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Resumen

La conservacion del Calamar gigante (Dosidicus gigas, Orbigny 1835) por
tratamiento combinado de nisina y acido lactico a 6°C, se bas6 en tres
etapas fundamentalmente: Etapa |: Preparacion del material hidrobiologico,
medios de cultivo (agar Mac Conkey, Plate Count y Bair Parker),
tratamientos individuales y combinados al 0.2, 0.5, 0.8% de nisina y acido
lactico y control. Etapall: Observaciéon, cuantificacion de la inhibicion
bacteriana de Staphylococcus aureus, coliformes totales y aerobios
mesdfilos totales en Dosidicus gigas, Orbigny 1835 (Calamar gigante) cada
24 horas transcurrida la incubacién (0, 24, 48 y 72 Horas) y mediciéon del
pH. Etapa Ill: Procesamiento de los resultados usando el software
estadistico SPSS version 24 para el experimento bifactorial 4x4. Para lo
cual, se utilizé el manto de un solo individuo obtenido del terminal pesquero
de Villa Maria del Triunfo. Dicho estudio se desarroll6 en un lapso de 5
meses (Julio - Noviembre del 2016),en las instalaciones de los laboratorios
de microbiologia de la Facultad de Ciencias Biolégicas, Universidad Ricardo
Palma Lima — Per(. Se tomé como variables dependientes al recuento de
Staphylococcus aureus, recuento de coliformes totales, recuento de
aerobios mesofilos totales y como variables independientes a la
concentraciéon de nisina, acido lactico, nisina mas acido lactico, tiempo y pH.
Se obtuvo como resultados que el tratamiento combinado de nisina mas
acido lactico a concentracion de 0.8% y evaluacién a 72 horas, fue aquel
con mayor eficacia resultando para el recuento de aerobios mesofilos
totales 202x10* (UFC/ml) (Gréfico N° 6.) y para Coliformes Totales 228x10*
(UFC/ml) (Gréfico N°12.) a diferencia de su respectivo control que presento
1968x10* UFC/mI para el recuento de aerobios mesdfilos totales y 1716x10*

UFC/ml para el recuento de coliformes totales.

De los cuales se concluye que hubo mayor actividad antimicrobiana cuando
se sometid a tratamiento combinado de nisina mas acido lactico a diferencia
de los tratamientos individuales de nisina o acido lactico, lo cual resulta una
barrera efectiva para conservacion de Dosidicus gigas, Orbigny 1835

(Calamar gigante) como alimento seguro e inocuo en la calidad alimentaria.



PALABRAS CLAVE: Bacteriocinas, Nisina, Acido Ilactico, Actividad
antimicrobiana, inocuidad alimentaria, Unidades formadoras de colonia

(UFC), Alimentos Generalmente Reconocidas como Seguras (GRAS).



Summary

The conservation of giant squid (Dosidicus gigas, Orbigny 1835) by
combined treatment of nisin and lactic acid at 6°C, was based on three
stages: Stage |: Preparation of hydrobiological material, culture media (Mac
Conkey agar, Plate Count and Bair Parker), single and combined treatments
at 0.2, 0.5, 0.8% nisin and lactic acid and control. Stage Il: Observation,
guantification of bacterial inhibition of Staphylococcus aureus, total and
aerobic total, mesophilic coliforms in Dosidicus gigas, Orbigny 1835 (Giant
Squid) every 24 hours after incubation (0, 24, 48 and 72 hours) and pH
measurement. Stage Ill: Processing of results using SPSS software version
24 for bifactorial experiment 4x4. For that, the mantle of a single individual
obtained from the fishing terminal of Villa Maria del Triunfo was used. This
study was carried out over a period of 5 months (July - November 2016) at
the facilities of the microbiology laboratories of the Faculty of Biological
Sciences, Universidad Ricardo Palma Lima - Peru. Staphylococcus aureus,
Total Coliforms count, total mesophilic aerobes counts and as independent
variables to the concentration of nisin, lactic acid, nisin plus lactic acid, time
and pH were used as dependent variables. It was obtained as results that
the combined treatment of nisin plus lactic acid at concentration of 0.8% and
evaluation at 72 hours was the one with the highest efficiency resulting in the
count of total mesophil aerobes 202x104 CFU / ml (Graphic N° 6) and Total
Coliforms 228x104 CFU / ml (Graphic N° 12), in contrast to their respective
control, which presented 1968x104 CFU / ml for the count of total mesophilic

aerobes and 1716x104 CFU / ml for the total coliform count.

Of these, it is concluded that there was more antimicrobial activity when it
was submitted to a combined treatment of nisin plus lactic acid as opposed
to the individual treatments of nisin or lactic acid, which is an effective barrier
for the conservation of Dosidicus gigas, Orbigny 1835 ) As safe and safe

food in food quality.



