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1. INTRODUCCION

Los principales destinos de los salmonidos producidos en el pais son en su
mayoria mercados exigentes en cuanto a calidad se refiere, lo que incluye la seguridad
microbioldgica, siendo estrictos en la ausencia total de algunos gérmenes patogenos,
como es el caso de Listeria monocytogenes. Una creciente atencion ha recibido esta
bacteria en las ultimas décadas debido al nimero de casos registrados por el consumo de
alimentos contaminados y al alto nivel de mortalidad que lleva asociado para el
consumidor. El proceso de elaboracion del salmon ahumado en frio no cuenta con una
etapa donde se asegure la eliminacién de este microorganismo, lo que sumado a la
capacidad de Listeria para soportar condiciones ambientales adversas, plantea la
necesidad de la aplicacion de un método mediante el cual pueda ser destruida.

Otro gran desafio lo plantean las exigencias de los consumidores por alimentos
mas frescos y minimamente procesados, sin preservantes quimicos, por lo cual
adquieren gran interés los métodos de conservacion naturales e inocuos para el
consumidor, exigencias cumplidas por algunos compuestos de origen bioldgico como las
bacteriocinas. Es asi como la biopreservacion a través de estos péptidos antimicrobianos
ha ganado un creciente interés y son muchos los que han investigado sobre sus
caracteristicas y su posible utilizacion en la preservacion de productos marinos

Es asi como en el presente estudio se han planteado los siguientes objetivos.

1.1 Objetivo general
Estudiar el efecto de una bacteriocina lactica sobre la conservacion de filetes de

trucha ahumada.

1.2 Objetivos especificos
- Estandarizar los pardmetros para la aplicacion por aspersion de la bacteriocina de

Carnobacterium piscicola 1103 sobre filetes de trucha.



- Estudiar el estado de conservacion de la trucha ahumada, inoculada con la
bacteriocina de C. piscicola 1103, envasada al vacio y almacenada a 2°C, a
través de pardmetros microbiologicos, fisicos, quimicos, y organolépticos.

- Estudiar la inhibicion de Listeria monocytogenes Lm82 por la bacteriocina de C.

piscicola L103 sobre trucha ahumada en frio, envasada al vacio y almacenada a
2°C.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Bacteriocinas de bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) son un grupo de bacterias Gram-positivas, no
esporuladas y generalmente inméviles, dentro de las cuales se describen siete géneros:
Streptococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Carnobacterium, Pediococcus, Leuconostoc
y Enterococcus. Todos los miembros de este grupo producen acido lactico como
principal, o unico, producto final de la fermentacion de hexosas (JAY, 1992), propiedad
tecnologicamente importante en la industria alimentaria tanto por sus beneficios como
por su accion daiiina (GARCIA et al., 1995). Su morfologia corresponde a cocos o
bacilos cominmente ordenados en pares o cadenas, con gran tolerancia a la acidez.
Viven en ambientes asociados a vegetales y al tracto intestinal. Las bacterias acido
lacticas son anaerobias aerotolerantes, debido a que poseen un tipo de fermentacion
asociado con el metabolismo anaerobio, siendo incapaces de cualquier tipo de
respiracion y ademas son indiferentes al oxigeno (LARPENT, 1994).

Pueden distinguirse dos grupos basados en los productos finales de Ia
fermentacion de glucosa. Las bacterias lacticas homofermentativas producen &cido
lactico como el tuUnico o principal producto final, mientras las lacticas
heterofermentativas producen cantidades equivalentes de acido lactico, CO, y etanol
(JAY, 1992). Nutricionalmente las BAL son muy exigentes, debido a su limitada
capacidad biosintética, requiriendo de medios de crecimiento que contengan un
carbohidrato fermentable y muchos factores de crecimiento como vitaminas del grupo B,
purinas, pirimidinas y aminoacidos.

Las BAL son capaces de inhibir a otras bacterias debido a la acidificacion del
medio donde se desarrollan por la produccion de acidos organicos como el lactico y

acético y de peroxido de hidrogeno (REQUENA y PELAEZ, 1995). Otros mecanismos



de accidon antimicrobiano son, la competencia por nutrientes y/o produccion de
bacteriocinas o sustancias antibidticas (MEDINA et al. 1992).

El género Carnobacterium spp. fue establecido en forma relativamente reciente,
e incluye bacterias como Lactobacillus carnis y Lactobacillus divergens. Este género
retne bacterias que en muchos aspectos tienen caracteristicas de los lactobacilos pero
difieren en su incapacidad para crecer en medios que contengan acetato y su capacidad
de sintesis de acido oleico en vez de acido cis-vaccénico (COLLINS et al., 1987;
McMULLEN y STILES, 1996). El género Carnobacterium incluye las especies C.
divergens, C. piscicola, C. gallinarum y C. movile. Este género de BAL ha sido
ampliamente estudiado por su capacidad de producir un tipo de péptido con actividad
antimicrobiana en contra de algunas bacterias patdgenas especialmente Listeria
monocytogenes (BUCHANAN y KLAWITTER, 1992; PILET et al., 1995; DUFFES et
al., 1999; NILSSON et al., 1999; SCHOBITZ et al., 1999). Dentro de este género se ha
mostrado un gran interés por C. piscicola. En el CUADRO 1 se presentan algunos

ejemplos de bacteriocinas producidas por distintas cepas de esta especie.

CUADRO 1 Bacteriocinas producidas por distintas cepas de C. piscicola y sus
fuentes de origen.

Bacteriocina Cepa |Fuente Referencia
Piscicolina 126 JG126 |Jamoén deteriorado a
Carnocina U149 U149 |Pescado b
Piscicolina 61 LV6l |Carne c
Carnobacteriocina L103 |Carne envasada al vacio d
“JACK (1996).

® STOFFELS et al. (1993).
¢ Schillinger y Holzapfel, citados por MURIANA (1996).
4 SCHOBITZ et al. (1999).

Las bacteriocinas son un grupo heterogéneo de proteinas con propiedades
antibacterianas, que varian en su espectro de actividad, modo de accidn, peso molecular,

origen genético y propiedades bioquimicas (ABBE et al., 1995). Las BAL forman el




grupo mas estudiado dentro de las bacterias productoras de bacteriocinas, pues estos
organismos tienen un largo historial de uso en alimentos como cultivos iniciadores o
como contaminantes naturales (MURIANA, 1996).

El término bacteriocina fue acufiado por Jacob et al. en 1953 (citados por JACK
et al., 1995). TAGG et al. (1976) y JACK et al. (1995), sefialan cinco criterios basicos

que definen las bacteriocinas:

- poseen un reducido espectro de accion centrado sobre especies proximas a la
cepa productora

- poseen un sitio proteico biologicamente activo y esencial para su actividad

- presentan un modo de accion bactericida

- presentan unidn a receptores especificos en la pared celular de la cepa sensible

- la produccion de bacteriocinas esta ligada a plasmidos y el organismo productor

posee inmunidad a su propia bacteriocina

Estos criterios estan basados en caracteristicas de las colicinas, bacteriocinas
prototipo producidas por varios miembros de la familia de las Enterobacteriaceae.
Debido a las considerables diferencias que presenta el modelo prototipo de las colicinas
con la mayoria de las bacteriocinas de bacterias gram-positivas, y para definir sustancias
antagénicas no bien definidas, algunos autores han preferido usar términos como
“sustancias del tipo bacteriocinas” o ‘“sustancias inhibidoras del tipo bacteriocinas”
(TAGG et al., 1976; JACK et al., 1995).

Klaenhammer, citado por JACK et al. (1995), defini6 cuatro distintas clases de
bacteriocinas de bacterias acido lacticas: clase I, lantibioticos; clase II, bacteriocinas
pequenas y relativamente estables al calor, dentro de las cuales se pueden distinguir 3
subgrupos, clase Ila, péptidos activos contra Listeria, clase 1Ib, complejos de poracion
que requieren 2 péptidos diferentes para funcionar; clase Ilc, péptidos tiol-activados que
requieren cisteina reducida para su actividad; clase III, proteinas grandes (> 30 kDa) y
termolabiles; y clase IV, bacteriocinas complejas que contienen moléculas de lipidos o

carbohidratos, esenciales para su actividad.



Los lantibioticos son péptidos pequenios (menos de 5.000 Da) que contienen en
su estructura aminoacidos atipicos como dihidroaminoacidos y tioeter aminoacidos
(JACK et al., 1995), siendo la nisina la més conocida de las bacteriocinas pertenecientes
a este grupo (REQUENA y PELAEZ, 1995). Las bacteriocinas del grupo II
corresponden a proteinas activas contra membrana de la célula bacteriana, no contienen
lantionina, son de tamafio pequefio (< 10 kDa) y relativamente estables al calor. Su
molécula generalmente esta cargada positivamente a pH neutro y poseen entre 30 y 60
aminoacidos (JACK et al., 1995). Gran interés merecen las bacteriocinas pertenecientes
al grupo Ila, por su actividad principalmente antilisterial. Dentro de ese grupo se
encuentran muchas bacteriocinas producidas por distintas cepas de C. piscicola. Las
bacteriocinas perteneciente a la clase Ila comparten entre 34 y 80,5% de sus secuencias,
entre otras caracteristicas comunes como, un alto contenido de aminoacidos no polares
(ENNANHAR et al., 2000); un alto contenido de cisteina, en comparacion con otras
bacteriocinas similares, los que forman puentes disulfuros (EIJSINK et al., 1998);
poseen un N-terminal hidrofilico y un C-terminal hidr6fobo lo que afecta su actividad
sobre la membrana de la bacteria inhibida (Abbe, citado por ENNANHAR et al., 2000).
Existe poco conocimiento acerca de la estructura secundaria y terciaria de las
bacteriocinas pertenecientes a la clase Ila, aunque existe evidencia que se trata
principalmente de conformaciones no estructuradas, generalmente aleatorias (JACK et
al., 1995; AYMERICH et al., 1998).

Las bacteriocinas de las BAL presentan propiedades bioquimicas comunes como
la tolerancia a bajos niveles de pH, y a elevadas temperaturas, ademas de su sensibilidad
a enzimas proteoliticas incluyendo a aquellas de origen pancreético y algunas de origen
gastrico, como la pepsina. Esta caracteristica es muy importante al pensar en un uso
alimentario, ya que esto permite que sean inactivadas durante su paso por el tracto
gastrointestinal, evitandose asi los riesgos relacionados con el uso de antibidticos
(REQUENA y PELAEZ, 1995). La tolerancia de las bacteriocinas a tratamientos
térmicos es, por lo general, elevada y parece estar asociada a la estructura de péptidos

pequeios sin estructura terciaria (JACK et al., 1995), aunque se debe sefalar que su



termoestabilidad puede verse disminuida luego de su purificacion y por factores como el
pH (MEDINA et al., 1992).

En general la produccion de bacteriocina y la inmunidad a la bacteriocina por
parte del organismo productor, estan ligadas genéticamente y asociadas a plasmidos
(REQUENA y PELAEZ, 1995). Existen excepciones a lo anterior, ya que estudios sobre
nisina, y sobre lantibidticos en general, indican que es ribosomalmente sintetizada como
un péptido precursor (prepéptido) que es modificado enzimaticamente. Varios estudios
sobre péptidos precursores apoyan la idea general que las bacteriocinas de bajo peso
mulecular (clase I y clase II) de bacterias gram positivas son primero formadas como
prepéptidos, los cuales parecen no ser bioldgicamente activos (TAGG et al., 1976), en el
caso de la nisina corresponde a un péptido de 57 aminoacidos llamado prenisina, este
prepéptido es modificado y libera la region lider N-términal de 23 aminodcidos y la
region estructural de 34 aminoacidos (pronisina). La pronisina es modificada hasta dar
lugar a la proteina activa (péptido maduro) (JACK et al., 1995).

Se acostumbra decir que las bacteriocinas poseen un estrecho margen de accion,
limitado a bacterias taxondémicamente muy proximas a la cepa productora (TAGG et al.,
1976), pero existen bacteriocinas con amplio rango de accion, como es el caso de la
nisina, la cual es activa contra una gran cantidad de bacterias gram positivas. Bajo
condiciones normales las bacteriocinas gram negativas no son sensibles a las
bacteriocinas de BAL a menos que medie una destruccion de la integridad de la
membrana celular.

Parece existir un mecanismo de accion comun para la mayoria de las
bacteriocinas producidas por BAL (KLAENHAMMER, 1988; BRUNO vy
MONTVILLE, 1993; ABBE et al., 1995; ENNAHAR et al.,, 2000) afectando la
integridad de las membranas de los microorganismos susceptibles, resultado de la
formacion de poros en la membrana citoplamatica, la cual tiene como consecuencia la
perdida de la fuerza motriz protonica (FMP) en forma total o parcial (JACK et al.,
1995). La FMP es la fuerza impulsora de muchos procesos vitales de la membrana
citoplasmatica, tales como la sintesis de ATP (Harold, citado por BRUNO vy
MONTVILLE, 1993), lo que involucra destruccion del potencial de membrana y



gradiente de pH (JACK et al., 1995; MONTVILLE y CHEN, 1998). La perdida de la
FMP genera una disminucién en los niveles intracelulares de ATP, incapacidad de
realizar transporte activo de nutrientes e incapacidad de mantener suficientes
concentraciones de cofactores lo que contribuye a la inhibicion y muerte celular
(Konisky citado por BRUNO y MONTVILLE, 1993).

Bhunia et al, citados por MEDINA et al. (1992), sefialan que el efecto letal de las
bacteriocinas consta de dos etapas, en la primera la bacteriocina se absorbe a receptores
especificos en la pared celular, etapa reversible y que no produce dafios en la célula
receptora. La segunda etapa comprende dafios en la membrana, que altera su
funcionamiento, los que son irreversibles (TAGG et al.,, 1976). Publicaciones
posteriores revisadas por JACK et al. (1995), discrepan sobre la necesidad de sitios de
union especificos para la accion de las bacteriocinas, indicando que muchos de estos
péptidos pueden unirse a bacterias no sensibles.

La accion antibacteriana de una bacteriocina se mide en unidades arbitrarias de
actividad por mililitro (UA/mL) y es definido como el reciproco de la mas alta dilucion
que produce una zona de inhibicion en el crecimiento del cultivo indicador en
condiciones estandarizadas (TAGG et al., 1976). El método mas utilizado para medir la
actividad consiste en la técnica de “gota sobre césped” (SCHILLINGER y LUCKE,
1991; BUCHANAN y KLAWITTER, 1992; YANG et al., 1992; PILET et al., 1995;
COVENTRY et al., 1996). En esta técnica se utiliza una capa de agar que contiene a la
bacteria indicadora, sobre este ‘“césped” se colocan alicuotas de diluciones de
bacteriocina, observandose luego de su incubacion, la formacion de halos de inhibicion
en el crecimiento de dicha cepa, previa eliminacion de organismos productores viables
de la preparacion de bacteriocina (TAGG et al., 1976). Otra de las pruebas utilizadas
para medir el efecto antagdnico de una bacteriocina es el “test de pocillos en agar”, en el
cual se tiene un agar con la cepa indicadora al que se le realizan pocillos en los que se
introduce la solucidon con bacteriocina; luego de su incubacion se mide la formacion de
halos (SCHILLINGER y LUCKE, 1991). Otros métodos estdn basados, por ejemplo, en
diferencias en la turbidez de un caldo de cultivo con la cepa indicadora al crecer en

presencia de la bacteriocina, o en la habilidad de las bacterias sobrevivientes de la accién



de una bacteriocina para producir un cambio de color en un colorante indicador (TAGG

et al., 1976).

2.2 Listeria monocytogenes

L. monocytogenes es un bacilo gram positivo, mévil a 20°C pero no a 37°C, no
formador de esporas, aerobio facultativo que puede crecer entre -0,4 y 50°C (FARBER y
PETERKIN, 1991). Es resistente a diversas condiciones como concentraciones de sal del
12%, un pH de 4,5 (AHAMAD y MARTH, 1990), temperaturas de refrigeracion y
cortos calentamientos a 60°C (WESSELS y HUSS, 1996).

Al género Listeria pertenecen 6 especies: L. monocytogenes, L. innocua, L.
murrayi, L. ivanovii, L. seeligeli y L. grayi. Dentro de la especie L. monocytogenes se
conocen 13 serotipos, siendo los serotipos 1/2a, 1/2b y 4b los mds comuinmente
encontrado en los brotes de listeriosis registrados (FARBER y PETERKIN, 1991;
ERICSSON, 1997). Sin embargo existe informacion contradictoria en relacion a si las
poblaciones de esta bacteria, encontradas normalmente en alimentos, se corresponden
con las que se ven involucradas en casos de listeriosis humana; pues mientras BOERLIN
et al. (1997), no encuentra ninguna relacion, estudios mas recientes afirman que si
existiria (RURVIK et al., 2000).

La bacteria aunque descrita desde principios de siglo, solo se le reconoci6 como
patogena causante de enfermedades alimentarias a principios de la decada de los 80'. La
listeriosis afecta a mujeres embarazadas y su feto, ancianos, individuos
inmunodeprimidos, o que padecen de diabetes mellitus, o alcoholismo, entre otras
enfermedades. Sus sintomas incluyen meningitis, infecciones del sistema nervioso
central, abortos, nacimientos prematuros y septicemia (DILLON y PATEL, 1992).
Actualmente es uno de los patdgenos alimentarios de mayor interés en los Estados
Unidos, basado en la severidad de los casos registrados. El primer brote registrado
ocurrié en Canada, en 1979, debido al consumo vegetales contaminados con la bacteria;
se registraron 23 casos con 14 muertos (DILLON y PATEL, 1992). En 1983 leche
pasteurizada contaminada causd 14 muertos de un total de 49 casos (Fleming et al.,

citados por FUCHS, 1999). 86 casos fueron provocados por queso tipo mexicano en
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1985, en California (USA), de los cuales 29 fueron fatales (Linnan et al., citados por
FUCHS, 1999). Casos esporadicos han sido asociados a productos marinos. En 1980 un
brote asociado a pescados y mariscos afecto a 29 pacientes con 9 muertos (Food and
Drug Administration, FDA, 2001 '). Un brote se registro en la provincia de Varmland en
Suecia (ERICSSON, 1997), e involucrd salmén y trucha arcoiris ahumada y envasada al
vacio. Las 9 personas afectadas incluian a personas sobre 70 afos y mujeres
embarazadas, registrandose tres casos fatales. Actualmente en Estados Unidos se estima
en unos 2500 el numero de casos graves que se presentan cada ano con unos 500 casos
fatales (CENTER FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, CDC, 2000).

Esta bacteria se considera un contaminante medioambiental que se encuentra,
con una alta frecuencia, tanto en agua de mar como en agua dulce (VAZ-VELHO et al.,
1998; RRVIK et al., 2000), asi como también, en alimentos marinos como pescado
ahumado, cocido, congelado, marinado y productos elaborados a partir de surimi
(DILLON y PATEL, 1992; FARBER, 1992). Weagant et al. citados por DILLON y
PATEL (1992), encontraron que el 26% de las muestras de alimentos marinos
congelados contenian L. monocytogenes, mientras que JEMMI (1993), encuentra una
incidencia total del 10% en salmén ahumado.

Es posible encontrar Listeria en el agua donde son cultivados los peces, a donde
llega proveniente del material fecal de animales portadores (DILLON y PATEL, 1992).
La contaminacion llega a la planta procesadora de salmon, por lo general, transportada
desde el agua por los peces. Una vez en la planta la bacteria es capaz de formar
biopeliculas en los equipos lo que le confiere una proteccion adicional contra
condiciones adversas y la limpieza, haciendo mas dificil su erradicacion (MAFU et al.,
1990; AUTIO et al., 1999). Brackett y Beuchat, citados por DILLON y PATEL (1992),
sugieren un ciclo de infeccion de Listeria (FIGURA 1), mostrando la forma en que el
organismo llega al ser humano.

