTERIAS ACIDO LACTICAS
LA FAMILIA LACTOBACILLACEAE@®)(10)(12)(16)

Las bacterias acido lacticas se ubican en la familia Lactobacillaceae, la cual se
caracteriza porque sus miembros pueden ser bacilos largos o cortos, aunque
también cocos que se dividen como los bacilos, solamente en un plano,
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produciendo cadenas o tétradas de forma ocasional y filamentos, falsamente
llamados ramificados. Estas bacterias son normalmente no motiles, aunque
también pueden serlo. Las especies motiles presentan flagelacion peritrica. Son
Gram positivas, con rara produccion de pigmentos, aunque unas pocas

especies los producen de color amarillo, naranja, rojo o pardo.

Las especies microaerdfilas raras veces lician la gelatina, sin embargo, las
anaerobias estrictas lo hacen mas comunmente. Presentan pobre o ningun
crecimiento superficial en cualquier medio. Los carbohidratos les resultan
indispensables para su buen desarrollo, pues los fermentan para dar lugar a
acido lactico (a veces con acidos volatiles), alcohol y diéxido de carbono (COz2)
como subproductos. No producen nitritos a partir de los nitratos, pero entre los
anaerobios estrictos hay algunas especies que reducen los nitratos y otras que
no se han probado con esta reaccién. Son microaeréfilas hacia la anaerobiosis.
Se encuentran regularmente en la boca y en el tracto intestinal del hombre y
otros animales, en alimentos y productos lacteos y en jugos vegetales

fermentados. Unas pocas especies son altamente patdégenas.

3.3.2 EL GENERO LACTOBACILLUS (8)10)(12)(16)

CARACTERES MORFOLOGICOS

El género Lactobacillus (lactis - leche; bacillus - pequefios bacilos) se caracteriza
por presentar células en forma de bacilos largos y extendidos, aunque con
frecuencia pueden observarse bacilos cortos o coco - bacilos coryneformes, lo cual
hace que se puedan confundir con géneros aislado habitualmente de materiales
clinicos. Estos bacilos se presentan comunmente formando cadenas y en general
son no motiles, pero cuando tienen motilidad es por la presencia de flagelacion
peritrica. Son gram positivos y solo las células muertas pueden dar resultados

variables a la tincion de gram. Ademas, no esporulan y algunas cepas
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presentan cuerpos bipolares que probablemente contengan polifosfato. Los
grandes bacilos homofermentativo presentan granulos internos revelados por
tincion de gram o por tincion con azul de metileno.

PARED CELULAR Y ULTRAESTRUCTURA

La pared celular de los lactobacilos, observada al microscopio electronico es
tipicamente gram positiva y contiene peptidoglicanos (mureinas) de varios
quimiotipos, de ahi que el peptidoglicano del tipo Lisina — D — Asparagina sea el
mas ampliamente distribuido. Esta pared también contiene polisacaridos unidos
al peptidoglicano mediante enlaces fosfodiéster, pero sélo presenta acidos
teicoicos relacionados a ella en algunas especies. También pueden apreciarse

al microscopio electrénico grandes mesosomas que caracterizan a este género.

CARACTERES CULTURALES Y DE LAS COLONIAS

Las colonias de Lactobacillus en medios sélidos son pequefias (2 - 5 mm),
convexas, suaves, con margenes enteros, opacas y sin pigmentos. Sélo en
algunos casos presentan coloracion amarillenta o rojiza. Algunas especies
forman colonias rugosas, otras, como Lactobacillus confusus, presentan
colonias viscosas por excepcion. Generalmente no presentan actividad
proteolitica ni lipolitica que pueda apreciarse mediante halos claros formados en
medios solidos que contengan proteinas o grasas. Sin embargo, muchas cepas
presentan ligera actividad proteolitica debido a proteasas y peptidasas ligada s
a la pared celular o liberadas por ésta, asi como una débil actividad lipolitica
debido a la accion de lipasas intracelulares.

Normalmente no reducen los nitratos, pero esta reaccion puede ocurrir en
algunos casos, cuando el pH esta por encima de 6,0. Los lactobacilos no lician
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la gelatina ni digieren la caseina, aunque muchas cepas producen pequefas
cantidades de nitrogeno soluble. Tampoco producen indol ni &cido sulfidrico (H2S).
Son catalasa negativos, pero algunas cepas producen la enzima pseudocatalasa
gue descompone el peroxido de hidrégeno. Son citocromo negativos, por la
ausencia de porfirinas; presentan una reaccion bencidina negativa. La produccion
de pigmentos por estas bacterias es rara y cuando ocurre, éstos pueden ser de
color amarillo o naranja hacia un tono ferroso o rojizo. Su crecimiento en medio
liguido se presenta a través de éste, aunque sus células precipitan rapidamente
después que el crecimiento cesa; dando lugar a un sedimento suave y homogéneo,
sin formacion de peliculas. En raras ocasiones este sedimento es granular o
viscoso. Los lactobacilos no desarrollan olores tipicos al crecer en medios
comunes, pero contribuyen a modificar el sabor de alimentos fermentados,
produciendo compuestos volatiles como diacetilo y sus derivados y hasta sulfuro de

hidrogeno (H2S) y aminas en el queso.

3.3.3. NUTRICION Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO (8)10)(12)(16)(18)

Los lactobacilos presentan particularidades para cada especie respecto a los
requerimientos nutricionales complejos para los aminoacidos, péptidos, derivados
de &cidos nucleicos, vitaminas, sales, acidos grasos o ésteres de acidos grasos y
carbohidratos fermentables. Requieren no soélo carbohidratos como fuentes de
carbono y energia, sino también: aminoacidos, vitaminas y nucledétidos.
Generalmente estos requerimientos variados suelen suplirse cuando el medio de
cultivo de los lactobacilos contiene carbohidratos fermentables, peptona, extracto
de carne y extracto de levadura, aunque una suplementacién con jugo de tomate,
manganeso, acetato y ésteres del acido oleico, especialmente Tween 80, resulta
estimulador y hasta esencial para muchas especies. Por eso, estos compuestos se
incluyen en el medio MRS. Existen especies que se adaptan a sustratos muy

particulares y necesitan factores de
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crecimiento especiales. Debido a que las bacterias &cidol acticas (BAL) poseen
requerimientos nutricionales y de crecimiento similares; su clasificacion se ha
tornado dificil por los métodos microbioldgicos tradicionales. El uso de pruebas
moleculares, basadas en secuencias de ADN ribosomal, para identificar las
bacterias aisladas de su ambiente natural, fue informado por Tannock.

Debido a la alta variabilidad de esta region entre especies, se emplea desde
hace algunos afios un método eficiente para la identificacion y deteccion
especifica de bacterias acido lacticas probiodticas, el cual resulta Gtil para una
mejor caracterizacion de las mismas, denominado PCR.

3.3.4 CONDICIONES ECOLOGICAS (8)10)(12)(16)(18)
pH

Los lactobacilos crecen bien en medios ligeramente acidos, con pH inicial de
6.5-4.5 y con uno Optimo de desarrollo entre 5.5 y 6.2. Su crecimiento cesa
cuando el pH alcanza valores desde 4 hasta 3.6 en dependencia de especies y
cepas y disminuye notablemente en medios neutros o ligeramente alcalinos.
Los lactobacilos son capaces de disminuir el pH del sustrato donde se
encuentran por debajo del valor 4.0 mediante la formacién de acido lactico. De
esta forma evitan o al menos disminuyen considerablemente el crecimiento de
casi todos los otros microorganismos competidores, exceptuando el de otras

bacterias lacticas y el de las levaduras.

3.3.5. NECESIDADES DE OXIGENO @2)a6)18)

La mayoria de las cepas de Lactobacillus son principalmente aerotolerantes; su
crecimiento 6ptimo se alcanza bajo condiciones microaerofilicas o anaerébicas y

se conoce que un incremento de la concentracion de CO2 (de aproximadamente
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5% o hasta el 10%) puede estimular el crecimiento, sobre todo en el caso del
crecimiento superficial sobre medios solidos.

3.3.6 TEMPERATURA DE CRECIMIENTO (12)(16)(18)

La mayor parte de los lactobacilos son mesdfilos (30 - 40°C), con un limite
superior de 40°C. Aunque su rango de temperaturas para el crecimiento oscila
entre 2 y 53°C, algunos crecen por debajo de 15°C y hay cepas que crecen por
debajo de 5°C. Otros crecen a temperaturas bajas, cercanas al punto de
congelacion (por ejemplo, los que habitan en carnes y pescados congelados).

Los llamados lactobacilos “termofilos” pueden tener un limite superior de

temperatura de 55°C y no crecen por debajo de 15°C. Adn no se conocen los
verdaderos lactobacilos terméfilos que crezcan por encima de 55°C.

3.3.7. METABOLISMO (18)

En su metabolismo, los lactobacilos van de la vida anaerobia a la aerobia. Estos
microorganismos carecen de sistemas de citocromos para ejecutar la
fosforilacion oxidativa y no poseen enzimas superoxido dismutasas ni catalasas.
Los miembros de este género transforman la glucosa y las hexosas aldehidicas
similares, los carbohidratos que producen estos azlcares simples y los
alcoholes polihidroxilicos en acido lactico por homofermentacion o bien, en
acido lactico y otros productos finales adicionales como acido acético, etanol,
diéxido de carbono, acido formico y acido succinico por heterofermentacion,
constituyendo al menos un 50% de los productos finales el acido lactico, el cual

usualmente no es fermentado.

Las principales vias de la fermentacién para las hexosas son: la de Embden -
Meyerhof, donde se convierte 1 mol de hexosa en 2 moles de acido lactico por
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fermentacion homolactica y la via del 6 - fosfogluconato, cuyo resultado es 1
mol de COz2, 1 mol de etanol (O de &cido acético) y 1 mol de &cido lactico, por
fermentacion heteroléctica. En condiciones aerobias, la mayoria de las cepas
reoxidan el NADH:2 utilizando el O2 como aceptor final de electrones, de modo
gue el Acetil - CoA no es, o al menos no es completamente reducido a etanol.
De esta manera, se forma ATP adicional por fosforilacion a nivel de sustrato, asi
como proporciones variables de acido acético y etanol, en dependencia del
suministro de Oxigeno. En cuanto a los niveles enzimaticos, los lactobacilos
heterofermentativos poseen fosfocetolasas, pero no FDP aldolasas, mientras

gue los homofermentativos poseen FDP aldolasas, pero no fosfocetolasas.

3.3.8. SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS Y DROGAS (9

Los lactobacilos son sensibles ante la mayoria de los antibioticos activos contra
las bacterias Gram-positivas. Se ha podido estudiar la sensibilidad de los
lactobacilos intestinales ante antibioticos empleados como aditivos alimenticios.

3.3.9. PATOGENICIDAD (18

Aparte de las caries dentales, la patogenicidad de los lactobacilos es rara;
aunque Ultimamente se han informado algunos procesos infecciosos en
humanos donde estos microorganismos se han encontrado involucrados. Tales
son los casos de abcesos, septicemias sistémicas y endocarditis bacterianas,
provocados por L. casei subsp.rhamnosus, L. acidophilus, L. plantarum y
ocasionalmente Lactobacillus salivarius. Sin embargo, las bases bioquimicas de

tal patogenicidad aun se desconocen.
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3.3.10. HABITAT (s)(18)

Los lactobacilos pueden encontrarse en productos lacteos, quesos, granos,
productos céarnicos o de pescado, agua, aguas cloacales, cervezas, vinos,
frutas y jugos de frutas, col y otros vegetales fermentados, ensilajes, masas
agrias y pulpas, aunque también forman parte de la flora normal de la boca, el
tracto gastrointestinal y la vagina de muchos animales de temperatura estable,
incluyendo al hombre. También pueden encontrarse en habitats secundarios
como los fertilizantes de origen organico. Algunas especies individuales se han
adaptado a determinados nichos ecoldgicos, que son de hecho sus habitats

naturales, siendo muy dificil encontrarlos fuera de éstos. (7)

3.4 BIOCONSERVACION DE LOS ALIMENTOS (11)(14)

La bioconservacion se refiere a la extension de la vida util de los alimentos y el
aumento de la seguridad microbiolégica usando una micro flora natural o
controlada y sus productos antibacteriales. La bioconservaciéon puede ser aplicada

en alimentos y especificamente en carnicos por cuatro métodos basicos:

Afadiendo un cultivo puro BAL viables productoras de bacteriocina. De esta
manera ofrece una forma directa de incorporar bacteriocinas en el alimento,
dependiendo su éxito de la habilidad del cultivo para crecer y producir
bacteriocina en el alimento bajo condiciones ambientales y tecnoldgicas
(temperatura, pH, aditivos, entre otros). En el caso de la carne, (que es un
alimento que no puede ser sometido a pasterizacion antes de la adicion de las
cepas iniciadoras), los cultivos bioconservadores o fermentadores deben ser
capaces de competir con la micro flora natural, no debe tener impacto en las
propiedades fisicoquimicas y organolépticas del alimento, no debe producir gas

ni exopolisacaridos para evitar el inflamiento en el empaque debido a la
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acumulacion de gases y la formacion de viscosidades en las superficies de la
carne.

Afiadiendo bacterias acidd lacticas mesdfilas como una proteccion contra el
abuso de temperatura. En este caso la cepa bioprotectora se mantendra en una
concentracion inicial en condiciones frias. Bajo condiciones de abuso de
temperatura, la cepa crecerd competitivamente frente a la bacteria patégena
evitando los peligros a la salud. En condiciones de abuso de temperatura el
cultivo protector puede incluso actuar como el deteriorante predominante,
asegurando que las bacterias patdégenas no crezcan y que el alimento se

deteriore para que no sea consumido.

Afadiendo preparaciones de bacteriocina cruda (extracto crudo), licor
fermentado o concentrados obtenidos por el crecimiento de BAL productoras de
bacteriocina en sustrato complejo. Este método evita el uso de compuestos
purificados que pueden tener regulacién legal y ahorra costos en la purificacion
de cada compuesto.

Adicionando sustancias antagonicas puras o semipuras como las bacteriocinas
producidas por BAL. Al usar este método la dosis de bacteriocina es mas
precisa y por ende mas predecible. Sin embargo la aplicacion se limita de
acuerdo a la regulacién de cada pais concerniente a aditivos en alimentos.

Las dos primeras metodologias podrian denominarse métodos in situ de
bioconservacion (por inoculacion del sistema alimenticio con la cepa productora de
bacteriocina en condiciones que favorezcan su produccion); mientras las dos
Ultimas serian metodologias ex situ (donde la bacteriocina es producida por fuera
del alimento en condiciones controladas y luego aplicada al alimento). En el caso
de usar sustancias antagonicas puras 0 semipuras, es necesario utilizar técnicas

de precipitacion de la proteina adaptadas a las condiciones de cada laboratorio,
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debe inicialmente estandarizarse la producciobn y precipitacion de la
bacteriocina, hasta garantizar su reproducibilidad antes de la aplicacion en
alimentos para asegurar una cantidad adecuada con suficiente poder inhibitorio.

La aplicacion de las metodologias de bioconservacién depende de las variables
tecnoldgicas a las que sean sometidas los cultivos, en los casos ex situ, la
produccion de bacteriocina puede llegar a ser una metodologia mas costosa ya que
no solo requiere de las cepas iniciadoras (microorganismos completamente
aislados), sino de medios de cultivo y equipos para el desarrollo de las cepas y
para la producciéon de la bacteriocina. Adicionalmente se debe garantizar la
actividad de cada extracto o de la bacteriocina e incluso puede llegar a ser
necesario determinar la concentracion minima inhibitoria contra patdgenos. La
utilizacion de estos sistemas de bioconservacion requiere en cualquier caso
estudios preliminares para determinar el comportamiento de las bacterias en el
medio de cultivo en que se desarrolla (curvas de crecimiento), y la estandarizacion

de las técnicas para lograr producirlas en cantidades suficientes.

La bioconservacion usando bacteriocinas producidas in situ, ofrece varias
ventajas comparadas a la produccién ex situ, concernientes al aspecto legal y
de costos. Disminuir los costos en los procesos biopreservativos puede ser
altamente atractivo, especialmente para economias pequefias y paises en
desarrollo, donde la seguridad alimenticia puede estar altamente comprometida.
La evaluacion del potencial bactericida de los extractos crudos de BAL sobre el
crecimiento de microorganismos deteriorantes y patégenos, ha presentado
resultados favorables, por lo que han sido recomendados recientemente por

varios autores como método de Bioconservacion en alimentos.
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3.4.1 FUNCION DE LAS BACTERIAS ACIDO LACTICAS Y SUS
METABOLITOS EN LA BIOCONSERVACION (4)22)

3.4.2 BACTERIAS ACIDO LACTICAS ()22

En cualquiera de los casos de biopreservacion mencionados anteriormente son
utilizadas las Bacterias Acido Lacticas (BAL) que comprenden un numero
elevado de bacterias gram-positivas cuya caracteristica comun es la produccion
de &acido lactico a partir de los carbohidratos. El grupo de bacterias lacticas
asociadas con los alimentos incluyen cocos de géneros: lactococcus
streptococcus, pediococcus, leuconostoc y bacilos de los géneros Lactobacillus

y Carnobacterium. (,14)

Este grupo de bacterias probablemente sea el mas abundante y difundido en la
naturaleza, debido a la capacidad que poseen de crecer en una variedad de
sustratos y en diversas condiciones biologicas. Dentro de las bacterias lacticas, el
grupo Lactobacillus es el mas importante y heterogéneo, incluyendo especies con
propiedades bioquimicas y fisiologicas muy diferentes. Las bacterias lacticas no
necesitan oxigeno para crecer, son tolerantes a la presencia de C (D2, nitritos,
humo y concentraciones de sal relativamente altas y toleran valores de pH bajos.
Por ello, las condiciones existentes en las carnes envasadas a vacio, en las
curadas y en los productos carnicos favorecen el crecimiento de estos
microorganismos. En la carne envasada al vacio los microorganismos dominantes

son Lactobacillus sp, Leuconostoc sp y Carnobacterium sp. 9.12)

La utilizacion de los carbohidratos disponibles en el alimento y la reduccion del
pH a causa de los acidos organicos producidos, son el principal mecanismo de
antagonismo microbiano de las bacterias lacticas. No obstante, estas bacterias
también producen otras sustancias antagonistas dentro de las cuales se
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destacan el diacetilo, peréxido de hidrégeno, acetaldehido, compuestos no
proteicos de bajo peso molecular y las bacteriocinas. (3.8,12)

Acidos orgénicos: Los &acidos organicos contribuyen al desarrollo de sabor, aroma 'y
textura de los alimentos, pero también a su estabilidad mediante la inhibicion de
microorganismos alterantes. La actividad antimicrobiana de los &cidos organicos y
del pH es complementaria, siendo la fraccion no disociada de los &cidos organicos
la que posee una mayor actividad inhibidora debido a su naturaleza lipofilica, ya
gue pueden atravesar la membrana celular y disociarse en el citoplasma. Estas
moléculas pueden ejercer dos efectos: por un lado interfieren con funciones
celulares, como puede ser la translocacion de sustrato y la fosforilacion oxidativa,
por otro lado, la disociacion de los acidos organicos provoca el incremento de
protones en el interior celular. Cuando la concentracion de protones excede la
capacidad tampon del citoplasma se transportan hacia el exterior mediante bomba
de protones, reduciendo de esta manera las reservas energéticas de la célula.
Cuando estas reservas se agotan, la bomba de protones se detiene y se provoca el
descenso del pH interno, lo cual causa a su vez desnaturalizacion de las proteinas
y desestabilizacion de otros componentes estructurales y funcionales de las

células, interfiriendo asi con la viabilidad. (12)

Las bacterias lacticas pueden sobrevivir y desarrollarse en presencia de pH
relativamente bajo a diferencia de otros grupos microbianos con metabolismo
respiratorio, pues poseen un sistema de transporte simultdneo de acido lactico y
de protones al exterior celular, que ademas de contribuir a la homeostasis del

pH interno, origina energia.
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3.4.3. COMPUESTOS PROTEICOS (22)

Entre los compuestos no proteicos que producen las BAL durante su
crecimiento se encuentra la reuterina. Esta sustancia a diferencia de las
bacteriocinas y el peréxido, solo se produce por Latobacillus reutery, aislado del
tracto gastrointestinal de personas y animales; su potencial toxico aun no se ha
evaluado, aunque por su naturaleza existen dudas acerca de su posible utilidad
en la industria alimentaria. Su actividad antimicrobiana es extraordinariamente
amplia, afectando a bacterias gram positivas, gram negativas, levaduras, mohos
y protozoos. La reuterina se forma durante la utilizacion anaerobia del glicerol e
inhibe la actividad de la enzima ribonucleétido reductaza involucrada en la

sintesis del DNA, lo que determina su amplio espectro antimicrobiano. ()

3.4.4. METABOLITOS DEL OXIGENO (22

El crecimiento de BAL en medios aerobios conduce a la formacion de varios
metabolitos del oxigeno como: peréxido de hidrégeno, aniones super 6xido y
radicales libres, que poseen un efecto bacteriostatico y bactericida frente a la
flora lactica y no lactica. El peréxido de hidrogeno (H202) funciona como un
oxidante produciendo radicales libres que atacan los componentes celulares
esenciales, lipidos, proteinas y DNA. La acumulaciéon del H202) en los medios
de cultivo, se debe a que las BAL, en general no poseen catalasa. El peréxido
de hidrogeno ha sido estudiado mas ampliamente en leche cruda, donde se
genera el sistema antimicrobiano "lactoperoxidasa”, sin embargo a pesar de su
potencial en la preservacién, es reconocida la poca viabilidad de este
compuesto en los alimentos, ya que puede tener efectos perjudiciales en su
calidad organoléptica causando rancidez de las grasas y reacciones de

decoloracion y enverdecimiento. (s)
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3.4.5 BACTERIOCINAS (1) (26)

Este es el metabolito sobre el cual se han centrado la mayor parte de estudios
en los ultimos afios, desarrollandose diversas investigaciones en torno a su
deteccion, produccion, purificacion, forma de accidén, caracterizacion
bioquimica, propiedades bactericidas, microorganismos inhibidos o sensibles y

aplicacion con éxito en la bioconservacion de alimentos.