KEYWORDS: Bacteriocins, Nisin, Lactic acid, Antimicrobial activity, food
safety, colony forming units (CFU), Food Generally Recognized as Safe
(GRAS).
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. INTRODUCCION

Dosidicus gigas, Orbigny 1835 (Calamar gigante) se encuentra ubicado a lo
largo de la costa occidental de América del Sur, abarcando México, Peru y
norte de Chile principalmente. Segun la informacién de seguimiento de la
pesqueria artesanal, asi como la distribucion y estructura por tallas
registradas durante la evaluacién del calamar gigante en el 2015
representan altas perspectivas para una mayor explotacion (Gamarra &
Yamashiro, 2015) y exportacion. ElI volumen de exportacion peruana de
Calamar gigante se ha incrementado notablemente, es por ello que, en
éstos ultimos afios debido a los bajos precios y la gran variedad de
presentaciones (Filetes, Tubos, Tiras, Dados, Aletas y Tentaculos, tanto
fresca y congelada como cocida y congelada) surge una demanda
internacional cada vez mayor. Es asi que el principal destino extranjero de
Dosidicus gigas, Orbigny 1835 (Calamar gigante) fue China, pais que
adquirio el producto entre enero y noviembre del 2014 por un monto de US$
166.3 millones, valor que generd un incremento de +53.4% en comparacion
al mismo tramo del 2013, siguiendo luego Espafia con compras por US$
73.5 millones (+22.9%), Corea del Sur con demandas por US$ 62.9 millones
(+65.7%) y Tailandia destino importante pese a presentar un descenso en
sus pedidos de -18.3% (facturacién de 40.1 millones). En conjunto soélo
estos paises concentraron el 78% del total de exportaciones de Calamar
gigante peruano (Sistema de Inteligencia Comercial ADEX Data Trade,
2015). Destacando como empresas peruanas exportadoras de calamar
gigante figuran CNC S.A.C., Productora Andina de Congelados S.C.R.L.,
Seafrost S.A.C., Pacific Freezing Company S.A.C., Costa Mira S.A.C.,
Pesquera Exalmar S.A.A., Corporacién De Ingenieria De Refrigeracion
S.R.L. y Perupez S.A.C. El Peru al igual qgue muchos paises de América y
del mundo reconoci6 en su momento la necesidad de controlar la
produccion de alimentos en todas sus etapas hasta el consumo, por ello,
existen Autoridades Sanitarias en el pais como (DIGESA, SANIPES vy

SENASA), responsables de la inocuidad de los alimentos y que a su vez



conforman la Comisién Multisectorial Permanente de Inocuidad Alimentaria
(COMPIAL) que a pesar de brindar las garantia y seguridad durante el
proceso de inocuidad alimentaria a los consumidores y productores de
industrias alimentarias, no brindan la suficiente garantia para controlar el
uso de colorantes artificiales, conservantes y aditivos especialmente de
origen sintético como son el glutamato monsddico, grasas trans, nitrato
sédico, nitrito de sodio y sulfatos, usados frecuentemente en los alimentos
de origen carnico (pollo, carne, pescado y Calamar), por lo que es
alarmante, ya que se ha registrado un namero de casos de infeccion por
alimentos contaminados especialmente con Staphylococcus aureus,
Coliformes Totales, Aerobios Mesdfilos Totales causados por la inadecuada
manipulacién durante el proceso de envasado y/o almacenaje y por la
acumulacion de éstos conservantes de origen sintético quimico en el
organismo de las personas resultando asi un fuerte impacto en la salud
publica que resulta perjudicial tanto en nifios como en adultos, presentando
asi enfermedades a mediano plazo (disenteria, problemas respiratorios, de
circulacion sanguinea, cancer al sistema digestivo, tumores en la glandula
suprarrenal, dafios al sistema nervioso, enfermedades cardiovasculares,
espasmos musculares, disminucion del sistema inmune, obesidad,
insuficiencias cardiacas, disminucién de calcio en los huesos, disminucion
en la concentracion, alergias a la piel, etc). Es asi que como alternativa se
propone reemplazarlos por conservantes de origen natural, como es el caso
de las bacteriocinas como la nisina que ha sido aprobada legalmente para
su uso en alimentos por la Food and Drug Administration (FDA) y
categorizada como Generalmente Reconocidas como Seguras (GRAS)
(Berisnstain, et al 2012). La inocuidad de la nisina y el acido lactico para
organismos vivientes y su rapida destruccion por enzimas del tracto gastrico
e intestinal estimularon su amplio uso en muchos paises, incluyendo los
mas estrictos en materia de regulaciones para aditivos alimenticios como los
paises de la unién Europea y los EUA, es asi que actualmente se elabora
nisina en China, Rusia, Polonia y Reino Unido y su empleo esta permitido
en unos 20 paises (Calderon, 2009). Por lo que éste proyecto de
investigacion busca utilizar la efectividad de las bacteriocinas (nisina y acido

lactico) como conservantes naturales en el calamar gigante, para lograr



prolongar la vida util de éste, logrando la disminucién de microorganismos
patogenos importantes involucrados en enfermedades transmitidas por
alimentos, como es el caso de Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Echerichia coli, Salmonella y provocar a su vez una menor afeccion
en la salud de las personas, proporcionando asi una barrera méas de

proteccion organica al producto (Calamar gigante).