En Chile, GESCHE y FERRER (1995), analizaron 52 muestras de 4 areas de la
X Regién de nuestro pais, correspondientes a agua marina de las zonas de recoleccion

(ocho muestras), pescado eviscerado (20 muestras) y pescado fileteado (24 muestras)

' www.cfsan.fda.gov. Marzo, 2001. Center for Food Safety and Applied Nutrition, FDA.
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proveniente de una planta elaboradora. Un 12% del total de muestras contenian L.
monocytogenes, que corresponieron a un 12,5% de las muestras de agua de mar, 15% del
pescado eviscerado y 8% del pescado fileteado. VILLALOBOS (2000), tom6 594
muestras de una planta procesadora de salmones de Chilo¢, durante el ano 1999. Las
muestras correspondieron a producto fresco-refrigerado (121 muestras) y congelado

(463), dentro de los que se incluye productos como el salmén ahumado en frio, envasado

Humanos

A

Pescados/Mariscos
A

Frutas

Verdura +— Agua €— Heces I.eche/Carne
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Suelo
A
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\ Animales

Insectos

FUENTE: Brackett, citado por DILLON y PETEL, 1992
FIGURA 1 Ciclo hipotético de infeccion por Listeria monocytogenes

al vacio. Sus porcentajes de aislamiento fueron elevados, siendo un 53% del total de las
muestras positivas para L. monocytogenes, divididas en un 60 % de las muestras de
producto congelado y 26% de los salmones que correspondian a fresco refrigerado. Las
concentraciones de Listeria en alimentos suelen ser baja, por lo general menor a 10°
ufc/g (Jorgensen y Huss, citados por FDA, 2001), aunque se han reportado
concentraciones mas altas (FARBER y PETERKIN, 1991).
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2.3 Aplicacion de bacteriocinas en alimentos

Muchos autores se refieren a la inoculacion directa de cepas productoras de
bacteriocinas en productos alimenticios para inhibir microorganismos patéogenos o de
descomposicidn, sin embargo es mucho menor la informacién referente a la aplicacion
directa de las bacteriocinas (DUFFES et al., 1999). La nisina es la nica bacteriocina
disponible comercialmente, por lo que son mas recurrentes los estudios sobre este tema
(MURIANA, 1996). Cutter y Siragusa, citados por MURIANA (1996), aplicaron nisina,
por aspersion, para descontaminar canales de vacuno contaminadas con Listeria
innocua, logrando la reduccion de entre 1,8 y 3,3 ciclos logaritmicos.

Segtn la informacion de la literatura la actividad con que las bacteriocinas son
aplicadas para inhibir el crecimiento de L. monocytogenes son muy variables,
encontrandose valores de 100 UA/ml (SCHOBITZ et al., 1999) y otros tan altos como
50.000 UA/ml (DUFFES et al., 1999). SCHOBITZ et al. (1999), inocularon una
bacteriocina obtenida a partir de C. piscicola L103 con actividad de 100 UA/ml, en
carne envasada al vacio a fin de controlar el crecimiento de L. monocytogenes,
resultando esta bacteria completamente inhibida durante el periodo de almacenamiento
de 21 dias a 4°C. Por otro lado BORQUEZ (2000), quien obtuvo la bacteriocina de C.
piscicola 1103 mediante sistema de cultivo continuo, la aplicéd sin purificacioén previa,
con dos actividades (200 y 800 UA/ml) sobre filetes de salmon fresco, previamente
inoculados con una cepa de L. monocytogenes. Después de 15 dias de almacenamiento al
vacio y a 4 £ 2°C, se observo una accion bacteriostatica sobre Listeria. DUFFES et al.
(1999), investigaron la inhibicion de L. monocytogenes por C. piscicola V1, C. piscicola
SF668, C. divergens V41 y sus respectivas bacteriocinas sin purificar, sobre salmén
ahumado envasado al vacio, y almacenado a 4 y 8°C. Los autores demostrando que el
patogeno podia ser inhibido ya sea por la inoculacion del extracto de bacteriocinas o en

presencia de las cepas productoras.

2.3.1 Factores que afectan la efectividad de bacteriocionas en alimentos. Son
muchos los factores que influyen en la actividad de las bacteriocinas sobre un organismo

sensible, el cual se busca inhibir. MURIANA (1996), sefala que la cantidad de
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bacteriocina necesaria para un determinado nivel de letalidad va a depender del tipo de
bacteria y del modo de accion de la bacteriocina, ademas la cantidad relativa de
bacteriocina puede depender de la poblacion de células que se debe inhibir.

Cuando se inoculan al alimento cepas productoras de bacteriocinas, las
condiciones pueden no ser las mas adecuadas para su produccion (DUFFES et al.,
1999). Las bacteriocinas, por su parte, se pueden ver afectadas adversamente por
condiciones en el procesamiento del producto, como pueden ser el calor, el pH
(MURIANA, 1996), actividad proteolitica de la flora endégena, accién enzimatica
propia del alimento o union a grasa y proteina (AYMERICH et al., 1998). DUFFES et
al. (1999), establecen ademas que la actividad de las bacteriocinas es aumentada cuando
se asocia con otros factores inhibitorios como contenido de NaCl, CO,, acidos
organicos, temperatura y pH.

Otro punto importante a tener en cuenta para la aplicacion de bacteriocinas como
agente antimicrobianos en alimentoses la existencia de cepas que presentan resistencia a
una bacteriocina; esta puede presentarse en forma de resistencia natural como puede ser
observada debido a actividad proteolitica propia de la bacteria, o en forma espontanea
por alteraciones y/o mutaciones de la membrana celular o su constituyentes que

interactiian con la bacteriocina (MURIANA, 1996).

2.3.2 Aspectos reglamentarios del uso de bacteriocinas en alimentos. Para su
aplicacion en alimentos se debe presentar una solicitud a las autoridades
gubernamentales o internacionales (AYMERICH et al., 1998). En los Estados Unidos de
Norte América el organismo que regule su uso dependera del alimento en el cual se
utilice y el proposito para el cual se aplique. En el caso de alimentos procesados en los
cuales se busque un efecto preservante, se estara bajo la jurisdiccion de la Food and
Drug Administration (FDA) y como un ingrediente alimentario estara regulado por el
Acta de Alimentos Drogas y Cosméticos (FFDCA) (FIELDS, 1996). Las bacteriocinas
caen bajo la condicion de substancias generalmente reconocidas como seguras (GRAS).
El reconocimiento de seguridad de una substancia puede estar basado en la experiencia

derivada del uso comun o en procedimientos cientificos. Los interesados en el uso de
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este tipo de sustancias pueden escoger una autodeterminacion de su condicion de GRAS,
la cual esta sujeta a la opinion de la FDA, realizar una peticion formal a la agencia para
que la incluya como GRAS, o presentar una peticion para que sea considerada como
aditivo alimentario.

La unica bacteriocina que ha sido autorizada oficialmente para su uso alimentario
es la nisina, que fue aprobada por la FAO/WHO en 1969, por la Comunidad Europea en
1983 y por la FDA en 1987; permitiéndose su uso en 52 paises, en alimentos como
queso, alimentos enlatados, pescado fresco, productos de panaderia, leche pasteurizada y
cerveza (AYMERICH et al., 1998).

FIELDS (1996), indica que la informacion necesaria para realizar una evaluacion

de seguridad para una bacteriocina deberia incluir diferentes aspectos.

- Caracterizacion del compuesto a ser utilizado, que debe ser lo mas completa
posible. Se debe incluir la identificacioén de la cepa productora, nombre quimico
del compuesto purificado, nombre comiin o comercial, sus propiedades, y la
proporciéon en que se encuentra en la preparacion final e informacion sobre
cualquier constituyente contaminante.

- Descripcion de las condiciones de cultivo y los métodos de purificacion, ademas
de detalles sobre procedimientos para garantizar la pureza de la cepa productora

- Usos propuestos, niveles en que se utiliza y los alimentos en los cuales sera
aplicado.

- Documentacion que demuestre su efectividad

- Presentacion de los controles necesarios para asegurar la ausencia el organismo
productor en la preparacion final.

- Destino metabolico del péptido, lo que incluye estudios para determinar si es

facilmente digerido en el tracto gastrointestinal.

2.4 La industria de salmonidos en Chile
El sector de la acuicultura representa, actualmente en Chile, el segundo rubro

exportador mas relevante superando a los productos de la pesca extractiva. Segun el
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Servicio Nacional de Pesca (SERNAPESCA), citado por CHILE (2001), la cosecha total
de los centros de cultivo de acuicultura para el afio 2000 alcanz6 a 376.918 toneladas
brutas, de las cuales un 84,4% son aportadas por la X Region; esta cifra incluye cultivo
de algas, moluscos y peces. El 95% de los volimenes de cultivo provienen del area de
los salmoénidos, lo que incluye diversas especies de salmén como salmoén atlantico, coho,
plateado y rey, y trucha arcoiris.

En cuanto a exportaciones, Chile es el segundo mayor productor de salmén
atlantico del mundo, superado sélo por Noruega, y el principal productor de trucha. La
industria de los salmonidos generd ventas al exterior por US$ 974 millones con 206.590
toneladas (CHILE, 2001), siendo Japdén el principal destino con un 49% de la
produccion del ano 2000, seguidos de Estados Unidos y la Comunidad Econdmica
Europea, con un 37% y 6%, respectivamente. Los productos mas vendidos corresponden
a los congelados con un 66% del total de salmdnidos exportados, le siguen los productos
frescos (30%) y en tercer lugar aparecen lo producto ahumados, exportandose durante el
afio 2000, 1.730 toneladas (0.8%), lo que equivale al 2% de los retornos de la industria
salmonera chilena (US$ 19.399).

De los productos ahumados un 58,3% de las toneladas exportadas, durante el afno
2000, fue trucha (1.037 toneladas) con un aumento de sobre el 87% con respecto al afio
1999, a pesar de la caida registrada en los precios (precio promedio de US$12,4/kg en
1999 y US$11,9/kg en el afio 2000). El porcentaje restante corresponde casi
exclusivamente a salmon atlantico (41,6%), el total de salmon ahumado en el afo 2000
correspondid a 711 toneladas (con un 18% de aumento), manteniéndose el precio
promedio en unos US$10,3/kg (CHILE, 2001). Estas cifras revelan un creciente interés
por productos con valor agregado, por lo que se prevé un crecimiento en la exportacion
de producto ahumados.

Una preocupacion creciente ha tenido en Chile, el tema de la contaminacion con
L. monocytogenes pues es muy frecuente encontrarla tanto en productos, como materia
prima y equipos dentro de la planta procesadora (VILLALOBOS, 2000), lo que se ha
traducido en importante esfuerzos tanto a nivel gubernamental como en las mismas

plantas procesadoras, lograndose en algunos casos reducir en parte la incidencia de la
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bacteria. El problema de la presencia de Listeria es particularmente preocupante en un
producto crudo, listo para el consumo, como lo es el ahumado en frio, ya que no existe

ninguna condicion del proceso que logre destruir o por lo menos inhibir el desarrollo de

la bacteria (FDA, 2001 ).

2.5 Aspectos de calidad del salmon ahumado

El pescado es, en general, uno de los productos mds perecibles debido a su
composicion proteica y a su alto contenido de agua, la cual puede llegar a ser mayor a un
95% en el caso del salmodn, y en la trucha los valores fluctiian entre un 70 y 80%. Otro
aspecto destacable es el bajo contenido de carbohidratos en el musculo del pescado,
generalmente inferior al 0,5% (HUSS, 1998), lo cual influye en una escasa disminucion
en el pH. En general la composicion de distintos tipos de pescados varia por las
diferencias propias de cada individuo influenciadas por su estado de madurez, sexo, tipo
de alimentacién y estacionalidad (SCHLESINGER, 1993).

En los peces vivos y los recién capturados los microorganismos se encuentran en
las superficies externas (piel, branquias) y en el intestino, en una cantidad y tipo muy
variable que depende principalmente del medio ambiente en que se encuentren. En el
caso de peces extraidos de aguas templadas la microflora esta dominada por bacilos
psicrotrofos gram negativos, encontrdndose los géneros Pseudomonas, Moraxella,
Acinetobacter, Shewanella, entre otros. En contraste, el mtsculo de un pez saludable o
de un pescado recién capturado es estéril, debido a que el sistema inmunolégico del pez
previene el crecimiento de bacterias en el musculo; una vez muerto las bacterias son
capaces de colonizar entre las fibras musculares, pero en forma muy limitada (HUSS,
1998). Por lo tanto se hace imprescindible un adecuado manejo post mortem tanto al
nivel de la cadena de frio, asi como de la manipulacion en la planta procesadora para
evitar la excesiva contaminacion del musculo expuesto.

La produccién de olores y sabores desagradables en el pescado se presentan
debido a la existencia de compuestos volatiles como di y trimetilamina presente en

pescados marinos producido a partir compuestos nitrogenados naturalmente encontrados

" www.cfsan.fda.gov. Marzo, 2001. Center for Food Safety and Applied Nutrition, FDA.
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en el pescado. Este tipo de dafio es producto de la actividad autolitica y de
microorganismos. Otro tipo de deterioro se debe a la oxidacion de las grasas del
pescado, de naturaleza altamente insaturada, que la hace susceptible a la oxidacion.
Estos son solo algunos de los dafios que ocurren en el pescado producto de la accion
quimica, enzimatica o bacteriana que deterioran su calidad organoléptica y la de los
productos que con ¢l se elaboren (HUSS, 1998). El factor mas importante que afecta el
proceso de descomposicion es la temperatura, de esta forma, un producto mantenido a
0°C puede ser comestible luego de 15 dias de almacenamiento, a 5°C no serd apto para el
consumo luego de 5 dias (SCHLESINGER, 1993). Asi también el manejo del pescado
luego de su muerte puede ser importante en la velocidad del deterioro (HUSS, 1998).
Para evaluar la calidad del pescado se pueden utilizar diversos procedimientos
los que incluyen evaluacion sensorial, métodos quimicos, métodos fisicos y métodos

microbiologicos.

2.5.1 Evaluacion sensorial. Ciertas caracteristicas de un alimento sélo pueden ser
medidas significativamente por humanos, y en estos casos los procedimientos
sensoriales son la mejor forma de evaluarlos. La inspeccion visual es también una forma
muy habitual de evaluar la calidad del pescado fresco. En el salmon ahumado en frio no
se han identificado microorganismos especificos del deterioro por lo tanto el andlisis
sensorial parece ser la mejor forma de evaluar su vida util (LEROI y JOFRAUD, 2000).
Los métodos sensoriales deben ser realizados cientificamente, bajo condiciones

cuidadosamente controladas para reducir los efectos ambientales y prejuicios personales.

2.5.2 Métodos quimicos. Permiten establecer estandares cuantitativos relacionados con
la calidad de los productos pesqueros, evitando recurrir a opiniones personales
especialmente en lo que respecta a calidad marginal (HUSS, 1998). Entre los
procedimientos de mayor utilidad (CUADRO 2) se encuentra la medicion de amoniaco
proveniente de la desaminacion por descomposicion de urea, creatina y otros
compuestos nitrogenados (CONNEL y SHEWAN, 1980). Otro parametro es la medicion

de dimetilamina (DMA) producida por la accion de enzimas autoliticas a partir de la
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TMA (HEBARD et al., 1982). La trimetilamina (TMA), amina volatil es asociada con el
olor tipico del pescado en deterioro y producida por la reduccion bacteriana del 6xido de
trimetilamina (HUSS, 1998). Atn cuando se cree que la produccion de TMA esta
relacionada con bacterias del deterioro, su correlacion con el recuento de bacterias no es
buena. La determinacién de nitrogeno basico volatil total (NBVT), es tal vez el mas
utilizado de los métodos instrumentales y se correlaciona en forma razonablemente
buena con los cambios sensoriales durante el deterioro (CONNEL y SHEWAN, 1980).
Su cuantificacion incluye la medicion de TMA, DMA, amoniaco y otros compuestos
nitrogenados basicos volatiles asociados con la descomposicion de productos pesqueros.
Su principal desventaja es que no refleja la forma en que se produjo el deterioro (si este
es bacteriano o autolitico). Un aspecto interesante de mencionar es que una fuente de
variabilidad importante, especialmente en el caso de NBVT y TMA proviene de
variaciones bioldgicas en la concentracion de los compuestos precursores (CONNEL y

SHEWAN, 1980).

CUADRO 2 Principales compuesto utilizados en la medicion de calidad a través de
métodos quimicos.

Compuesto

e Compuestos precursores Reaccion y sus productos
— - p
Amoniaco Urea, creatina, proteinas, Compuesto
J . . O > NH3
péptidos y aminoacidos desaminacién

Trimetilamina [Oxido de trimetilamina

2 OTMA ——» TMA +FA*
(TMA) (OTMA) Reduccién
Dimetilamina | Trimetilamina (OTMA)
TMA —p DMA +FA
(DMA)2 Reduccion

* Formaldehido
FUENTE: ' CONNEL y SHEWAN, 1980; HUSS, 1998.
>HEBARD et al., 1982; HUSS, 1998.
2.5.3 Métodos fisicos. Incluyen textura, propiedades eléctricas y pH. Sobre el ultimo

parametro se puede mencionar que brinda valiosa informacion acerca de la condicion de

la carne de pescado (HUSS, 1998).
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2.5.4 Procedimientos microbiologicos. Se utilizan principalmente para evaluar la
presencia de organismos patdgenos y constituye una fuente de informacion de la calidad
higiénica del producto, pero no su calidad comestible o su frescura (CONNEL y
SHEWAN, 1980; HUSS, 1998). Tienen el inconveniente de ser métodos largos y
costosos. El analisis microbioldgico mas comiin es el recuento total, que representa el
numero total de bacterias aerobias viables capaces de formar colonias a una temperatura
dada (HUSS, 1998). También se puede buscar bacterias que son responsables del
deterioro, como por ejemplo, bacterias que sean capaces de producir H,S o de reducir el

OTMA.

2.6 Control de L. monocytogenes en salmén ahumado

La Food and Drug Administration (FDA, 2001 ') considera practicamente
imposible eliminar la L. monocytogenes del ambiente de procesamiento, en plantas
elaboradoras de productos listos para el consumo, tales como pescado ahumado en frio y
otros productos carnicos. El organismo sin embargo da recomendaciones para controlar
adecuadamente a este contaminante ambiental tales como, un adecuado entrenamiento al
personal en practicas de higiene y limpieza, reduccion o eliminacion de la Listeria en
puntos como las cintas transportadoras y maquinas de corte, recomendando el uso de
vapor y compuestos de amonio cuaternario. También se recomienda el monitoreo
habitual de la presencia del patdgeno, y se hace hincapié en la importancia de observar
estrictamente las buenas practicas de higiene y buenas practicas de elaboracion.

Debido a que no existe ninguna condicidn en el producto o etapa en el proceso
que permita inhibir o eliminar la presencia de Listeria en el salmén ahumado en frio, se
deben evaluar métodos adicionales a la aplicacion de sal, humo y temperatura, los cuales
demuestran ser insuficientes para destruir la bacteria (FDA, 2001 ').