El término bacteriocinogenicidad esta definido como la capacidad de las bacterias
de sintetizar y eliminar al exterior proteinas antagonicas de otros microorganismos,
por lo que se podria deducir que las BAL tienen esta caracteristica bien definida.
Las bacteriocinas son proteinas o péptidos bactericidas sintetizados en el ribosoma
de las BAL, la célula productora sintetiza una molécula que la inmuniza contra la
propia bacteriocina. La produccién ocurre de forma natural durante la fase
logaritmica del desarrollo bacteriano o al final de la misma, guardando relacion

directa con la biomasa producida.

Las bacteriocinas de bacterias lacticas son generalmente estables a pH acido o
neutro, indicando una adaptacion al entorno natural de las bacterias que las
producen. Ademas algunos extractos de Lactobacillus plantarum y Lactobacillus
brevis presentan estabilidad al calentamiento a 50 y 80 °C, propiedad que es
importante para asegurar el control de microorganismos en algunos procesos

de la industria alimentaria.

Algunos autores han considerado que el espectro de inhibicion de estas
proteinas es reducido, generalmente sobre microorganismos relacionados
taxonomicamente, de forma que presentan actividad bactericida solamente
frente a cepas sensibles.

La susceptibilidad de las bacterias Gram negativas a las bacteriocinas producidas
por las bacterias lacticas es mucho mas limitada y hasta hace poco no se
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conocian bacteriocinas producidas por bacterias lacticas de origen alimentario
activas naturalmente frente a bacterias gram negativas. La produccion de
bacteriocinas con un espectro de inhibicidn relativamente amplio, es propia de
bacterias de origen alimentario incluidas las de la carne y sus derivados.
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4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1 TIPO DE ESTUDIO

Campo: Se realiz6 una visita a los ocho supermercados que
corresponden al distrito dos de la zona metropolitana de San Salvador
para inspeccionar el tiempo de vida Gtil en anaquel y comercializacion de
las bandejas de carne de res (chuleta) cruda.

Experimental: Con las muestras recolectadas se realizaron analisis
microbiolégicos que permitieron comprobar la presencia o ausencia de
Salmonella spp y la bioconservacion de la carne de res (chuleta) cruda,
mediante la utilizacion de un probidtico Lactobacillus acidophilus, dichos
analisis se realizaran en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos del
Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD) de la
Universidad de El Salvador en los meses de Julio a Diciembre del 2015.

Prospectivo: Esta investigacion se constituira en un antecedente para
futuras investigaciones relacionadas en la teméatica.

4.2 INVESTIGACION BIBLIOGRAFICA.

Se consulté en las Bibliotecas:

“Dr. Benjamin Orozco” de la Facultad de Quimica y Farmacia,
Universidad de El Salvador (UES).

Biblioteca Central de la Universidad de El Salvador (UES).
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- Biblioteca de la Facultad de Ciencias Agronémicas, Universidad de El
Salvador(UES).

- Biblioteca de la Facultad de Ingenieria y Arquitectura, Universidad de El
Salvador(UES).

- Biblioteca P. Fiorentino Idoate, Universidad Centroamericana José
Simeodn Canas (UCA).

- Biblioteca Universitaria Hugo Lindo, Universidad Dr. José Matias Delgado.

- Internet.

4.3 INVESTIGACION DE CAMPO

Universo: Todas las muestras en bandeja de carne de res (chuleta) cruda,
distribuidas en los 8 supermercados del distrito dos de la zona metropolitana de
San Salvador.

Muestra: 16 muestras bandejas de carne de res (chuleta) obtenidas de los ocho
supermercados; a las que se les realiz6 el siguiente tratamiento: por cada
muestra de supermercado (dos bandejas) se cortaron cuarenta y dos porciones
de 25 gramos cada una, obteniendo 336 porciones en total de todas las muestras
de los supermercados, a éstas se les determind inicialmente presencia o
ausencia de Salmonella spp, seguidamente de las muestras analizadas se aislo,
identific6 y estandariz6 a las concentraciones 10% y 10° UFC/g, de la bacteria
Salmonella spp. y se inocul6 la carne de res chuleta con los microorganismos de
Lactobacillus acidophilus y Salmonella spp. a las concentraciones 10° y 10°
UFC/g. Se realizaron los analisis microbiol6gicos cada 24, 48, 72 horas 8 y 15

dias, en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos del Centro de Investigacion
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y Desarrollo en Salud (CENSALUD) de la Universidad de El Salvador en los
meses de Julio a Noviembre del afio 2015.

Muestreo: Se realiz6 un muestreo dirigido y puntual a los ocho supermercados
del &rea dos distrito dos de la zona metropolitana de San Salvador donde se
eligieron dos bandejas de carne de res (chuleta) cruda por cada supermercado,
gue estaban dispensadas en anaquel de facil acceso para los consumidores y
se encontraban en bandejas desechables de durapax sin papel absorbente y
cubiertas con plastico transparente, cada bandeja contenia un peso aproximado

de una libra con tres chuletas de carne de res cruda.

4.4 ESTUDIO PRELIMINAR (ver Anexo N°1y N°2)

Se pudo realizar un recorrido a los supermercados que se encuentran en el
area dos, distrito dos de la zona metropolitana de San Salvador y observar que
las muestras de carne de res (chuleta) cruda, no tienen proveedores distintos
de carne, por lo que las carnes que comercializan son de la carniceria de cada
supermercado, y que ademas estan dispensas en bandejas que contienen tres
porciones de chuleta en su interior con un peso aproximado de una libra y

exhibidas en anaquel al alcance del consumidor.

Cuadro N° 1: Lista de supermercados del Distrito Dos del area dos de la zona
metropolitana de San Salvador.

Nombre de Supermercado Sucursal Cadigo
Metro Sur SS001

Metro Centro SS002

SUper Selectos Miralvalle 1 SS003
Miralvalle 2 SS004

San Luis SS005

Gigante SS006

Los Héroes DJHO1

Despensa de Don Juan

Escalén Norte DJHO02
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4.5 PROCEDIMIENTO PARA EL MUESTREO)7)
4.5.1 DETERMINACION DE NUMERO DE SUPERMERCADOS (17

Esta investigacion se realiz6 en el area dos distrito dos de la zona metropolitana
de San Salvador, en el que estan presentes ocho supermercados de distintas
cadenas comerciales que seran el universo por lo que a criterio de los autores
se tomaron los ocho supermercados teniendo como referencia que
estadisticamente cuando el universo es menor de treinta se muestrea en su

totalidad. (Ver anexo N° 1)

4.5.2 DETERMINACION Y SELECCION DE LA MUESTRA@7)

Para determinar del nUmero de muestra por cada supermercado, se tomo a
criterio de los autores y debido a que no aplica otro muestreo estadistico,
seleccionar dos bandejas de carne de res (chuleta) que estaban colocadas en
bandejas de durapax sin papel absorbente y cubiertas con plastico para cubrir
bandejas, por cada supermercado. Cada bandeja contiene tres porciones de

chuleta con un peso total por bandeja aproximado de 1 libra. (ver Anexo N° 2)

Tabla N°2 Cantidad de muestra que se tomé por supermercado

Cdédigo de supermercado Muestras de carne

SS001

SS002

SS003

SS004

SS005

SS006

DJHO1

N DO N N DN N DN

DJEO2

TOTAL

[EEN
»
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4.6 IDENTIFICACION DE MUESTRA

Cada muestra se pudo identificar con sus datos completos: lugar de muestreo,
fecha, hora de toma de muestra, analisis requerido, nombre del muestreador y
temperatura a la cual se encontraba en la camara de refrigeracion del

supermercado donde se adquirié. (Ver Anexo N° 3)

4.7 TRANSPORTE DE LA MUESTRA

Las muestras se pudieron tomar y colocar en hieleras a una temperatura
aproximada de 2°C y se llevaron al laboratorio de alimentos en CENSALUD
donde se conservaron a temperatura de refrigeracion (4 - 8 °C) protegidas de la
luz para no alterar las caracteristicas propias de la carne de res (chuleta) cruda.

4.8 PARTE EXPERIMENTAL

4.8.1 PROCEDIMIENTO GENERAL PARA COMPROBAR LA PRESENCIA O
AUSENCIA DE Salmonella spp (Ver Anexo N°4 y N°5)s))31)

Esta prueba sirvi6 para comprobar la presencia o ausencia de Salmonella
spp en las muestras de carne de res (chuleta) al iniciar el analisis.

- Dilucién 101 Pesar asépticamente 25 g de la muestra en bolsa de polietileno

estéril. Adicionar 225mL del medio de pre-enriquecimiento estéril caldo
lactosado y mezclar durante un 1 min a 260rpm en stomacher. Transferir
asépticamente la mezcla homogeneizada a un recipiente estéril de boca ancha
con tapon de rosca y dejar incubando a 37°C durante 24 horas.

Pasadas las 24 horas de incubacion de los frascos de pre enriquecimiento,
agitar suavemente, luego preparar las siguientes diluciones.
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- Dilucién 10°2: Transferir 10mL con una pipeta estéril, de la dilucién 101 a un

frasco que contiene 90mL de solucion Caldo Lactosado (diluyente) vy
homogenizar durante 2 minutos.

- Dilucién10°3: Transferir 10mL con una pipeta estéril, de la dilucion 1072 a un
frasco que contiene 90mL de solucién Caldo Lactosado (diluyente). Agitar la

dilucion para homogenizarla.

- Dilucién 10" Transferir 10mL con una pipeta estéril, de la dilucion 1073 a un
frasco que contiene 90mL de solucion Caldo Lactosado (diluyente). Agitar la

dilucion para homogenizarla.

- Dilucién 107 Transferir 10mL con una pipeta estéril, de la dilucién 10% a un
frasco que contiene 90mL de solucion Caldo Lactosado (diluyente).Agitar la

dilucion para homogenizarla.
4.8.2 IDENTIFICACION DE Salmonella spp (ver Anexo N°6)3)@)@31)

- De cada una de las diluciones preparadas en el apartado 4.8.1, pipetear 1 mL
y colocarlo en caldo Tetrationato, y 0.1 mL en caldo Rapapport. Incubar a 35°C
+ 2 por 24 horas.

- Después de la incubacion distribuir 1 mL con la técnica de esparcido sobre
placas petri con agar Salmonella Shigella y XLD. Se incubo a 35°C + 2 durante
24 horas.

- Comprobar la presencia o ausencia para 24, 48,72 hr, 8 y 15 dias.

El crecimiento de colonias caracteristicas indica la presencia de Salmonella
spp. En Agar Salmonella-Shigella (SS): Las colonias caracteristicas son
traslucidas de color anaranjado claro con centro negro. Algunas especies de
Salmonella spp producen colonias incoloras, traslucidas.
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En Agar XLD: Las colonias son traslucidas con centro negro.

PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA LA IDENTIFICACION DE Salmonella spp
(ver Anexo N°7)@))@31)

- TSI

Inocular los tubos de TSI con aza de punta, introduciendo la punta hasta 5 mm
del fondo del tubo, retirar el aza de punta del fondo, estriando sobre la
superficie. Incubar a 24 horas a 37°C *1.

Observar el crecimiento en el medio de cultivo, la coloracion y ademas si hay
formacion de gas SH2.

- Reaccién de Indol

Sobre 1mL de medio de caldo triptéfano inocular las colonias del
microorganismo patdégeno de prueba.

Incubar a 37°C 1, durante 24 horas. Luego de la inoculaciéon afiadir 5 gotas de
reactivo de Erlich por la pared interior del tubo.

El desarrollo de un anillo color rojo en la interfase del reactivo y el caldo,
segundos después de afadir el reactivo indica la presencia de Indol y una
prueba positiva, si el anillo formado es amarillo o del mismo color que el
reactivo la prueba es negativa.

- Voger Proskauer

Inocular el caldo RMVP con las colonias del microorganismo patégeno de
prueba. Incubar a 37°C £1, durante 24 horas.

Luego de finalizado el tiempo de incubacion adicionar al tubo de ensayo 3 gotas
de Alfa-naftol + 2 gotas de hidréxido de potasio, luego agitar cuidadosamente el
tubo.
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Dejar reposar el tubo durante 10 a 15 minutos. El desarrollo de un color rojo
luego de 15 minutos indica prueba positiva la presencia de diacetilo.

- Rojo de Metilo

Inocular el caldo Rojo Metilo (MRVP) con las colonias del microorganismo
patégeno en estudio.

Incubar a 37°C +1, durante 48 horas.

Luego de finalizado el tiempo de incubacién agregar unas 1 o 2 gotas del
reactivo de Rojo de metilo.

La prueba es positiva si se desarrolla de un color rojo en el tubo. Esto indica
gue la produccién de acido es suficiente para producir el viraje del indicador y el
microorganismo fermenté la glucosa.

-  Prueba de Movilidad

Inocular la colonia del microorganismo patdgeno de prueba por punzada en el
agar MIO (Movilidad-Indol-Ornitina)

Incubar 24 horas a 37°C =1

Luego de la incubacion observar la movilidad de la bacteria en el medio de
cultivo inclusive mas alla de la punzada de siembra.

- Citrato

Inocular por estria el microorganismo patégeno de prueba sobre el agar
inclinado de Citrato.
Incubar a 37°C +1durante 4 dias.

La prueba es positiva cuando se observa crecimiento a lo largo de la estria,
acompafado o no de un viraje del indicador color azul.
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4.8.3 ESTANDARIZACION DE LA BACTERIA PATOGENA Salmonella spp
(Ver Anexo N°8))(26)

La estandarizacién de Salmonella se realiza por el método espectrofotométrico,
donde la turbidez de la suspension bacteriana se mide por espectrofotometria a
una longitud de onda de 580 nm.

Las diluciones se realizan con solucion salina estéril luego se mide el porcentaje
de tramitancia en el espectrofotometro, utilizando como blanco solucion salina
esteril.

Procedimiento:

- Tomar colonias de Salmonella spp aisladas de la carne de res (chuleta)
cruda en Agar TSA e incubadas durante 24 horas a 37°C.

- Preparar una solucion madre suspendiendo las colonias recuperadas de
Agar TSA y suspendidas en tubos de ensayo con solucion salina estéril.

- Realizar 5 diferentes diluciones a partir de la suspensién madre y tomar
lecturas del porcentaje de tramitancia de cada una, usar como blanco
entre cada lectura solucion salina estéril.

Tomar las lecturas del porcentaje de tramitancia como un parametro patron

para conocer la concentracion de 108 y 10° UFC/mL de Salmonella spp. en la
carne de res (chuleta).

4.8.4. PREPARACION DE LA CONCENTRACION DE Lactobacillus acidophilus
(Ver Anexo N°9y N°10)s)

El Lactobacillus acidophillus se hizo crecer en caldo MRS a 37°C por 48 horas
en atmosfera anaerdbica al 5% de COz2, para esto se realizo lo siguiente:
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- Pesar un gramo del polvo de la cepa Lactobacillus acidophilus, equivalente a

2.9x10 UFC/mML y transferir a un frasco que contiene 99 mL de caldo MRS
(diluyente) y homogenizar durante 2 minutos, diluciéon 1:100

- Transferir 1.0mL con una pipeta estéril, de la diluciéon 1:100 a un frasco que
contiene 99 mL de caldo MRS (diluyente) y homogenizar durante 2 minutos.

- Concentracion 10°: Transferir 1.36 mL con una pipeta estéril, de la dilucion
anterior a un frasco de 400 mL y llevar a volumen con caldo MRS (diluyente) y
homogenizar durante 2 minutos.

- Concentracién 10°: Transferir 1.0mL con una pipeta estéril, de la concentracion
105, a un frasco de 100 mL y llevar a volumen con caldo MRS (diluyente). Después

del periodo de incubacién, estandarizar a la concentracion 103 UFC/mL, en el
espectrofotometro realizando lecturas a 620 nm y 50% de tramitancia y para la

concentracién 10° estandarizar realizando lecturas en el espectrofotometro a
620 nm y 32% de tramitancia.

485 INOCULACION DE LA CARNE DE RES (CHULETA) CON EL
PROBIOTICO Lactobacillus acidophilus Y LA BACTERIA PATOGENA
Salmonella spp.(ver Anexo N°11)

Realizar la inoculacion de la bacteria patégena Salmonella spp a la carne de res

(chuleta) en caso que no esté con presencia de dicho patégeno. ( ver Anexo N°

4), si hay presencia de Salmonella spp, no se inoculara con el micoorganismo
patégeno (Salmonella spp.)

Pesar 25 g de cada una de las muestras analizadas para cada concentracion
(103 y 10° UFC/qg) y tiempo en el que se realizaran los analisis (24, 48,72 hr, 8y
15 dias). (Ver Anexo N°5)
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Agregar 1.0 mL a cada una de las porciones de carne de res (chuleta) de las

siguientes concenraciones 1073 y 10™ UFC/mL respectivamente del probidtico
Lactobacillus acidophilus estandarizado.

Tomar 1.0 mL del microorganismo patégeno Salmonella spp. estandarizado de

cada una de las concentraciones 107 y 10 UFC/mL, luego adicionar por

separado a las porciones de carne de res (chuleta) anteriores, en las mismas
diluciones.

Incubar a 4 °C y realizar conteos 24,48, 72 horas, 8 y 15 dias, para cada uno de
los microorganismos adicionados a la carne de res (chuleta).