1.1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El incremento poblacional que viene experimentando el mundo, exige la
planificacién de estrategias que garanticen una mayor produccion y calidad
de alimentos disponibles (OMS, 2002). Asi mismo, el consumo de pescado
y/o productos marinos en el Peru crecid 33% en los ultimos cinco afios, al
pasar de un consumo promedio de 11.6kg en el 2010 a 15.4kg en 2014 al
afo por persona (ENAHO, 2015) asi como el avance experimentado por la
ciencia y la tecnologia de los alimentos a lo largo de la historia de la
humanidad, ha consolidado un espacio productivo sélido y heterogéneo que
moviliza enormes cantidades de divisas a través de los intercambios
comerciales, muchas veces entre paises 0 regiones extremadamente
distantes (CEPAL, 2008 y FAO, 2012). Es por ello que el conjunto de
condiciones y medidas necesarias durante la adquisicion de las materias
primas como la produccion, elaboracion, almacenamiento, pueden sufrir
interrupciones accidentales de la cadena de frio, lo cual indicaria un
aumento en riesgos en cuanto a proliferaciones bacterianas en alimentos
refrigerados (Frizzo, et al. 2013) y distribucién de los alimentos para
asegurar que una vez ingeridos no representen un problema apreciable
para la salud en nifios y adultos, provocando intolerancias, alergias en la
piel, problemas a nivel del sistema nervioso, vascular, cardiaco, neuronal
y/o sistema inmune u otras enfermedades provocadas por la ingesta y
posterior acumulacién de preservantes sintéticos en el organismo. En la

industria de Dosidicus gigas, Orbigny 1835 (Calamar gigante) existe un alto



riesgo de contaminacién microbiana que causa pérdidas econémicas que
repercuten en las exportaciones y sobretodo puede llegar a dafar la salud
del consumidor por la acumulacion de conservantes sintéticos por ingesta
del producto y/o la carencia de mayores medidas de seguridad e inocuidad

alimentaria.

1.1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

¢Provocara la nisina, el acido lactico y la combinacién de nisina méas acido
lactico una reduccion en la carga bacteriana de Aerobios Mesdfilos Totales,
Coliformes Totales y Staphylococcus aureus en Dosidicus gigas, Orbigny

1835 (Calamar gigante)?

1.1.3. PROBLEMAS ESPECIFICOS

» ¢Provocara la nisina una reduccién en la carga bacteriana de
Aerobios Mesdfilos Totales, Coliformes Totales y Staphylococcus

aureus en Dosidicus gigas, Orbigny 1835 (Calamar gigante)?

» ¢Provocara el &cido lactico una reduccién en la carga bacteriana de
Aerobios Mesdfilos Totales, Coliformes Totales y Staphylococcus

aureus en Dosidicus gigas, Orbigny 1835 (Calamar gigante)?

» ¢ Provocara la combinacion de nisina mas acido lactico una reduccion
en la carga bacteriana de Aerobios Mesdfilos  Totales,
Coliformes Totales y Staphylococcus aureus en Dosidicus gigas,

Orbigny 1835 (Calamar gigante)?

1.1.4. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

Dosidicus gigas, Orbigny 1835 (Calamar gigante) es un producto
hidrobiologico muy apreciado en el mercado internacional, ademas de su

alto valor nutritivo, bajo en calorias, bajo en grasas, de féacil preparacion y



ademas de ser la segunda especie mas abundante del mar peruano, hace
gue las exportaciones generen altas divisas al pais. En el 2012, las
exportaciones del calamar gigante congelado alcanzaron US$367 millones y
en el 2013 las exportaciones aumentaron en casi 9% (Chirinos, et al. 2015)
por ello, la demanda del mercado exterior e interior es cada vez mas
creciente y exigente respecto al desarrollo de nuevos sistemas de
proteccion sobre los alimentos conservados, lo cual incita a nuevos retos de
investigacion. Es asi que la aplicacion de la tecnologia en conservacion de
alimentos cérnicos y alimentos en general, debe considerarse sélo como
una medida adicional para las buenas practicas de fabricacion,
procesamiento y distribucién de los alimentos (Hugas, 1998). Actualmente
existe una tendencia por el consumo de los alimentos cuyos conservantes
sean naturales y menos quimicos o0 procesados, es decir menos
perjudiciales para la salud y que a su vez cumplan con los estandares de
calidad e inocuidad exigidas por las normas para la utilizacién de agentes
microbianos con alto espectro de efectividad contra microorganismos, por
ende, la incorporacion de bacteriocinas como la nisina y acido lactico en
alimentos refrigerados como es Dosidicus gigas, Orbigny 1835 (Calamar
gigante) puede proporcionar una proteccién extra frente a la proliferacion de
diversos tipos de microorganismos sobre todo patogenos. Las
Enfermedades transmitidas a través de los alimentos (ETAS) son
comunmente diarreas, hepatitis B, Tifoidea, Fiebre Malta, etc. (Grande, et al
2011). Todas ellas solo provienen de alimentos contaminados es asi que los
peligros que tienen estos alimentos, pueden ser de tipo fisicos (moscas,
pelos, trazas de metal, etc.), quimicos (detergentes, lubricantes, etc.) pero
sobre todo biolégicos (bacterias, virus, etc.) por ello, se necesita realizar la
reduccion de la carga microbiana que representa un efecto positivo en la
seguridad alimentaria de los consumidores de productos carnicos, es asi
gue en el caso de Dosidicus gigas, Orbigny 1835 (Calamar gigante) por ser
un alimento altamente perecedero (Moreno, 2012) resulta ser un medio
optimo para el desarrollo de microorganismos. Al reemplazar los
conservantes sintéticos por conservantes de origen natural como son las
bacteriocinas y utilizadndolas a bajas concentraciones en los alimentos,