Algunos productos quimicos utilizados habitualmente han sido investigados para
un potencial uso en contra de L. monocytogenes, tanto en productos carnicos como en

pescado.
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- Cloruro de sodio (NaCl), puede ser una fuente de tension osmética al disminuir
la actividad de agua en el alimento o medio de crecimiento en el que se encuentre
la Listeria, sin embargo, esta bacteria es capaz de soportar concentraciones de sal
superiores a los que se utilizan en el salmén ahumado, que bordean el 3%

(FARBER y PETERKIN, 1991; THURETTE et al., 1998).

- Nitrito, este por si solo no tiene un gran efecto antilisterial, pero en presencia de
sal, lactato de sodio y una temperatura adecuada es capaz de inhibir al patdégeno.
PELROY et al. (1994), afirma que la accion antilisterial del nitrito se ve

mejorada a 5°C y una concentracion de NaCl al 5%.

- Humo liquido, el cual ha sido aplicado con éxito especialmente en productos

carnicos logrando inhibir el crecimiento de Listeria (MESSINA et al., 1988).

- Sorbato, es considerado un compuesto GRAS por la FDA (2001)', por lo que
puede ser utilizado como aditivo, aunque su aplicacion se dificulta desde el punto
de vista tecnoldgico. Estudios de laboratorio revelaron que es mas eficaz el
sorbato para inhibir Listera a pH bajo (pH 5,0) y bajas temperaturas (5°C)
(MOIR y EYLES, 1992).

- Almacenamiento al vacio, PELROY et al. (1994) concluyeron que el crecimiento
de L. monocytogenes en salmén ahumado, se ve claramente afectado por el
almacenamiento al vacio comparado con el envasado en bolsas permeables al
oxigeno. Este fenomeno lo explican por la tendencia selectiva que tiene el

envasado al vacio en favor de las BAL, bacterias que compiten con la Listeria.

- Almacenamiento congelado, es una eficiente técnica de prevenir el crecimiento

de L. monocytogenes, segin lo afirma FDA (2001), agregando que en productos

' www.cfsan.fda.gov. Marzo, 2001. Center for Food Safety and Applied Nutrition, FDA.
' www.cfsan.fda.gov. Marzo, 2001. Center for Food Safety and Applied Nutrition, FDA.



21

envasados al vacio el almacenamiento congelado causa muy poco efecto a nivel

sensorial.

2.7 Proceso de elaboracion del salmén ahumado en frio

Existen dos tipos de procesos de ahumado, dependiendo de la temperatura
utilizada. En el ahumado en caliente la temperatura sobrepasa los 60°C en el centro
térmico del pescado, registrandose algin grado de coccion. En el ahumado en frio la
temperatura no sobrepasa los 30°C por lo que el producto no sufre una coccion
(MOHLER, 1980).

La mayoria de las caracteristicas deseables de un producto ahumado son debido a
reacciones entre los componentes del humo y los constituyentes alimenticios. La
coloracion, por ejemplo, se produce principalmente por reaccion de pardeamiento de
Maillard en la superficie del producto por accion de sustancias de tipo carbonilos
procedentes del humo. Contribuyen en la formacion del sabor la sedimentacion de
sustancias coloreadas (principalmente fenoles voldtiles que experimentan ademas
oscurecimientos por polimerizacion u oxidaciéon) y particulas procedente de los
carbohidratos (furfural y sus derivados). La otra caracteristica distintiva del ahumado es
su sabor y aroma que se forma por la reacciéon de los proteinas con corbonilos, en
primera instancia, y posteriormente con los fenoles (MOHLER, 1980).

El humo para el proceso industrial de ahumado de salmoén se origina por la
combustion incompleta de madera o aserrin en presencia de oxigeno y sin llama abierta.

Este humo tiene cuatro acciones principales sobre el salmon:

- accion conservadora, por efecto de las sustancias antibacterianas del humo y el
retardo en el deterioro de la grasa por los compuestos antioxidantes que posee,
como los fenoles.

- efecto colorante por la incorporacion de componentes como el alquitrdn, por la
oxidacién y polimerizacion de componentes del humo con sustancias proteicas y
por la fijacion de color mediante acidos y aromatizante por la presencia de

fenoles (guayacol, siringol y sus derivados).
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- accion endurecedora sobre las proteinas, debido a una reticulacion de proteinas

musculares por los aldehidos, especialmente formaldehido.

Todos los factores mencionados, sumado al efecto de la sal y un adecuado
mantenimiento en frio, provocan un aumento en su vida util y le confiere al producto sus
propiedades sensoriales caracteristicas (MOHLER, 1980).

A continuacidn se describen las principales etapas involucradas en la elaboracion

del salmén ahumado en frio' (ANEXO 1)

a) Fileteo: el salmon luego de ser eviscerado, pesado y seleccionado es mantenido en
camara a 0°C. Durante el proceso de fileteo se corta el salmon por la mitad obteniéndose
2 filetes, se eliminan las espinas pero se le deja la piel (Trim D). Esto para evitar marcas
en la superficie y la formacién de una capa en la superficie, causada por la
deshidratacion durante el salado y ahumado. De esta forma también se reduce la perdida

de humedad.

b) Salado: se realiza en seco, usando solo NaCl en una relacion de 10% en peso, en una
sala a una temperatura de aproximadamente 10°C. Posteriormente los filetes son lavados
con agua potable a fin de eliminar los excesos de sal en la superficie y sometidos a un
periodo de curado de 6 horas a temperaturas de refrigeracion (entre 2 y 5°C). Este
proceso permite que la sal que ha quedado en el filete difunda hacia el interior, a fin de

obtener un salado uniforme, con una concentracion de sal del 1,5%.

¢) Ahumado: en el ahumador el filete permanece durante 8 horas, dentro de las cuales
se registran tres etapas, un proceso de secado por 2 horas a 20°C, el ahumado
propiamente tal por 4 horas a 26°C (entre 25 y 28°C) y un acondicionamiento final de 2

horas a 2°C.

! Fuente: Cultivos Marinos Chiloé Ltda. Ancud, X Regién.
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d) Manejo post-ahumado: golpe de frio por unos 30 a 45 minutos en un tinel de
congelacion, llegando a una temperatura por debajo de los 10°C, posteriormente se
despiela mecanicamente y congela para luego ser acondicionado hasta una temperatura
de -8°C para permitir un mejor corte. Los filetes posteriormente son cortados, ordenados

y envasados al vacio (Multivac, modelo AG-800, Alemania).

Si bien la presencia y sobrevivencia de L. monocytogenes en un producto crudo,
listo para el consumo como el salmon ahumado en frio, presenta una problematica aun
por resolver, no se debe olvidar la importancia de los aspectos de calidad debido a las
exigencia de los mercados a los cuales se destina el producto. Es asi como el presente
estudio evalta el efecto de la aplicacién de una bacteriocina sobre la calidad del salmon

ahumado en frio y envasado al vacio, destinada a inhibir L. monocytogenes.
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3. MATERIAL Y METODO

El trabajo se desarrolld en los laboratorios de microbiologia de alimentos y de
evaluacion sensorial del Instituto de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos (ICYTAL),
laboratorio de quimica del Instituto de Medicina Preventiva de la Universidad Austral de
Chile y en la Planta Procesadora de salmones de la empresa Cultivos Marinos Chiloé

Ltda., en la ciudad de Ancud, X Region.

3.1 Origen de la bacteriocina

La bacteriocina del estudio, corresponde a la bacteria dacido lactica
Carnobacterium piscicola 1103, cepa aislada a partir de carne envasada al vacio por
SCHOBITZ (1989)°. La bacteriocina fue obtenida mediante cultivo continuo a escala
prepiloto (ZUNIGA, 2001 *), seguido de un proceso de purificacion por ultrafiltraciéon
(procedimiento evaluado por DELGADO, 2001).

3.2 Purificacion parcial de la bacteriocina

Para este trabajo la bacteriocina de C. piscicola 1103 fue parcialmente purificada
a través de sucesivos procesos de ultrafiltracion segiin el procedimiento de DELGADO
(2001), obtenida a partir del contenido obtenido del fermentador (3.1).

El primer paso consistid en una microfiltraciéon del cultivo en un filtrador
rotatorio Spin Trex (New Brunswick Scientific. N.J., U.S.A.), con membrana de 20 pm,
a 15-16 psi. de presion y con una velocidad de rotaciéon 1600 r.p.m., a fin de separar las
células del medio de cultivo con la bacteriocina. Para el procedimiento completo de
purificacion parcial se tomo una porcion de un litro por cada sesion, en la cual todo el
volumen de cultivo fue sometido a las sucesivas etapas.

Para las etapas de ultrafiltracion se utilizaron membranas de 30 KD, 10 KD
(MILLIPORE Corporation. M.A., U.S.A.) y 3 KD (DIAFLO® AMICON, M.A.,

U.S.A.). En la membrana de 3 kD ademas de la ultrafiltracion, se efectuaron dos etapas

% Schobitz, R., 1989. Instituto de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos. Facultad de Ciencias Agrarias,
Universidad Austral de Chile. Datos no publicados.

3 Tesis en ejecuciéon. Escuela de Ingenieria en Alimentos, Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad
Austral de Chile.
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de diafiltracion dejando 100 mL de retenido, a los cuales se le agregé 100 mL de agua
desionizada estéril, repitiendo el procedimiento anterior. El volumen retenido final se
recolectd por aspersion con una manguera conectada a una bomba peristaltica. La
bacteriocina parcialmente purificada se guard6 congelada a —18°C (Congelador Cénsul,
modelo 260, Brasil) en un envase de vidrio estéril. Previo a su congelacion se tomd una
muestra a fin de determinar su actividad. La relacion entre el volumen final e inicial fue

de aproximadamente 1:10.

3.3 Prueba de actividad de bacteriocina

Para comprobar la actividad de bacteriocina previo a su aplicacion, se utilizo la
técnica de "gota sobre césped" (TAGG et al., 1976). Para la técnica se emple6 una placa
de agar Soya Tripticasa (ST) (Difco Laboratories) que contenia un césped de la cepa
indicadora, que para este estudio correspondié a Listeria monocytogenes Lm82 (Food
and Drug Administration, Washington D.C., U.S.A.). Para la preparacion del césped se
inocularon 7 mL de agar ST semiblando (0,75% agar) con 0,7 mL de un cultivo de 24
horas de L. monocytogenes, diluido 10 veces en buffer fosfato, 0,05 M a pH 7,0
(NaH,PO4-Na,HPO,4). Sobre el césped se colocan 20 uL de la bacteriocina (3.2),
esterilizada por ultrafiltracion, pasandola por un filtro de 0,22 pum (Millipore
Corporation., Bedford, MA.). La placa se sec6 en una camara de flujo laminar (Pure
Aire Corporation, Van Nuys, Califonia) por 30 min., para luego ser incubada a 25°C por
24 horas en una atmosfera con 10% de CO,. Se observo la formacion de halos de
inhibicion de la cepa indicadora en la zona de inoculacion de la bacteriocina.

Para obtener las unidades arbitrarias de actividad de la bacteriocina (UA/mL), se
realizaron diluciones seriadas de ésta en buffer fosfato 0,05 M a pH 7,0 (1:1,1:2...1:32,y
diluciones superiores si fuese necesario), las que fueron puestas sobre el césped de
Listeria. Se observd la formacion de un halo de inhibicion en la zona donde fue
inoculada la bacteriocina. Para el calculo de la actividad se observo la mayor de estas
diluciones que presentd halo después de 24 horas de incubacidén. Las unidades de
actividad (UA/mL) se obtuvieron a partir del valor reciproco de la dilucion que presentd

inhibicion de la cepa indicadora.
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3.4 Origen de los pescados

Los filetes de trucha arcoiris fueron suministrados por la Planta procesadora
ubicada en la ciudad de Ancud, Provincia de Chiloé, X Region. Los filetes de
aproximadamente 500 g fueron inoculados, ahumados y envasados al vacio en la misma

Planta (ANEXO 1).

3.5 Sistema de aplicacion de la bacteriocina sobre los filetes de trucha

Para la aplicacion de bacteriocina sobre pescado se debia inocular solo un
pequetio volumen de liquido debido a que un exceso de humedad podia afectar tanto la
fijacion de color durante el ahumado, como también, la vida util durante su
almacenamiento al vacio. Por lo tanto el sistema de aplicacion debia permitir distribuir
uniforme y eficientemente una pequena cantidad de liquido, para lo cual se escogié una
pistola atomizadora (SAGOLA S.A. Vitoria, Espafia) que proporcionaba una fina nube
de particulas sobre un area determinada y con un tamafo de gota que fuese facilmente
regulado. Dicha pistola (FIGURA 2) expulsa el liquido contenido en su recipiente por
medio de aire comprimido, suministrado por un compresor de aire (SQUARE, Italia) . A
fin de poder estandarizar la presion de trabajo (pardmetro importante para poder
establecer la cantidad de bacteriocina inoculada), se instal6 un medidor de presion
(SAGOLA S.A. modelo 472 Vitoria, Espafia) (FIGURA 2), con un reloj indicador
(rango entre 0 y 120 psi) (FIGURA 2). Finalmente el sistema debia evitar que la
contaminacion microbiologica que pudiera ser acarreada por el aire llegase al producto,
para lo cual se le agregd un filtro de aire elaborado de lana de vidrio de 2 cm de
diametro interno y 15 cm de largo (FIGURA 2).

La pistola atomizadora se esterilizo haciendo pasar 300 mL de solucién de
alcohol de 70% de concentracion, seguido de un enjuague con 2 L de agua destilada
estéril, en los dos casos el liquido fue puesto en el recipiente y atomizado a una presion

de 25 psi. El recipiente (FIGURA 2) se esterilizo en olla a presion por 15 min.
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(1) Pistola atomizadora (SAGOLA), (2) Compresor de aire (SQUARE), (3) Medidor de

presion (SAGOLA), (4) Filtro de aire de lana de vidrio, (5) Conexion al compresor.

FIGURA 2 Sistema utilizado para la inoculacion de la bacteriocina sobre filetes de
trucha.

Los parametros que se tuvieron en cuenta fueron: la presion de aire, el area sobre
la cual se realizaba la aplicacion, el flujo de liquido atomizado, la cantidad de liquido
aplicado por unidad de area y la distancia a la cual deberia hacerse la aspersion.

Debido a la forma irregular de los filetes de trucha se realizaron dos aplicaciones
paralelas por cada lado, para poder cubrir por completo cada una de sus caras en forma
mas homogénea. El area de aplicacion se reguld segin un ancho de los filetes de 16 cm,
por lo tanto, el didmetro de aplicacion debia ser de 8 cm. El didmetro se regulaba a
través de un tornillo en la parte superior de la pistola (FIGURA 2), el cual permite
aumentar o disminuir el 4rea de aspersion.

Se probaron distintas presiones, a fin de buscar la adecuada que evitara que el

liquido se esparciera demasiado y que a su vez produjese un tamafio de gota pequefio al
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aplicar la bacteriocina a una distancia de entre 30 y 35 cm, aproximadamente (ANEXO
2.1). Para la seleccion de la presion de trabajo se considerd también el diametro de
aplicacion (ANEXO 2.2). Posteriormente se establecid una velocidad de aplicacion
sobre los filetes y el tiempo que demoraria esta, de tal manera de atomizar una cantidad
de liquido que no aumentase excesivamente la humedad en la superficie de los filetes.

Finalmente con estos parametros se determiné la cantidad de liquido aplicado.

3.6 Estudio del efecto de la aplicacion de bacteriocina sobre la calidad de la trucha
ahumada en frio

3.6.1 Preparacion de los filetes para su inoculacién. Los filetes utilizados
correspondieron a trucha arcoiris de calidad industrial, Trim E (filetes sin espinas y sin
piel), seleccionados al azar. Estos tenian un peso entre 450 y 550 gramos y tamafo de
unos 30 cm de largo por 15 a 17 cm en su parte mas ancha. Los filetes fueron salados y
curados como se indica en el ANEXO 1, proceso después del cual se realizd la

inoculacion con la bacteriocina.

3.6.2 Manejo de la bacteriocina. La bacteriocina se mantuvo congelada a una
temperatura de —18°C y fue transportada en una caja térmica enfriada con bolsas de
icepack. En la planta procesadora de salmones, la bacteriocina se mantuvo en un
congelador hasta el momento de ser utilizada. Para este fin se le descongeld en un bafio
termorregulador a 25°C durante un tiempo no superior a 30 min. Se separd una alicuota
la cual se congeld6 nuevamente como control de la actividad de la bacteriocina en el

momento de la inoculacién (tiempo cero).

3.6.3 Inoculacion de los filetes. Para la aplicacion de cada uno de los tratamientos los
filetes fueron escogidos al azar y puestos sobre bandejas con rejillas. Se utilizo el
sistema descrito en la seccion 3.5 con una presion de 20 psi, aplicado durante 2
segundos, por cada cara del filete, lo que equivalia aproximadamente a 65 pL/cm’. La

aspersion se efectu6é en ambas caras (incluyendo los bordes) y a una distancia de entre
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30 y 35 cm. Se dej6 transcurrir al menos un minuto antes de inocular la segunda cara de
un filete.

El estudio se llevd a cabo inoculando dos concentraciones de la bacteriocina de
C. piscicola L103 sobre la trucha, 3.200 y 1.600 UA/mL, y un control sin inocular.
Ademas se utilizé6 un control en el cual el volumen de in6culo de bacteriocina es

reemplazado por buffer fosfato 0,05 M a pH 7,0.
Tratamientos. Se inocularon cuatro tratamientos, cada uno con tres repeticiones.

T1: Control sin bacteriocina.

T2: Control de inoculacion con buffer fosfato.

T3: Bacteriocina con 1.600 UA/mL (actividad inicial).
T4: Bacteriocina con 3.200 UA/mL (actividad inicial).

3.6.4 Manejo de las muestras posterior a la inoculacion. Las bandejas con las
muestras fueron puestas inmediatamente en carros para ser ingresadas al ahumador,
donde fueron ahumadas a una temperatura de 26°C con una humedad relativa del 70%
en un proceso que dura 8 horas (ANEXO 1). Después de salir del ahumador fueron
envasadas al vacio e inmediatamente trasladadas, en cajas térmicas, al Instituto de
Ciencia y Tecnologia de los Alimentos donde se mantuvieron almacenadas a 2 £+ 2°C, en
un refrigerador, hasta el momento de su evaluacion, en el tiempo cero, y a los 7, 14 y 21

dias (CUADRO 3).

3.6.5 Analisis microbiolégicos. Para la determinacion de L. monocytogenes se utiliz6 el
método descrito por la Food and Drug Administration (HITCHINS, 1992), para lo cual
se obtuvo 25 g de muestra de un composite de los triplicados, los cuales fueron
incubados en 225 mL en un caldo de preenriquecimiento selectivo (caldo LEB) a 25°C
por 48 horas, de este caldo se sembrd con asa sobre placas de agar OXA (OXOID Ltd.,
Basingstoke, Inglaterra) y LPM (Difco) y se incuban a 35°C y 30°C, respectivamente,
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por 48 horas. Las colonias sospechosas de ser L. monocytogenes fueron sembradas en
agar ST a 25°C por 24 horas y sometidas a pruebas de identificacion.

Para el recuento de bacterias psicrotrofas y BAL se tomaron 11 g de muestra a
los que se le agregaron 99 mL de buffer fosfato (AMERICAN PUBLIC HEALTH
ASSOCIATION, APHA, 1992) que fueron agitados en un homogeneizador Stomacher
(Seward, modelo 400), a alta velocidad, por 1 min y se realizaron las diluciones
necesarias para los recuentos respectivos. Para el recuento de bacterias psicrotrofas de
sembr6 en profundidad en agar Plate Count (Merk, Darmstadt, Germany) y se incubd a
7°C por 10 dias. Para los recuentos de BAL se sembr6 en superficie sobre agar MRS
(Difco Laboratories), incubando a 25°C por 72 horas. Los analisis microbiologicos se

realizaran cada 7 dias, desde el tiempo cero, durante 21 dias (CUADRO 3)

3.6.6 Medicion de pH. El pH fue medido directamente en la carne de la trucha
utilizando un potenciometro digital (Orion Reseca, Inc., USA) , segun lo establece el

Servicio Nacional de Pesca, SERNAPESCA (CHILE, 2000).