4.8.6 RECUENTO DE Lactobacillus acidophilus EN MUESTRA DE CARNE
RES (CHULETA) (ver anexo N°13))@31)

Realizar el siguiente tratamiento de preparacion de la muestra (ver Anexo N°
13):
Dilucién 101 Pesar asépticamente 25 g de la muestra en bolsa de polietileno

estéril para trabajar. Adicionar 225mL del medio de pre-enriquecimiento estéril
Caldo MRS y mezclado durante un 1 min a 260rpm en stomacher. Transferir
asépticamente la mezcla homogeneizada a un recipiente estéril de boca ancha
con tapon de rosca

A partir de la disolucion anterior realizar una cascada de dilucion de la siguiente
manera:

- Dilucién 1072 Transferir 10mL con una pipeta estéril, de la dilucién 10t a un
frasco que contiene 90mL de solucion Caldo MRS (diluyente) y homogenizar
durante 2 minutos.

- Dilucién1073: Transferir 10mL con una pipeta estéril, de la dilucion 1072 a un
frasco que contiene 90mL de solucion Caldo MRS (diluyente). Agitar la dilucién

para homogenizarla.
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- Dilucién 10 Transferir 120mL con una pipeta estéril, de la dilucién 1073 a un
frasco que contiene 90mL de solucion Caldo MRS (diluyente). Agitar la dilucién
para homogenizarla.

- Dilucién 10 Transferir 10mL con una pipeta estéril, de la dilucion 10% a un
frasco que contiene 90mL de solucion MRS (diluyente). Agitar la dilucion para
homogenizarla.

De la diluciones 1071, 10'2, 10'3, 107, 10 transferir asépticamente 1 mL y
distribuir en una placa de petri estéril. (Realizado por duplicado).

A las placas de petri con el inéculo agregar 15 mL de Agar MRS, distribuyendo
homogéneamente el indculo por la técnica del ocho.

Incubar en jarra de Anaerobiosis a 37°C durante 72 horas.

Examinar las placas a investigar la presencia de colonias tipicas de
Lactobacillus: Colonias blancas.

Realizar conteos en un cuenta colonias, cada 24, 48, 72hr, 8 y 15 dias.

4.8.7 MEDICION DE pH (ver Anexo N°14)s)

- Tomar de la dilucién 1071 (ver anexo N°5)
- Calibrar el pH-metro modelo: GCP 22 CRISON

- Introducir el electrodo en buffer pH 7.0.

- Introducir el electrodo en buffer pH 4.0.

- Introducir el electrodo en la muestra de carne de res (chuleta)
previamente diluida.

- Anotar la lectura de pH, cuando la temperatura se encentraba de un
rango de 25 = 1°C.
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4.8.8 Determinacion de color Color
Color (Técnica color percibido)s)

Fundamento: Atributo de la respuesta. Luz percibida de un observador real al
estimulo de un sistema visual por la energia radiante.

Procedimiento

- Tomar 25 g de carne de res (chuleta) y colocarla en un vidrio reloj.

- Llevar la muestra a un espacio con suficiente luz.

- Observar y tomar nota del color percibido a las 24, 48, 72 horas 8 y 15
dias.



CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.0 CUMPLIMIENTO DE OBJETIVOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Se realizaron tres ensayos microbiologicos, cada uno con todas las
determinaciones descritas en el disefio metodolégico donde los resultados
obtenidos fueron los siguientes:

5.1 Primer ensayo

Se realizd un primer ensayo con la inoculacion del Lactobacillus acidophillus y
Salmonella spp a las muestras de carne de res (chuleta), cuyos resultados son
los siguientes.

5.1.1 Comprobacion de ausencia o presencia de Salmonella spp

De las 16 muestras recolectadas en los ocho supermercados seleccionados, se
realizo la comprobacion de ausencia o presencia de salmonella spp a la carne
de res (chuleta), basandonos en el cumplimiento de los criterios microbiol6gicos
para la inocuidad de alimentos del Reglamento Técnico Centroamericano
(RTCA) 67.04.50:08 Grupo de alimentos: carnes y productos carnicos,
subgrupo de alimentos: productos carnicos diferentes al pollo, (ver Anexo N°

15) por lo que los resultados obtenidos son los siguientes:

Tabla N°3 Resultado del analisis microbiolgico a la carne de res (chuleta),
presencia o ausencia de Salmonella spp.

CODIGO MUESTRA 1 MUESTRA 2
SS0001 Presencia Presencia
SS0002 Presencia Presencia
SS0003 Presencia Presencia
SS0004 Presencia Presencia
SS0005 Presencia Presencia
SS0006 Presencia Presencia
DJHO1 Presencia Presencia
DJHO02 Presencia Presencia
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Presencia o ausencia de Salmonella spp

120%

100%

100%

80%

60%

40%

20%
0%

0%
= Presencia = Ausencia

Figura N°1 Resultado del andlisis microbiolégico realizado a la carne de res
(chuleta), para comprobar presencia o ausencia de Salmonella spp.

En la Figura N° 1 se reflejan los resultados de la Tabla N° 3, donde se observa
gue luego de los andlisis realizados inicialmente en todas las muestras de carne
de res (chuleta), para comprobar la presencia o ausencia de Salmonella spp,
estd presente el microorganismo patdgeno Salmonella spp en el 100% de las
muestras analizadas y que basados en el Reglamento Técnico
Centroamericano (RTCA) 67.04.50:08 Grupo de alimentos: carnes y productos
carnicos, subgrupo de alimentos: productos carnicos diferentes al pollo, (ver

Anexo N° 15), no cumple lo establecido.

5.1.2 Aislamiento, identificacion y estandarizacion de Salmonella spp a las

concentraciones 103 y 10° UFC/mL.

Con base en los resultados en cada una de las muestras analizadas, se aislo
identifico y estandarizé Salmonella spp. siguiendo los procesos establecidos en
la metodologia (ver numeral 4.8.1), los resultados obtenidos fueron los

siguientes:
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Tabla N° 4: Resultados del aislamiento e identificacién de Salmonella spp.

Salmonella spp Porcentaje
Salmonella spp 100%
Otro 0%
TOTAL 100%
Salmonella spp
100%
80%
60% B Muestras
40% positivas
20%
0%
Muestras
Muestras positivas negativas

Muestras negativas

Figura N°2 Resultados del aislamiento e identificacion de Salmonella spp, del
analisis microbiolégico realizado a la carne de res (chuleta).

La figura N°2 refleja los resultados de la tabla N°4, demuestra que el tipo de
Salmonella spp aislada e identificada siguiendo los procedimientos
establecidos en los procesos de la metodologia (ver numeral 4.8.1), de cada
una de las muestras de carne de res (chuleta), corresponde con un 100% a

Salmonella spp debido a las caracteristicas observadas por dichos analisis.
(Ver Anexo N°16).
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5.1.3 Estandarizacién del microorganismo patégeno Salmonella spp de
una cepa de laboratorio.

La estandarizacion de Salmonella spp se realizé de acuerdo a lo descrito en la
metodologia (ver numeral 4.8.3.) Los resultados obtenidos con esta

estandarizacién se presentan en la tabla N°5.

Tabla N°5 Resultados de la estandarizacién de Salmonella spp

Absorbancia: 580 nm
Concentracion 103 UFC/mL Concentracién 10° UFC/mL
Absorbancia Conteo Absorbancia Conteo
obtenida UFC/mL obtenida UFC/mL
0.304 1.9 x 105 0.506 2.3x10°
0.298 2.4 x10° 0.489 2.1 x10°
0.278 1.9 x 105 0.499 1.9 x 108

5.1.4 Estandarizacion de Lactobacillus acidophilus y posterior adicién a la
carne en concentraciones de 103,10° UFC/mL, realizando conteos 24,
48, 72 horas, 8 y 15 dias.

La estandarizacion del Lactobacillus acidophillus se realiz6 de acuerdo a lo
descrito en la metodologia (ver numeral 4.8.4). Los resultados obtenidos con

esta estandarizacion se presentan en la siguiente tabla:
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Tabla N°6 Resultados de la estandarizacién de la suspensién de Lactobacillus
acidophillus por espectrometria.

Absorbancia: 620 nm
Concentracion 103 UFC/mL Concentracién 10° UFC/mL

Absorbancia Conteo Absorbancia Conteo
obtenida UFC/mL obtenida UFC/mL
0.278 2.1 x 108 0.486 1.3x 108
0.295 3.6 x 10° 0.493 2.1 x10°
0.280 2.4 x10° 0.478 1.5x 108
0.271 1.6 x 10° 0.503 2.0 x 10°
0.282 2.7 x 10° 0.491 1.8 x 108

5.1.5 Inoculaciéon de Lactobacillus acidophillus a las concentraciones 108

y 10° UFC/mL a las muestras de carne de res (chuleta).

Se realiz6 la inoculacion a las muestras de carne de res (chuleta) adicionando
1.0 mL de la suspensibn de Lactobacillus acidophillus a diferentes
concentraciones y realizando conteos a las 24, 48, 72 horas 8 y 15 dias,
siguiendo los procesos descritos en la metodologia (ver numeral 4.8.5). Los
resultados obtenidos con la inoculacion estan resumidos en la tabla N°7.
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Tabla N°7 Resultados del recuento de Lactobacillus acidophillus a las concen-
traciones 103y 10° UFC/mL

Tiempo Promedio de Concentracion | Promedio de Concentracion
10° UFC/mL 10° UFC/mL
24 hr 5.1x10% 5x10°
48 hr 3.4x10* ox10°
72 hr 2.50x102 0
8 dias 0 0
15 dias 0 0
COMPARACION DE CONCENTRACION 102 Y 10° DEL
Lactobacillus acidophilus
5000000
4500000
g 4000000
o 3500000
é 3000000
E 2500000
i 2000000
© 1500000
9 1000000 ‘
500000
0 A A A
24Hr 48Hr 72Hr 8Dias 15Dias
TIEMPO

‘g 3
- Concentraciéon 10 -

Concentracién 10°

Figura N°3 Resultado de la comparacién del recuento de las concentraciones
10° y 10° UFC/mL de Lactobacillus acidophillus.
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5.1.6 Inoculacién de la bacteria Salmonella spp. En carne de res (chuleta) y
posterior incubacion por 24, 48, 72 horas, 8 y 15 dias realizando

identificaciéon de la cepa patdégena(presencia o ausencia).

Tabla N° 8 Resultado de la presencia o ausencia de Salmonella spp en las

muestras de carne de res (chuleta) inoculadas con Salmonella spp.

Tiempo Promedio de Concentracién 103 Promedio de Concentracién 10°
UFC/mL UFC/mL
24Hr Presencia Presencia
48Hr Presencia Presencia
72Hr Presencia Presencia
8Dias Presencia Presencia
15Dias Presencia Presencia

Comparacion de crecimiento de Salmonella spp

120000

100000
80000
60000
40000
20000

24 Hr 48 Hr 72Hr 8 Dias 15 Dias

Salmonelfa spp

B Concentracion 106  ® Concentracion 10~7

Figura N°4 Resultado de la comparacién del recuento de la presencia o ausencia

de Salmonella spp en las muestras de carne de res (chuleta).
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La Figura N°4 refleja los resultados de las Tablas N°7 y N°8, por lo que al
comparar las muestras de carne de res (chuleta), que fueron inoculadas a las
concentraciones 10% y 10° UFC/mL tanto del Lactobacillus acidophillus como de
Salmonella spp. que luego se colocaron en refrigeracion a una temperatura de 4-
8°C para simular el ambiente de almacenamiento en los supermercados, los
resultados obtenidos demuestran que el Lactobacillus acidophillus no presenté
crecimiento después de las 72 horas y que ademas la presencia de Salmonella
spp, se mantuvo hasta los 15 dias. A partir de estos resultados se puede inferir
que probablemente la cantidad de bacteriocinas producidas por las bacterias
acido lacticas fueron insuficientes para inhibir al patdgeno que estaba en una

concentracion mayor.

5.1.7 Determinacion de pH, caracteristicas organolépticas (color) y su
tiempo de vida en anaquel de la carne de res (chuleta).

Tabla N°9 Resultados de la determinacion de pH.

TIEMPO CONCENTRACION 10° DEL CONCENTRACION 10° DEL
Lactobacillus acidophillus Lactobacillus acidophillus
24 Hr 5.93 5.93
48 Hr 5.77 5.79
72 Hr 551 5.59
8 DIAS 5.02 5.16
15 DIAS 4.78 4.84
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pH DE LAS CONCENTRACIONES 102Y 10% DE Lactobacillus
acidophilus

72 Hr 8 DIAS 15 DIAS
TIEMPO

m CONCENTRACION 103 mCONCENTRACION 105

Figura N°5 Resultado de la comparacion de los resultados de pH de las
concentracion 103 y 10°.

La figura N°5 es el resultado de los datos obtenidos en la tabla N° 9 y muestra
que los valores de pH disminuyeron considerablemente en ambas
concentraciones durante los 15 dias del estudio, debido a los compuestos
producidos por las bacterias acido lacticas como son: acido lactico, acido
acético, peréxido de hidrogeno y sustancias antimicrobianas ( bacteriocinas)
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Tabla N°10 Resultados de las caracteristicas organolépticas (color)

concentracién 103UFC/mL de la carne de res (chuleta)

Tiempo Color rojo (%) Color verde-azul (%) Total (%)
24 horas 100 0 100
48 horas 87.5 12.5 100
72 horas 56.25 43.75 100

8 dias 6.25 93.75 100
15 dias 0 100 100

120%

100%

80%

60%

40%

20%

0%
24 horas 48 horas 72 horas 8 dias 15 dias

——colorrojo —— color verde-azul

Figura N° Resultados de las caracteristicas organolépticas (color)

concentracion 103 UFC/mL.
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Tabla N°11 Resultados de las caracteristicas organolépticas (color)

concentracién 10°UFC/mL

Tiempo Color rojo (%) Color verde-azul (%) Total (%)
24 horas 100 0 100
48 horas 93.75 6.25 100
72 horas 62.5 37.5 100

8 dias 6.25 93.75 100
15 dias 0 100 100
120.00%
100.00% ~—
80.00% h N
60.00% h \\“
40.00% : \
20.00% : K“\v
0.00% i
24 horas 48 horas 72 horas 8 dias 15 dias
Color rojo Color verde-azul

Figura N°7 Resultados de las caracteristicas organolépticas (color) a la

concentracion 105 UFC/mL.

Las figuras N°6 y N°7 ejemplifican el resultado de los datos obtenido de las
tablas N°10 y N°11 El color percibido en las muestras de carne de res (chuleta)
del primer ensayo se vio alterado, producto del aumento del microorganismo
patdégeno Salmonella spp, que favoreciéo que la cantidad de mioglobina (que

determina el color de la carne) disminuyera, debido que la mioglobiana se
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convirti6 a sulfamioglobina y se formd color verde-azul, caracteristica de
alteracion en las carnes por patdogenoso)es). El color en las muestras de carne
de res (chuleta) analizadas mediante los procesos especificados en la
metodologia (ver numeral 4.8.8), cambiaron de color pasando de un rojo intenso

a un verde-azul en un 100% que es un indicativo de la calidad de la carne.

5.2 Segundo ensayo

Con base en los resultados obtenidos en el primer ensayo se procedio a realizar

un segundo ensayo, donde se inocularon las muestras de carne de res (chuleta)
solamente con Lactobacillus acidophillus a las concentraciones de 109 y 10’
UFC/mL debido a que en la carne de res (chuleta) estaba presente el
microorganismo patdégeno Salmonella spp en la concentracion 10° UFC/mL y

los resultados obtenidos son los que se muestran a continuacion.

5.2.1 Comprobacién de ausencia o presencia de Salmonella spp

De las 16 muestras recolectadas en los ocho supermercados seleccionados, se
realizo la comprobacion de ausencia o presencia de Salmonella spp a la carne
de res (chuleta), basandose en el cumplimiento de los criterios microbiolégicos
para la inocuidad de alimentos del Reglamento Técnico Centroamericano
(RTCA) 67.04.50:08 Grupo de alimentos: carnes y productos carnicos, subgrupo

de alimentos: productos cérnicos diferentes al pollo, (ver Anexo N° 15) por lo que

los resultados obtenidos son los siguientes:
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Tabla N°12 Resultado del analisis microbiologico a la carne de res (chuleta)

presencia o ausencia de Salmonella spp.

CODIGO MUESTRA 1 MUESTRA 2
SS0001 Presencia Presencia
SS0002 Presencia Presencia
SS0003 Presencia Presencia
SS0004 Presencia Presencia
SS0005 Presencia Presencia
SS0006 Presencia Presencia
DJHO1 Presencia Presencia
DJHO02 Presencia Presencia

Presencia o ausencia de Salmonella spp
120%
100%
100%
80%
60%

40%

20%
0%

0%
m Presencia = Ausencia

Figura N° 8 Resultado del analisis microbiolégico realizado a la carne de res
(chuleta), para comprobar presencia o ausencia de Salmonella
Spp.p.

La figura N° 8 refleja los resultados de la tabla N° 12, donde se observa que

luego de los analisis realizados inicialmente en todas las muestras de carne de
res (chuleta), para comprobar la presencia o ausencia de Salmonella spp, esta
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presente el microorganismo patdégeno Salmonella spp en el 100% de las
muestras analizadas y que ademas en base al Reglamento Técnico
Centroamericano (RTCA) 67.04.50:08 Grupo de alimentos: carnes y productos

carnicos, subgrupo de alimentos: productos carnicos diferentes al pollo, (ver

Anexo N°15 ), no cumple lo establecido.

5.2.2 Aislamiento, identificacion y estandarizacién de Salmonella spp a las

concentraciones 103 y 10° UFC/mL.

Con base en los resultados anteriores (ver tabla N°12 y figura N° 8) en cada una

de las muestras analizadas que resultaron con presencia de Salmonella spp, se
aislaron identificaron y estandarizaron siguiendo los procesos establecidos en la
metodologia (ver numeral 4.8.2), los resultados obtenidos son los siguientes:

Tabla N° 13 Resultados del aislamiento e identificacién de Salmonella spp.

Salmonella spp Porcentaje
Salmonella spp 100%
Otro 0%

TOTAL 100%
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Figura N°9 Resultado del andlisis microbiolégico realizado a la carne de res
(chuleta), para comprobar presencia o ausencia de Salmonella
spp.

La figura N°9 refleja los resultados de la tabla N° 13, demuestra que el tipo de

Salmonella spp aislada e identificada siguiendo los procedimientos establecidos
en la metodologia (ver numeral 4.8.2), de cada una de las muestras de carne de
res (chuleta), corresponde con un 100% a Salmonella spp. (Ver Anexo N°17).

5.2.3 Estandarizacién del microorganismo patégeno Salmonella spp
presente en la carne de res (chuleta)

La estandarizacion de Salmonella spp se realizé a las muestras de carne de res

(chuleta) que fueron aisladas e identificada, segn lo obtenido en la Tabla N°13

y de acuerdo a lo descrito en la metodologia (ver numeral 4.8.3) Los resultados

obtenidos con esta estandarizacién se presentan en la tabla N°14.
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Tabla N° 14 Resultados de la estandarizacién de Salmonella spp. que contiene
la carne de res (chuleta)

Absorbancia: 580 nm
Concentracién 10° UFC/mL
Absorbancia obtenida Conteo UFC/mL
0.495 1.3 x10°
0.492 2.1x10°
0.486 1.5 x10°
0.501 2.0x10°
0.489 1.8 x 10°

Segun la tabla N° 14 los resultados demuestran que las muestras de carne de
res (chuleta), que fueron aisladas e identificadas, tienen una concentracion igual

a 10°UFC/mL, y no tienen la concentracion 103UFC/mL que se buscaba.

5.2.4 Estandarizacion de Lactobacillus acidophilus y posterior adicion a la
carne en concentraciones de 108,107 UFC/mL, realizando conteos 24,
48, 72 horas, 8 y 15 dias.