resultan ser inhibidores de la carga microbiana (Beshkova & Fregaba, 2012)



y ello mejora las condiciones para su conservacion; y por ende alargara el

tiempo de vida util del producto, mediante el uso de conservantes naturales

como son la nisina y el acido lactico.

1.1.5. OBJETIVO GENERAL

>

Conservar Calamar gigante (Dosidicus gigas, Orbigny 1835) por

tratamiento combinado de nisina y acido lactico a 6°C.

1.1.6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

>

Evaluar la accion antibacteriana de nisina a concentraciones de 0%,
0.2%, 0.5% y 0.8% frente a Aerobios Mesdfilos Totales, Coliformes
Totales y Staphylococcus aureus a intervalos de 0, 24, 48 y 72 horas
a 6°C.

Evaluar la accion antibacteriana del acido lactico a concentraciones
de 0%, 0.2%, 0.5% y 0.8% frente a Aerobios Mesdfilos Totales,
Coliformes Totales y Staphylococcus aureus a intervalos de 0, 24, 48
y 72 horas a 6°C.

Evaluar la accién antibacteriana de la combinaciéon de nisina mas
acido lactico a concentraciones de 0%, 0.2%, 0.5% y 0.8% frente a
Aerobios Mesdfilos Totales, Coliformes Totales y Staphylococcus

aureus a intervalos de 0, 24, 48 y 72 horas a 6°C.



II. MARCO TEORICO

2.1. Dosidicus gigas, Orbigny 1835 (Calamar gigante)

El calamar de Humboldt, calamar gigante, jibia gigante, pota o poton del
Pacifico es un molusco cefalépodo de gran tamafio y abundante en las
costas peruanas y mexicanas. En estos paises se practica la pesca
industrial de este recurso y actualmente ha ganado importancia gracias a
una fuerte demanda internacional. Es un invertebrado de crecimiento rapido
con un sistema nervioso complejo y un sistema visual bien desarrollado. El
cuerpo del calamar tiene dos regiones. La cabeza, que esta unida a los
brazos (de ahi se deriva el término cefalépodo) y el manto que se
caracteriza por ser en forma cilindrica, el cual envuelve a los 6rganos
internos. Es un organismo pelégico que se distribuye en el Océano Pacifico
Oriental desde la frontera de Estados Unidos y México recorriendo el Peru
hasta Chile. A pesar de su gran tamafio y peso (puede alcanzar 2 metros y
pesar 45 kg aproximadamente), es capaz de dar grandes saltos fuera del
agua. Dosidicus gigas (Calamar gigante) es considerado un depredador
activo y voraz, lo cual sumado a su corto ciclo de vida y amplia plasticidad
ecologica lo convierten en un organismo oportunista que se adapta
rdpidamente a los cambios segun las condiciones ambientales (Salinas et
al. 2007).

TablaN°1. Tabla de clasificacion taxondmica de Dosidicus gigas (Orbigny, 1835).

Reino Animalia

Filo Mollusca

Clase Cephalopoda

Orden Teuthida

Familia Ommastrephidae

Subfamilia Ommastrephinae

Género Dosidicus (Steenstrup, 1857)
Especie Dosidicus gigas (Orbigny, 1835)




2.2. Bacteriocinas, clasificacion y modo de accion

Las bacteriocinas son sustancias peptidicas con actividad antimicrobiana,
producidas por diferentes cepas bacterianas, estos péptidos inhiben el
crecimiento de cepas bacterianas (aunque de reducido espectro, ya que
solo actua sobre cepas similares a las bacterias que las producen
relacionadas filogenéticamente, aunque también se ha observado que
inhiben a otras bacterias, ademas de hongos y algunos parasitos). Son
termoresistentes, e hidrolizadas por las proteinasas gastricas, activas a pH
bajo, inocuas para los consumidores y estables en los alimentos, son
utiizados como conservantes naturales en la industria alimentaria. El
empleo de productos biolégicos como las bacteriocinas inhiben
microorganismos patdégenos y es de gran interés en la industria alimentaria
gue tiene como objetivo final la obtencion de alimentos méas seguros para el

consumidor.