3.6.7 Determinacion de bases volatiles totales. Se utilizdo el método descrito por
SERNAPESCA (CHILE, 2000). Este método determina las bases volatiles nitrogenadas,
consistentes principalmente de amoniaco, trimetilamina y dimetilamina. Se basa en la
precipitacion de las proteinas con acido tricloroacético al 5% y eliminacion de éstas a
través de un filtrado. El extracto desproteinizado es alcalinizado con 6xido de magnesio
y destilado por arrastre de vapor. Las bases volatiles son recibidas en acido borico y
cuantificadas por titulacion con acido clorhidrico usando verde de bromocresol y rojo de
metilo como indicadores. Los resultados son expresados como nitrogeno basico volatil
total por 100 g de muestra (mg NBVT/100 g de muestra). Para el analisis se requirieron
25 g de muestra y se realizo en duplicado. El andlisis se efectu6 en el tiempo cero, y los

dias 7, 14y 21 (CUADRO 3).
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3.6.8 Analisis organoléptico.

3.6.8.1 Seleccion de panelistas. Con el fin de elegir las personas mas idoneas para
realizar la evaluacion sensorial de la trucha se procedid primero a realizar una prueba de
reconocimiento de sabores y olores. La prueba se repitié dos veces, en distintos dias y
horarios. Con el procedimiento anterior fueron preseleccionados 15 jueces, a los cuales
se les solicitd evaluar varias muestras de trucha, la prueba fue también repetida dos
veces. Con los resultados de esta prueba se seleccion6 el panel del estudio. El niimero

final de panelistas seleccionado fue de nueve.

3.6.8.2 Tratamientos a ser evaluados. Los tratamientos evaluados por el panel de
jueces fueron, control sin bacteriocina (T1), control de inoculaciéon con buffer fosfato
(T2), filetes inoculados con bacteriocina de 1.600 UA/mL (T3) y filetes inoculados con
bacteriocina de 3.200 UA/mL (T4).

3.6.8.3 Ejecucion del panel sensorial. Por ser la trucha ahumada un producto listo para
el consumo, no requeria de una preparacion especial para ser presentado a los panelistas.
Los filetes fueron cortados en trozos de 4 cm por 4 cm y un espesor de 1 cm y servidos
en platos individuales identificados con un codigo aleatorio de tres digitos
correspondiente a cada uno de los 4 tratamientos.

Para el andlisis se aplicd un test de comparacion pareada (Cartilla, ANEXO 3).
En esta prueba se solicito al panelista determinar si existian diferencia entre las muestras
y un estandar designado con la letra R. La magnitud de éstas diferencias debian
sefalarse utilizando una escala de 10 puntos. Ademas se pedia establecer si el grado de
aceptacion de la muestra era superior, igual o inferior a R. Finalmente el panelista debia
sefialar en que caracteristicas radicaba ésta diferencia, cuando estaban presentes.

La evaluacion sensorial se llevo a cabo a los dias 7 y 14 dias de almacenamiento

y fue repetido 3 veces en cada uno de estos dias de muestreo (CUADRO 3).
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CUADRO 3 Resumen de los tratamientos y de las pruebas para la evaluacion de la
trucha.

DIAS DE ALMACENAMIENTO

Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21

Tratamientos | AM [NV |pH|AO [AM [NV |pH|AO [AM [NV |pH|AO[AM [NV |pH | AO

Control sin

XXX XXX X XXX X[ X|X|X

inoculacion

Control con

buffer fofato
Bacteriocina

X[ XX XX XXX XX X|X|X[X
1.600 UA/mL
Bacteriocina

X | XX X[ XXX X[ XX X]|X[|X|X
3.200 UA/mL

AM: Analisis Microbioldgicos.
NV: Determinacion de Nitrogeno Basico Volatil Total.
AO: Analisis Organoléptico.

3.7 Estudio de la inhibicion de L. monocytogenes en presencia de la bacteriocina,
sobre trucha ahumada en frio
Este experimento se llevo a cabo a fin de conocer el efecto de la bacteriocina de

C. piscicola L103 sobre L. monocytogenes inoculada en la superficie de trozos de trucha

ahumada.

3.7.1 Preparacion de la cepa. Para el estudio se utilizd L. monocytogenes L. m82
incubada en caldo ST durante 18 horas; la concentracion aproximada de este caldo fue
de 10° ufc/mL, por lo que fue diluido en buffer fosfato (APHA, 1992), hasta una

concentracion de 10° ufc/mL, concentracion que fue empleada para la inoculacion.

3.7.2 Preparacion de las muestras. Los filetes fueron cortados en trozos de

aproximadamente 5 cm por 5 cm, los que fueron medidos con pie de metro a fin de
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conocer sus dimensiones exactas. En el ANEXO 4 se presenta un resumen con dichas

mediciones.

3.7.3 Inoculacion de las muestras. A fin de aplicar L. monocytogenes en forma segura
para el analista y evitar su diseminacion en el ambiente, se disefio una camara de
polietileno sobre una estructura metalica, previamente esterilizada por aspersion de
alcohol al 70%. Los trozos, previamente cortados y medidos, fueron puestos dentro de la
camara, donde se les inoculd Listeria con un sistema de aspersion manual, por una de
sus caras y después de 5 minutos se voltearon para aplicar la Listeria en la cara inferior.

Posteriormente se aplicé la bacteriocina.

Tratamientos. Se inocularon cuatro tratamientos, cada uno con tres repeticiones.

TA: Control s6lo con L. monocytogenes
TB: L. monocytogenes mas bacteriocina con 800 UA/mL (actividad inicial)

TC: L. monocytogenes mas bacteriocina con 1.200 UA/mL (actividad inicial)

Los trozos fueron seleccionados al azar para cada tratamiento. Luego del
procedimiento anterior los trozos fueron envasados en bolsas impermeables al oxigeno,
selladas al vacio y almacenadas a una temperatura de 2,0 + 2°C hasta el momento de ser

analizadas en el tiempo cero, a los dias 7, 14 y 21 de almacenamiento.

3.7.4 Recuento de L. monocytogenes. Para cuantificar el crecimiento de Listeria sobre
el pescado (3.7.3) se realizaron siembras sobre agar OXA (OXOID). Los trozos fueron
puestos en 100 mL de buffer fosfato (APHA,1992) y agitados en un homogeneizador
Stomacher a alta velocidad por 1 min, realizando las diluciones adicionales necesarias
para el recuento. Se sembrd 0,1 mL de cada dilucion, en la superficie de las placas de
agar OXA incubadas a 25°C por 48 horas. Se contaron las colonias negras con halo
negro y que presentaban formacion de una zona de depresion hacia el centro de la

colonia
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3.8 Analisis de resultados

En el anélisis organoléptico, el grado de diferencia fueron evaluados por medio
de andlisis de varianza (ANDEVA) para un disefio factorial de 4 x 2 (4 tratamiento y 2
dias de muestreo), para la comparacion de la aceptacion de las muestras con el control y
la naturaleza de la diferencia se emple6 una distribucion de X?, a través de tablas de
contingencia.

Para los resultados de los andlisis microbidlogicos, bases volatiles totales y pH se
empled un ANDEVA multifactorial para un disefio de 4 x 4 (4 tratamientos y 4 dias de
analisis). En caso de encontrar diferencia estadisticamente significativa se empled la
prueba de hipdtesis especifica de Tukey (nivel de significancia de 95%). Para el analisis
de resultados se empled el programa STATGRAPHICS Plus version 2.0, para Windows
(Statistical Graphics Corp).
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4. PRESENTACION DE RESULTADOS

4.1 Purificacion parcial de la bacteriocina

En total para los requerimientos experimentales se ultrafiltraron y diafiltraron 4 L
de caldo obteniéndose 400 mL de bacteriocina parcialmente purificada. Por sesion se
ultrafiltré 1 L de caldo que contenia la bacteriocina con actividades iniciales entre 400 y
800 UA/mL, se obtenia un volumen final (también aproximado) de 100 mL con
actividades desde 800 a 3.200 UA/mL, dependiendo entre otras cosas de la actividad

inicial del cultivo.

4.2 Estandarizacion de parametros de funcionamiento del sistema de aplicacion de
bacteriocina

Una vez evaluadas las distintas variables para la aplicacion de bacteriocina
mediante el uso de la pistola atomizadora (3.5), se fijaron los siguientes parametros para
la aspersion de la bacteriocina sobre los filetes de trucha: distancia de aplicacion de 30 a
35 cm, con un didmetro de 8 cm (area de 100 cm®), 20 psi de presién, durante un tiempo

de 2 seg, resultando en la aplicacion de 65 pL/cm?® de solucion por cada cara del filete.

4.3 Estudio del efecto de la aplicacion de bacteriocina sobre la calidad de la trucha
ahumada en frio

A continuacion se presentan los resultados del experimento destinado a conocer
el efecto de bacteriocina con 1.600 y 3.200 UA/mL sobre la calidad de la trucha
ahumada, medida a través de parametros microbioldgicos, fisicos, quimicos y

organolépticos.

4.3.1 Analisis microbiologicos. En el CUADRO 4 y FIGURA 3 se presentan los
resultados del recuento de bacterias psicrotrofas en agar Plate Count (ANEXO 5). Sélo

en el dia 14 se observaron diferencias significativas entre tratamientos, en el cual los
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tratamientos con bacteriocina tuvieron valores significativamente mas bajos que el

control (T1) (p<0,05), ademas, se observo que entre los tratamientos con bacteriocina, el

inoculado con 1.600 UA/mL (T3) presentd valores significativamente inferiores

CUADRO 4 Recuento de bacterias psicrotrofas (log ufc/g) en trucha ahumada envasada
al vacio, almacenada 21 diasa 2 + 2°C.

Tratamiento 1

Tratamiento 2

Tratamiento 3

Tratamiento 4

(Control) (Buffer fosfato) (B[z;zt/nlﬂf)() 0 (Bl?zc&t/rfle)o 0
Dia 0 2,35'a%a’ 292aa 2,60aa 246aa
Dia 7 3,25ab 2,85aa 30laa 3,10aa
Dia 14 5,79bc 4,63ab 4,15ab 471ab
Dia 21 5,67ac 5,56ab 452ab 5,59ab

"'Valor corresponde al promedio de tres determinaciones.
2 ., L . . . . . . .

Letras mintsculas distintas indican diferencia significativa entre filas.
? Letras color rojo distintas indican diferencia significativa entre columnas.

Log ufc/g

6,0

5,0

4,0

3,0

2,0

1,0

0,0

7

14

Dias de almacenamiento

21

—&— Control (T1)
—A— Bact. 1600 UA/mL (inicial) (T3)

—8— Control buffer fosfato (T2)
—<— Bact. 3200 UA/mL (inicial) (T4)

Y Valores corresponden al promedio de tres determinaciones.
FIGURA 3 Recuento de bacterias psicrotrofas (log ufc/g) en filetes de trucha ahumada y
envasada al vacio almacenada 21 dias a 2 + 2°C.
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(p<0,05) que el tratamiento inoculado con bacteriocina de 3.200 UA/mL (T4). Todos los
tratamientos presentaron un aumento significativo (p<0,05) en sus recuentos de bacterias
psicrétrofas, desde valores iniciales entre log 2,4 £ 0,1 ufc/g y log 2,9 + 0,3 ufc/g. El
aumento fue significativo desde el dia 7 en el caso del control, alcanzando log 5,7 £+ 0,2
ufc/g en el dia 21. En el caso de los restantes tratamientos el aumento se hizo
significativo (p<0,05) a partir del dia 14, y sus recuentos alcanzaron valores de log 5,6
0,2 ufc/g para el control con buffer fosfato, log 4,5 + 0,4 ufc/g en el tratamiento 3 y log
5,6 + 0,4 ufc/g para el tratamiento 4.

En el CUADRO 5 y FIGURA 4 se observa que recién a los 14 dias se obtuvo
recuentos de BAL en todos los tratamientos. Los resultados (ANEXO 6) muestran que
en ese dia los recuentos en el control con buffer fosfato (T2) fueron significativamente
mas alto (p<0,05) que el control sin inoculaciéon (T1) y que en el tratamiento con
bacteriocina de 1.600 UA/mL (T3). También se detectaron diferencias (p<0,05) entre los
dos tratamientos con bacteriocina. En el dia 21 sélo el tratamiento 2 fue
significativamente mas alto (p<0,05) llegando a log 4,6 £ 0,3 ufc/g. El control en ese dia
alcanz6 un recuento de log 4,0 + 0,2 ufc/g, las muestras con 1.600 UA/mL log 3,7 £ 0,2
ufc/g y el tratamiento con 3.200 UA/mL un valor de log 3,8 £ 0,3 ufc/g.

Finalmente, no fue posible detectar L. monocytogenes en ninguno de los filetes

de trucha utilizados en la experiencia, mediante la metodologia descrita por la FDA

(HITCHINS, 1992).

CUADRO 5 Recuento de BAL (log ufc/g) en trucha ahumada envasada al vacio,
almacenada 21 diasa 2 +2°C.

Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4
(Control) (Buffer fosfato), (Bact. 1.600 (Bact. 3.200
UA/mL) UA/mL)
Dia 0 <2,0a <2,0a <2,0a <20a
Dia 7 <2,0a <2,0a <2,0a <2,0a
Dia 14 3,49" ab’b’ 442¢ch 2,99ab 3,90 be b
Dia 21 4,03ac 458bDb 367ac 38lab

T . . .
Valor corresponde al promedio de tres determinaciones

? Letras minusculas distintas indican diferencia significativa entre filas.

? Letras color rojo distintas indican diferencia significativa entre columnas.
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5,0 1 2)
4,0 7 S— /3
QD T AN
&
=
eo 3,0
=]
=
1)
2,0 &
0 w T ‘
0 7 14 21
Dias de almacenamiento
—&— Control (T1) —e— Buffer fosfato (T2)
—A— Bact. 1600 UA/mL (inicial) (T3) = —¢—Bact. 3200 UA/mL (inicial) (T4)

D Sensibilidad del método: log 2,0 ufc/g

? Valores corresponden al promedio de tres determinaciones

FIGURA 4 Recuento de BAL (log ufc/g) en filetes de trucha ahumada y envasada al vacio
durante 21 dias a 2 + 2°C.

4.3.2 Analisis fisicos y quimicos. La medicion de pH (CUADRO 6 y FIGURA 5) de los
filetes no arrojo diferencias significativas (p>0,05) entre los tratamientos para ninguno
de los dias de analisis (ANEXO 7). Ademas los tratamientos no presentaron variaciones
significativas (p>0,05) en sus valores de pH en el tiempo.

En el CUADRO 7 y FIGURA 6 se observan los valores obtenidos en el analisis
de nitrégeno basico volatil total (NBVT) en los cuatro tratamientos (ANEXO 8). En el
dia 7 se observa que los niveles de NBVT del control con buffer fosfato (T2) fueron
menores (p<0,05) que los del control sin inoculacion (T1) y del tratamiento 3
(inoculacion con bacteriocina de 1.600 UA/mL). En el dia 14 se produce un descenso en
los valores del control sin inoculacién llegando a ser significativamente inferiores
(p<0,05) que el tratamiento 3. El control registra un aumento significativo (p<0,05) en
sus valores de nitrégeno volatil en el dia 7 desde un valor de 7,9 mg N/100g de muestra,

aunque se presenta una disminucion en el dia 14, llegando finalmente hasta 8,2 £ 0,1 mg
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N/100g. Los tratamientos 2 y 3 también presentaron un aumento en sus valores (p<0,05)
a partir de los dias 7 y 14 respectivamente. El tratamiento 4 no presentd aumento

(p>0,05) en sus niveles de NBVT durante los 21 dias de experimento.

CUADRO 6 Medicion de pH en trucha ahumada envasada al vacio, almacenada 21 dias

a2 +£2°C.
Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4
(Control) (Buffer fosfato) (Bact. 1.600 (Bact. 3.200

UA/mL) UA/mL)
Dia 0 6,23' a*a’ 624aa 6,26a a 63laa
Dia 7 6,19aa 6,22aa 6,28aa 6,3laa
Dia 14 6,16aa 6,29aa 6,23aa 6,28 aa
Dia 21 6,17aa 6,25aa 6,22aa 6,23aa

"' Valor corresponde al promedio de dos determinaciones
* Letras mintsculas distintas indican diferencia significativa entre filas.
Letras color rojo distintas indican diferencia significativa entre columnas.

D
S
|

Unidades de pH
N
w

6,2
—e
6,1
0 \ ‘ ‘
0 7 14 21
Dias de almacenamiento
—o— Control (T1) —— Buffer fosfato (T2)

—4— Bact. 1600 UA/ml (inicial) (T3) ~ —>¢ Bact. 3200 UA/ml (inicial) (T4)

Y Valores corresponden al promedio de dos determinaciones
FIGURA 5 Medicion de pH en filetes de trucha ahumada, envasada al vacio
durante 21 dias a 2 +2°C.
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CUADRO 7 Medicion de nitrogeno basico volatil total (mg N/100g) en trucha ahumada
envasada al vacio, almacenada 21 diasa 2 + 2°C.

Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4
(Control) (Buffer fosfato) (Bact. 1.600 (Bact. 3.200
UA/mL) UA/mL)
Dia 0 7,88l a’a’ 7.81aa 7.85aa 7.85aa
Dia 7 8,20 b bc 7,85aa 8,18bb 7,93 ab a
Dia 14 7,95 aab 8,03 ab ab 8,15bb 8,04 ab a
Dia 21 8,23 ac 8,28 ab 8,24 ab 8,14aa

I . . -
Valor corresponde al promedio de dos determinaciones

2 ., .. . . . . . . .
Letras mintsculas distintas indican diferencia significativa entre filas.

Letras color rojo distintas indican diferencia significativa entre columnas.

mg NBVT/100g

8,5

83

8,1

79 4

7,7

D

7

14

Dias de almacenamiento

21

—&— Control (T1)

—4— Bact. 1600 UA/ml (inicial) (T3)

—&— Control buffer fosfato (T2)
—<— Bact. 3200 UA/ml (inicial) (T4)

Y Valores corresponden al promedio de dos determinaciones
FIGURA 6 Determinacion de nitrégeno basico volatil total (mg N/100g) en filetes de trucha
ahumada, envasada al vacio y almacenada 21 dias a 2 + 2°C.

4.3.3 Analisis organoléptico. A través de pruebas de reconocimiento de olores y

sabores basicos se seleccionaron 9 panelistas, los cuales participaron en la evaluacion de

las muestras involucradas en el estudio.
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En el ANEXO 9 se muestran los datos arrojados por el panel de jueces sobre la
magnitud de diferencia entre las muestras y R, los cuales se grafican en la FIGURA 7,
encontrandose que no hubo diferencias significativas (p>0,05), entre los distintos
tratamientos evaluados, es decir los jueces no detectaron diferencias en el pescado al
agregar bacteriocina. Tampoco se encontr6 diferencias significativas (p>0,05) entre los

dias de anélisis ni de las opiniones entre los jueces.