La estandarizacion del Lactobacillus acidophillus se realiz6 de acuerdo a lo
descrito en la metodologia (ver numeral 4.8.4). Los resultados obtenidos con
esta estandarizacion se presentan en la tabla N°15
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Tabla N°15 Resultados de la estandarizacién de Lactobacillus acidophillus a las
concentraciones 10° y 107 UFC/mL

Absorbancia: 620 nm
Concentracion 106 UFC/mL Concentracion 107 UFC/mL
Absorbancia Conteo Absorbancia Conteo
obtenida UFC/mL obtenida UFC/mL
0.635 3 x 10° 0.701 6x107
0.568 2 x 10° 0.689 5x 107
0.601 3x 108 0.693 7 x 107

5.2.5 Inoculaciéon de Lactobacillus acidophillus a las concentraciones 106

y 107 UFC/mL a las muestras de carne de res (chuleta).

Se realizé la inoculacion a las muestras de carne de res (chuleta) con el
Lactobacillus acidophillus a diferentes concentraciones realizando conteos a las
24, 48, 72 horas 8 y 15 dias, siguiendo los procesos descritos en la metodologia
(ver numeral 4.8.5). Los resultados obtenidos con la inoculacién estan
resumidos en la tabla N°16.

Tabla N°16 Resultados del recuento de Lactobacillus acidophillus a las
concentraciones 10° y 10" UFC/mL.

_ Promedio de Concentracion | Promedio de Concentracion

Tiempo
108 UFC/mL 107 UFC/mL

24Hr 2.3x10’ 2.8x10°8

A8Hr 2.3x10’ 2.5x108

72Hr 2.2x107 2.2x108

8Dias 2.0x10’ 1.8x108
15Dias 1.0x10’ 1.4x108
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Figura N°10 Resultados del recuento de Lactobacillus acidophillus a las
concentraciones 10° y 10" UFC/mL.
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5.2.6 Presencia o ausencia de la bacteria Salmonella spp. En carne de res
(chuleta) y posterior incubacién por 24, 48,72 horas 8 y 15 dias
realizando identificacion de la cepa patégena.

Tabla N° 17 Resultado de la presencia o ausencia de Salmonella spp en las
muestras de carne de res (chuleta).

Tiempo Promedio de Concentracion | Promedio de Concentracion
10% UFC/mL 107 UFC/mL
24Hr Presencia Presencia
48Hr Presencia Presencia
72Hr Presencia Presencia
8 Dias Presencia Ausencia
15 Dias Presencia Ausencia

COMPARACION DE CRECIMIENTO DE Salmonella spp
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Figura N° 11 Resultado de la comparacion del recuento de la presencia o
ausencia de Salmonella spp en las muestras de carne de res
(chuleta).
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Las Figuras N° 10 y N°11 reflejan los datos de las Tablas N°16 y N°17,
muestran los resultados de la comparacion de las muestras de carne de res
(chuleta), que fueron inoculadas a las concentraciones 10° y 107 de
Lactobacillus acidophillus y que no fueron inoculadas con Salmonella spp.
debido a que la carne de res (chuleta) ya tenia una concentracion conocida de
10° de Salmonella spp. y que fueron colocadas en refrigeracion a una
temperatura entre 4-8°C simulando las condiciones de almacenamiento
(anaquel) de los supermercados, los resultados demuestran que el
Lactobacillus acidophillus se mantuvo presente los 15 dias pero con una leve
disminucién en su crecimiento tanto en las concentraciones 10°y 10’ UFC/mL.

La presencia de Salmonella spp. se mantuvo en la carne que tenia la
concentracion 10° del Lactobacillus acidophillus mientras que la carne que tenia
la concentraciéon 107 de Lactobacillus acidophillus estuvo presente hasta 72

horas pero ya no se observé su presencia a los 8 y 15 dias .

5.2.7 Determinacion de pH, caracteristicas organolépticas (color) y su
tiempo de vida en anaquel de la carne de res (chuleta)

Tabla N°18 Resultados de la determinacion de pH.

TIEMPO CONCENTRACION 10° CONCENTRACION 10/
Lactobacillus acidophillus Lactobacillus acidophillus
24 hr 5.99 5.96
48 hr 6.09 6.07
72 hr 6.18 6.20
8 DIAS 6.26 6.28
15 DIAS 6.33 6.34




81

pH DE LAS CONCENTRACIONES 108Y 107 DE Lactobacillus acidophilus
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Figura N° 12 Resultados de pH de las concentraciones 10° y 10 UFC/mL

La figura N° 12 es el resultado de los datos obtenidos en la tabla N°18 y

muestra que los valores de pH aumentaron considerablemente en ambas
concentraciones durante los 15 dias del estudio pero no pasaron los limites
establecidos para carne de res fresca.

Tabla N° 19 Resultados de las caracteristicas organolépticas (color)

concentracion 106 UFC/mL

Tiempo Color rojo Color verde-azul Total
24 horas 100% 0% 100%
48 horas 93.75% 6.25% 100%
72 horas 81.25% 18.75% 100%

8 dias 18.75% 81.25% 100%
15 dias 6.25% 93.75% 100%
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Figura N° 13 Resultados de las caracteristicas organolépticas (color) a la

concentracion 106 UFC/mL

Tabla N°20. Resultados de las caracteristicas organolépticas (color)

concentracion 10° UFC/mL
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Tiempo Color rojo Color verde-azul Total
24 horas 100% 0% 100%
48 horas 100% 0% 100%
72 horas 100% 0% 100%
8 dias 81.25% 18.75% 100%
15 dias 68.75% 31.25% 100%
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Figura N° 13 Grafico de resultados de las caracteristicas organolépticas (color) a
la concentracion 107 UFC/MI

Segun la figura N° 12 y 13 que es el resultado de los datos obtenido de la tabla
N°19 y 20, el color de la carne de res (chuleta) realizada en el segundo ensayo
mantuvo sus caracteristicas normales en la concentracion 10’UFC/mL hasta los
15 dias por lo que se puede inferir que el Lactobacillus acidophilus logro ejercer
su propiedad bioconservadora sobre Salmonella spp y ayuda a mantener las
caracteristicas de la carne de res (chuleta) con su color normal (roja), en las
muestras de carne de res (chuleta) analizadas mediante los procesos
especificados en la metodologia (ver numeral 4.8.7), con respecto a la
concentracion 10 UFC/mL cambiaron de color pasando de un rojo intenso a un
verde-azul en un 100%, en cambio en la concentraciéon 10’UFC/mL el color rojo
no desapareciéo en su totalidad se mantuvo en la mayoria de las muestras
durante los 15 dias del andlisis debido a la produccién de &cido lactico y

bacteriocinas producidas por el Lactobacillus acidophilus.
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5.3 Tercer ensayo

5.3.1 Comprobacién de ausencia o presencia de Salmonella spp

De las 16 muestras recolectadas en los ocho supermercados seleccionados, se
realizo la comprobacion de ausencia o presencia de salmonella spp a la carne
de res (chuleta), basandonos en el cumplimiento de los criterios microbiolégicos
para la inocuidad de alimentos del Reglamento Técnico Centroamericano
(RTCA) 67.04.50:08 Grupo de alimentos: carnes y productos carnicos,

subgrupo de alimentos: productos carnicos diferentes al pollo, (ver anexo N°

15) por lo que los resultados obtenidos son los siguientes:

Tabla N°21 Resultado del analisis microbiolégico a la carne de res (chuleta),
presencia o ausencia de Salmonella spp.

CODIGO MUESTRA 1 MUESTRA 2
SS0001 Presencia Presencia
SS0002 Presencia Presencia
SS0003 Presencia Presencia
SS0004 Presencia Presencia
SS0005 Presencia Presencia
SS0006 Presencia Presencia
DJHO1 Presencia Presencia
DJHO02 Presencia Presencia
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Presencia o ausencia de Salmonella spp

120%

100%
100%

80%
60%
40%
20%

0%
0%

B Presencia M Ausencia

Figura N° 14 Resultado del andlisis microbioldgico realizado a la carne de res

(chuleta), para comprobar presencia o ausencia de Salmonella spp

En la figura N° 14 se reflejan los resultados de la tabla N° 21, donde se observa
gue luego de los analisis realizados inicialmente en todas las muestras de carne
de res (chuleta), para comprobar la presencia o ausencia de Salmonella spp,
esta presente el microorganismo patdogeno Salmonella spp en el 100% de las
muestras analizadas y que ademas en base al Reglamento Técnico
Centroamericano (RTCA) 67.04.50:08 Grupo de alimentos: carnes y productos
carnicos, subgrupo de alimentos: productos carnicos diferentes al pollo, (ver

Anexo N° 15), no cumple lo establecido.
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5.3.2 Aislamiento, identificacion y estandarizacién de Salmonella spp a las
concentraciones 103 y 10° UFC/mL.

En base a los resultados anteriores (ver tabla N°21 y figura N° 14) a cada una

de las muestras analizadas que resultaron con presencia de Salmonella spp, se
aislaron identificaron y estandarizaron siguiendo los procesos establecidos en

la metodologia (ver numerales 4.8.1 al 4.8.2), los resultados obtenidos son los
siguientes:

Tabla N° 22 Resultados del aislamiento e identificacién de Salmonella spp.

Salmonella spp Porcentaje
Salmonella spp 100%
Otro 0%
TOTAL 100%
Salmonella spp.
100%
80%
60% [ Mug.;fras
posttivas
40%
20%
0% Muestras
Muestras positivas negativas

Muestras negativas

Figura N° 15 Resultados del aislamiento e identificacion de Salmonella spp, del
analisis microbiolégico realizado a la carne de res (chuleta)..
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La figura N° 15 refleja los resultados de la tabla N°22, demuestra que el tipo de

Salmonella spp aislada e identificada siguiendo los procedimientos establecidos en
los procedimientos de la metodologia (ver numeral 4.8.2) de cada una de las
muestras de carne de res (chuleta), corresponde con un 100% a Salmonella spp.
debido a las caracteristicas observadas por dichos analisis. (Ver Anexo N°18)

5.3.3 Estandarizacién del microorganismo patégeno Salmonella spp
presente en la carne de res (chuleta)

La estandarizacion de Salmonella spp se realizé a las muestras de carne de res
(chuleta) que fueron aisladas e identificada, segun lo obtenido en la tabla N°22
y de acuerdo a lo descrito en la metodologia (ver numeral 4.8.3). Los resultados

obtenidos con esta estandarizacién se presentan en la tabla N°23.

Tabla N°23 Resultados de la estandarizacién de Salmonella spp que contiene
la carne de res (chuleta)

Absorbancia: 580 nm
Concentracion 10° UFC/MI
Absorbancia obtenida Conteo UFC/mL
0.495 1.3 x 108
0.492 2.1 x 108
0.486 1.5 x 10°
0.501 2.0 x 108
0.489 1.8 x 106

Segln la tabla N°23 los resultados demuestran que las muestras de carne de
res (chuleta), que fueron aisladas e identificadas, tienen una concentracién igual

a 10°UFC/mL.
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5.3.4 Estandarizacion de Lactobacillus acidophilus y posterior adicién a la
carne en concentraciones de 106,107 UFC/mL, realizando conteos 24,
48, 72 horas, 8 y 15 dias.

La estandarizacion del Lactobacillus acidophillus se realizé de acuerdo a lo
descrito en la metodologia (ver numeral 4.8.4). Los resultados obtenidos con

esta estandarizacién se presentan en la tabla N° 15.

5.3.5 Inoculaciéon de Lactobacillus acidophillus de las concentraciones 106

y 107 UFC/mL a las muestras de carne de res (chuleta).

Se realizd la inoculacién a las muestras de carne de res (chuleta) con el
Lactobacillus acidophillus a diferentes concentraciones realizando conteos a las
24, 48, 72 horas 8 y 15 dias, siguiendo los procesos descritos en la
metodologia (ver numeral 4.8.4). Los resultados obtenidos con la inoculacion

estan resumidos en la tabla siguiente:

Tabla N°24 Resultados del recuento de Lactobacillus acidophillus a las

concentraciones 10° y 107 UFC/mL

Tiempo Promedio de Concentracion | Promedio de Concentracion
108 UFC/mL 107 UFC/mL
24Hr 2.3x107 2.8x108
48Hr 2.3x107 2.5x108
72Hr 2.2x107 2.2x108
8Dias 2.0x10 1.8x108
15Dias 1.0x107 1.4x108
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COMPARACION DE CONCENTRACION 108Y 107 DEL Lactobacillus

acidophilus
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Figura N° 16 Resultados del recuento de Lactobacillus acidophillus a las
concentraciones 10° y 10’ UFC/mL en las muestras de carne de

res (chuleta).

5.3.6 Presencia o ausencia de la bacteria Salmonella spp. En carne de res
(chuleta) y posterior incubacién por 24, 48,72 horas 8 y 15 dias

realizando identificacién de la cepa patégena.

Tabla N° 25 Resultado de la presencia o ausencia de Salmonella spp en las

muestras de carne de res (chuleta)

Tiempo Promedio de Concentracion | Promedio de Concentracion
10% UFC/mL 107 UFC/mL
24Hr Presencia Presencia
48Hr Presencia Presencia
72Hr Presencia Presencia
8 Dias Ausencia Ausencia
15 Dias Ausencia Ausencia
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COMPARACION DE CRECIMIENTO DE Salmonella spp
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Figura N° 17 Resultado de la comparacion del recuento de la presencia o
ausencia de Salmonella spp en las muestras de carne de res
(chuleta).
Las Figuras N° 16 y 17 reflejan los datos de las Tablas N°24 y N°25, muestran
gue los resultados de la comparacion de la carne de res (chuleta) que fueron
inoculadas a las concentraciones 10° y 10’ UFC/mL con Lactobacillus
acidophillus y no se inocularon con Salmonella spp. debido a que la carne de
res (chuleta) ya tenia una concentracién conocida 10°UFC/mL de Salmonella
spp que luego fueron colocadas de la siguiente manera: las muestras de carne
de res (chuleta) con la concentracién 108 UFC/mL de Lactobacillus acidophillus
se colocé a una temperatura inferior entre 0-4°C y las muestras de carne de res
(chuleta) con la concentracion 10’UFC/mL de Lactobacillus acidophillus se
colocaron en refrigeracion a una temperatura 4-8°C para simular las
condiciones de almacenamiento y anaquel respectivamente. Los resultados
demuestran que en ambas concentraciones hubo crecimiento de Lactobacillus
acidophillus en los 15 dias del estudio y que ademas disminuyo las presencia

de Salmonella spp a los 8 y 15 dias.



5.3.7 Determinacion de pH, caracteristicas organolépticas (color) y su

tiempo de vida en anaquel de la carne de res (chuleta)

Tabla N°26 Resultados de la determinacion de pH.
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TIEMPO CONCENTRACION 108 UFC/mL CONCENTRACION 107
Lactobacillus acidophillus UFC/mL
Lactobacillus acidophillus

24 Hr 5.84 6.00
48 Hr 5.96 6.10
72 Hr 6.07 6.19

8 DIAS 6.21 6.28

15 DIAS 6.29 6.37

pH DE LAS CONCENTRACIONES 108Y 107 DE Lactobacillus

acidophilus

24 Hr 48 Hr 72 Hr
TIEMPO

8 DIAS 15 DIAS

m CONCENTRACION 10"6 = CONCENTRACION 10*7

Figura N° 18 Resultado de la comparacién de pH de las concentraciones 10° y
107 UFC/mL de Lactobacillus acidophilus.

La Figura N° 18 es el resultado de los datos obtenidos en la Tabla N°26 y

muestra que los valores de pH aumentaron

sensiblemente en ambas

concentraciones durante los 15 dias del estudio, pero se encuentra dentro de

los valores establecidos de pH,

para mantener

organolépticas de la carne de res (chuleta) (19) (21) (28).

las caracteristicas
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Tabla N°27 Resultados de las caracteristicas organolépticas (color) de las

concentraciones 10° y 10’ UFC/mL de Lactobacillus acidophilus

Concentraciéon 108 UFC/mL Concentracion 107 UFC/mL
Lactobacillus acidophillus Lactobacillus acidophillus

Tiempo Color rojo Color rojo

24 horas | 100% 100%

48 horas | 100% 100%

72 horas | 100% 100%

8 dias 100% 100%

15 dias 100% 100%

Resultados de color en la carne de res (chuleta)
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Figura N° 19 Resultados de las caracteristicas organolépticas (color) de las

concentraciones 10° y 10’ UFC/mL de Lactobacillus acidophilus.

La Figura N° 19 refleja los resultados de la Tabla N° 27 donde demuestra que
el color se mantuvo durante los 15 dias del desarrollo del analisis a las
muestras de carne de res (chuleta), ya que no se vio afectado por los dos

rangos de temperatura a las que fueron sometidas las muestras



Tabla N° 28 Resumen de resultados del primer ensayo.
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PRESENCIA O IDENTIFICACION Y ESTANDARIZACION
. RECUENTO DE PRESENCIA O AUSENCIA
AUSENCIA DE ESTANDARIZACION DE Lactobacillus ) ) ) pH
ENSAYOS | CONDICIONES ) ) Lactobacillus acidophilus DE Salmonella spp.
Salmonella spp DE Salmonella spp. acidophilus
103 108
TIEMP 105 105
_ o o UFC/ o 103 UFC/mL 105 UFC/mL UFC/ UEC/mL
Se identificé en la mL mL
carne de res (chuleta)
a Saimonella spp a 24Hr | 510E3 5E6 PRESENCIA | PRESENCIA | 5093 5.93
una concentracion de
Se colocaron 10° UFC/mL, donde se o
Se estandarizé el
las muestras a le agrego a las . 48 Hr | 340E3 9E6 PRESENCIA | PRESENCIA | 577 5.79
) y Lactobacillus
refrigeracién a muestras ) )
) acidophilus a
PRIMER una concentraciones de .
concentraciones de
ENSAYO temperatura de PRESENCIA Salmonella spp a 10° 72 Hr 250 0 PRESENCIA PRESENCIA 551 5.59
10%y 10° UFC/mL
4-8-C y 10°UFC/mL
teniendo al final en las
muestras con 8 Dias 0 0 PRESENCIA PRESENCIA 5.02 5.16
concentraciones de
108y 10 UFC/mL 15
bi 0 0 PRESENCIA PRESENCIA 4.78 4.84
fas




Tabla N° 29 Resumen de resultados del segundo ensayo.
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PRESENCIA O IDENTIFICACION Y ESTANDARIZACION
. RECUENTO DE PRESENCIA O AUSENCIA
AUSENCIA DE ESTANDARIZACION DE Lactobacillus ) ) ) pH
ENSAYOS | CONDICIONES ) ) Lactobacillus acidophilus DE Salmonella spp.
Salmonella spp DE Salmonella spp. acidophilus
106 108
107 107
TIEMPO | UFC/ 108 UFC/mL 107 UFC/mL UFC/
UFC/mL UFC/mL
mL mL
Se colocaron
las muestras de 24 Hr 23E6 28E7 PRESENCIA | PRESENCIA 5.99 5.96
concentracién
10%y 107 Se identificé en la Se estandarizé el
. 48 Hr 23E6 25E7 PRESENCIA | PRESENCIA 6.09 6.07
UFC/mL de carne de res (chuleta) Lactobacillus
Lactobacillus a Salmonella spp a acidophilus a
SEGUNDO ] ] By )
acidophilus en una concentracion de concentraciones de
ENSAYO PRESENCIA 72 Hr 22E6 22E7 PRESENCIA | PRESENCIA 6.18 6.20
refrigeracion a 10° UFC/mL. 10°y 107 UFC/mL
una
temperatura de 8Dias | 20E6 18E7 PRESENCIA | PRESENCIA | 6.26 6.28
4-8° C
15 Dias | 10E6 14E7 PRESENCIA | PRESENCIA 6.33 6.34




Tabla N° 30 Resumen de resultados del tercer ensayo
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PRESENCIA O IDENTIFICACION Y ESTANDARIZACION
. RECUENTO DE PRESENCIA O AUSENCIA
AUSENCIA DE ESTANDARIZACION DE Lactobacillus ) ) ) pH
ENSAYOS | CONDICIONES ) ) Lactobacillus acidophilus DE Salmonella spp.
Salmonella spp DE Salmonella spp. acidophilus
106 108
TIEMPO | UFC/ 1or 108 UFC/mL 107 UFC/mL UFC/ 1or
Se colocaron UFC/mL UFC/mL
las muestras de mL mL
concentracién
10° UFC/mL de 24 Hr 23E6 28E7 PRESENCIA | PRESENCIA 5.84 6.0
Lactobacillus
acidophilus a Se identificé en la Se estandariz6 el
L . 48 Hr 23E6 25E7 PRESENCIA | PRESENCIA 5.96 6.09
congelacion carne de res (chuleta) Lactobacillus
(temperatura de a Salmonella spp a acidophilus a
TERCER - _
0-4°C)y las una concentracion de concentraciones de
ENSAYO PRESENCIA 72 Hr 22E6 22E7 PRESENCIA | PRESENCIA 6.07 6.18
concentraciones 108 UFC/mL. 10°y 107 UFC/mL
de 10" UFC/mL
en refrigeracion 8Dias | 20E6 18E7 PRESENCIA | PRESENCIA | 621 6.28
auna
temperatura de
4-8°C 15 Dias | 10E6 14E7 PRESENCIA | PRESENCIA 6.29 6.37




CAPITULO VI

CONCLUSIONES
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6.0 CONCLUSIONES

1. Las muestras de carne de res (chuleta), analizadas no cumplieron los
requerimientos microbiologicos para inocuidad de alimentos establecidos
en el Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA) 67.04.50:08 Grupo
de alimentos: carnes y productos carnicos, subgrupo de alimentos:
productos carnicos diferentes al pollo en cuanto se comprobd la
presencia de Salmonella spp en todas las muestras analizadas siendo
este un criterio de riesgo tipo A, cuyo limite maximo establecido en dicho

reglamento es la ausencia.