Las bacteriocinas producidas por bacterias Gram positivas son las mas
abundantes, poseen mayor diversidad estructural, poseen un espectro de
accion amplio, pueden inhibir el crecimiento de bacterias Gram positivas,
Gram negativas, hongos, virus e incluso de células provenientes de

humanos y bovinos.

Bacteriocina

Pared
celular

Membrana
plasmatica

Subunidad de T
peptidoglucano .

Figura N° 1. Modo de accion de las bacteriocinas acido lacticas




La mayoria de las bacteriocinas corresponde a las producidas por las

bacterias acido lacticas (BAL), por ello, se clasifican a estas bacteriocinas

en clase | o Lantibidticos (para las que contienen lantionina) y Clase II, para

las demas bacteriocinas (Marquez, J & Garcia, C. 2007).

Tabla N° 2. Tabla de clasificacién de las bacteriocinas

modificados.

péptidos lider

Algunos son sec-
dependientes

Pueden ser de dos tipos:
Antibidticos sin cisteina y
con 106 2 residuos de
cisteina

CLASE SUBCLASE CARACTERISTICAS EJEMPLOS
I: Lantibioticos la | = Péptidos pequenos,
Contienen catidnicos en forma de e NisinaAyZ
aminoacidos poco espiral e Epidermina
comunes como 1b = Péptidos anidonicos o * Mesardicina
lantionina, metil- neutros de forma globular e Mutacina A
lantionina, e Cinamicina
dehidrobutirina y
dehidroalanina
Il: No Il a = Péptidos activos contra
lantibiéticos Listeria » Pediocina PA-1
Son péptidos e Tienenla secuencia en la e Sakacina P
termoestables region N-terminal
(110°-121°C) con TGNGVXC
masas b » Requieren de dos péptidos| e Lactococcina G
moleculares de 10 diferente « Plantaricinas
kDa. para una mejor actividad EFy JK

antimicrobiana

No contiene
aminoacidos Ilc » Se transportan mediante « Divergicina A

* Acidocina B
* Enterocina B

1]
Péptidos
grandes
termolabiles
v
Bacteriocinas
complejas

Poseen una masa
molecular mayor de 30 kDa
La mayoria son producidos
por el genero Lactobacillus
Son proteinas con lipidos
y/o carbohidratos para ser
activos

e Helveticina J
e Acidofilicina A
elLactacinas Ay B

-“Lactocina 27
« Pediocina SJ-1

2.3. Nisina

Es una bacteriosina codificada como E 234, la nisina es un antibiético

peptidico policiclico, usado como bioconservante y es sintetizada de forma

natural por la bacteria Lactococcus lactis, se conoce las propiedades




conservantes desde la década de los afios cuarenta (Galvez et al. 2007). La
molécula contiene diversos aminoacidos (como la lantionina y el B-metil
lantionina), principalmente en la industria alimentaria es empleada en la
elaboracion de productos lacteos, quesos, aderezos para ensaladas,
verduras, e incluso cerveza. La molécula de nisina posee una treintena de
aminoacidos, algunos de ellos poco comunes como son: la lantionina, la
metilantionina, la dehidroalanina y el acido dehidroaminobutirico. Es un
antibidtico (lantibiético) muy efectivo contra las bacterias gram-positivas
relacionadas con enfermedades transmitidas por alimentos. Su efecto sobre
estas bacterias es el de bloquear sus membranas. Se emplea igualmente
para combatir las bacterias Staphylococcus aureus, clostridium botulinum y

bacillus cereus, y Lysteria.

La nisina es bastante resistente a los tratamientos térmicos, especialmente
en aquellos que se realizan en medio &cido (por regla general con pH menor
de 3.5). En la industria alimentaria es empleada como conservante en
especial en la prevencion de las posibles alteraciones del queso. Asi
también se ha empleado la nisina en la proteccion de diversas carnes (tanto
crudas como pre-cocinadas) mostrando alguna efectividad en la proteccién
contra la listeria (debido a la aparicion de cepas de L monocytogenes). Se
sabe que la nisina actia como un compuesto despolarizante en membranas
bacterianas energizadas y crea poros en la membrana lipidica. Las
bacterias lacticas también poseen efectos antimicrobianos frente a
microorganismos patdégenos, lo que permitira hipotetizar acerca de los
diversos modelos teoricos y experimentales de antagonismo microbiano

mediado por las bacterias lacticas (Hernandez et al. 1993).



Figura N° 2. Estructura molecular de nisina.