9 ¥ 4
g - g -
E 7 § L
B s B s
= =l
4, 3,
:'E 3 .E 3
14 14
] ) 0 ]
Dia T Dia 14
O Control (T1) B Control buffer fosfato (T2)
OBact. 1600 AL (T3) O Bact. 3200 Tkl (T4)

Y Valores corresponden al promedio de la opinion de nueve jueces y tres repeticiones
FIGURA 7 Resultado para magnitud de diferencia en los 4 tratamientos en el panel
sensorial en los dias 7 y 14 de analisis (escala de 0 a 9).

En cuanto a la apreciacion general que los jueces tuvieron de las muestras
inoculadas con respecto al control (FIGURA 8), los resultados (ANEXO 10) indicaron
que no existieron diferencias (p>0,05) entre las muestras al ser comparadas con el
control sin inoculacidn, lo anterior se confirma al revisar las tablas de contingencia
(ANEXO 10.1). Tampoco se registraron diferencias estadisticamente significativas
(p>0,05) entre los resultados de ambos dias de andlisis (dias 7 y 14), aunque si entre las
opiniones de los jueces.

Los datos analizados en el ANEXO 10.2 y cuyos resultados se observan
graficados en la FIGURA 9, indican que no existio influencia de ningun atributo

sensorial particular sobre la calidad de los distintos tratamientos.
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25 7 25 -
a) O Superior a B b) O Superior a B
20 BlgmalaR 20 A Blgal s F
2 OInferior a B OlInferiora K
g 151 § 15
2 g
& 10 B10 4
54 5
0 T T T —, 04 . . .
Tl T2 T3 T4 Tl T2 T3 T4
Tratamdentos Tratamientos
T1=Control T2=Control buffer fosfato
T3=Bact. 1600 UA/mL  T4=Bact. 3200 UA/mL

Y Valores corresponden al promedio de la opinidn de 9 jueces y tres repeticiones.
FIGURA 8 Resultado para calidad de las muestras en relacion al control (R) en el panel
sensorial para los dias 7 (a) y 14 (b).

Ninguna
Sabor-olor
Color
0 5 10 15 20 25
Frecuencia
O Control (T1) @ Control buffer fosfato (T2)
O Bact. 1600 UA/mL (inicial) (T3)  OBact. 3200 UA/mL (inicial) (T4)

Dos dias de muestreo y tres repeticiones por dia, total de nueve panelistas
FIGURA 9 Diferencia encontrada en las muestras de trucha evaluadas por el panel
sensorial (2 dias de muestreo y 3 repeticiones por dia, total 9

panelistas).
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4.4 Estudio de la inhibicion de L. monocytogenes por bacteriocina, sobre trucha
ahumada en frio
Este experimento tenia por objeto estudiar la capacidad antagonista de la

bacteriocina sobre una cepa sensible de L. monocytogenes, en trozos de trucha ahumada
en frio envasado al vacio y almacenado a temperaturas de refrigeracion.

Inicialmente se inoculé con un caldo diluido de 10° ufc/mL, con lo cual se
obtuvo un recuento de alrededor de 10* ufc/cm® sobre la superficie del pescado. Los
resultados de los recuentos de L. monocytogenes (CUADRO 8 y FIGURA 10) indican
que existieron diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) entre los tratamientos
(ANEXO 11); al aplicar la prueba de rangos multiples se establecié que tal diferencia se
encontraba entre el control y ambos tratamiento con bacteriocina, ademas no existieron
diferencias entre los tratamientos con distintas actividades de bacteriocina. Una
diferencia significativa (p<0,05) en el dia 14 se registra entre los tres tratamientos,
siendo los recuentos del control superiores (p<0,05). Ademas se puede mencionar los
recuentos del tratamiento inoculado con 1.200 UA/mL (TB) fueron significativamente
mayores que los del tratamiento con 1.600 UA/mL (TC). En el dia 21 sélo el control fue
significativamente mas alto (p<0,05). El control sin bacteriocina alcanz6 un recuento de
log 6,4 £ 0,4 ufc/em?® |, lo que implica un aumento de 2,2 ciclos logaritmicos. El

tratamiento B registro un aumento levemente superior a medio ciclo decimal en el dia

CUADRO 8 Recuento de L. monocytogenes (log ufc/cm’) en trucha ahumada
envasada al vacio, almacenada 21 dias a 2 + 2°C.

Tratamiento A Tratamiento B Tratamiento C
(Control con listeria, (listeria + Bact. 1.200 | (listeria + Bact. 1.600
sin baceriociona) UA/mL) UA/mL)
Dia 0 4,18"a” 2’ 4,09aa 392aa
Dia 7 4,91 a ab 424 aa 4,07 aa
Dia 14 5,65 a bc 4,68ba 4,15ca
Dia 21 6,38bc 445aa 3,87aa

T . - -
Valor corresponde al promedio de tres determinaciones

? Las letras minusculas distintas indican diferencia significativa entre filas.
Las letras color rojo distintas indican diferencia significativa entre columnas.
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14, desde un valor inicial de 4,1 + 0,4 ufc/cm?, para finalmente disminuir a log 4,5 + 0,1
ufc/em® el dia 21, variacion que no fue estadisticamente significativa (p>0,05).
Finalmente el tratamiento C tampoco se observd variacion significativa (p>0,05) aunque

tuvo un escaso aumento de 0,3 ciclos para luego volver a recuentos levemente inferiores

a los iniciales (log 3,9 £ 0,1 ufc/cm?).

(o\]
g
S
&
=
3,5
0 ‘ ‘ ‘
0 7 14 21
Dias de almacenamiento
—&— Control (solo listeria) (TA) —l— Listeria con bact. 1200 UA/mL (TB)
—&— Listeria con bact. 1600 UA/mL (TC)

Y Valores corresponden al promedio de tres determinaciones.
FIGURA 10 Recuento de L. monocytogenes (log ufc/cm?) en trozos de trucha ahumada y
envasada al vacio durante 21 dias a 2 £+ 2°C.



45

S. DISCUSION DE RESULTADOS

Las BAL tienen un largo historial de seguridad en alimentos por su capacidad de
inhibir el crecimiento de bacterias indeseables a través de la produccion acido, perdxido
de hidrégeno, diacetilo y bacteriocinas, de tal manera que son capaces de prolongar la
vida util e inhibir el desarrollo de bacterias patogenas (REQUENA y PELAEZ, 1995).
Las bacteriocinas son capaces de controlar el desarrollo de bacterias Gram positivas y
generalmente especies relacionas taxonémicamente (JACK et al., 1995).

En el presente trabajo se estudio el efecto, que tenia sobre la calidad de la trucha
ahumada, envasada al vacio y refrigerada a 2 + 2°C, la aplicacion de un compuesto de
tipo bacteriocina activo en contra de L. monocytogenes. Se disefid un sistema de
aplicacion por aspersion para la bacteriocina, cuyos principales parametros de
funcionamientos fueron establecidos y estandarizados, teniendo en cuenta que pudiese
ser utilizado en una planta procesadora de salmones. La aplicacion se llevo a cabo antes
del proceso de ahumado para que la bacteriocina fuese absorbida durante el proceso de
ahumado; considerando ademas que, la cantidad de liquido inoculada fuese baja (65
nL/cm?). El sistema de aplicacion planteado en este trabajo cumple los requerimientos
de una utilizacion a nivel de laboratorio. Para los requerimientos de una aplicacion
industrial se debe pensar en la utilizacion de varios aspersores en una cinta
transportadora por donde pasaran los filetes, a fin de aplicar la bacteriocina en un
proceso continuo. Este sistema para aplicacion industrial debe mantener los parametros
ya fijados a fin de obtener resultados similares.

En la literatura existe escasa informacion sobre la utilizacion de bacteriocinas en
productos alimenticios. MARUGG et al. (1992), inhibieron L. monocytogenes en carne
refrigerada, reduciendo sus recuentos entre 1 y 2,5 ciclos logaritmicos. DUFFES et al.

(1999), aplicaron con éxito bacterias productoras de bacteriocinas y sus respectivas
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bacteriocinas en salmoén ahumado. EINARSSON y LAUZON (1995), inocularon
camardn en salmuera con bacteriocinas y otros compuestos antimicrobianos.

El primero de los experimentos realizados en este trabajo correspondi6 a la
evaluacion de la variacion de las caracteristicas de calidad de la trucha ahumada como
consecuencia de la utilizacion de una bacteriocina producida por C. piscicola L103. Para
este ensayo se utilizd6 un control sin inoculacion, es decir, el producto tal como se
elabora normalmente; y ademds se aplicaron dos actividades de bacteriocina (3.200 y
1.600 AU/mL) y un control de inoculacién en el cual el volumen utilizado de solucién
de bacteriocina fue reemplazado por buffer fosfato. Con estos tratamientos se buscaba
establecer si existia algun efecto sobre las caracteristicas de calidad, relacionado con la
utilizacion de la bacteriocina y sus actividades aplicadas. El control con buffer fosfato
permitiria establecer un posible efecto producto del volumen de liquido aplicado.

La presencia de bacteriocina no influyd sobre los recuentos de bacterias
psicrétrofas al agregar bacteriocina a la trucha ahumada. EINARSSON y LAUZON
(1995), aplicaron carnocina U149, producida por C. piscicola U149, en camardén en
salmuera, almacenado a 4,5 + 0,4°C, y encontraron que los recuentos de bacterias
psicrotrofas no registraron variacion al ser comparados con un control sin inoculacion.
Los autores si encontraron diferencia en el producto inoculado con nisina Z y bavaracina
A, en cuyos casos se llego a recuentos algo inferiores, pero después de 59 y 16 dias de
almacenamiento, respectivamente. Esto ultimo encuentra su explicacion en el amplio
rango de accién que muestra la nisina en contra de bacterias gram positivas, el cual varia
considerablemente de una bacteriocina a otra (TAGG et al., 1976; JACK et al., 1996).
Ademas EINARSSON y LAUZON (1995), compararon la vida 1til del camarén en
presencia de las tres bacteriocinas mencionadas, incluyendo ademas benzoato y un
control sin adicion de ningin compuesto preservante. La vida util con carnocina U149
fue similar a la del control, es decir no se logré un efecto preservante, mientras que con
nisina Z se lleg6 a 31 dias, con bavaracina A 16 dias y con benzoato la vida de guarda
del camaron en salmuera se consigui6 extender hasta los 59 dias.

En cuanto al desarrollo de bacterias acido lacticas (BAL) no hubo una diferencia

entre el control y los dos tratamientos con bacteriocinas, pero si en el caso del control
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con buffer fostato, donde los niveles fueron significativamente mas altos a partir del dia
14. Esto coincide con un aumento en los valores de pH para este tratamiento. En general
los resultados permiten concluir que la bacteriocina de C. piscicola L103 no tuvo un
efecto inhibidor sobre la flora lactica presente en la trucha, lo que es confirmado por
BORQUEZ (2000), quien aplicd la misma bacteriocina con actividades de 200 y 800
UA/mL (in6culo inicial), en salmén fresco y envasado al vacio, durante un periodo de
15 dias a 4 £ 2°C. Sus resultados mostraron la misma tendencia, un crecimiento
relativamente lento de las BAL al principio, seguido de un fuerte aumento para
finalmente volver a disminuir su velocidad de desarrollo. SCHOBITZ et al. (1999),
inocularon bacteriocina de C. piscicola L103 en carne de vacuno envasa al vacio
almacenado por 21 dias a 4°C, y obtuvieron un rapido crecimiento de la flora lactica
durante la primera semana para luego alcanzar un nivel maximo de log 8,0 ufc/cm?, que
se mantuvo hasta el final del estudio. En ese trabajo tampoco se observo un efecto
inhibidor de las bacteriocinas sobre las BAL naturales de la carne. Por otra parte
EINARSSON y LAUZON (1995), en camardn en salmuera, muestran que la carnocina
U149 so6lo inhibid escasamente las BAL. Las BAL llegan a convertirse en la flora
dominante en los productos envasados al vacio incluyendo carne y salmon ahumado, lo
cual es necesario para una adecuada conservacion, por lo tanto no es deseable que la
bacteriocina provoque su inhibicion (SCHILLINGER y LUCKE, 1991; GARCIA et al.,
1995). LEROI et al. (1998), encontraron que luego de 35 dias a 8°C, estas bacterias
fueron la microflora dominante en salmon ahumado.

Los valores de pH fluctuaron escasamente durante los 21 dias para cada
tratamiento, manteniéndose cada uno en valores muy cercanos a los iniciales que
fluctuaron alrededor de 6,2, sin que se registren variaciones significativas. Tampoco
existieron diferencias entre tratamientos durante el experimento. LEROI y JOFFRAUD
(2000), explican que la aplicacion de sal y humo producen una disminuciéon en los
valores de pH en el salmén ahumado en frio, y que estos valores se mantienen muy
similares durante el almacenamiento al vacio, incluso después de 6 semanas. En un
estudio previo LEROI et al. (1998), obtuvieron una variacion de 6,0 a 6,3 en los valores

de pH en salmén ahumado, luego de 35 dias a 8°C. BORQUEZ (2000), tampoco
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encontr6 un efecto sobre el pH que se pueda relacionar a la aplicacion de bacteriocina en
salmoén fresco envasado al vacio.

Existe escasa informacion sobre el efecto de la aplicacion de una bacteriocina en
los valores de nitrogeno bésico volatil total (NBVT) en productos marinos, que permitan
comparar los resultados aqui obtenidos, los cuales establecen que no se encontr6 una
diferencia significativa al aplicar la bacteriocina. DELGADO (2001), que evalua el
efecto de la bacteriocina de C. piscicola 1103 con 800 y 1.600 UA/mL, sobre salmén
fresco almacenado a 4 + 2°C no se encontraron diferencias en los valores de NBVT
debido a la inoculacion con la bacteriocina. La medicion de NBVT es frecuentemente
utilizada para estimar la calidad de pescado. Su evaluacion involucra la determinacion
de compuestos como trimetilamina, dimetilamina y amoniaco. Altos niveles de esos
compuestos se asocia con la presencia de olores y sabores tipicamente asociados al
pescado en estado de deterioro (Gram et al., citados por LEROI y JOFFRAUD, 2000).

Los nueve panelistas seleccionados no lograron detectar diferencia significativa
entre el control y los restantes tratamientos (p>0,05). Para esa prueba se les present6d un
control ciego el cual correspondia al propio tratamiento sin inoculacidn, esto para
eliminar un efecto placebo. DUFFES et al. (1998), no detectaron ningun dafio en salmoén
ahumado al aplicar de cepas lacticas productoras de bacteriocina, demostrado por un
panel sensorial de jueces a través de pruebas de olor. Menos claro son los resultados
obtenidos por EINARSSON y LAUZON (1995), para camarén en salmuera, quienes
valoraron la magnitud de dafio y la aceptabilidad del producto con la aplicacién de
bacteriocinas. Esos investigadores concluyen que la evaluacion sensorial tuvo una buena
correlacion con el comportamiento de la calidad microbioldgica, es decir, la nisina Z
logro extender la vida util del camarén en salmuera, mientras carnocina U149 no
produjo un cambio con respecto al control.

Al observar los resultados de los anélisis microbiologicos, fisicos, quimicos y
organolépticos, se puede afirmar, que no hubo ningliin efecto sobre la calidad de la
trucha ahumada en frio, producto de la aplicacion de la bacteriocina de C. piscicola

L103 durante 21 dias de almacenamiento a 2 + 2°C.
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En el experimento de coinoculacion de Listeria y bacteriocina en trucha ahumada
se busco comprobar que la bacteriocina, en las condiciones de aplicacion, efectivamente
era capaz de inhibir el desarrollo de L. monocytogenes. Al producto elaborado en las
mismas condiciones que en el caso anterior se le inoculd Listeria y la bacteriocina en dos
concentracion, 1.600 y 1.200 UA/mL. Cabe destacar que en este segundo experimento la
inoculacion de Listeria y bactericina se hizo sobre filetes de trucha previamente
ahumados, a diferencia de lo que realiz6 en el primero, donde la bacteriocina se aplico
en los filetes antes del ahumado.

Por otra parte, este estudio permiti6 establecer que la bacteriocina producida por
C. piscicola 1.103 tuvo un efecto bacteriostatico sobre Listeria al ser aplicado en trucha
ahumada, efecto que parece ser independiente de la actividad de bacteriocina, en el
rango utilizado en el estudio. Tal conclusién es compartida por BORQUEZ (2000) y
DELGADO (2001), quienes también aplican una bacteriocina de C. piscicola 1103.
Otro estudio que emplea la misma bacteriocina es el realizado por SCHOBITZ et al.
(1999), en este caso la bacteriocina se utilizd purificada resultando en una accidon
bactericida sobre Listeria en carne de vacuno. EINRSSON y LASON (1995), aplican
nisina Z y carnocina UI49 en forma purificada y sin purificar en camarones en salmuera,
no obtuvieron diferencia en la conservacion de este producto entre las bacteriocinas
purificadas y crudas.

NIELSEN et al. (1990), por otro lado encuentran que la bacteriocina producida
por Pediocuccus acidolactici tenia un efecto bactericida sobre L. monocytogenes en
carne a 5°C y con dependencia tanto de la actividad de bacteriocina como del nimero de
Listeria presente en el alimento, siendo mas efectiva cuanto més alta era la actividad de
bacteriocina utilizada y mas baja la de bacteria.

Si bien originalmente se afirmaba que las bacteriocinas tenian un modo de accion
bactericida (TAGG, 1976), son muchos los estudios donde se produjo un efecto
bacteriostatico. Schlyter, citado por MEDINA et al. (1992), observo una reduccion
cercana a un ciclo logaritmico en relacion a los recuentos iniciales en carne de pavo y
una disminucion de 3 ciclos logaritmicos en comparacion con el control después de 7

dias a 4°C. Estos resultados contrastan con los efectos bactericidas obtenidos en estudios
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de inhibicion realizados en caldo de cultivo, como MESSI et al. (2001), quienes
lograron una inhibicion de casi 4 ciclos en L. monocytogenes NCC 10890 en 120 min
seguida a la aplicacion de plantaricina 35d, al igual que GONZALEZ et al. (1994),
autores que observaron el mismo efecto bactericida.

DUFFES et al. (1999), compararon el efecto sobre Listeria, en co-cultivo con
cepas productoras de bacteriocina versus la utilizacion de su bacteriocina. Estos autores
muestran el efecto de C. piscicola V1 y su bacteriocina a 4 y 8°C durante 21 dias, en
salmon ahumado en frio. Al inocular sobre salmoén el sobrenadante con bacteriocina,
obtuvieron so6lo un retardo en el crecimiento de Listeria a 8°C y una fuerte inhibicion a
4°C. Lo contrario ocurrio al inocular la bacteria productora, cuyo efecto fue mayor a 8°C
que a 4°C. Esto se explica debido a que a 4°C el crecimiento de la cepa productora es
menor, y por ende también lo es su produccion de bacteriocina. Ademas este efecto lo
atribuyen a la presencia de enzimas proteoliticas propias del pescado, las cuales son mas
activas a 8°C que a 4°C.

Otra tendencia observada fue un menor recuento de Listeria el dia 21 en
comparacion con los del dia 14, si bien este descenso no fue significativo para los filetes
inoculados con 1.200 UA/mL, fue la constante en ambos tratamientos con bacteriocina.
Esto podria deberse a los altos niveles de BAL presente, apoyado en los resultados del
experimento anterior. Las BAL podrian producir inhibicion por produccion de 4cidos y
otros compuestos antimicrobianos incluyendo otras bacteriocinas potenciando la
actividad de la bacteriocina inoculada (MEDINA, et al. 1992; REQUENA y PELAEZ,
1995).