2. En el primer ensayo la concentracion (108 UFC/mL) de Salmonella spp.
fue superior a la concentracion 10° UFC/mL esto ocasioné que
disminuyera el crecimiento del Lactobacilus acidophillus a partir de las 72
horas y provocé que la carne entrara en su etapa de descomposicion por
lo que las concentraciones del Lactobacillus acidophillus 103 y 10°
UFC/mL no fueron lo suficiente para realizar su efecto bioconservador

de la carne de res.

3. El Lactobacillus acidophilus a una concentracién 106 UFC/mL logra inhibir
el crecimiento de Salmonella spp a concentracién 10° UFC/mL, vy la
condicion 6ptima para que ejerza su efecto bioconservador es a
temperaturas entre 0-4°C (congelacion) a los 8 y 15 dias. En estas

condiciones la carne mantuvo la caracteristica de color sin alteracion.

4. El Lactobacillus acidophilus a una concentracién 107 UFC/mL logré inhibir
el crecimiento de Salmonella spp a concentracién 10° UFC/mL vy realizé

la bioservacién a temperaturas de refrigeracion (4-8°C), por
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lo que el Lactobacillus acidophilus a esas condiciones ejerce su actividad

bioconservadora en la carne de res.

. El pH de la carne de res (chuleta) es alterado por la incorporacién del
Lactobacillus acidophilus a concentraciones 10° y 10° UFC/mL
probablemente por alguna interaccion con la bacteria patégena
Salmonella spp en concentracion 108 y 10° UFC/mL.

. Las bacterias acido lacticas como el Lactobacillus acidophillus pueden
ser utilizadas en el método de la bioconservacion a condiciones del 5%
de CO:2 utilizando sobres de anaerobiosis certificados y a temperaturas
controladas de refrigeracion y congelacion, para disminuir el nUmero de
bacterias patdégenas en la carne de res (chuleta), y asi prolongar su

tiempo de vida util.



CAPITULO VII
RECOMENDACIONES
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7.0 RECOMENDACIONES

Que futuros trabajos de graduacion, relacionados a esta tematica, los
analisis de la calidad microbiologica de la carne de res (chuleta) se
realicen con una mayor cantidad de muestras, y verificar si cumplen o no
todos los requerimientos del Reglamento Técnico Centroamericano
(RTCA) Grupo de alimentos: carnes y productos carnicos, subgrupo de

alimentos.

Que se realicen en futuros trabajos de investigacion el analisis del
material de empaque primario ya que estd en contacto directo con la
carne de res (chuleta) y tiene que proteger las caracteristicas del

producto durante su almacenamiento.

Que los organismos competentes y las cadenas de supermercados
tengan mejores estandares de calidad relacionados a las buenas
practicas de manufactura, para evitar la contaminacién de los productos
carnicos crudos.

. Al implementar la metodologia de bioconservacion en carnes es
necesario mantener las muestras de carne de res inoculadas con algun
probiético en ambientes controlados de temperaturas y con el 5% de CO2
, para lograr asi mejores resultados de bioconservacion y mantener las

caracteristicas de la carne de res.

. Al realizar estudios de bioconservacién para la preservacién de alimentos

se recomiendan las concentraciones de Lactobacillus acidophilus 10°
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UFC/mL a temperatura de congelacion y 107 a temperaturas de
refrigeracion.

Que los organismos correspondientes promuevan el uso de bacterias
acido lacticas como cultivo bioprotector para extender la vida util de la
carne de res fresca y seguridad microbiologica en la conservacion de la
carne comercial y sustituir los conservantes quimicos que son dafinos

para la salud de la poblacién.
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GLOSARIO

Alimentos no procesados: Un alimento no procesado es cualquier clase de
comida que se encuentra en su estado natural y no ha sido alterada.(14)

Anaquel: es el soporte fabricado en obra, madera, metal u otro material
resistente, como derivados del vidrio y el plastico, que aplicado o instalado
horizontalmente en paredes, muros, huecos de alacenas 6 armarios, 0
disponiendo de patas, sirve de superficie de base de muy variado uso en
hogares, establecimientos de venta, industrias, talleres, etc.(0)

Bacteriocina: Las bacteriocinas son proteinas o péptidos bactericidas
sintetizados en el ribosoma de las bacterias acido lacticas, la célula productora

sintetiza una molécula que la inmuniza contra la propia bacteriocina.(1)

Bioconservacion: se basa en la ayuda de la utlizacibn de un
microrganismo de la microbiota natural el cual por medio de la produccion de
bacteriocinas y &cido lactico pueden inhibir o disminuir el crecimiento de una
bacteria patdgena.(s)

Carne: se define como:

- La porcién comestible de canales bovinos, borregos, cabras, cerdo y
caballo; incluye tejido muscular y 6érganos. )

- Todas las partes de un animal que han sido dictaminadas como inocuas
y aptas para el consumo humano o se destinan para este fin.()

Carne cruda: Carne fresca, picada o separada mecanicamente. )

Carne fresca: Carne que, aparte de haber sido refrigerada, no ha recibido, a
los efectos de su conservacion, otro tratamiento que el envasado protector y
gue conserva sus caracteristicas naturales. )

Durapax: Material plastico celular y rigido fabricado a partir del moldeo de
perlas preexpandidas de poliestireno expandible o uno de sus copolimeros,
gue presenta una estructura celular cerrada y rellena de aire.(s)



Inocuidad de alimentos: La inocuidad de los alimentos engloba acciones
encaminadas a garantizar la maxima seguridad posible de los alimentos. Las
politicas y actividades que persiguen dicho fin deberan de abarcar toda la
cadena alimenticia, desde la produccion al consumo.(12)

Lactobacillus acidophilus: es un tipo de bacteria (bacilo gram positivo) que
vive de forma natural en el cuerpo humano y se encuentra principalmente en
los intestinos y la vagina. Lactobacillus acidophilus se usa como probidtico.(7)

Mioglobina: La mioglobina es una proteina cuya funcidn principal es
transportar el oxigeno a los musculos, necesario para su funcionamiento. Su
estructura es muy similar a la de la hemoglobina que transporta el oxigeno

en la sangre.(3)

La mioglobina también esta considerada como un pigmento, ya que es la
responsable del color rojo de los musculos. (s)

Probidtico: Segun la Organizacion Mundial para la Salud se define como
Microorganismos vivos que, cuando son suministrados en cantidades
adecuadas, promueven beneficios en la salud del organismo hospedador.(9)

Salmonella spp: es un bacilo en forma de bastoncillo gram-negativo,
anaerobio facultativo, que pertenece a la familia enterobacteriaceae.(is)
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ANEXO N°1

Figura N°20 Mapa del distrito 2 del area metropolitana de San Salvador.



ANEXO N° 2

Tabla N°32 Cadigo de Supermercados.

CADENA COMERCIAL SUCURSAL CODIGO
Los Héroes DJHO1
Despensa de Don Juan
Escalon Norte DJEO2
Metro Sur SS001
Metro Centro SS002
Super Selectos Miralvalle 1 SS003
P Miralvalle 2 SS004
San Luis SS005
Gigante SS006




ANEXO N° 3

FECHA: HORA DE RECOLECCION:

NUMERO DE MUESTRA: TEMPERATURA:
CODIGO DEL SUPERMERCADO:

NOMBRE DEL MUESTREADOR:

Figura N°21 Etiqueta para la identificacion de carne de res (chuleta) a
muestrear



Presencia

Estandarizacion de la
bacteria Salmonella spp

ANEXO N° 4

DETERMINACION DE
Salmonella spp

Procedimiento para la
preparacion de la muestra

Recuento e identificacion
de Salmonella spp

Salmonella
spp

Ausencia

Inocular a las
concentraciones 10° y 10°
UFC/g

Figura N°22 Flujograma para la determinacién de Salmonella spp




ANEXO N° 5

25 g de Carne de
res (chuleta)

Mezclar durante un
min a 260rpm en el

stomacher
225 mL ‘
Caldo Lactosado
10 |
PO

10 mL

10 mL

10 mL
10 mL /_\ /_\ /——\
~ ﬁ .
90 mL 90 mL 90 mL 90 mL
Caldo Caldo Caldo Caldo
Lactosado Lactosado Lactosado Lactosado

Figura N°23 Procedimiento general para la preparacion de muestra.




9.0 mL Caldo
tetrationato

|

ANEXO N° 6

DILUCION 10"

1ImL 0.1 mL

Incubar por 24 hr a 35°C U

Agar Salmonella-Shigellay
XLD

Incubar por 24hr a 37°C

v

|
—

9.9 mL Caldo
Rappaport

Agar Salmonella-Shigela:Colonias Traslucidas de color naranja
claro con centro negro

Agar XLD: Colonias traslucidas con centro negro.

Figura N° 24 Identificacién de Salmonella spp



ANEXO N° 7

Pruebas bioquimicas para la identificacién de Salmonella spp



AGAR TSI

Incubara37+1°Cporla

2 dias
Inocular por punzada en el
fondo y en estriaen la
superficie
REACCION DE INDOL
Adicionar 1 ml Incubar por 24 horas a
de medio 37+1°C
e
/
Agregar 0.5 ml de
reactivo de Erlich,
// formacion de anillo rojo
I’ indica prueba positiva
ROJO DE METILO
Se inocula la Agregar 1-2 gotas de
colonia en pruebay | ———> fof; reactivo rojo de metilo,
se incuba por 24 anillo color rojo indica
horasa37x1°C I’ prueba positiva

Figura N° 25 Pruebas bioguimicas para la identificacion de Salmonella spp



PRUEBA DE MOTILIDAD

Se inocula la colonia

en prueba y se incuba

por 24 horasa 37+ 1
"C

VOGES PROSKAUER

Figura N° 25

Se inocula la colonia

en prueba y 5e incuba

por 24 horasa 37 £1
°C

(continuacién)

Se confirma por la
formacion de crecimiento
en forma de sombrilla en

el medio

Luego se agrega 3 gotas de
solucian alcohdlica de alfa
naftoly 2 gramos de
solucién de hidrdxido de
sodio

Color rosado luego de 15
minutos indica reaccion
positiva




ANEXO N° 8

Tubo con solucién salina y asada
Tomar una asada de colonias de Salmonella spp

Salmonella spp aisladas de Agar TSA
y hacer una solucién madre con
solucion salina

[im ]

L ] [ ] [ ] [om ]
r\/—\ /\/_\/_\ Realizar 5 diferentes

" diluciones a partir de la
suspension madre

ImL 9mL 9mL 9 mL 9mL
solucion solucién solucion solucion solucion
salina. salina. salina, salina. salina

1 | 3 |
I 10 J | 10? | 109 | 10+ I 10%

Hacer lectura en el espectrofotémetro
a 580 nm

Figura N° 26 Estandarizaciéon de la bacteria patégena Salmonella spp



Pesar 1.0g de cepa
Lactobacillus
acidophilus
(equivalente a 2.9x10"!
UFC/g)

ANEXO N° 9

99.0mL de
caldo MRS
b 99.0mL de
1.0mL —p caldo MRS
4
] :
4 1.37mL E— 400 mL de

caldo MRS

[ 1= 1X105UFC/g

1.0mL

} —

99.0mL de
caldo MRS

[ 1= 1X10°UFC/g

Figura N° 27 Preparacion de la concentraciéon de Lactobacillus acidophilus



ANEXO N° 10

400 mL de 99.0mL de
caldo MRS caldo MRS
10° 103

1.0 mL 1.0mL |

Agar MRS Agar MRS

Incubar por 72 horasa 37 +1% en
jarra de anaerobiosis

RECUENTO

Figura N° 28 Conteo de bacterias &cido lacticas.



ANEXO N° 11

Inoculacion con la cepa
iml Lactobacillus acidophilus 1mL
f Dilucién .

3 Dilucion
o 10°
Inoculacién con la  bacteria \
patogena Salmonella spp
ImL
Dilucién A T
/ 10 ¥ Dilucion
5 10°°

Ayt

f
m

Incubara 4°C

!

Realizar conteos 24,48,72 horas, 8 y 15 dias, para cada
uno de los microorganismos adicionados a la carne de
res {chuleta).

Figura N° 29 Inoculacion de la carne de res (chuleta) con el probi6tico
Lactobacillus acidophilus y la bacteria patdgena Salmonella spp



ANEXO N° 12

Tabla N°33 Ejemplo de realizacion de pesadas para cada muestra

Cédigo de muestra DJHO1

Concentracion |Tiempo de incubacion |Peso

24hr
48hr
Dilucion 103 72hr
8 dias
15 dias
24hr
48hr
Dilucion 10° 72hr
8 dias
15 dias




[om ]
o

Anexo N°13

[ 1m |

90 mL 90 mL 90 mL 90 mL
Caldo MRS Caldo MRS Caldo MRS Caldo MRS
102 10° 104 10
[ 1m0 | 1 mi 1 mL T

Agar
MRS

Agar
MRS

Agar
MRS

|
|
|}

l

Agar
MRS

@

b

)

Agar
MRS

N

'

Incubar por 72 horas a 37 + 1°C
en jarra de anaerobiosis

&,
-

RECUENTO

Figura N°30 Recuento de Lactobacillus acidophillus



ANEXO N° 14

Realizar

lecturas a 25

‘C+2

Figura N° 31 Medicion de pH

- -



ANEXO N° 15

8.0 Grupo de Alimento: Carnes y productos carnicos. Esta categoria incluye todos los tipos de productos camicos, de aves

de corral y caza, en piezas y cortados o picados, frescos y procesados, cames congeladas, incluyendo empanizados y rebosados y
carnes enlatadas

8.1 Subgrupo del alimento: Productos cirnicos crudos (empacados). No incluidas materias primas

8.1.1 Subgrupo del Alimento: Productos carnicos crudos diferentes al pollo

Parametro Categoria Tipo de riesgo |  Limite méximo
' permitido
Escherichia coli O157:H7/25g (carne molida, picada 10 Ausencia
y tortas para hamburguesas)
Salmonella ssp/ 25 g 10 A Ausencia
Escherichia coli 5 10 UFC/g

Figura N°32: Criterios microbiolégicos, Reglamento Técnico Centroamericano
RTCA 67.04.50.08. Alimentos, criterios microbiolégicos para la
inocuidad de alimentos.




ANEXO N° 16

RESULTADOS DE PRIMER ENSAYO



Tabla N°34 Resultado de pruebas bioquimicas

PRUEBA RESULTADO RESULTADO OBSERVACIONES
ESPERADO OBTENIDO
INDOL Positivo Positivo Formacion de un anillo color
rojo
VOGES- Positivo Positivo Coloracion naranja a rosa
PROSKAUER
ROJO DE Positivo Positivo Coloracion roja
METILO
MOTILIDAD Positivo Positivo Movilidad mas alla de la
punzada de la siembra
TSI Positivo Positivo Produccion de gas (HzS)
Produccion de H2S
(gas)
CITRATO Positivo Positivo Coloracion verde en el bisel




Tabla N°35 Concentraciones de Lactobacilus acidophilus 10*3 UFC/mL en

carne de res (chuleta) 24 horas

Muestras Dilucién 107 | Dilucion 1072 Dilucién 1073 RESULTADO
(c6digo) UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
SS001A >250 >2500 504000 510000
SS001B >250 >2500 500000 500000
SS002A >250 >2500 508000 510000
SS002B >250 >2500 503000 500000
SS003A >250 >2500 505000 510000
SS003B >250 >2500 498000 500000
SS004A >250 >2500 505000 510000
SS004B >250 >2500 504000 500000
SS005A >250 >2500 505000 510000
SS005B >250 >2500 504000 500000
SS006A >250 >2500 508000 510000
SS006B >250 >2500 505000 510000
DJHO1A >250 >2500 508000 510000
DJHO1B >250 >2500 505000 510000
DJHO2A >250 >2500 504000 500000
DJH02B >250 >2500 508000 510000
Promedio >250 >2500 504617.8119 510,000




Tabla N°36 Concentraciones de Lactobacilus acidophilus 103 UFC/mL en
carne de res (chuleta) 48 horas

Muestras | Dilucién 10 DiIuc_izén Diluci6n 107 RESULTADO
(c6digo) UFC/mL ORI UFC/mL UFC/mL
SSO001A >250 >2500 486000 490000
SS001B >250 >2500 493000 490000
SS002A >250 >2500 490000 490000
SS002B >250 >2500 501000 500000
SSO003A 690 2500 239000 240000
SS003B >250 >2500 498000 500000
SS004A 760 6300 400000 400000
SS004B 780 7800 420000 420000
SSO005A 250 3700 120000 120000
SS005B 730 5400 350000 350000
SS006A >250 >2500 480000 480000
SS006B 230 3300 163000 160000
DJHO1A 780 5500 348000 350000
DJHO1B 630 2900 276000 280000
DJHO2A 241 5800 343000 340000
DJHO2B 650 2600 275000 290000

Promedio 341991.5885 340,000




Tabla N°37 Concentraciones de Lactobacilus acidophilus 103 UFC/mL en
carne de res (chuleta) 72 horas

Muestras |Dilucién 107 | Dilucién 102 | Dilucién 107 RESULTADO
(c6digo) UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
SS001A 320 600 1000 1000
SS001B 410 300 0 0
SS002A 360 200 0 0
SS002B 390 800 2000 2000
SS003A 0 0 0 0
SS003B 300 700 1000 1000
SS004A 130 0 0 0
SS004B 190 100 0 0
SSO005A 0 0 0 0
SS005B 180 0 0 0
SS006A 320 100 0 0
SS006B 0 0 0 0
DJHO1A 190 0 0 0
DJHO1B 150 0 0 0
DJHO2A 60 0 0 0
DJH02B 160 0 0 0

Promedio 250 250




Tabla N°38 Concentraciones de Lactobacilus acidophilus 103 UFC/mL en
carne de res (chuleta) 8 dias

Muestras | Dilucién 101 | Dilucién 1072 | Dilucién 107 RESULTADO
(cédigo) UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
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Tabla N°39 Concentraciones de Lactobacilus acidophilus 103 UFC/mL en
carne de res (chuleta) 15 dias

Muestras | Dilucién 101 | Dilucién 102 | Dilucién 1073 RESULTADO
(codigo) UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
SS001A 0 0 0 0
SS001B 0 0 0 0
SS002A 0 0 0 0
SS002B 0 0 0 0
SS003A 0 0 0 0
SS003B 0 0 0 0
SS004A 0 0 0 0
SS004B 0 0 0 0
SS005A 0 0 0 0
SS005B 0 0 0 0
SS006A 0 0 0 0
SS006B 0 0 0 0
DJHO1A 0 0 0 0
DJHO1B 0 0 0 0
DJH02A 0 0 0 0
DJHO2B 0 0 0 0

Promedio 0 -




Tabla N°40 Concentraciones de Lactobacillus acidophilus 1073 en carne de res

(chuleta)
TIEMPO CONCENTRACION UFC/mL
24 Hr 510000
48 Hr 340000
72 Hr 250
8 DIAS 0
15 DIAS 0

Tabla N°41 Promedio de resultados de presencia o ausencia Salmonella spp en
carne res (chuleta).