2.4. Acido lactico

El acido lactico tiene un amplio rango de aplicaciones en la industria
alimenticia, quimica, farmacéutica, cosmética y entre otras. Recientemente
se ha acelerado la investigacién biotecnolégica en acido lactico L (+) y D (-)
debido a su posibilidad de transformacion en poli-lactico biodegradable
(PLA). Los esfuerzos en la investigacion del acido lactico, estan enfocados a
disminuir los costes de produccion a través de nuevos sustratos, nuevas
tecnologias de fermentaciébn y separacion, y nuevos microorganismos
capaces de alcanzar altas concentraciones de &cido lactico, altos
rendimientos y altas productividades. El acido lactico fue descubierto en
1780 por el quimico sueco Scheele, quien lo aisl6 de leche agria, fue
reconocido como producto de fermentacion por Blonodeaur en 1847 y tan
solo en 1881, Littlelon inicia la fermentacion a escala industrial. Es un
compuesto muy versétil utilizado en la industria quimica, farmacéutica, de
alimentos y de plasticos. Existen dos isémeros opticos, el D (-) lacticoy el L
(+) lactico y una forma racémica constituida por fracciones equimolares de
las formas D (-) y L (+). A diferencia del isémero D (-), la configuracion L (+)
es metabolizada por el organismo humano. Ambas formas isoméricas del
acido lactico pueden ser polimerizadas y se pueden producir polimeros con

diferentes propiedades dependiendo de la composicion.

El &cido lactico puede ser obtenido por via quimica o biotecnolégica. La
produccion quimica esta basada en la reaccion de acetaldehido con acido

cianhidrico (HCN) para dar lactonitrilo, el cual puede ser hidrolizado a acido



lactico; otro tipo de reaccion se basa en la reaccion a alta presion de
acetaldehido con monoxido de carbono y agua en presencia de acido

sulfdrico como catalizador.

HO_ ,COOH HO,_\ /,CO‘OH
X -4
H CH;, CH3 H
. (=) Lactic acid D (-} Lactic acid

Figura N° 3. Estructura molecular del &cido lactico de grado alimentario

2.5. Acciéon de la bacteriocina en los alimentos

La carga positiva de la bacteriocina, incrementa la interaccién con las
cargas negativas de los componentes de la pared celular, luego se une al
Lipido I, que es un transportador de las unidades de peptidoglucano, del
citoplasma a la pared, interfiriendo asi la sintesis de péptido glucano y
posteriormente produciendo la muerte de la bacteria. Finalmente varias
moléculas de bacteriosinas se unen al Lipido |l para anclarse a la
membrana y empezar la formacion de poros, provocando una rapida muerte

celular.

2.6. Conservacion

También llamado como biopreservacion o preservacion, el cual hace
referencia a la utilizacion de aditivos de grado alimentario de origen natural
(no sintético), que en éste caso es aplicado unicamente a los alimentos con

el propdsito de prolongar la vida atil del alimento.

2.7. Aseguramiento de la inocuidad alimentaria

Debe de basarse en tres soportes fundamentales como son:

» Laimplementacion de las BPM (Buenas Practicas de manipulacién).



» Implementaciéon de los POES o Programas de Higiene vy

Saneamiento.

» Implementacién de un plan de calidad como el HACCP (Andlisis de

los puntos criticos de control).

También debe considerarse el orden en las instalaciones, en el proceso y

en la elaboracion del producto alimentario.

2.8. Unidades formadoras de colonia (UFC)

Se denomina unidad formadora de colonia (UFC) a una célula viva y aislada
gue se encuentra en un substrato y que en condiciones ambientales
adecuadas producen una colonia en un breve lapso de tiempo (Antonio G
2003). UFC es el numero minimo de células separables sobre la superficie o
dentro de un medio de agar semisolido que da lugar al desarrollo de una
colonia visible del orden de decenas de millones de células descendientes
(Treviean A 2010). Las UFC indican el grado de contaminacion

microbiolégica de un ambiente o muestra.

2.9. Alimento Generalmente Reconocido como Seguro
(GRAYS)

La U.S. Food and Drug Administration (EDA) tiene un sistema mediante el
cual los productores de alimentos pueden obtener la aprobacién de los
aditivos que emplean en sus productos. Este sistema se basa en el listado
de ingredientes o alimentos GRAS (Generally Recognized As Safe o
generalmente reconocidos como seguros) que conforme a los articulos 201
(s) y 409 de la Ley Federal de Alimentos, Medicamentos y Cosméticos (la

Ley), cualquier sustancia que se agrega intencionalmente a los alimentos es


http://www.fda.gov/

un aditivo alimentario, que esta sujeto a revision y aprobacién previa de la
FDA, a menos que la sustancia haya sido reconocida, por expertos

cualificados, como es el caso del acido lactico.