Autores como MULET et al. (1998), dan directrices respecto de aplicaciones de
bacteriocina en alimentos, estos comparan la accion de varios pares de bacteriocinas,
que incluyen pediocina AcH, nisina y lactacina F, consiguiendo efectos sinérgicos y
antagdnicos para algunas combinaciones en contra de L. monocytogenes. Esto lleva a
pensar en la posibilidad de una aplicacién combinada de bacteriocinas a fin de potenciar
la accion antilisterial. Nisina, por ejemplo, por su amplio espectro inhibitorio es capaz de
aumentar la vida util en algunos productos marinos (EINARSSON y LAUZON, 1995).

La utilizacion de una combinacion de dos o mas bacteriocinas permite, ademas, evitar



51

perder efectividad por la aparicion de poblaciones resistentes a una de ellas (TAGG et
al., 1976). NIELSEN et al. (1990) estudiaron la capacidad de Listeria para adherirse a la
superficie de carne previamente inoculada con bacteriocina y la compararon con el
desarrollo de la bacteria al realizar la contaminacion antes de aplicar la bacteriocina,
siendo en el primer caso mas efectiva. Por otra parte estudios sobre comportamiento y
fuentes de Listeria en plantas procesadoras de salmones, hacen hincapié en la
importancia de evitar el ingreso de la bacteria a las instalaciones y la dificultad de su
erradicacion una vez que la contaminacién se produce (ASSANTA et al., 1990; GUYER
y JEMMI, 1991; AUTIO et al., 1999; RURVIK et al., 2000).
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6. CONCLUSIONES

La estandarizaciéon de los parametros para la aplicacion de la bacteriocina
mediante un sistema de aspersion se fijaron en 20 psi de presion, por 2 seg, a una
distancia de 30 a 35 cm, con un didmetro de 8 cm, lo que dio como resultado un

volumen de 65 pL de bacteriocina por cm” a una presion y tiempo definidos.

La presencia de la bacteriocina de Carnobacterium piscicola 1103 no influyo
sobre el crecimiento de las bacterias que crecen en forma natural en la trucha
ahumada envasada al vacio y almacenada a 2 + 2°C, como son las bacterias

psicroétrofas y acido lacticas.

Los resultados del andlisis de nitrogeno basico volatil total y determinacion de
pH indicaron que la inoculaciéon de trucha ahumada con bacteriocina, no afect6

estos parametros de manera significativa.

No se observo diferencias entre los filetes de trucha ahumada como resultado de
la aplicacion de bacteriocina de C. piscicola 1103, al ser comparados con una

muestra de referencia sin inocular.

La presencia de bacteriocina en dos niveles de actividad no afectd los parametros

de conservacion estudiados para la trucha ahumada.

La bacteriocina presentdé un efecto bacteriostitico sobre el crecimiento de
Listeria monocytogenes durante los 21 dias de almacenamiento a 2 + 2°C, el que

fue independiente de las unidades de actividad de la bacteriocina aplicada.
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7. RESUMEN

Este trabajo estudi6 el efecto de una sustancia de tipo bacteriocina, producida por
Carnobacterium piscicola 1.103, parcialmente purificada, sobre la conservacion de
filetes de trucha ahumada, almacenada durante 21 dias a 2°C. El estudio se realizo a
través de analisis microbioldgicos, inicluyendo recuento de bacterias psicrotrofas y acido
lacticas, determinaciones de pH y nitrogeno bésico volatil total (NBVT) y la evaluacion
sensorial. Se aplicaron dos actividades de bacteriocina, 1.600 y 3.200 UA/mL, un
control sin inoculaciéon y un control con buffer fosfato. Para la inoculacién de la
bacteriocina se estandarizé un sistema de aplicacion por aspersion, que fue fijado en 20
psi de presion de aire, a una distancia de 30 cm, obteniéndose un didmetro de aplicacion
de 8 cm, durante un tiempo de 2 seg, aplicandose un volumen de 65 pL/cm”. En un
segundo experimento la bacteriocina fue inoculada en los filetes junto con Listeria
monocytogenes L m82, cepa sensible a la bacteriocina, almacenandose por 21 dias a 2°C.
Se inocularon 1.200 y 1.600 UA/mL, y un control que sélo contenia Listeria

Los resultados de los recuentos microbioldgicos indicaron que la bacteriocina no
influy6 sobre el comportamiento de las bacterias psicrotrofas y acido lacticas naturales
de la trucha durante los 21 dias del experimento, al no observarse diferencias
significativas con el control sin inoculacion. Los valores de pH y NBVT tampoco se
vieron afectados por la inoculacién de bacteriocina. El mismo comportamiento se
observo en las caracteristicas organolépticas de la trucha ahumada, donde los panelistas
no detectaron diferencias en relaciéon a un control sin inoculacién. Se concluye que la
inoculaciéon de bacteriocina de C. piscicola 1.103 no influyd sobre el estado de
conservacion de los filetes de trucha ahumada y por lo tanto no afecté su vida util.

Los resultados del experimento de inoculacion con Listeria mostraron que en el
control aumento los recuentos de Listeria en 2,2 ciclos logaritmicos. El tratamiento con
1.200 UA/mL registr6 un leve aumento el dia 14, para luego volver a los valores
iniciales. Los recuentos del tratamiento con 1.600 AU/mL se mantuvieron sin variacion.
Se concluye que la bacteriocina presentd un efecto bacteriostatico sobre la Listeria,

comportamiento que fue independiente de la actividad de bacteriocina utilizada.
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SUMMARY

This work to study the effect of a partially purified bacteriocin-like substance,
produced by Carnobacterium piscicola 1103, on the quality of smoked trout fillets,
stored during 21 days at 2°C. The study was carried out through microbiological
analysis, that included psychrotrophic bacteria counts of and lactic acid bacteria, pH
measurement and total volatile basic nitrogen (NBVT) determination, as well as sensory
evaluation of the smoked trout. Two bacteriocin activities, 1.600 and 3.200 UA/mL were
applied, also a control without inoculum and a control with phosphate buffer were
included. For the inoculation an application system was standardized for aspersion of the
bacteriocin. The parameters were fixed in 20 psi of air pressure, a distance of application
of 30 cm, obtaining a diameter of application of 8§ cm, during a time of 2 seg, being
applied this way a volume of 65 pL/cm’. In a second experiment the semipurified
bacteriocin was inoculated in the trout fillets together with Listeria monocytogenes
Lm82, sensitive strain to the bacteriocin, and stored during 21 days at 2 + 2°C. 1.200 and
1.600 UA/mL were inoculated, and a control with Listeria alone was included.

The results of the microbiological counts indicated that the present of the
bacteriocin did not influence the growth of the natural psychrotrophic and lactic acid
bacteria of the trout during the 21 days of the experiment. No significant differences
were observed among treatment and the control without inoculation. The pH and NBVT
neither were affected by the bacteriocin inoculation. The same behaviour was observed
in the organoleptic characteristics of the smoked trout. It is concluded that the
inoculation with bacteriocina of C. piscicola L103 did not produce noticeable changes
on the state of conservation smoked trout and therefore did not affect the shelf life.

The results of the inoculation experiment with Listeria showed that in the
control, counts of Listeria increased in 2,2 logarithmic cycles. The treatment with 1.200
UA/mL registered a light increase the day 14, and then dropped to the initial values, The
counts of the treatment with 1.600 AU/mL stayed without variation throughout the 21
days. It was concluded that the bacteriocin presented a bacteriostatic effect on Listeria,

behaviour that was independent of the activity used bacteriocin.
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ANEXO 1: Diagrama de flujo de trucha ahumada en frio (Cultivos Marinos Chiloé

Ltda.).

Contenido final de sal
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Transporte y Recepcion
Materia Prima
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Clasificacion de Calidad
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>

Ahumada en frio
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10% (p/p) de sal

6 horas (2 a 5°C)

Secado =20°C por 2 hrs
Ahumada=26°C por 4 hrs
Acondicionamiento=2°C por
2hrs
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ANEXO 2: Estandarizacion de los parametros para la aplicacion de la

bacteriocina.

ANEXO 2.1: Area de aspersion obtenida por la pistola atomizadora a una distancia

de 30 cm, con una presion de 20 psi.

| 8 cm |
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ANEXO 2.2: Tabla con valores de diametros de aplicacion con la pistola

atomizadora con varios niveles de abertura de la tobera.

Presion (psi)

Abertura de

Diametros Medido

Diametro Promedio

boquilla (cm) (cm)
0,5 7,3 7,3 7,1 7,2
1 7,6 7,5 7,5 7,5
1,5 7,8 7,8 7,7 7,8
25 2 8,5 8,4 8,3 8,4
2,5 9,6 9,2 9,4 9,4
3 10,1 10,3 10,3 10,2
3,5 12,1 12,2 12,4 12,2
0,5 7,7 7,7 7,5 7,6
1 8,0 8,1 7,9 8,0
1,5 8,2 8,2 8,5 8,3
20 2 8,9 9,0 8,7 8,9
2,5 10,1 9,8 9,8 9,9
3 10,5 10,9 10,7 10,7
3,5 12,5 13,0 12,8 12,8

ANEXO 2.3: Mediciones del volumen de liquido atomizado (mL) en 2 seg, con el

sistema de aspersion con los parametros de aplicacion estandarizados.

Volumen (mL)

6,8 6,8 6,8 6,1
6,6 6,4 6,8 6,8
6,3 6,2 6,5 6,7
6,2 6,8 6,3 6,3
6,5 6,2 6,7 6,5
6,6 6,4 6,7 6,9
6,2 6,4 6,5 6,4
6,7 6,5 6,4 6,7
6,3 6,0 6,4 6,7
6,5 6,8 6,6 6,9
6,6 6,1 6,4 6,1
6,8 6,0

Promedio 6,5 £ 0,3 mL

Los 6,5 mL de liquido fueron aplicados sobre un 4rea de 100 cm?, por lo tanto equivalen

a: 65 uL/cm’
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ANEXO 3: Test de comparacion pareada.
NOMDIE: .ot Fecha: .....c.ccoevenin.

A continuacidn se le presentan 4 muestras de trucha ahumada, las cuales deberan
ser comparadas con un control marcado como R. Deguste primero la marcada con la
letra R, luego cada una de las muestras codificadas, evaluando si existe o no diferencia
con R. Marque en la escala el tamafo la magnitud de dicha diferencia.

No hay diferencia =

0
1
2
3
4 — -
5
6
7
8

Extremadamente diferente =9 — E—

La apreciacion general de la muestra es que esta es:

Superior a R - -
Iguala R E— E—
Inferior a R E— E—

La diferencia se basa en (seleccione una o mas opciones, si lo considera pertinente):

Color — -
Sabor - Olor — —
Ninguna — —
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ANEXO 4: Tabla con las dimensiones de los trozos de trucha ahumada en frio
utilizados para recuento de L. monocytogenes.

Tratamiento A Tratamiento B Tratamiento C
(s6lo listeria) (listeria + bact 1200 UA/mL) |(listeria + bact 3200 UA/mL)
Repeticion [ Area (cm?) Repeticion [Area (cm?) Repeticion [Area (cm?)
TA-1 24,998 TB-1 24,442 TC-1 24,401
Dia 0 TA-2 24,059 TB-2 26,992 TC-2 24,562
TA-3 24,450 TB-3 25,351 TC-3 23,533
TA-1 24,947 TB-1 25,240 TC-1 21,527
Dia 7 TA-2 25,500 TB-2 22,511 TC-2 23,471
TA-3 25,000 TB-3 25,373 TC-3 23,280
TA-1 24,304 TB-1 23,620 TC-1 22,881
Dia 14 TA-2 23,594 TB-2 24,005 TC-2 21,738
TA-3 23,359 TB-3 22,085 TC-3 23,329
TA-1 23,317 TB-1 23,084 TC-1 23,616
Dia 21 TA-2 22,985 TB-2 21,265 TC-2 23,503
TA-3 22,848 TB-3 24,032 TC-3 23,587




ANEXO 5: Bacterias psicrotrofas.
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ANEXO 5.1: Recuentos de bacterias psicréotrofas (log ufc/g) para las muestras de trucha

ahumada.
Tratamiento 1 Prom. Desv Tratamiento 2 Prom. Desv
(Control) estand (Buffer fofato) estand
Dia 0 2,29 2,30 2,47 2,35 0,10 2,87 2,70 3,19 2,92 0,25
Dia 7 3,20 3,04 3,52 3,25 0,24 2,18 3,42 2,95 2,85 0,63
Dia 14| 5,85 5,58 5,96 5,79 0,20 4,63 4,38 4,88 4,63 0,25
Dia 21| 5,45 5,92 5,65 5,67 0,23 5,45 5,67 5,56 0,15
Tratamiento 3 Prom. Desv Tratamiento 4 Prom. Desv
(Bact. 1.600 UA/mL) estand (Bact. 3.200 UA/mL) estand
Dia 0 2,47 2,70 2,62 2,60 0,12 2,13 2,78 2,46 2,46 0,33
Dia 7 3,15 2,81 3,06 3,01 0,17 2,70 3,11 3,48 3,10 0,39
Dia 14| 4,06 4,53 3,85 4,15 0,35 4,77 4,58 4,78 4,71 0,11
Dia 21| 4,42 4,99 4,14 4,52 0,44 6,05 5,31 5,42 5,59 0,40

ANEXO 5.2: Analisis de varianza para recuento de bacterias psicrotrofas de los cuatro

tratamientos.

Fuente Suma de Cuadrados  g.1 Cuadrados Medios Razén F Valor F
EFECTOS PRINCIPALES
A:-TRATAMIENTO 3,12551 3 1,04184 5,39 0,0033
B:DIAS 62,1452 3 20,7151 107,10 0,0000
RESIDUAL 7,73647 40 0,193412

TOTAL (CORREGIDO) 73,0668 46

ANEXO 5.3: Analisis de varianza para recuento de bacterias psicrotrofas en trucha

ahumada en frio, por tratamiento.

ANEXO 5.3.1: Trucha sin inocular (control)

Fuente Suma de Cuadrados  g.l. Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES
A:DIAS 27,0218 3 9,00728 240,57 0,0000
B:REPETICION 0,103017 2 0,0515083 1,38 0,3223
RESIDUAL 0,22465 6 0,0374417
TOTAL (CORREGIDO) 27,3495 11




68

Prueba de rangos multiples para recuento de bacterias psicrotrofas para trucha sin
inocular (control), Tukey HSD 95,0%.

Dias Count Promedio LS  Grupos Homogéneos
0 3 2,35333 X

7 3 3,25333 X

14 3 5,67333 X

21 3 5,79667 X
Contraste Diferencia +/- Limites
0-7 *-0,9 0,545114
0-14 *-3,44333 0,545114
0-21 *-3,32 0,545114
7-14 *-2,54333 0,545114
7-21 *-2,42 0,545114
14 -21 0,123333 0,545114

* Indica una diferencia estadisticamente significativa.

ANEXO 5.3.2: Trucha con buffer fosfato

Fuente Suma de Cuadrados  g.l. Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:DIAS 11,9385 3 3,97949 27,29 0,0016

B:REPETICION 0,32765 2 0,163825 1,12 0,3954

RESIDUAL 0,72915 5 0,14583

TOTAL (CORREGIDO) 14,3248

[

0

Prueba de rangos multiples para recuento de bacterias psicrotrofas para trucha con buffer

fosfato, Tukey HSD 95,0%

Dias Count Promedio LS  Grupos Homogéneos
7 3 2,85 X

0 3 2,92 X

14 3 4,63 X

21 2 5,44 X
Contraste Diferencia +/- Limites
0-7 0,07 1,15057
0-14 *-1,71 1,15057
0-21 *.2,52 1,28637
7-14 *-1,78 1,15057
7-21 *.2,59 1,28637
14 -21 -0,81 1,28637

* Indica una diferencia estadisticamente significativa.



ANEXO 5.3.3: Trucha con bacteriocina 1.600 UA/mL
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Fuente Suma de Cuadrados  g.l. Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:DIAS 7,4802 3 2,4934 32,14 0,0004
B:REPETICION 0,241617 2 0,120808 1,56 0,2853
RESIDUAL 0,46545 6 0,077575

TOTAL (CORREGIDO) 8,18727 11

Prueba de rangos multiples para recuento de bacterias psicrotrofas para trucha con

bacteriocina 1.600 UA/mL, Tukey HSD 95,0%

Dias Count Promedio LS Grupos Homogéneos
0 3 2,59667 X

7 3 3,00667 X

14 3 4,14667 X

21 3 4,51667 X

Contraste Diferencia +/- Limites
0-7 -0,41 0,78464
0-14 *-1,55 0,78464
0-21 *-1,92 0,78464
7-14 *-1,14 0,78464
7-21 *-1,51 0,78464

14 - 21 -0,37 0,78464

* Indica una diferencia estadisticamente significativa.

ANEXO 5.3.4: Trucha con bacteriocina 3.200 UA/mL

Fuente Suma de Cuadrados g.l.  Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:DIAS 18,7067 3 6,23556 45,20 0,0002
B:REPETICION 0,0322167 2 0,0161083 0,12 0,8918
RESIDUAL 0,827783 6 0,137964

TOTAL (CORREGIDO) 19,5667 11
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Prueba de rangos multiples para recuento de bacterias psicrotrofas para trucha con
bacteriocina 3.200 UA/mL, Tukey HSD 95,0%.

Dias Count Promedio LS  Grupos Homogéneos
0 2 2,50167 X

7 3 3,09667 X

14 3 4,71 X

21 3 5,59333 X
Contraste Diferencia +/- Limites
0-7 -0,64 1,04639
0-14 *.2,25333 1,04639
0-21 *-3,13667 1,04639
7-14 *-1,61333 1,04639
7-21 *-2,49667 1,04639
14 -21 -0,883333 1,04639

* Indica una diferencia estadisticamente significativa.

ANEXO 5.4: Analisis de varianza para recuento de bacterias psicrotrofas en trucha
ahumada en frio, por dias de analisis.

ANEXO 5.4.1: Tiempo cero.

Fuente Suma de Cuadrados g.l.  Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:TRATAMIENTO 0,547367 3 0,182456 4,31 0,0607
B:REPETICION 0,128867 2 0,0644333 1,52 0,2919
RESIDUAL 0,253933 6 0,0423222

TOTAL (CORREGIDO) 0,930167 11

ANEXO 5.4.2: Dia 7.

Fuente Suma de Cuadrados g.l.  Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:TRATAMIENTO 0,256167 3 0,0853889 0,59 0,6415
B:REPETICION 0,407317 2 0,203658 1,42 0,3134
RESIDUAL 0,862483 6 0,143747

TOTAL (CORREGIDO) 1,52597 11




ANEXO 5.4.3: Dia 14.
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Fuente Suma de Cuadrados  g.l. Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:TRATAMIENTO 4,36636 3 1,45545 19,45 0,0017
B:REPETICION 0,0202667 2 0,0101333 0,14 0,8760
RESIDUAL 0,449067 6 0,0748444

TOTAL (CORREGIDO) 4,83569 11

Prueba de rangos multiples para recuento de bacterias psicrotrofas para el dia 14, Tukey

HSD 95,0%

Tratamientos Count Promedio LS  Grupos Homogéneos

3 3 4,14667 X

2 3 4,63 X

4 3 4,71 X

1 3 5,79667 X
Contraste Diferencia +/- Limites
1-2 *1,16667 0,770707
1-3 *1,65 0,770707
1-4 *1,08667 0,770707
2-3 0,483333 0,770707
2-4 -0,08 0,770707
3-4 -0,563333 0,770707

* Indica una diferencia estadisticamente significativa.

ANEXO 5.4.4: Dia 21.