TIEMPO PRESENCIA O AUSENCIA DE SALMONELLA SPP
24 Hr 10000
48 Hr 10000
72 Hr 10000

8 DIAS 10000

15 DIAS 10000




Tabla N°42 Concentraciones de Lactobacillus acidophilus 105 UFC/mL en
carne de res (chuleta) 24 horas

Muestras Diluc-ilén Diluc_izén Dilucién 107 DiIuc_Lén Dilucién 107°
(codigo) UFlc(:)/mL UF1C(2)/mL UFC/mL UFl((Z)/mL UFC/mL
SS001A >250 >2500 498000 2620000 5600000
SS001B >250 >2500 500000 2500000 5300000
SS002A >250 >2500 475000 2500000 4800000
SS002B >250 >2500 503000 2590000 5500000
SS003A >250 >2500 504000 2620000 4600000
SS003B >250 >2500 504000 2590000 4900000
SS004A >250 >2500 432000 2330000 5800000
SS004B >250 >2500 505000 2560000 3500000
SS005A >250 >2500 505000 2500000 5900000
SS005B >250 >2500 506000 2210000 6300000
SS006A >250 >2500 505000 2170000 4900000
SS006B >250 >2500 509000 2560000 4600000
DJHO1A >250 >2500 508000 2620000 5300000
DJHO1B >250 >2500 509000 2360000 4700000
DJHO2A >250 >2500 508000 2780000 3800000
DJH02B >250 >2500 508000 2750000 5100000

Promedio >250 >2500 | 498300.2094 | 510,000 4984102.718




Tabla N°43 Concentraciones de Lactobacillus acidophilus 10"5 UFC/mL en

carne de res (chuleta) 48 horas

Dilucién Dilucién Dilucién . 4 I 5
Muestras 1 2 3 Dilucion 10 Dilucion 10
(c6dig) | yecimi | urcmL | uFcimL UFC/mL UFC/mL
SSO001A 220 >2500 486000 2600000 5500000
SS001B 390 2300 493000 2620000 700000
SS002A >250 >2500 490000 2590000 4300000
SS002B >250 >2500 501000 2570000 3500000
SSO003A 623 2500 239000 1900000 300000
SS003B >250 >2500 498000 2500000 4900000
SS004A 730 6300 400000 2330000 800000
SS004B 780 7800 420000 2560000 300000
SS005A 250 3700 120000 2500000 200000
SS005B 710 5400 350000 2210000 600000
SS006A >250 >2500 480000 2170000 4200000
SS006B >251 >2500 450000 2560000 3900000
DJHO1A 780 5200 348000 2620000 300000
DJHO01B 630 2500 276000 2360000 700000
DJHO02A 241 5800 343000 2780000 100000
DJHO02B 650 2600 275000 2750000 400000
Promedio 364400.934 510,000 934369.739




Tabla N°44 Concentraciones de Lactobacillus acidophilus 1075 UFC/mL
en carne de res (chuleta) 72 horas.

Muestras | Dilucion 107 | Dilucion 102 | Dilucién 102 | Dilucién 10 | Dilucién 107°
(cédigo) UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
SS001A 260 800 1000 0 0
SS001B 430 1200 0 0 0
SS002A 360 200 0 0 0
SS002B 390 1100 12000 10000 0
SS003A 250 600 0 0 0
SS003B 300 700 1000 0 0
SS004A 130 900 2000 0 0
SS004B 190 100 0 0 0
SS005A 120 200 0 0 0
SS005B 180 300 1000 10000 0
SS006A 320 100 0 0 0
SS006B 360 1300 15000 10000 0
DJHO1A 190 100 0 0 0
DJHO1B 150 500 1000 0 0
DJHO2A 30 0 0 0 0
DJHO2B 170 200 0 0 0
Promedio 0 2065.5 1,875 0




Tabla N° 45 Concentraciones de Lactobacilus acidophilus 10"5 UFC/mL en
carne de res (chuleta) 8 dias
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Tabla N°46 Concentraciones de Lactobacilus acidophilus 10”5 UFC/mL
en carne de res (chuleta) 15 dias
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Tabla N°47 Concentraciones de Lactobacilus acidophillus 10°5 UFC/mL en
carne de res (chuleta)

Tiempo Concentracion 10”3 Concentracion 10"5
UFC/mL UFC/mL
24Hr 510000 5000000
48Hr 340000 900000
72Hr 250 0
8Dias 0 0
15Dias 0 0

Tabla N°48 Ausencia o presencia de Salmonella spp en concentraciobes 103y

10° UFC/mL.
Tiempo Concentracion 1073 Concentracion 1075
b UFC/mL UFC/mL
24Hr Presencia Presencia
A8Hr Presencia Presencia
72Hr Presencia Presencia
8Dias Presencia Presencia
15Dias Presencia Presencia




Tabla N°49 Resultados de la determinacion de color en las muestras de carne
de res (chuleta) con la concentracion 103UFC/g de Lactobacillus

acidophillus
TIEMPO COLOR PORCENTAJE
ROJO VERDE-AZUL [ROJO VERDE-AZUL
24 HORAS 16 0 100 0
48 HORAS 14 2 87.5 125
72 HORAS 9 7 56.25 43.75
8 DIAS 1 15 6.25 93.75
15 DIAS 0 0 0 100

Tabla N°50 Resultados de la determinacién de color en las muestras de carne
de res (chuleta) con la concentracion 105UFC/g de Lactobacillus

acidophillus
TIEMPO COLOR PORCENTAJE
ROJO VERDE-AZUL [ROJO VERDE-AZUL
24 HORAS 16 0 100 0
48 HORAS 15 1 93.75 6.25
72 HORAS 10 6 62.5 37.5
8 DIAS 1 15 6.25 93.75
15 DIAS 0 16 0 100




Tabla N°51 Determinacion de pH en muestras de carne de res (chuleta)
concentracion 103UFC/g de Lactobacillus acidophillus.

Muestras 24 Hr 48 Hr 72Hr | 8Dias | 15Dias
(codigo)
SSO001A 6.03 6.02 58 51 27
SS002A 5.78 5.62 544 5 4.03
SSO003A 56 5.48 513 478 44
SSO04A 5.79 5.66 56 522 5
SSO05A 58 559 531 488 27
SSO006A 5.99 5.75 538 461 436
DJHO1A 6.36 6.11 565 523 512
DJHO2A 63 6.23 581 5.09 4.89
SS001B 5.99 5.88 551 477 45
SS002B 558 543 526 483 47
SS003B 578 573 545 461 455
SS004B 5.99 5.78 5.69 551 5.12
SS005B 59 5.71 539 4.8 462
SS006B 6.04 581 561 533 5.09
DJHO1B 6.12 5.95 583 517 5.01
DJHO2B 5.89 5.66 544 521 4.03

PROMEDIO 5.93375 | 5775625 | 551875 | 5.02 478875

Tabla N°52 Determinacion de pH en muestras de carne de res (chuleta)
concentracién 103UFCg de Lactobacillus acidophillus.

Muestras
. 24 Hr 48 Hr 72 Hr 8 Dias 15 Dias

(cbédigo)

SSO001A 6 5.88 5.73 5.3 4.8
SS002A 5.87 5.79 5.55 5.19 4.82
SS003A 5.73 5.57 5.52 4,98 455
SS004A 5.97 5.81 5.4 5.11 4,93
SSO005A 5.66 5.31 5.19 4,98 4.89
SS006A 6.09 5.99 5.78 5.0 4.43
DJHO1A 6.42 6.35 6.13 5.8 5.22
DJHO2A 6.21 6.03 5.92 5.49 4,92
SS001B 5.89 5.88 5.61 4,97 4.66
SS002B 5.65 5.53 5.13 4.93 4.74
SS003B 5.69 5.56 5.33 4,99 478
SS004B 5.87 5.62 5.51 5.44 5.38
SS005B 5.82 5.73 5.55 478 454
SS006B 6.0 5.93 5.71 5.21 4.96
DJHO1B 6.22 6.05 5.95 5.37 5.12
DJHO02B 5.89 5.61 5.49 5.17 4.85

PROMEDIO 5.93625 5.79 5.59375 5.169375 | 4.849375




ANEXO N° 17

RESULTADOS DE SEGUNDO ENSAYO



Tabla N°53 Resultado de pruebas bioquimicas

PRUEBA RESULTADO RESULTADO OBSERVACIONES
ESPERADO OBTENIDO
INDOL Positivo Positivo Formacion de un anillo color
rojo
VOGES- Positivo Positivo Coloracion naranja a rosa
PROSKAUER
ROJO DE Positivo Positivo Coloracion roja
METILO
MOTILIDAD Positivo Positivo Movilidad mas alla de la
punzada de la siembra
TSI Positivo Positivo Produccion de gas (HzS)
Produccion de H2S
(gas)
CITRATO Positivo Positivo Coloracion verde en el bisel




Tabla N°54 Concentraciones de Lactobacilus acidophillus 1076 UFC/mL en
carne de res (chuleta) 24 horas

Muestras Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion
(c6digo) 101 102 10-s 104 105 10+
UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL

SS001A >250 >2500 >25000 2620000 6100000 19000000
SS001B >250 >2500 >25000 2500000 6400000 10000000
SS002A >250 >2500 >25000 2500000 4800000 38000000
SS002B >250 >2500 >25000 2590000 5500000 28000000
SS003A >250 >2500 >25000 2620000 5600000 9000000
SS003B >250 >2500 >25000 2590000 4900000 11000000
SS004A >250 >2500 >25000 2330000 5800000 14000000
SS004B >250 >2500 >25000 2560000 3500000 33000000
SS005A >250 >2500 >25000 2500000 5900000 38000000
SS005B >250 >2500 >25000 2210000 6300000 36000000
SS006A >250 >2500 >25000 2170000 5300000 24000000
SS006B >250 >2500 >25000 2560000 4600000 29000000
DJHO1A >250 >2500 >25000 2620000 5300000 30000000
DJHO01B >250 >2500 >25000 2360000 4700000 26000000
DJHO02A >250 >2500 >25000 2780000 3800000 22000000
DJH02B >250 >2500 >25000 2750000 5100000 29000000

Promedio >250 >2500 >25000 510,000 |5158182.79 |22521584.3




Tabla N°55 Concentraciones de Lactobacilus acidophillus 1076 UFC/mL en

carne de res (chuleta) 48 horas

Dilucion

Dilucién 2 Dilucién Dilucion Dilucion Dilucion
Muestras 10
c6digo) | GEdmL | YFOML | Gf0me | ufdmL | uFdimL | uFoimL
SS001A >250 >2500 >25000 2330000 6100000 19000000
SS001B >250 >2500 >25000 2500000 6400000 10000000
SS002A >250 >2500 >25000 2500000 4800000 38000000
SS002B >250 >2500 >25000 2590000 5500000 | 28000000
SS003A >250 >2500 >25000 2590000 5600000 9000000
SS003B >250 >2500 >25000 2620000 4900000 11000000
SS004A >250 >2500 >25000 2620000 5800000 14000000
SS004B >250 >2500 >25000 2170000 3500000 33000000
SSO005A >250 >2500 >25000 2210000 5900000 38000000
SS005B >250 >2500 >25000 2500000 6300000 | 36000000
SS006A >250 >2500 >25000 2560000 5300000 24000000
SS006B >250 >2500 >25000 2560000 4600000 29000000
DJHO1A >250 >2500 >25000 2620000 5300000 | 30000000
DJHO1B >250 >2500 >25000 2360000 4700000 26000000
DJHO2A >250 >2500 >25000 2750000 3800000 | 22000000
DJHO2B >250 >2500 >25000 2780000 5100000 29000000

Promedio >250 >2500 >25000 3648,659 |5158182.79 |122521584.3




Tabla N°56 Concentraciones de Lactobacilus acidophillus 10”6 UFC/mL en

carne de res (chuleta) 72 horas

Muestras Dilucién Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion
(c6digo) 10" 1072 10°° 10 10°° 10°°
UFC/MI UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
SSO001A >250 >2500 >25000 2620000 5600000 20000000
SS001B >250 >2500 >25000 2500000 5300000 19000000
SS002A >250 >2500 >25000 2500000 4800000 22000000
SS002B >250 >2500 >25000 2590000 5500000 17000000
SS003A >250 >2500 >25000 2620000 4600000 | 24000000
SS003B >250 >2500 >25000 2590000 4900000 | 20000000
SS004A >250 >2500 >25000 2330000 5800000 27000000
SS004B >250 >2500 >25000 2560000 3500000 11000000
SSO005A >250 >2500 >25000 2500000 5900000 28000000
SS005B >250 >2500 >25000 2210000 6300000 | 31000000
SS006A >250 >2500 >25000 2170000 4900000 | 24000000
SS006B >250 >2500 >25000 2560000 4600000 19000000
DJHO1A >250 >2500 >25000 2620000 5300000 21000000
DJHO1B >250 >2500 >25000 2360000 4700000 | 27000000
DJHO2A >250 >2500 >25000 2780000 3800000 30000000
DJHO02B >250 >2500 >25000 2750000 5100000 | 25000000
Promedio >250 >2500 >25000 510,000 [4984102.72 |22171693.2




Tabla N°57 Concentraciones de Lactobacilus acidophillus 10”6 UFC/mL en
carne de res (chuleta) 8 dias

Muestras Dilucién Dilucién Dilucién Dilucién Dilucién Dilucién
(c6digo) 10" 10 10° 10" 10° 10°
UFC/MI UFC/mL | UFC/mL | UFC/mL | UFC/mL | UFC/mL
SSO001A >250 >2500 604000 2620000 4600000 21000000
SS001B >250 >2500 569000 2620000 4800000 18000000
SS002A >250 >2500 538000 2590000 4900000 20000000
SS002B >250 >2500 504000 2590000 5300000 24000000
SSO003A >250 >2500 571000 2500000 5500000 29000000
SS003B >250 >2500 500000 2560000 5600000 19000000
SS004A >250 >2500 490000 2560000 5800000 25000000
SS004B >250 >2500 601000 2500000 3500000 20000000
SSO005A >250 >2500 590000 2500000 5900000 13000000
SS005B >250 >2500 499000 2330000 6300000 26000000
SSO006A >250 >2500 508000 2210000 4900000 28000000
SS006B >250 >2500 512000 2170000 3800000 17000000
DJHO1A >250 >2500 473000 2360000 4600000 11000000
DJHO1B >250 >2500 501000 2620000 4700000 20000000
DJHO2A >250 >2500 509000 2750000 5100000 22000000
DJHO02B >250 >2500 511000 2780000 5300000 19000000
Promedio >250 >2500 [528442.397 | 2510,550 |4984102.72 [20151671.7




Tabla N°58 Concentraciones de Lactobacilus acidophillus 1076 UFC/mL en
carne de res (chuleta) 15 dias

Muestras Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion
(c6digo) 10" 10° 10° 10" 10° 10°°
UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
SSO001A >250 >2500 >25000 2620000 5600000 10000000
SS001B >250 >2500 >25000 2500000 5300000 9000000
SS002A >250 >2500 >25000 2500000 4800000 11000000
SS002B >250 >2500 >25000 2590000 5500000 5000000
SS003A >250 >2500 >25000 2620000 4600000 7000000
SS003B >250 >2500 >25000 2590000 4900000 10000000
SS004A >250 >2500 >25000 2330000 5800000 8000000
SS004B >250 >2500 >25000 2560000 3500000 13000000
SS005A >250 >2500 >25000 2500000 5900000 11000000
SS005B >250 >2500 >25000 2210000 6300000 10000000
SS006A >250 >2500 >25000 2170000 4900000 12000000
SS006B >250 >2500 >25000 2560000 4600000 10000000
DJHO1A >250 >2500 >25000 2620000 5300000 13000000
DJHO1B >250 >2500 >25000 2360000 4700000 11000000
DJHO2A >250 >2500 >25000 2780000 3800000 10000000
DJHO02B >250 >2500 >25000 2750000 5100000 9000000
Promedio >250 >2500 >25000 510,000 ([4984102.72 |9697963.96




Tabla N°59 Concentraciones de Lactobacilus acidophillus 1006 UFC/mL en

carne de res (chuleta)

TIEMPO CONCENTRACION UFC/mL
24 HORAS 23000000
48 HORAS 23000000
72HORAS 22000000

8 DIAS 20000000

15 DIAS 10000000

Tabla N°60 Promedio de resultados de presencia o ausencia Salmonell spp

en carne res (chuleta)

TIEMPO PRESENCIA O AUSENCIA DE SALMONELLA SPP
24 HORAS 10000
48 HORAS 10000
72HORAS 10000
8 DIAS 10000
15 DIAS 10000




Tabla N°61 Concentraciones de Lactobacilus acidophillus 10*7 UFC/mL en
carne de res (chuleta) 24 horas

Muestras Dilucion Dilucién Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion
(cédigoy | 107 10° 10°° 10 10° 10° 10”7
UFC/mL | UFC/mL | UFC/mL | UFC/mL | UFC/mL | UFC/mL | UFC/mL
SS001A >250 >2500 >25000 2290000 | 6100000 | 19000000 | 50000000
SS001B >250 >2500 >25000 2330000 6400000 | 10000000 | 40000000
SS002A >250 >2500 >25000 2400000 | 4800000 | 38000000 | 30000000
SS002B >250 >2500 >25000 2500000 | 5500000 | 28000000 | 50000000
SS003A >250 >2500 >25000 2590000 5600000 9000000 | 20000000
SS003B >250 >2500 >25000 2620000 | 4900000 | 11000000 | 30000000
SS004A >250 >2500 >25000 2720000 5800000 | 14000000 | 40000000
SS004B >250 >2500 >25000 2560000 | 3500000 | 33000000 | 10000000
SSO005A >250 >2500 >25000 2500000 | 5900000 | 38000000 | 30000000
SS005B >250 >2500 >25000 2860000 6300000 | 36000000 | 50000000
SS006A >250 >2500 >25000 2780000 5300000 | 24000000 | 20000000
SS006B >250 >2500 >25000 2620000 | 4600000 | 29000000 | 30000000
DJHO1A >250 >2500 >25000 2560000 | 5300000 | 30000000 | 40000000
DJHO1B >250 >2500 >25000 2350000 | 4700000 | 26000000 | 10000000
DJHO2A >250 >2500 >25000 2210000 3800000 | 22000000 | 10000000
DJHO02B >250 >2500 >25000 2170000 5100000 | 29000000 | 30000000
Promedio >250 >2500 >25000 2496,234 (5158182.79(22521584.3(26957043.9