2.10. Aditivo Alimentario

Se entiende por aditivo alimentario cualquier sustancia que como tal no se
consume normalmente como alimento, ni tampoco se usa como ingrediente
basico en alimentos que tengan o no valor nutritivo y cuya adicion
intencionada al alimento es con fines tecnoldgicos (incluidos los
organolépticos) en sus fases de fabricacidén, elaboracién, preparacion,
tratamiento, envasado, empaqguetado, transporte o almacenamiento, resulte
0 pueda preverse razonablemente que resulte (directa o indirectamente) por
si 0 sus subproductos, en un componente del alimento o un elemento que

afecte a sus caracteristicas (Codex alimentario 1995).



[1l. ANTECEDENTES

Ramos (2015) realizé un estudio basado en bacteriocinas empleando
tratamientos combinados de nisina y acido lactico para el aseguramiento de
la calidad microbiolégica en conchas de abanico (Argopecten purpuratus, L.
1819) donde evaluo la accion antibacteriana de acuerdo al recuento de las
unidades formadoras de colonia por mililitro de Echerichia coli, Coliformes
totales, Aerobios mesdfilos totales y usando para dicho fin placas Petrifilm
3M sometidas a evaluacién en tiempos de 0,24,48,72 horas y a diferentes
concentraciones =0.5%. Donde obtuvo mayor eficacia con la combinacion
del tratamiento de nisina mas acido para Aerobios mesofilos totales
obteniendo asi 16x10* UFC/mI, con &cido lactico para Coliformes totales y

con nisina para la inhibicion bacteriana de Staphylococcus sp.

Gamarra & Yamashiro (2015) realizaron un reporte sobre el calamar gigante
en aguas peruanas durante el 2014 con estimaciones favorables para el
2015, ellos indican que desde el afilo 2000 Dosidicus gigas, Orbigny 1835
“‘Calamar gigante” ha mostrado un cambio importante respecto a su
abundancia y estructura poblacional e indican también que es debido a
cambios en el ambiente, aseguran que dicha abundancia se ve
incrementada en el 2014, respecto a los afios anteriores, ellos reportaron un
aumento de tamafo corporal, alta abundancia y alta disponibilidad de
reclutas, asi como de la significativa presencia de ejemplares adultos de
grandes tamafos, por ello estiman que para el 2015, ésta disponibilidad
aumentara en gran medida y ello sera favorable para el mayor

aprovechamiento de éste recurso hidrobiologico de manera sostenible.

Chirinos et al. (2015) evaluaron la factibilidad econdémica de un Plan de
Negocio orientado a la exportacion de Dosidicus gigas (Calamar gigante o
pota peruana) en la provincia de Paita a través del procesamiento y la
exportacion de sus derivados. Ellos analizaron la viabilidad del producto
(abundancia, valor nutritivo y variedad de usos), el mercado objetivo para la

exportacion de derivados de la pota (China, Singapur, Espafa) e



identificaron aquellos derivados con mayor potencial de demanda y
factibilidad de producirse en Paita, asi mismo, determinaron las
caracteristicas de la cadena productiva de derivados de la pota en el puerto
de Paita y los problemas y oportunidades que muestra el sector. Ellos
concluyeron que la exportacion de pota es econdmicamente rentable, segin
los analisis de riesgos, inclusive frente a variaciones de los precios de

compra de la materia prima y venta del producto final.

Moreno, P (2012) estudi6 la reduccién de la carga microbiana en la carne de
pollo mediante el uso de bactericidas organicos para atacar grupos
generales de microorganismos utilizando para dicho estudio &cido lactico
gue afecta principalmente a microorganismos Gram negativos y Nisina que
afecta a microorganismos Gram positivos, para lo cual utilizé soluciones de
acido lactico al 1%, 2% y soluciones de Nisina con 300 y 500 ppm,
aplicando el método de inmersionn con tiempos de 5 y 10 minutos y
temperaturas de almacenamiento de 4 y 18 °C, para la cuantificacion de
microorganismos analizados utilizé el método de pelicula seca rehidratante
(Petrifilm) resultando la eliminacion de Aerobios en un 99.25% y Coliformes

totales en un 99.30%.

Beshkova, & Frengova (2012) mencionan su interés en la investigacion de
la bacteriocina y su importancia biotecnoldgica para la industria lactea, dicen
gue las bacteriocinas son péptido bioactivos o proteinas que muestran
actividad antimicrobiana frente a otra bacterias y que durante las dos
tltimas décadas ha habido un gran interés de investigacion sobre bacterias
de acido lactico (LAB) bacteriocinas, principalmente debido a su potencial
aplicacion como bioconservantes en alimentos y productos alimenticios para
inhibir el crecimiento bacteriano. Debido a la complejidad de la matriz del
alimento y la dificultad de cuantificar bacteriocina en los alimentos, en los
estudios in vitro se puede realizar el estudio de la funcionalidad situ de
entrantes bacteriocinogénicas. La produccion de bacteriocinas es mas
prometedor para un uso rapido, generalizado, y legal de bacteriocinas para

lograr la fermentacion deseable y un producto final seguro.