Fuente Suma de Cuadrados g.l.  Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:TRATAMIENTO 2,65869 3 0,886231 5,97 0,0416
B:REPETICION 0,0873514 2 0,0436757 0,29 0,7572
RESIDUAL 0,742249 5 0,14845

TOTAL (CORREGIDO) 3,47927 10




ANEXO 6: Bacterias acido lacticas.

ANEXO 6.1: Recuento de BAL (log ufc/g) para las muestras de trucha ahumada
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Tratamiento 1 Prom. Desv Tratamiento 2 Prom. Desv
(Control) estand (Buffer fofato) estand
Dia 0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0
Dia 7 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <20 <20 <20 <2,0
Dia 14| 3,49 3,38 3,61 3,49 0,12 4,36 4,06 4,83 4,42 0,39
Dia 21| 3,89 4,18 4,01 4,03 0,15 4,57 4,46 4,70 4,58 0,12
Tratamiento 3 Prom. Desv Tratamiento 4 Prom. Desv
(Bact. 1.600 UA/mL) estand (Bact. 3.200 UA/mL) estand
Dia 0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0
Dia 7 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0
Dia 14| 2,88 3,04 3,06 2,99 0,10 3,81 4,04 3,85 3,90 0,12
Dia 21| 3,46 3,75 3,81 3,67 0,19 3,60 3,67 4,15 3,81 0,30

ANEXO 6.2: Analisis de varianza para recuento de BAL en trucha ahumada en frio,
para los cuatro tratamientos.

Fuente Suma de Cuadrados  g.l. Cuadrados Medios Razon F  Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:TRATAMIENTO 2,05993 3 0,686642 8,45 0,0002
B:DIAS 41,791 3 13,9303 171,47 0,0000
RESIDUAL 3,24956 41 0,0812391

TOTAL (CORREGIDO) 47,205 47
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Prueba de rangos multiples para recuento de BAL en trucha ahumada en frio para los 4
tratamientos por tratamiento, Tukey HSD 95,0%.

Tratamiento Count Promedio LS  Grupos Homogéneos
3 12 2,66667 X

1 11 2,89565 X

4 12 2,92667 X

2 12 3,24833 X
Contraste Diferencia +/- Limites
1-2 *-0,352683 0,318939
1-3 0,228984 0,318939
1-4 -0,0310163 0,318939
2-3 *0,581667 0,311929
2-4 *0,321667 0,311929
3-4 -0,26 0,311929

* Indica una diferencia estadisticamente significativa.

ANEXO 6.3: Analisis de varianza para BAL en trucha ahumada en frio, por
tratamiento

ANEXO 6.3.1: Trucha sin inocular (control)

Fuente Suma de Cuadrados  g.l.  Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:DIAS 9,71947 3 3,23982 317,98 0,0000

B:REPETICION 0,0078 2 0,0039 0,38 0,6975

RESIDUAL 0,0611333 6 0,0101889

TOTAL (CORREGIDO) 9,7884 11

Prueba de rangos multiples para recuento de BAL para trucha sin inocular (control),
Tukey HSD 95,0%

Dias Count Promedio LS Grupos Homogéneos
7 3 2,0 X

0 3 2,0 X

14 3 3,49333 X

21 3 4,02667 X
Contraste Diferencia +/- Limites
0-7 0,0 0,284363
0-14 *-1,49333 0,284363
0-21 *.2,02667 0,284363
7-14 *-1,49333 0,284363
7-21 *.2,02667 0,284363
14 -21 *-0,533333 0,284363

* Indica una diferencia estadisticamente significativa.



ANEXO 6.3.2: Trucha con buffer fosfato
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Fuente Suma de Cuadrados  g.l. Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:DIAS 18,7337 3 6,24455 186,33 0,0000
B:REPETICION 0,129074 2 0,0645371 1,93 0,2259
RESIDUAL 0,201085 6 0,0335142

TOTAL (CORREGIDO) 19,0638 11

Prueba de rangos multiples para recuento de BAL para trucha con buffer fosfato, Tukey
HSD 95,0%

Dias Count Promedio LS  Grupos Homogéneos

0 3 2,0 X

7 3 2,0 X

14 3 4,41667 X

21 3 4,57607 X

Contraste Diferencia +/- Limites

0-7 0,0 0,515732

0-14 *.2,41667 0,515732

0-21 *.2,57607 0,515732

7-14 *.2,41667 0,515732

7-21 *.2,57607 0,515732

14 - 21 -0,1594 0,515732

* Indica una diferencia estadisticamente significativa.

ANEXO 6.3.3: Trucha con bacteriocina 1.600 UA/mL

Fuente Suma de Cuadrados g.l.  Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:DIAS 6,02693 3 2,00898 247,43 0,0000
B:REPETICION 0,0408167 2 0,0204083 2,51 0,1611
RESIDUAL 0,0487167 6 0,00811944

TOTAL (CORREGIDO) 6,11647 11
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Prueba de rangos multiples para recuento de BAL para trucha con bacteriocina 1.600
UA/mL, Tukey HSD 95,0%

Dias Count Promedio LS  Grupos Homogéneos
0 3 2,0 X

7 3 2,0 X

14 3 2,99333 X

21 3 3,67333 X
Contraste Diferencia +/- Limites
0-7 0,0 0,253847
0-14 *-0,993333 0,253847
0-21 *-1,67333 0,253847
7-14 *-0,993333 0,253847
7-21 *-1,67333 0,253847
14 -21 *-0,68 0,253847

* Indica una diferencia estadisticamente significativa.

ANEXO 6.3.4: Trucha con bacteriocina 3.200 UA/mL

Fuente Suma de Cuadrados g.l.  Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES
A:DIAS 10,3176 3 3,4392 124,35 0,0000
B:REPETICION 0,0435167 2 0,0217583 0,79 0,4973
RESIDUAL 0,16595 6 0,0276583
TOTAL (CORREGIDO) 10,5271 11

Prueba de rangos multiples para recuento de BAL para trucha con bacteriocina 3.200
UA/mL, Tukey HSD 95,0%

Dias Count Promedio LS  Grupos Homogéneos
7 3 2,0 X

0 3 2,0 X

21 3 3,80667 X

14 3 3,9 X
Contraste Diferencia +/- Limites
0-7 0,0 0,468514
0-14 *-1,9 0,468514
0-21 *-1,80667 0,468514
7-14 *-1,9 0,468514
7-21 *-1,80667 0,468514
14 -21 0,0933333 0,468514

* Indica una diferencia estadisticamente significativa.
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ANEXO 6.4: Analisis de varianza para recuento de BAL en trucha ahumada en

frio, por dias de analisis.

ANEXO 6.4.1: Dia 14.

Fuente Suma de Cuadrados g.l.  Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:TRATAMIENTO 3,28709 3 1,0957 24,78 0,0009
B:REPETICION 0,112117 2 0,0560583 1,27 0,3473
RESIDUAL 0,265283 6 0,0442139

TOTAL (CORREGIDO) 3,66449 11

Prueba de rangos multiples para recuento de BAL para el dia 14, Tukey HSD 95,0%

Tratamientos Count Promedio LS  Grupos Homogéneos

3 3 2,99333 X

1 3 3,49333 XX

4 3 3,9 XX
2 3 4,41667 X
Contraste Diferencia +/- Limites
1-2 *.0,923333 0,592364
1-3 0,5 0,592364
1-4 -0,406667 0,592364
2-3 *1,42333 0,592364
2-4 0,516667 0,592364
3-4 *.0,906667 0,592364

* Indica una diferencia estadisticamente significativa.

ANEXO 6.4.2: Dia 21.

Fuente Suma de Cuadrados g.l.  Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:-TRATAMIENTO 1,42483 3 0,474942 18,42 0,0020
B:REPETICION 0,166024 2 0,0830119 3,22 0,1122
RESIDUAL 0,154669 6 0,0257782

TOTAL (CORREGIDO) 1,74552 11




Prueba de rangos multiples para recuento de BAL para el dia 21, Tukey HSD 95,0%

Tratamientos Count Promedio LS  Grupos Homogéneos

3 3 3,67333 X

4 3 3,80667 X

1 3 4,02667 X

2 3 4,57607 X
Contraste Diferencia +/- Limites
1-2 *.0,549401 0,452309
1-3 0,353333 0,452309
1-4 0,22 0,452309
2-3 *0,902734 0,452309
2-4 *(0,769401 0,452309
3-4 -0,133333 0,452309

* Indica una diferencia estadisticamente significativa.
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ANEXO 7: Medicion de pH.

ANEXO 7.1: Valores de pH en trucha ahumada en frio.

Tratamiento 1 Prom. Desv. Tratamiento 2 Prom. Desv.

(Control) Estand. (Buffer fofato) Estand
|Dia 0 6,16 6,29 6,23 0,09 6,13 6,35 6,24 0,16
"Dl’a 7 6,24 6,13 6,19 0,08 6,29 6,15 6,22 0,10

"Dia 14 6,23 6,09 6,16 0,10 6,37 6,21 6,29 0,11
"Dia 21 6,08 6,26 6,17 0,13 6,14 6,35 6,25 0,15

Tratamiento 3 Prom. Desv. Tratamiento 4 Prom. | Desv.
(Bact. 1.600 Estand (Bact. 3.200 Estand
UA/mL) UA/mL)
Dia 0 6,18 6,33 6,26 0,11 6.4 6,22 6,31 0,13
Dia 7 6,36 6,2 6,28 0,11 6,2 6,42 6,31 0,16
Dia 14 6,3 6,16 6,23 0,10 6,18 6,38 6,28 0,14
Dia 21 6,27 6,16 6,22 0,08 6,28 6,17 6,23 0,08

ANEXO 7.2: Analisis de varianza para medicion de pH en trucha ahumada en frio,
para los cuatro tratamientos.

Fuente Suma de Cuadrados g.l.  Cuadrados Medios RazénF  Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:-TRATAMIENTO 0,038625 3 0,012875 2,64 0,0699
B:REPETICION 0,0028125 1 0,0028125 0,58 0,4543
RESIDUAL 0,131763 27 0,00488009

TOTAL (CORREGIDO) 0,1732 31
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Prueba de rangos multiples para medicion de pH en trucha ahumada en frio para los 4
tratamientos por tratamiento, Tukey HSD 95,0%

Tratamiento Count Promedio LS  Grupos Homogéneos
1 8 6,185 X

3 8 6,245 X X
2 8 6,24875 X X
4 8 6,28125 X
Contraste Diferencia +/- Limites
1-2 -0,06375 0,0956053
1-3 -0,06 0,0956053
1-4 *-0,09625 0,0956053
2-3 0,00375 0,0956053
2-4 -0,0325 0,0956053
3-4 -0,03625 0,0956053

* Indica una diferencia estadisticamente significativa.

ANEXO 7.3: Analisis de varianza para determinacion de pH en trucha ahumada en
frio, por tratamiento.

ANEXO 7.3.1: Trucha sin inocular (control)

Fuente Suma de Cuadrados g.l.  Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:DIAS 0,0049 3 0,00163333 0,48 0,7200
B:REPETICION 0,00125 1 0,00125 0,37 0,5880
RESIDUAL 0,01025 3 0,00341667

TOTAL (CORREGIDO) 0,0382875 7

ANEXO 7.3.2: Trucha con buffer fosfato

Fuente Suma de Cuadrados  g.l. Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:DIAS 0,0052375 3 0,00174583 0,16 0,9174
B:REPETICION 0,0001125 1 0,0001125 0,01 0,9258
RESIDUAL 0,0329375 3 0,0109792

TOTAL (CORREGIDO) 0,0382875 7
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ANEXO 7.3.3: Trucha con bacteriocina de 1.600 UA/mL.

Fuente Suma de Cuadrados  g.l. Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:DIAS 0,0049 3 0,00163333 0,16 0,9195
B:REPETICION 0,00845 1 0,00845 0,81 0,4355
RESIDUAL 0,03145 3 0,0104833

TOTAL (CORREGIDO) 0,0448 7

ANEXO 7.3.4: Trucha con bacteriocina de 3.200 UA/mL.

Fuente Suma de Cuadrados  g.l. Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:DIAS 0,0096375 3 0,0032125 0,38 0,7759
B:REPETICION 0,0001125 1 0,0001125 0,01 0,9154
RESIDUAL 0,0253375 3 0,00844583

TOTAL (CORREGIDO) 0,0350875 7

ANEXO 7.4: Analisis de varianza para la determinacion de pH en trucha
ahumada, por dias de analisis.

ANEXO 7.4.1: Tiempo cero.

Fuente Suma de Cuadrados  g.l.  Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:TRATAMIENTO 0,00825 3 0,00275 0,40 0,7622
B:REPETICION 0,00605 1 0,00605 0,89 0,4156
RESIDUAL 0,02045 3 0,00681667

TOTAL (CORREGIDO) | 0,01675 7

ANEXO 7.4.2: Dia 7.

Fuente Suma de Cuadrados  g.l.  Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:TRATAMIENTO 0,0192375 3 0,0064125 0,76 0,5868
B:REPETICION 0,0105125 1 0,0105125 1,24 0,3459
RESIDUAL 0,0253375 3 0,00844583

TOTAL (CORREGIDO) 0,0550875 7




ANEXO 7.4.3: Dia 14.
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Fuente Suma de Cuadrados  g.l. Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:TRATAMIENTO 0,0212 3 0,00706667 1,05 0,4846
B:REPETICION 0,005 1 0,005 0,74 0,4522
RESIDUAL 0,0202 3 0,00673333

TOTAL (CORREGIDO) 0,0464 7

ANEXO 7.4.4: Dia 21.

Fuente Suma de Cuadrados  g.l. Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:TRATAMIENTO 0,0060375 3 0,0020125 0,27 0,8437
B:REPETICION 0,0001125 1 0,0001125 0,02 0,9097
RESIDUAL 0,0222375 3 0,0074125

TOTAL (CORREGIDO) 0,0283875 7
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ANEXO 8: Nitrogeno basico volatil total en trucha ahumada en frio.

ANEXO 8.1: Tabla con datos de determinacion de nitréogeno basico volatil total en
trucha ahumada en frio, para los 4 tratamientos.

Tratamiento 1 Prom. | Desv. Tratamiento 2 Prom. | Desv.

(Control) Estand. (Buffer fofato) Estand
IDia 0 7,88 7,88 7,88 0,00 7,78 7,84 7,81 0,04
Dia 7 8,20 8,20 8,20 0,00 7,80 7,90 7,85 0,07
Dia 14 8,00 7,90 7,95 0,07 8,08 7,98 8,03 0,07
Dia 21 8,18 8,28 8,23 0,07 8,28 8,28 8,28 0,00

Tratamiento 3 Prom. Desv. Tratamiento 4 Prom. | Desv.
(Bact. 1.600 Estand (Bact. 3.200 Estand
UA/mL) UA/mL)
Dia 0 7,80 7,90 7,85 0,07 7,90 7,80 7,85 0,07
Dia 7 8,18 8,18 8,18 0,00 7,98 7,88 7,93 0,07
Dia 14 8,20 8,10 8,20 0,07 8,04 8,04 8,04 0,00
Dia 21 8,20 8,28 8,24 0,06 8,18 8,10 8,14 0,06

ANEXO 8.2: Analisis de varianza para determinacion de nitrogeno basico volatil
total para los cuatro tratamientos.

Fuente Suma de Cuadrados  g.l. Cuadrados Medios RazéonF  Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:TRATAMIENTO 0,0767375 3 0,0255792 2,85 0,0579
B:DIAS 0,562837 3 0,187612 20,87 0,0000
RESIDUAL 0,224712 25 0,0089885

TOTAL (CORREGIDO) 0,864287 31
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ANEXO 8.3: Analisis de varianza para determinacion de nitrogeno basico volatil

total en trucha ahumada en frio, por tratamiento.

ANEXO 8.3.1: Trucha sin inocular (control)

Fuente Suma de Cuadrados  g.l. Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:DIAS 1858,0 3 619,333 18,58 0,0193
B:REPETICION 0,0 1 0,0 0,00 1,0000
RESIDUAL 100,0 3 33,3333

TOTAL (CORREGIDO) 0,1958 7

Prueba de rangos multiples para determinacion de nitrogeno basico volatil total para

trucha sin inocular (control), Tukey HSD 95,0%

Dias Count Promedio LS  Grupos Homogéneos
0 2 7,88 X

14 2 7,95 X X

7 2 8,2 X X
21 2 8,23 X
Contraste Diferencia +/- Limites
0-7 *-0,32 0,278549
0-14 -0,07 0,278549
0-21 *-0,35 0,278549
7-14 0,25 0,278549
7-21 -0,03 0,278549
14 - 21 *-0,28 0,278549

* Indica una diferencia estadisticamente significativa.

ANEXO 8.3.2: Trucha con buffer fosfato

Fuente Suma de Cuadrados g.l.  Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:DIAS 0,27535 3 0,0917833 24,26 0,0132
B:REPETICION 0,00045 1 0,00045 0,12 0,7529
RESIDUAL 0,01135 3 0,00378333

TOTAL (CORREGIDO) 0,28715 7
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Prueba de rangos multiples para determinacion de nitrogeno basico volatil total para
trucha con buffer fosfato, Tukey HSD 95,0%

Dias Count Promedio LS  Grupos Homogéneos
0 2 7,81 X

7 2 7,85 X

14 2 8,03 X X
21 2 8,28 X
Contraste Diferencia +/- Limites
0-7 -0,04 0,296756
0-14 -0,22 0,296756
0-21 *-0,47 0,296756
7-14 -0,18 0,296756
7-21 *-0,43 0,296756
14 -21 -0,25 0,296756

* Indica una diferencia estadisticamente significativa.

ANEXO 8.3.3: Trucha con bacteriocina de 1.600 UA/mL.

Fuente Suma de Cuadrados g.l.  Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:DIAS 0,1818 3 0,0606 14,66 0,0269
B:REPETICION 0,0008 1 0,0008 0,19 0,6897
RESIDUAL 0,0124 3 0,00413333

TOTAL (CORREGIDO) 0,195 7

Prueba de rangos multiples para determinacion de nitrégeno bdasico volatil total para
trucha con bacteriocina de 1.600 UA/mL, Tukey HSD 95,0%

Dias Count Promedio LS  Grupos Homogéneos
0 2 7,85 X

14 2 8,15 X X

7 2 8,18 X
21 2 8,24 X
Contraste Diferencia +/- Limites
0-7 *-0,33 0,310179
0-14 -0,3 0,310179
0-21 *-0,39 0,310179
7-14 0,03 0,310179
7-21 -0,06 0,310179
14 -21 -0,09 0,310179

* Indica una diferencia estadisticamente significativa.
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ANEXO 8.3.4: Trucha con bacteriocina de 3.200 UA/mL.

Fuente Suma de Cuadrados  g.l. Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:DIAS 0,0964 3 0,0321333 28,35 0,0106
B:REPETICION 0,0098 1 0,0098 8,65 0,0605
RESIDUAL 0,0034 3 0,00113333

TOTAL (CORREGIDO) 0,1096 7

Prueba de rangos multiples para determinacion de nitrogeno basico volatil total para
trucha con bacteriocina de 3.200 UA/mL, Tukey HSD 95,0%

Dias Count Promedio LS  Grupos Homogéneos
0 2 7,85 X

7 2 7,93 X X

14 2 8,04 X X
21 2 8,14 X
Contraste Diferencia +/- Limites
0-7 -0,08 0,162421
0-14 *-0,19 0,162421
0-21 *-0,29 0,162421
7-14 -0,11 0,162421
7-21 *-0,21 0,162421
14 -21 -0,1 0,162421

* Indica una diferencia estadisticamente significativa.