Tabla N°62 Concentraciones de Lactobacilus acidophillus 10*7 UFC/mL en

carne de res (chuleta) 48 horas

Muestras | Dipcion | Dilucion | Dilucion | Dilleion | pijycign 10 Dilucién 106 | Dilteion
(c6digo) | yecimr | uFchmL | UFCimL | UFCHmL UFCiml. UFC/ml. UFC/mL
SS001A | 250 2500 | >25000 | 2330000 6100000 19000000 40000000
SS001B |  >250 2500 | >25000 | 2500000 6400000 10000000 30000000
SS002A | =250 2500 | >25000 | 2500000 4800000 38000000 30000000
SS002B | 250 2500 | >25000 | 2590000 5500000 28000000 50000000
SS003A |  >250 2500 | >25000 | 2590000 5600000 9000000 50000000
SS003B | 250 2500 | >25000 | 2620000 4900000 11000000 50000000
SS004A | 250 52500 | >25000 | 2620000 5800000 14000000 40000000
SS004B |  >250 >2500 | >25000 | 2170000 3500000 33000000 30000000
SS005A | =250 2500 | >25000 | 2210000 5900000 38000000 20000000
SS0058 |  >250 2500 | >25000 | 2500000 6300000 35000000 20000000
SS006A |  >250 2500 | >25000 | 2560000 5300000 24000000 10000000
SS006B | =250 2500 | >25000 | 2560000 4600000 29000000 10000000
DJHO1A | 250 52500 | >25000 | 2620000 5300000 30000000 40000000
DJHOIB | 250 2500 | >25000 | 2360000 4700000 26000000 10000000
DJHO2A | >250 52500 | >25000 | 2750000 3800000 22000000 10000000
DJHO2B | 250 2500 | >25000 | 2780000 5100000 29000000 30000000
Promedio | 5250 2500 | >25000 | 3648659 | 5158182785 2252158433 | 251682018




Tabla N°63 Concentraciones de Lactobacilus acidophillus 10r7 UFC/mL en
carne de res (chuleta) 72 horas

Miicitsis Dil;l‘;:jén Dil;l;ién Dil;j(;:ién Dil1u0cjén Dil1u(;:\i56n Dil;l‘;:ién Dil;l(;:_i76n
(codigo) | yrcimL | UFCL | UFCimL | UFCimL | UFCmL | UFCimL | UFCmL
SS001A >250 >2500 >25000 2620000 5600000 | 20000000 | 10000000
$5001B >250 >2500 >25000 2500000 5300000 | 19000000 | 20000000
$5002A >250 >2500 >25000 2500000 4800000 | 22000000 | 30000000
$50028B >250 >2500 >25000 2590000 5500000 | 17000000 | 40000000
SS003A >250 >2500 >25000 2620000 4600000 | 24000000 | 50000000
$5003B >250 >2500 >25000 2590000 4900000 | 20000000 | 50000000
SS004A >250 >2500 >25000 2330000 5800000 | 27000000 | 40000000
$5004B >250 >2500 >25000 2560000 3500000 | 11000000 | 30000000
SS005A >250 >2500 >25000 2500000 5900000 | 28000000 | 20000000
$50058B >250 >2500 >25000 2210000 6300000 | 31000000 | 20000000
SS006A >250 >2500 >25000 2170000 4900000 | 24000000 | 40000000
$5006B >250 >2500 >25000 2560000 4600000 | 19000000 | 30000000
DJHO1A >250 >2500 >25000 2620000 5300000 | 21000000 | 10000000
DJH01B >250 >2500 >25000 2360000 4700000 | 27000000 | 10000000
DJHO02A >250 >2500 >25000 2780000 3800000 | 30000000 | 10000000
DJH02B >250 >2500 >25000 2750000 5100000 | 25000000 | 10000000
Promedio >250 >2500 >25000 510,000 |[4984102.72|22171693.2|22190181.7




Tabla N°64 Concentraciones de Lactobacilus acidophillus 10*7 UFC/mL en
carne de res (chuleta) 8 dias

Muestras | Diwcion | Dilacion | Dilucion | Dilucion | piycion 103 Dilucion 10 | Dilucion
(c6digo) | rcim | uFchmL | UFCImL | UFCHmL UFC/ml. UFC/ml. UFC/mL
SSO01A | >250 2500 | 604000 | 2620000 4600000 21000000 10000000
SS001B | >250 52500 | 569000 | 2620000 4800000 18000000 20000000
SS002A | =250 52500 | 538000 | 2590000 4900000 20000000 30000000
SS002B |  >250 52500 | 504000 | 2590000 5300000 24000000 20000000
SS003A |  >250 52500 | 571000 | 2500000 5500000 29000000 50000000
SS003B |  >250 52500 | 500000 | 2560000 5600000 19000000 20000000
SS004A | >250 52500 | 490000 | 2560000 5800000 25000000 10000000
SS004B | >250 52500 | 601000 | 2500000 3500000 20000000 30000000
SS005A |  >250 2500 | 590000 | 2500000 5900000 13000000 20000000
SS005B | =250 52500 | 499000 | 2330000 6300000 26000000 20000000
SS006A |  >250 2500 | 508000 | 2210000 4900000 28000000 40000000
SS006B |  >250 52500 | 512000 | 2170000 3800000 17000000 30000000
DJHO1A | 250 52500 | 473000 | 2360000 4600000 11000000 10000000
DJHOIB | 250 52500 | 501000 | 2620000 4700000 20000000 10000000
DJHO2A | >250 2500 | 509000 | 2750000 5100000 22000000 10000000
DJHO2B | 250 52500 | 511000 | 2780000 5300000 19000000 10000000
Promedio | 250 2500 | 528442.397| 2510550 | 4984102718 2015167166 | 184012143




Tabla N°65 Concentraciones de Lactobacilus acidophillus 1007 UFC/mL en
carne de res (chuleta) 15 dias

i Wit Dil;»lc)&‘én Dn:.;;an on;.oc_gon D";'(fi“ oa;.gon Dil;n::bn ml;.;;m
(cadigo) . : ~
UFC/mL | UFC/ml | UFC/imL | UFC/mpL | UFC/mL | UFC/mL | UFCimL
SSOD1A | 2250 22500 >25000 | 2620000 | 5600000 | 10000000 | 10000000
SS001B ~ »250 >2500 >25000 | 2500000 | 5200000 | 9000000 | 20000000
SS002A =250 >2500 »25000 | 2500000 | 4800000 | 11000000 | 10000000
$S002B >250 >2500 >25000 | 2590000 | 5500000 | 5000000 | 20000000
SSO03A | 250 *2500 >25000 | 2620000 | 4600000 | 7000000 | 20000000
TSSO038 | 2250 | =2500 | >25000 | 2590000 | 4900000 | 10000000 | 20000000
SSOD4A =250 >2500 »25000 | 2330000 | 5800000 | 8000000 | 10000000
SSODAB =250 =2500 =25000 | 2560000 | 3500000 | 13000000 | 30000000
SS005A4 | »250 »2500 >25000 | 2500000 | 5900000 | 11000000 | 20000000
SS005B =250 =2500 =26000 | 2210000 | 6300000 | 10000000 | 20000000
SSODBA =250 >2500 >25000 | 2170000 | 4900000 | 12000000 | 10000000
SS006B »250 *2500 »25000 | 2560000 | 4600000 | 10000000 | 30000000
DJHO1A >250 >2500 »>26000 | 2620000 | 5300000 | 13000000 | 10000000
DJHOIB = »250 >25040 >25000 | 2360000 | 4700000 | 11000000 | 10000000
DJHO2A =250 >2500 »25000 | 2780000 | 3800000 | 10000000 | 10000000
DJHO2B =~ »250 »2500 >26000 | 2750000 | 5100000 | 9000000 | 10000000
Promedio = >250 *2500 *25000 510.000 | 4984102.72|9697963.96 | 14877378.3




Tabla N°66 Concentraciones de Lactobacilus acidophillus 1007 UFC/mL en
carne de res (chuleta)

TIEMPO CONCENTRACION UFC/mL
24 HORAS 280000000
48 HORAS 250000000
72HORAS 22000000

8 DIAS 180000000

15 DIAS 140000000

Tabla N°67 Promedio de resultados ausencia o prensencia de Salmonella spp
en carne de res(chuleta).

TIEMPO PRESENCIA O AUSENCIA DE SALMONELLA SPP
24 HORAS 10000
48 HORAS 10000
72HORAS 8000
8 DIAS 0
15 DIAS 0




Tabla N°68 Resultados de la determinacion de color en las muestras de carne
de res (chuleta) con la concentracion 106UFC/g de Lactobacillus

acidophillus
TIEMPO COLOR PORCENTAJE
ROJO VERDE-AZUL ROJO VERDE-AZUL

24 HORAS 16 0 100 0
48 HORAS 15 1 93.75 6.25
72 HORAS 13 3 81.25 18.75
8 DIAS 3 13 18.75 81.25
15 DIAS 1 15 6.25 93.75

Tabla N°69 Resultados de la determinacion de color en las muestras de carne
de res (chuleta) con la concentracién 1O6UFC/g de Lactobacillus

acidophillus
TIEMPO COLOR PORCENTAJE
ROJO VERDE-AZUL ROJO VERDE-AZUL
24 HORAS 16 0 100 0
48 HORAS 16 0 100 0
72 HORAS 16 0 100 0
8 DIAS 13 3 81.25 18.75
15 DIAS 11 5 68.75 31.25




Tabla N°70 Determinacion de pH en muestras de carne de res (chuleta)

concentracion 106UFC/g de Lactobacillus acidophilus.

Muestras 24 Hr 48 Hr 72 Hr 8 Dias 15 Dias
(cédigo)
SS001A 5.74 6.02 6.19 6.22 6.26
SS002A 5.92 6 6.06 6.14 6.32
SS003A 5.70 5.91 6.13 6.22 6.23
SS004A 6.20 6.22 6.22 6.24 6.25
SSO005A 6.00 6.03 6.10 6.19 6.23
SSO06A 6.14 6.19 6.22 6.29 6.34
DJHO1A 6.00 6.11 6.21 6.33 6.35
DJHO2A 6.25 6.26 6.26 6.28 6.32
SS001B 5.64 5.88 6.15 6.24 6.39
SS002B 5.95 6.03 6.13 6.19 6.27
SS003B 5.87 5.99 6.08 6.27 6.40
SS004B 6.25 6.27 6.29 6.33 6.38
SS005B 5.99 6.05 6.21 6.33 6.39
SS006B 6.04 6.11 6.28 6.38 6.41
DJHO1B 6.03 6.26 6.27 6.30 6.44
DJHO2B 6.15 6.18 6.20 6.27 6.30
PROMEDIO 5.091875 | 6.094375 | 6.1875 | 6.26375 6.33

Tabla N°71 Determinacion de pH en muestras de carne de res(chuleta)

concentracion 107 UFC/g de Lactobacillus acidophilus.

Muestras 24 Hr 48 Hr 72 Hr 8 Dias 15 Dias
(cédigo)

SS001A 5.72 5.92 6.11 6.37 6.47
SS002A 5.92 6.02 6.13 6.22 6.25
SS003A 5.85 5.93 6.17 6.21 6.36
SS004A 6.08 6.11 6.15 6.31 6.43
SS005A 6.04 6.14 6.20 6.25 6.3
SS006A 6.03 6.11 6.21 6.29 6.31
DJHO1A 6.22 6.31 6.32 6.39 6.40
DJHO2A 6.11 6.22 6.27 6.28 6.33
SS001B 5.33 5.55 6.15 6.23 6.27
SS002B 6.06 6.12 6.17 6.22 6.26
SS003B 5.75 5.99 6.14 6.21 6.25
SS004B 6.20 6.27 6.30 6.39 6.41
SS005B 6.10 6.14 6.21 6.33 6.39
SS006B 6.01 6.11 6.24 6.35 6.41
DJHO1B 6.00 6.19 6.29 6.30 6.36
DJHO02B 6.07 6.13 6.22 6.27 6.28
PROMEDIO 5.968125 6.07875 6.205 6.28875 6.3425




ANEXO N° 18

RESULTADOS DE TERCER ENSAYO



Tabla N°72 Resultado de pruebas bioquimicas

PRUEBA RESULTADO RESULTADO OBSERVACIONES
ESPERADO OBTENIDO
INDOL Positivo Positivo Formacion de un anillo color
rojo
VOGES- Positivo Positivo Coloracion naranja a rosa
PROSKAUER
ROJO DE Positivo Positivo Coloracion roja
METILO
MOTILIDAD Positivo Positivo Movilidad mas alla de la
punzada de la siembra
TSI Positivo Positivo Produccion de gas (HzS)
Produccion de H2S
(gas)
CITRATO Positivo Positivo Coloracion verde en el bisel




Tabla N°73 Concentraciones de Lactobacilus acidophillus 106 UFC/MI en
carne de res (chuleta) 24 horas

Muestras Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion
(c6digo) 10" 10 10° 10" 10° 100
UFC/mL | UFC/mL | UFC/mL | UFC/mL | UFC/mL | UFC/mL
SSO001A >250 >2500 >25000 2620000 6100000 19000000
SS001B >250 >2500 >25000 2500000 6400000 10000000
SS002A >250 >2500 >25000 2500000 4800000 38000000
SS002B >250 >2500 >25000 2590000 5500000 | 28000000
SS003A >250 >2500 >25000 2620000 5600000 9000000
SS003B >250 >2500 >25000 2590000 4900000 11000000
SS004A >250 >2500 >25000 2330000 5800000 14000000
SS004B >250 >2500 >25000 2560000 3500000 33000000
SS005A >250 >2500 >25000 2500000 5900000 | 38000000
SS005B >250 >2500 >25000 2210000 6300000 | 36000000
SSO006A >250 >2500 >25000 2170000 5300000 24000000
SS006B >250 >2500 >25000 2560000 4600000 | 29000000
DJHO1A >250 >2500 >25000 2620000 5300000 30000000
DJHO1B >250 >2500 >25000 2360000 4700000 | 26000000
DJHO2A >250 >2500 >25000 2780000 3800000 | 22000000
DJHO02B >250 >2500 >25000 2750000 5100000 29000000
Promedio >250 >2500 >25000 510,000 ([5158182.79 |22521584.3




Tabla N°74 Concentraciones de Lactobacilus acidophillus 106 UFC/mL en
carne de res (chuleta) 48 horas

Muestras Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion
(c6digo) 10t 102 10° 10 10° 10°®
SS001A >250 >2500 >25000 2330000 6100000 19000000
SS001B >250 >2500 >25000 2500000 6400000 10000000
SS002A >250 >2500 >25000 2500000 4800000 | 38000000
SS002B >250 >2500 >25000 2590000 5500000 28000000
SS003A >250 >2500 >25000 2590000 5600000 9000000
SS003B >250 >2500 >25000 2620000 4900000 11000000
SS004A >250 >2500 >25000 2620000 5800000 14000000
SS004B >250 >2500 >25000 2170000 3500000 33000000
SSO005A >250 >2500 >25000 2210000 5900000 38000000
SS005B >250 >2500 >25000 2500000 6300000 | 36000000
SS006A >250 >2500 >25000 2560000 5300000 24000000
SS006B >250 >2500 >25000 2560000 4600000 | 29000000
DJHO1A >250 >2500 >25000 2620000 5300000 30000000
DJHO1B >250 >2500 >25000 2360000 4700000 26000000
DJHO02A >250 >2500 >25000 2750000 3800000 | 22000000
DJHO02B >250 >2500 >25000 2780000 5100000 29000000

Promedio >250 >2500 >25000 3648,659 [5158182.79 (22521584.3




Tabla N°75 Concentraciones de Lactobacilus acidophillus 106 UFC/mL en
carne de res (chuleta) 72 horas

Muestras Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion
(c6digo) 10" 10 10° 10" 10° 100
UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
SS001A >250 >2500 >25000 2620000 5600000 | 20000000
SS001B >250 >2500 >25000 2500000 5300000 19000000
SS002A >250 >2500 >25000 2500000 4800000 | 22000000
SS002B >250 >2500 >25000 2590000 5500000 17000000
SS003A >250 >2500 >25000 2620000 4600000 24000000
SS003B >250 >2500 >25000 2590000 4900000 | 20000000
SS004A >250 >2500 >25000 2330000 5800000 27000000
SS004B >250 >2500 >25000 2560000 3500000 11000000
SS005A >250 >2500 >25000 2500000 5900000 | 28000000
SS005B >250 >2500 >25000 2210000 6300000 | 31000000
SSO006A >250 >2500 >25000 2170000 4900000 24000000
SS006B >250 >2500 >25000 2560000 4600000 19000000
DJHO1A >250 >2500 >25000 2620000 5300000 21000000
DJHO1B >250 >2500 >25000 2360000 4700000 | 27000000
DJHO2A >250 >2500 >25000 2780000 3800000 | 30000000
DJHO02B >250 >2500 >25000 2750000 5100000 25000000
Promedio >250 >2500 >25000 510,000 (4984102.72122171693.2




Tabla N°76 Concentraciones de Lactobacilus acidophillus 10”6 UFC/mL en
carne de res (chuleta) 8 dias

Muestras Dilucion Dilucién Dilucién Dilucion Dilucion Dilucion
(c6digo) 10" 10° 10° 10" 10° 10°°
UFC/mL | UFC/mL | UFC/mL | UFC/mL | UFC/mL | UFC/mL
SS001A >250 >2500 604000 2620000 4600000 | 21000000
SS001B >250 >2500 569000 2620000 4800000 18000000
SS002A >250 >2500 538000 2590000 4900000 | 20000000
SS002B >250 >2500 504000 2590000 5300000 | 24000000
SS003A >250 >2500 571000 2500000 5500000 29000000
SS003B >250 >2500 500000 2560000 5600000 19000000
SS004A >250 >2500 490000 2560000 5800000 | 25000000
SS004B >250 >2500 601000 2500000 3500000 | 20000000
SSO005A >250 >2500 590000 2500000 5900000 13000000
SS005B >250 >2500 499000 2330000 6300000 | 26000000
SS006A >250 >2500 508000 2210000 4900000 28000000
SS006B >250 >2500 512000 2170000 3800000 17000000
DJHO1A >250 >2500 473000 2360000 4600000 11000000
DJHO1B >250 >2500 501000 2620000 4700000 20000000
DJHO02A >250 >2500 509000 2750000 5100000 | 22000000
DJHO02B >250 >2500 511000 2780000 5300000 19000000
Promedio >250 >2500 528442.397 | 2510,550 |[4984102.72|20151671.7




Tabla N°77 Concentraciones de Lactobacilus acidophillus 106 UFC/mL en
carne de res (chuleta) 15 dias

Muestras Dilucién Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion
(c6digo) 10" 10° 10° 10" 10° 10°
UFC/MI UFC/mL | UFC/mL | UFC/mL | UFC/mL | UFC/mL
SS001A >250 >2500 >25000 2620000 5600000 10000000
SS001B >250 >2500 >25000 2500000 5300000 9000000
SS002A >250 >2500 >25000 2500000 4800000 11000000
SS002B >250 >2500 >25000 2590000 5500000 5000000
SS003A >250 >2500 >25000 2620000 4600000 7000000
SS003B >250 >2500 >25000 2590000 4900000 10000000
SS004A >250 >2500 >25000 2330000 5800000 8000000
SS004B >250 >2500 >25000 2560000 3500000 13000000
SSO005A >250 >2500 >25000 2500000 5900000 11000000
SS005B >250 >2500 >25000 2210000 6300000 10000000
SS006A >250 >2500 >25000 2170000 4900000 12000000
SS006B >250 >2500 >25000 2560000 4600000 10000000
DJHO1A >250 >2500 >25000 2620000 5300000 13000000
DJHO1B >250 >2500 >25000 2360000 4700000 11000000
DJHO2A >250 >2500 >25000 2780000 3800000 10000000
DJHO02B >250 >2500 >25000 2750000 5100000 9000000
Promedio >250 >2500 >25000 510,000 ([4984102.72 |9697963.96




Tabla N°78 Concentraciones de Lactobacilus acidophillus 1076 UFC/mL en
carne de res (chuleta)

TIEMPO CONCENTRACION UFC/mL
24 HORAS 23000000
48 HORAS 23000000
72HORAS 22000000

8 DIAS 20000000

15 DIAS 10000000

Tabla N°79 Promedio de resultados de presencia o ausencia Salmonella spp
en carne de res(chuleta).

TIEMPO PRESENCIA O AUSENCIA DE SALMONELLA SPP
24 HORAS 10000
48 HORAS 10000
72HORAS 10000
8 DIAS 10000
15 DIAS 10000




Tabla N°80 Concentraciones de Lactobacilus acidophillus 10r7 UFC/mL en
carne de res (chuleta) 24 horas

Misstise Dilucién Diluc;()n Diluc;c'm Dilucjc'm Dilucjsén Dilucg()n Diluc;()n
(esdigo) | yror | urcigl | uromL | urcmL u;g/ml, U::g/ml, UI:(())I-mL
SS001A >250 >2500 >25000 2250000 6100000 | 19000000 [ 50000000
$S001B >250 >2500 >25000 2330000 6400000 | 10000000 | 40000000
$S002A >250 >2500 >25000 2400000 4800000 | 38000000 [ 30000000
$5002B >250 >2500 >25000 2500000 5500000 | 28000000 | 50000000
SS003A >250 >2500 >25000 2590000 5600000 9000000 | 20000000
$5003B >250 >2500 =25000 2620000 4900000 | 11000000 [ 30000000
SS004A >250 >2500 >25000 2720000 5800000 | 14000000 [ 40000000
$S004B >250 >2500 >25000 2560000 3500000 | 33000000 [ 10000000
SS005A >250 >2500 >25000 2500000 5900000 | 38000000 | 30000000
$5005B >250 >2500 >25000 2860000 6300000 | 36000000 [ 50000000
SS006A =250 >2500 >25000 2780000 5300000 | 24000000 [ 20000000
$S006B >250 >2500 >25000 2620000 4600000 | 29000000 | 30000000
DJHO1A =250 >2500 >25000 2560000 5300000 | 30000000 | 40000000
DJHO1B >250 >2500 >25000 2350000 4700000 | 26000000 | 10000000
DJHO02A >250 >2500 >25000 2210000 3800000 | 22000000 | 10000000
DJHO02B >250 >2500 >25000 2170000 5100000 | 29000000 | 30000000

Promedio >250 >2500 >25000 2496,234 | 5158182.79| 22521584.3 | 26957043.9




Tabla N°81 Concentraciones de Lactobacilus acidophillus 107 UFC/mL en

carne de res (chuleta) 48 horas

Muestras | Ditucion | Dilucion | Dilucion | Dilucion | pijycion 10 Dilucion 105 | Dilucion
(codigo) | yrcim | uFcimL | UFCimL | UFCmL UFC/mL. UFC/mL UFC/mL
SS001A | 250 2500 | >25000 | 2330000 6100000 19000000 40000000
SS001B | 250 2500 | >25000 | 2500000 6400000 10000000 30000000
SS002A | 250 2500 | >25000 | 2500000 4800000 38000000 30000000
SS002B | 250 2500 | >25000 | 2590000 5500000 28000000 50000000
SS003A | 250 >2500 | >25000 | 2590000 5600000 9000000 50000000
SS003B | 250 2500 | 25000 | 2620000 4900000 11000000 50000000
SS004A | 250 2500 | >25000 | 2620000 5800000 14000000 40000000
SS004B | 250 2500 | >25000 | 2170000 3500000 33000000 30000000
SS005A | 250 2500 | >25000 | 2210000 5900000 38000000 20000000
SS0058 | 250 2500 | >25000 | 2500000 6300000 36000000 20000000
SSO006A | 250 2500 | >25000 | 2560000 5300000 24000000 10000000
SS006B | 250 >2500 | >25000 | 2560000 4500000 29000000 10000000
DJHO1A | >250 2500 | >25000 | 2620000 5300000 30000000 40000000
DJHOIB |  >250 2500 | >25000 | 2360000 4700000 26000000 10000000
DJHO2A | >250 >2500 | >25000 | 2750000 3800000 22000000 10000000
DJHO2B | >250 2500 | >25000 | 2780000 5100000 29000000 30000000
Promedio | 5250 2500 | >25000 | 3648659 | 5158182785 2252158433 | 251682018




Tabla N°82 Concentraciones de Lactobacilus acidophillus 10*7 UFC/mL en
carne de res (chuleta) 72 horas

Miisstias Dilucién DiIuc;()n Dilucgén Dilucj‘()n Dilucﬁién Dilucién Diluc;()n
{codigo) U;g;mL UI:((Z)/-mL U;g/mj, Uf:g/mj, U;g/mj, u;g/mL U;g;mL
SS001A >250 >2500 >25000 2620000 5600000 | 20000000 | 10000000
$5001B =250 >2500 >25000 2500000 5300000 | 19000000 | 20000000
$S002A >250 >2500 >25000 2500000 4800000 | 22000000 | 30000000
$5002B >250 >2500 >25000 2590000 5500000 | 17000000 | 40000000
SS003A >250 >2500 >25000 2620000 4600000 | 24000000 | 50000000
$5003B >250 >2500 >25000 2590000 4900000 | 20000000 | 50000000
SS004A >250 >2500 >25000 2330000 5800000 | 27000000 | 40000000
$5004B =250 >2500 >25000 2560000 3500000 | 11000000 | 30000000
SS005A >250 >2500 >25000 2500000 5900000 | 28000000 | 20000000
$5005B >250 >2500 >25000 2210000 6300000 | 31000000 | 20000000
SS006A >250 >2500 >25000 2170000 4900000 | 24000000 | 40000000
$5006B >250 >2500 >25000 2560000 4600000 | 19000000 | 30000000
DJHO1A >250 >2500 >25000 2620000 5300000 | 21000000 | 10000000
DJH01B >250 >2500 >25000 2360000 4700000 | 27000000 | 10000000
DJHO02A >250 >2500 >25000 2780000 3800000 | 30000000 | 10000000
DJH02B >250 >2500 >25000 2750000 5100000 | 25000000 | 10000000
Promedio =250 >2500 >25000 510,000 |[4984102.72|22171693.2|22190181.7




Tabla N°83 Concentraciones de Lactobacilus acidophillus 1077 en carne de res
(chuleta) 8 dias

A EAEA A T e
V| vrcim | urcipl | vFckl | urcigL mL Bk UFCip), |
SSOO1A | »250 | 2500 | 604000 | 2620000 | 4800000 20000000 | 10000000
SSOO1B | 250 | 2500 | 5A9000 | 2620000 | 4300000 18060000 | 20000000
SSO0ZA | 250 | 2500 | 538000 | 2500000 | 4300000 20000000 | 30000000
SSO02B | 250 | 2500 | 504000 | 2590000 5300000 24000000 | 20000000
SSO03A | 250 | 2500 | 571000 | 2500000 5500000 20000000 | 50000000
SSO03B | 250 | 2500 | 50000 | 2560000 5600000 19000000 | 20000000
SSO0AA | 250 | 2500 | 490000 | 2560000 5000000 25000000 | 10000000
SSO04B | 250 | 2500 | 601000 | 2500000 3500000 20000000 | 30000000
SSO0SA | 250 | 2500 | 590000 | 2500000 5500000 13000000 | 20000000
SS005B | -250 | 2500 | 499000 | 2330000 | 5300000 26000000 | 20000000
SSO0GA | 250 | 2500 | 508000 | 2210000 | 4500000 20000000 | 40000000
SSO06B | =250 | 2500 | 512000 | 2170000 | 3800000 17000000 | 30000000
DJHOIIA | 5250 | 2500 | 473000 | 2360000 | 4600000 1000000 | 10000000
DJHOIB | =250 | s2500 | 501000 | 2620000 | 4700000 20000000 | 10000000
DJHOZA | 5250 | 2500 | 509000 | 2750000 5100000 22000000 | 10000000
DIHOZB | 250 | 2500 | 511000 | 2780000 5200000 19000000 | 10000000
Promedio | 5250 | 2500 | 528442397| 2510550 | 4984102718 | 2015167166 | 184012143




Tabla N°84 Concentraciones de Lactobacilus acidophillus 10*7 UFC/mL en
carne de res (chuleta) 15 dias

Micatsas Dilucién Dilucién DiIucgi()n DiIuci()n Dilucg()n Dilucj;én Diluc;(m
(codigo) Ulgg;mL UI:((:)/.mL U;glml, U;g/mj, ur:g/mL Ulgg/mL ugg}ml.
SS001A »250 >2500 >25000 | 2620000 | 5600000 | 10000000 | 10000000
$S001B »250 >2500 >25000 | 2500000 | 5300000 | 9000000 | 20000000
$S002A >250 >2500 >25000 | 2500000 | 4800000 | 11000000 | 10000000
$5002B »250 >2500 >25000 | 2590000 | 5500000 | 5000000 | 20000000
SS003A >250 >2500 >25000 | 2620000 | 4600000 | 7000000 | 20000000
$5003B »250 >2500 >25000 | 2590000 | 4900000 | 10000000 | 20000000
SS004A >250 >2500 >25000 | 2330000 | 5800000 | 8000000 | 10000000
$50048 »250 >2500 >25000 | 2560000 | 3500000 | 13000000 | 30000000
SS005A >250 >2500 >25000 | 2500000 | 5900000 | 11000000 | 20000000
$50058 >250 >2500 >25000 | 2210000 | 6300000 | 10000000 | 20000000
$S006A >250 >2500 >25000 | 2170000 | 4900000 | 12000000 | 10000000
$50068 >250 >2500 >25000 | 2560000 | 4600000 | 10000000 | 30000000
DJHO1A »250 >2500 >25000 | 2620000 | 5300000 | 13000000 | 10000000
DJHO1B »250 >2500 >25000 | 2360000 | 4700000 | 11000000 | 10000000
DJHO2A >250 >2500 >25000 | 2780000 | 3800000 | 10000000 | 10000000
DJH02B »250 >2500 >25000 | 2750000 | 5100000 | 9000000 | 10000000

Promedio >250 >2500 >25000 510,000 |4984102.72|9697963.96| 14877378.3




Tabla N°85 Concentraciones de Lactobacilus acidophillus 10r7 UFC/mL en

carne de res (chuleta)

TIEMPO CONCENTRACION UFC/mL
24 HORAS 280000000
48 HORAS 250000000
72HORAS 22000000
8 DIAS 180000000
15 DIAS 140000000

Tabla N°86 Promedio de resultado de presencia o ausencia de Salmonella spp
en carne de res (chuleta).

Tiempo Concentracién 106 UFC/mL Concentracién 10r7 UFC/mL
24Hr 10000 10000
48Hr 8000 7000
72Hr 5000 2000
8Dias 0 0
15Dias 0 0




Tabla N°87 Resultados de la determinacién de color en las muestras de carne
de res (chuleta) con la concentraciéon 106ufc/g de Lactobacillus

acidophillus
TIEMPO COLOR PORCENTAJE
ROJO | VERDE-AZUL ROJO VERDE-AZUL
24 HORAS 16 0 100 0
48 HORAS 16 0 100 0
72 HORAS 16 0 100 0
8 DIAS 16 0 100 0
15 DIAS 16 0 100 0

Tabla N°88 Resultados de la determinacién de color en las muestras de carne
de res (chuleta) con la concentracion 107UFC/g de Lactobacillus

acidophillus
TIEMPO COLOR PORCENTAJE
ROJO | VERDE-AZUL ROJO VERDE-AZUL

24 HORAS 16 0 100 0
48 HORAS 16 0 100 0
72 HORAS 16 0 100 0

8 DIAS 16 0 100

15 DIAS 16 0 100 0




Tabla N°89 Determinacion de pH en muestras de carne de res (chuleta)
concentracion 1O7UFC/g de Lactobacillus acidophillus.

Muestras 24 Hr 48 Hr 72 Hr 8 Dias 15 Dias
(cédigo)

SS001A 5.64 5.78 5.91 6.12 6.26
SS002A 5.32 5.55 5.78 6.21 6.31
SS003A 5.69 5.81 5.96 6.19 6.23
SS004A 6.02 6.13 6.18 6.22 6.25
SS005A 6 6.08 6.12 6.21 6.26
SS006A 6.03 6.1 6.18 6.26 6.31
DJHO1A 6 6.11 6.21 6.28 6.36
DJHO02A 6.05 6.18 6.21 6.26 6.29
SS001B 6.03 6.12 6.18 6.21 6.25
SS002B 5.87 5.93 6.08 6.19 6.26
SS003B 5.41 5.73 5.94 6.15 6.28
S5004B 5.52 5.78 5.98 6.14 6.3
SS005B 5.71 5.87 6.01 6.13 6.27
SS006B 5.89 5.92 6.04 6.25 6.33
DJHO1B 6.08 6.11 6.17 6.24 6.31
DJHO2B 6.1 6.17 6.22 6.26 6.37
PROMEDIO 5.835| 5.960625 6.073125 6.2075 6.29

Tabla N°89 Determinacion de pH en muestras de carne de res (chuleta)

concentracion 107UFC/g de Lactobacillus acidophillus.

Muestras 24 Hr 48 Hr 72 Hr 8 Dias 15 Dias
(cbédigo)

SSO001A 6.03 6.15 6.22 6.31 6.47
SS002A 5.89 5.92 6.07 6.17 6.25
SS003A 5.79 5.81 5.94 6.26 6.36
SS004A 6.00 6.13 6.25 6.31 6.43
SS005A 5.98 6.08 6.14 6.21 6.30
SS006A 6.01 6.13 6.18 6.28 6.31
DJHO1A 6.17 6.18 6.21 6.33 6.40
DJHO2A 6.15 6.18 6.20 6.27 6.33
SS001B 5.81 6.09 6.16 6.21 6.30
SS002B 5.79 6.03 6.15 6.26 6.33
SS003B 5.89 5.98 6.16 6.30 6.40
SS004B 6.20 6.22 6.24 6.35 6.40
SS005B 6.00 6.19 6.24 6.29 6.35
SS006B 6.17 6.19 6.21 6.25 6.45
DJHO01B 6.00 6.11 6.27 6.32 6.39
DJHO02B 6.13 6.17 6.22 6.29 6.37
PROMEDIO 6.000625 6.0975 6.17875| 6.275625 6.365




ANEXO N°19

RESULTADOS DE PRUEBA DE LABORATORIO



Figura N°34 Resultado de la comprobacién de presencia/ausencia de
Salmonella spp en carne de res(chuelta)



(a) (b)

(d) (€) (f)

Figura N°35 Resultados de Pruebas bioquimicas presencia o ausencia
de Salmonella spp en carne de res(chuleta)
a) Prueba rojo de metilo, b)Prueba de indol, c) Prueba de
TSI, d)Prueba de Voges-Proskauer, €) Prueba de citrato,
f) Prueba de movilidad.



Figura N°36 Inoculacion de la muestra con Salmonella spp y Lactobacillus
acidophillus



() (d)

Figura N° 37 Imagenes del procedimiento para el recuento de Lactobacillus
acidophilus: a) Muestras de carnes de res (chuelta) tratadas por
Stomacher, b) Preparacion de las diluciones para el recuento de
Lactoacillus acidophilus, c) Siembras de las diluciones en agar
MRS para el recuento del Lactoacillus acidophilus, d) Incubacion
en jarra de anaerobiosis de las muestras para el recuento en agar
MRS



() (d)

Figura N°38 Imagenes del recuento de Lactobacillus acidophillus

(a) Realizando el recuento de Lactobacillus acidophillus

(b), (c), (d) Placas con Lactobacillus acidophillus



Figura N°39 Imagenes de la comprobacion de presencia/ausencia de

Salmonella spp
€)) Presencia de Salmonella spp en una de las placas con
Lactobacillus acidophillus 103ufc/g (primer ensayo)

(b) Presencia de Salmonella spp en una de las placas con
Lactobacillus acidophillus 10%ufc/g (primer ensayo)

(©) Presencia de Salmonella spp en una de las placas con
Lactobacillus acidophillus 108ufc/g (segundo ensayo)

(d) Presencia de Salmonella spp en una de las placas con
Lactobacillus acidophillus 107ufc/g (segundo ensayo)

(e) Presencia de Salmonella spp en una de las placas con
Lactobacillus acidophillus 108ufc/g (tercer ensayo)

0 Presencia de Salmonella spp en una de las placas con
Lactobacillus acidophillus 107ufc/g (tercer ensayo)



ANEXO N° 20

CERTIFICADO DE CALIDAD DE Lactobacillus acidophilus
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L. Acidophilus 50
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Fechs de Emissdn: 18:04-15

DANISCO

Dascripoidn

Uin cultiva probidtico lofilizado en la forma de pohvo para & aplicacdn de alimento;

{S~peso estandarizado)
Areas de aplicacién
Lactens.

Beneficios

Produecidn

Dosis

Segln &l producio a elaborar y su Tonmulacen,

Instrucciones de uso

Desinfacte el sachet con un desinfectante aproplado antes de Bbnr
Abra el sachel v agregue la cullura directamente &l products, Agle o mezcle para
aproatimadamente 30 minulos on la velocidad baja.

Composicién
Lactobasiiius acidaphilus
Soporte: dextrosa

Especificaciones fisico-quimicas
Mo aplica.

Especificaciones microblobgicas

Control de calided Microblolbgico - mélodog v walores esiandar,

Recuwenio celular » = 5.0E+12 CFU/bolea™
Bactania no ackdo [&ctico < 500 CFUg
Emercbagtarias <10 CFLig
Levaduras ¥ Mohos =10 CFUYg
Enmerocso <100 CFUg
Coagul ase-posiive = 10 CFlg
siaphyincocs

Listeria monocyingenes neqg. | 259
Sabmonella spp nog, /25

Lo métodos analiticos sstan disponibles

por |8 petickin.

9 DCU = 1.0E # 11 CFU [Unidad Formadora de Colonias.)
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Figura N° 40 Certificado de calidad de Lactobacillus acidophilus




Cl-260/02

cim pa'sas FICHA TECNICA  [Yersién 001

L. Acidophilus 50 Pagina 2 de 3

Insumos y tecnologia para la Industria alimentarla DCU-S T ———

Especificaciones de metales pesados
No aplica.

Datos nutricionales

No aplica.

Almacenamiento

Refrigere en recibo.

El periodo de conservacion es 12 meses cuando almacenado (abajo de 4°C) en el paquete
original y cerrado.

Embalaje

Folio laminado PE.PET Al

Cantidad

Caontenida >=50 DCW/balsa,
Este producto tiene el peso estandarizado de 50 g.

Pureza y legislacién

L. Acidophillus LY 50 DCU-S responde & las exigencias impuestas por la legisiacién de la
Linién Europesa,

Las regulaciones alimentarias de efiquetado deben ser sistemdticamente consultadas en
cuanto a la situacidn de este producto; la legislacidn en el uso alimentario puede mr‘rnr en
funcisn del pais.

Seguridad y manipulacién

La ficha de seguridad esta disponible bajo petician,

Pais de origen

Francia

Certificacion Kosher

KOSHER lacteo.

Avenida Amdricas b3 - 0%
PEX; 420 2057
Baaneh D0
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Eirtpadcimipa Com Lo
WWWLIMpa.ComOs

Parguie Agroniduestrial de | Sabara
Dodega ¥7 - 98 Tek 001 bfs B2 35
Emi | ¥ia Mraosera - Bonotd



cimpa;f,.;‘v

Insumds ¥ Tecnologia paca fa industris alkmentaria

Cl= 280702

FICHA TECNICA | ersn oot
L. Acidophilus 50 | Pagha Sded

DCU-§ Focha de Emigion; 18-04.13

Certificacion Halal

Certificado por Halal Food Councll of Europe (HFCE)
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