ANEXO 8.4: Analisis de varianza para la determinacion de nitrogeno basico volatil
total en trucha ahumada, por dias de analisis.

ANEXO 8.4.1: Tiempo cero.

Fuente Suma de Cuadrados  g.l. Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:TRATAMIENTO 0,00495 3 0,00165 0,44 0,7434
B:REPETICION 0,00045 1 0,00045 0,12 0,7529
RESIDUAL 0,01135 3 0,00378333

TOTAL (CORREGIDO) 0,01675 7
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ANEXO 8.4.2: Dia 7.

Fuente Suma de Cuadrados  g.l. Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:TRATAMIENTO 0,1868 3 0,0622667 18,68 0,0191
B:REPETICION 0,0 1 0,0 0,00 1,0000
RESIDUAL 0,01 3 0,00333333

TOTAL (CORREGIDO) 0,1968 7

Prueba de rangos multiples para la determinacion de nitrégeno basico volatil total para el
dia 7, Tukey HSD 95,0%

Tratamientos Count Promedio LS  Grupos Homogéneos

2 2 7,85 X

4 2 7,93 XX
3 2 8,18 X
1 2 8,2 X
Contraste Diferencia +/- Limites
1-2 *0,35 0,278549
1-3 0,02 0,278549
1-4 0,27 0,278549
2-3 *.0,33 0,278549
2-4 -0,08 0,278549
3-4 0,25 0,278549

* Indica una diferencia estadisticamente significativa.

ANEXO 8.4.3: Dia 14.

Fuente Suma de Cuadrados g.l.  Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:-TRATAMIENTO 0,0658 3 0,0219333 13,16 0,0312
B:REPETICION 0,005 1 0,005 3,00 0,1817
RESIDUAL 0,005 3 0,00166667

TOTAL (CORREGIDO) 0,0758 7
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Prueba de rangos multiples para recuento de BAL para el dia 14, Tukey HSD 95,0%

Tratamientos Count Promedio LS  Grupos Homogéneos

1 2 7,95 X

2 2 8,03 XX
4 2 8,04 XX
3 2 8,2 X
Contraste Diferencia +/- Limites
1-2 -0,08 0,196964

1-3 *.0,25 0,196964

1-4 -0,09 0,196964

2-3 -0,17 0,196964

2-4 -0,01 0,196964

3-4 0,16 0,196964

* Indica una diferencia estadisticamente significativa.

ANEXO 8.4.4: Dia 21.

Fuente Suma de Cuadrados  g.l. Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:TRATAMIENTO 0,02095 3 0,00698333 2,06 0,2835
B:REPETICION 0,00125 1 0,00125 0,37 0,5862
RESIDUAL 0,01015 3 0,00338333

TOTAL (CORREGIDO) 0,03235 7




88

ANEXO 9: Resultado del panel sensorial para magnitud de diferencia en los 4
tratamientos (escala de 0=No hay diferencia a 9=Extremadamente diferente).

DIA 7
Tratamiento 1 | Tratamiento 2 | Tratamiento 3 Tratamiento 4
Panelistas (Control) (Buffer fofato) |(Bact. 1.600 UA/mL)|(Bact. 3.200 UA/mL)
1 1 5 2 1 0 0 4 5 1 2 3 1
2 3 3 0 0 0 5 0 4 1 5 3 3
3 3 3 3 0 0 2 0 4 4 5 3 4
4 4 0 0 0 3 4 0 0 5 2 4 0
5 7 5 1 6 2 3 1 6 2 3 2 2
6 2 0 0 2 2 0 0 0 2 0 2 2
7 2 1 0 2 0 2 6 6 6 4 5 3
8 6 4 3 0 3 5 7 4 0 5 0 2
9 0 0 5 2 3 0 4 0 3 0 3 2
Desv. Est. 2,09 1,81 2,41 1,55
DIA 14
Tratamiento 1 | Tratamiento 2 | Tratamiento 3 Tratamiento 4
Panelistas (Control) (Buffer fofato) |(Bact. 1.600 UA/mL)|(Bact. 3.200 UA/mL)
1 1 2 2 1 0 0 2 2 1 2 0 0
2 4 4 3 5 3 2 0 3 3 0 3 3
3 2 0 4 0 1 0 0 0 3 3 1 1
4 4 3 0 3 2 3 0 1 0 0 1 0
5 1 4 4 5 3 5 7 5 2 6 5 1
6 2 2 1 2 0 5 3 3 4 2 2 2
7 4 3 0 6 2 0 5 3 2 5 0 4
8 3 4 0 7 3 3 5 0 1 6 2 1
9 0 0 6 2 3 7 4 3 2 3 0 6
Desv. Est. 1,71 2,16 1,86 2,02
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ANEXO 9.1: Analisis estadisticos para la magnitud de diferencia en la evaluacion
organoléptica de las muestras de trucha ahumada, envasada al vacio.

ANEXO 9.1.1: Analisis de varianza para grado de diferencia entre las muestras de
trucha ahumada en el dia 7.

Fuente Suma de Cuadrados  g.l.  Cuadrados Medios Razén F  Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:TRATAMIENTO 20,5463 3 6,84877 1,52 0,2215
B:PANELISTA 69,0185 8 8,62731 1.9 0,0796
C:REPETICION 3,85185 2 1,92593 0,43 0,6548
INTERACTIONS

AB 116,537 24 4,85571 1,08 0,4018
AC 23,2593 6 3,87654 0,86 0,5311
BC 49,1481 16 3,07176 0,68 0,7974
RESIDUAL 216,407 48 4,50849

TOTAL (CORREGIDO) 498,769 107

ANEXO 9.1.2: Analisis de varianza para grado de diferencia entre las muestras de
trucha ahumada en el dia 14.

Fuente Suma de Cuadrados  g.l.  Cuadrados Medios Razén F  Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:TRATAMIENTO 5,28704 3 1,76235 0,54 0,6595
B:REPETICION 15,9074 2 7,9537 2,42 0,0995
C:PANELISTA 110,074 8 13,7593 4,19 0,0007
INTERACTIONS

AB 12,6852 6 2,1142 0,64 0,6947
AC 55,6296 24 2,3179 0,71 0,8208
BC 133,759 16 8,35995 2,55 0,0064
RESIDUAL 157,648 48 3,28434

TOTAL (CORREGIDO) 490,991 107




90

ANEXO 9.1.3: Analisis de varianza para grado de diferencia entre las muestras de

trucha ahumada en ambos dias de analisis.

Fuente Suma de Cuadrados g.l.  Cuadrados Medios Razén F  Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:TRATAMIENTO 5,2963 3 1,76543 0,44 0,7275
B:PANELISTA 124,593 15,5741 3,85 0,0004
C:DIA 0,166667 1 0,166667 0,04 0,8395
INTERACTIONS

AB 104,704 24 4,36265 1,08 0,3741
AC 20,537 3 6,84568 1,69 0,1709
BC 54,5 8 6,8125 1,68 0,1059
RESIDUAL 680,13 168 4,04839

TOTAL (CORREGIDO) 989,926 215
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ANEXO 10: Resultado del panel sensorial para calidad de las muestras en relacion
al control (1=Superior a R, 2=Igual a R y 3=Inferior a R).

DIA 7
Tratamiento 1 | Tratamiento 2 | Tratamiento 3 Tratamiento 4
Panelistas (Control) (Buffer fofato) |(Bact. 1.600 UA/mL)|(Bact. 3.200 UA/mL)
1 2 1 1 2 2 2 1 3 3 3 1 2
2 2 3 2 2 2 1 2 1 3 1 3 1
3 2 3 2 1 2 3 3 2 2 3 3 2
4 3 2 2 2 3 3 2 2 3 3 3 3
5 3 3 2 3 3 2 2 3 2 1 2 2
6 3 2 2 3 3 2 2 2 3 2 3 2
7 2 3 2 3 2 3 3 3 3 3 3 3
8 2 1 3 1 1 2 1 1 1 2 2 1
9 2 2 3 1 3 2 3 2 3 2 1 3
DIA 14
Tratamiento 1 | Tratamiento 2 | Tratamiento 3 Tratamiento 4
Panelistas (Control) (Buffer fofato) |(Bact. 1.600 UA/mL)|(Bact. 3.200 UA/mL)

1 2 3 3 2 2 2 1 3 2 3 2 2
2 3 3 3 2 3 1 2 2 3 2 3 3
3 1 2 2 2 3 3 2 2 3 2 3 3
4 3 2 2 2 2 1 1 2 2 1 2 2
5 2 3 1 3 3 3 3 2 3 2 1 2
6 3 3 2 2 2 1 3 3 1 2 2 2
7 3 1 2 3 1 2 1 1 2 1 2 1
8 1 3 1 1 3 1 1 2 3 1 1 3
9 2 2 2 3 3 3 3 3 3 3 2 3
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ANEXO 10.1: Analisis estadistico de la aceptacion en la evaluacion organoléptica
de las muestras de trucha ahumada con respecto al control.

ANEXO 10.1.1: Analisis de varianza para aceptacion entre las muestras de trucha
ahumada con respecto al control en el dia 7.

Fuente Suma de Cuadrados  g.l. Cuadrados Medios RazéonF  Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:TRATAMIENTO 0,0740741 3 0,0246914 0,05 0,9871
B:PANELISTA 14,1667 8 1,77083 3,25 0,0049
C:REPETICION 0,166667 2 0,0833333 0,15 0,8588
INTERACIONES

AB 9,75926 24 0,406636 0,75 0,7797
AC 1,98148 6 0,330247 0,61 0,7247
BC 4,33333 16 0,270833 0,50 0,9368
RESIDUAL 26,1852 48 0,545525

TOTAL (CORREGIDO) 56,6667 107

ANEXO 10.1.2: Analisis de varianza para aceptacion entre las muestras de trucha
ahumada con respecto al control en el dia 14.

Fuente Suma de Cuadrados g.l.  Cuadrados Medios RazénF  Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:-TRATAMIENTO 0,333333 3 0,111111 0,26 0,8542
B:PANELISTA 11,5 8 1,4375 3,36 0,0039
C:REPETICION 0,888889 2 0,444444 1,04 0,3620
INTERACTIONS

AB 13,8333 24 0,576389 1,35 0,1878
AC 3,77778 6 0,62963 1,47 0,2085
BC 10,1111 16 0,631944 1,48 0,1487
RESIDUAL 20,5556 48 0,428241

TOTAL (CORREGIDO) 61,0 107
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ANEXO 10.1.3: Analisis de varianza para aceptacion entre las muestras de trucha
ahumada con respecto al control para los dos dias de analisis.

Fuente Suma de Cuadrados g.l.  Cuadrados Medios Razén F  Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:TRATAM 0,203704 3 0,0679012 0,14 0,9353
B:DIA 0,166667 1 0,166667 0,35 0,5571
C:PANELISTA 10,9167 8 1,36458 2,83 0,0056
INTERACTIONS

AB 0,203704 3 0,0679012 0,14 0,9353
AC 10,713 24 0,446373 0,93 0,5653
BC 14,75 8 1,84375 3,83 0,0004
RESIDUAL 80,8796 168 0,481426

TOTAL (CORREGIDO) 117,833 215

ANEXO 10.1.4: Tabla de contingencia para la aceptacion entre las muestras de
trucha ahumada con respecto al control en el dia 7.

Test de Chi-Cuadrado

Chi-Cuadrado g.l. Valor P

4,03 6 0,6729

ANEXO 10.1.5: Tabla de contingencia para la aceptacion entre las muestras de
trucha ahumada con respecto al control en el dia 14.

Test de Chi-Cuadrado

Chi-Cuadrado g.l. Valor P

1,33 6 0,9697
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ANEXO 10.1.6: Tabla de contingencia para la aceptacion entre las muestras de
trucha ahumada con respecto al control para los dos dias de analisis.

Frequency Table

Row

T1 T2 T3 T4 Total

Row 1 | 8 | 11 | 12 | 12 | 43
| 3,70 | 5,09 | 5,56 | 5,56 | 19,91

Row 2 | 26 | 22 | 19 | 22 | 89
| 12,04 | 10,19 | 8,80 | 10,19 | 41,20

Row_3 | 20 | 21 | 23 | 20 | 84
| 9,26 | 9,72 | 10,65 | 9,26 | 38,89

Column 54 54 54 54 216
Total 25,00 25,00 25,00 25,00 100,00

Test de Chi-Square

Chi-Cuadrado gl.  ValorP

2,40 6 0,8797
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ANEXO 10.2: Tabla de contingencia para naturaleza de la diferencia entre muestras
en la evaluacion organoléptica de muestras de trucha ahumada con respecto al
control para los dos dias de analisis.

Frequency Table

Row

T1 T2 T3 T4 Total

Row 1 | 13 | 13 | 14 | 13 | 53
| 7,39 | 7,39 | 7,95 | 7,39 | 30,11

Row_ 2 | 21 | 22 | 23 | 27 | 93
| 11,93 | 12,50 | 13,07 | 15,34 | 52,84

Row_3 | 9 | 8 | 9 | 4 | 30
| 5,11 | 4,55 | 5,11 | 2,27 | 17,05

Column 43 43 46 44 176
Total 24,43 24,43 26,14 25,00 100,00

Test de Chi-Cuadrado

Chi-Cuadrado  g.l. Valor P

3,08 6 0,7985
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ANEXO 11: Resultados de recuento de L. monocytogenes en trucha ahumada en frio,
para los 3 tratamientos.

Tratamiento A Prom. Desv Tratamiento B Prom. Desv
(s6lo listeria) estand || (listeria + bact 1200 UA/mL) estand
Dia0| 4722 4,15 4,18 4,18 0,04 4,54 3,78 3,96 4,09 0,40
Dia7| 4,82 5,28 4,64 4,91 0,33 4,54 4,17 4,00 4,24 0,27
Dia 14| 5,58 5,59 5,79 5,65 0,12 4,49 4,78 4,76 4,68 0,16
Dia 21| 6,46 6,00 6,68 6,38 035 4,88 3,95 4,51 4,45 047
Tratamiento C Prom. | Desv
(listeria + bact 1600 UA/mL) estand
Dia0| 410 3,80 3,87 3,92 0,16
Dia7| 396 3,99 | 427 | 4,07 0,17
Dia 14| 382 431 4,34 4,15 0,29
Dia2l} 3 g7 3,43 4,32 3,87 045

ANEXO 11.1: Analisis de varianza para recuento de L. monocytogenes en trucha
ahumada en frio, para los 3 tratamientos.

Fuente Suma de Cuadrados g.l. Cuadrados Medios RazéonF  Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:TRATAMIENTO 10,3993 2 5,19966 22,83 0,0000

B:DIAS 4,08703 3 1,36234 5,98 0,0025

RESIDUAL 6,83193 30 0,227731

TOTAL (CORREGIDO) 21,3183 35

Prueba de rangos multiples para recuento de L. monocytogenes en trucha ahumada en frio para
los 3 tratamientos , Tukey HSD 95,0%

Tratamientos Count Promedio LS  Grupos Homogéneos

3 12 4,00667 X

12 4,36333 X
1 12 5,2825 X
Contraste Diferencia +/- Limites
1-2 *0,919167 0,480398
1-3 *1,27583 0,480398
2-3 0,356667 0,480398

* Indica una diferencia estadisticamente significativa.




97

ANEXO 11.2:Analisis estadisticos para estudio del efecto de la aplicacion de
bacteriocina sobre L. monocytogenes. Recuento de L. monocytogenes por
tratamiento.

ANEXO 11.2.1: Trucha con L. monocytogenes (control).

Fuente Suma de Cuadrados  g.l. Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:DIAS 8,05942 3 2,68647 33,64 0,0004
B:REPETICION 0,01005 2 0,005025 0,06 0,9396
RESIDUAL 0,47915 6 0,0798583

TOTAL (CORREGIDO) 8,54862 11

Prueba de rangos multiples para recuento de L. monocytogenes para control (solo
Listeria), Tukey HSD 95,0%

Dias Count Promedio LS  Grupos Homogéneos
0 3 4,18333 X

7 3 4,91333 X X

14 3 5,65333 X X
21 3 6,38 X
Contraste Diferencia +/- Limites
0-7 -0,73 0,796103
0-14 *-1,47 0,796103
0-21 *-2,19667 0,796103
7-14 -0,74 0,796103
7-21 *-1,46667 0,796103
14 - 21 -0,726667 0,796103

*Indica una diferencia estadisticamente significativa.

ANEXO 11.2.2: Trucha con bacteriocina 1.200 UA/mL y L. monocytogenes.

Fuente Suma de Cuadrados  g.l.  Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:DIAS 0,5822 3 0,194067 2,12 0,1987
B:REPETICION 0,410317 2 0,205158 2,24 0,1872
RESIDUAL 0,54855 6 0,091425

TOTAL (CORREGIDO) 1,54107 11
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ANEXO 11.2.3: Trucha con bacteriocina 1.600 UA/mL y L. monocytogenes.

Fuente Suma de Cuadrados  g.l. Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:DIAS 0,155 3 0,0516667 0,70 0,5864
B:REPETICION 0,230317 2 0,115158 1,56 0,2854
RESIDUAL 0,44395 6 0,0739917

TOTAL (CORREGIDO) 0,829267 11

ANEXO 11.3: Analisis de varianza para recuento de L. monocytogenes en trucha
ahumado en frio, por dias de analisis.

ANEXO 11.3.1: Tiempo cero.

Fuente Suma de Cuadrados  g.l.  Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:TRATAMIENTO 0,1046 2 0,0523 1,53 0,3202
B:REPETICION 0,230867 2 0,115433 3,39 0,1378
RESIDUAL 0,136333 4 0,0340833

TOTAL (CORREGIDO) 0,4718 8

ANEXO 11.3.2: Dia 7.

Fuente Suma de Cuadrados g.l.  Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:TRATAMIENTO 1,19016 2 0,595078 6,31 0,0579
B:REPETICION 0,0514889 2 0,0257444 0,27 0,7743
RESIDUAL 0,377311 4 0,0943278

TOTAL (CORREGIDO) 1,61896 8

ANEXO 11.3.3: Dia 14.

Fuente Suma de Cuadrados g.l.  Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:TRATAMIENTO 3,46429 2 1,73214 105,55 0,0003
B:REPETICION 0,185356 2 0,0926778 5,65 0,0684
RESIDUAL 0,0656444 4 0,0164111

TOTAL (CORREGIDO) 3,71529 8
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Prueba de rangos multiples para recuento de L. monocytogenes para el dia 14, Tukey
HSD 95,0%

Tratamiento Count Promedio LS  Grupos Homogéneos

3 3 4,15667 X

2 3 4,67667 X

1 3 5,65333 X
Contraste Diferencia +/- Limites
1-2 *0,976667 0,372721
1-3 *1,49667 0,372721
2-3 *0,52 0,372721

* Indica una diferencia estadisticamente significativa.

ANEXO 11.3.4: Dia 21.

Fuente Suma de Cuadrados g.l.  Cuadrados Medios F-calc Valor F
EFECTOS PRINCIPALES

A:TRATAMIENTO 10,3499 2 5,17493 109,45 0,0003

B:REPETICION 0,8862 2 0,4431 9,37 0,0309
RESIDUAL 0,189133 4 0,0472833

TOTAL (CORREGIDO) 11,4252 8

Prueba de rangos multiples para recuento de L. monocytogenes para el dia 14, Tukey
HSD 95,0%

Tratamiento ~ Count Promedio LS  Grupos Homogéneos

2 3 4,46 X

1 3 5,07 X X
3 5,17 X

Contraste Diferencia +/- Limites

1-2 0,61 0,632658

1-3 -0,1 0,632658

2-3 *.0,71 0,632658

Indica una diferencia estadisticamente significativa.
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