Beristain & Palou et al. (2012) explican la accion de la bacteriocina en la
industria alimentaria y su utilizacion en alimentos carnicos, lacteos,
productos enlatados, productos marinos (pescados), vegetales, jugo de
frutas, bebidas como cerveza y vino. Asi como también explica de sus
caracteristicas y la compatibilidad en dichos productos, indican el modo de
accion segun el tipo de bacteriocina que resulta muy atractiva para la
industria alimentaria y que también puede llegar a sustituir a otros
preservantes quimicos de origen sintético. Asi mismo refieren que las
bacteriocinas debido a su naturaleza proteica son inactivadas por proteasas
incluyendo las de origen pancreético y gastrico por ello debido a su paso por
el tracto gastrointestinal son inactivadas sin ser absorbidas como

compuestos activos resultando finalmente inocuas para el consumidor.

Ramos (2011) realiz6 una investigacion sobre la biopreservacion de
conchas de Abanico con Acido Léactico y Yogurt Natural, analizé la accion
antimicrobiana frente a los microorganismos presentes en las conchas de
abanico, utilizando el método de Incorporacion, diseminacion y la
determinacién de Presencia y Ausencia para los microorganismos de
importancia sanitaria (E.coli, V. cholerae, Salmonella sp. y S. aureus) por
suministracién de acido lactico y yogurt natural. Donde a concentraciones
de 0,8% de acido lactico logré la inhibicién del crecimiento bacteriano sin
alterar las caracteristicas organolépticas de la concha de abanico mientras
gue la accion del yogurt natural sobre las muestras procesadas produjo una
inhibicion parcial para las enterobacterias, vibrios y salmonellas, pero con
mayor eficacia para mesdfilos aerobios sin modificar sus caracteristicas

organolépticas (resequedad, perdida de color).

Grande et al. (2011) realizaron una revision respecto a las bacteriocinas y a
las cepas bacterianas que las producen, asi como su aplicacion para la
conservacion de los alimentos por métodos naturales (Bioconservacion).
Indican los productos céarnicos desde la materia prima hasta productos
elaborados se han empleado bacteriocinas como nisina, pediocinas y otras
individualmente o aplicadas con otros antimicrobianos (como &cidos

organicos o0 agentes quelantes) o tratamientos (como el calor, las altas



presiones o la luz pulsada) para la inactivacion de bacterias patégenas o
alterantes. También indican que las cepas de bacterias lacticas
seleccionadas por su capacidad productora de bacteriocinas ofrecen
buenas perspectivas como cultivos protectores, pero sobre todo como
cultivos iniciadores en la elaboracion de productos carnicos fermentados,

mejorando la seguridad microbiologica de los mismos.

Salinas y Bazzino et al. (2007) observaron la presencia de Dosidicus gigas
“‘Calamar gigante” en toda el area que concierne las Investigaciones
Mexicanas de la Corriente de California - IMECOCAL durante el periodo
2004-2007, predominantemente en las zonas de Punta Baja y Punta
Eugenia. Ellos realizaron marcaje satelital de 4 calamares adultos frente
a Bahia Mailo, estos mostraron desplazamiento con direccion sur y un
patron de migraciones verticales diarias con una clara preferencia por aguas
profundas, frias e hipoxicas durante el dia, y aguas superficiales, mas
calidas y oxigenadas durante la noche. Dosidicus gigas es considerado un
depredador activo y voraz, lo cual sumado a su corto ciclo de vida y amplia
plasticidad ecoldgica lo convierten en un organismo oportunista que se
adapta rapidamente a los cambios en las condiciones ambientales. Ellos
resaltan el comportamiento del calamar frente a El Nifio de 1997, 1998,
2005 y cuyo desplazamiento es hacia las afueras del Golfo de California

concentrandose en el océano pacifico frete a Bahia Madgalena.

Galvez et al. (2007) realizaron una recopilacion sobre la importancia de las
bacteriocinas, sus origenes y modo de acciéon. Indican que muchas
bacteriosinas actuan en células sensibles, desestabilizan y permeabilizan la
membrana citoplasmatica por medio de la formacion de poros transitorios o
canales i6nicos que causan la reduccién de la fuerza motriz de la célula
debido a la interaccién con polimeros aniénicos que constituyen la pared
celular. La composicion y distribucién de los fosfolipidos de la membrana
celular influye en la eficiencia de la asociacion de la bacteriocina con el
citoplasma, su insercién y la formacion del poro, es por este fendmeno que
se debe la resistencia de los microorganismos a las bacteriocinas. La

actividad antibacteriana se desarrolla en la fase logaritmica temprana y en



la fase estacionaria por lo que, a la hora de aplicar las bacteriocinas a un
alimento a partir de un cultivo iniciador o para su purificacion aumenta la
efectividad del proceso de accibn de estos compuestos ante
microorganismos patégenos, es decir mayor eficacia en la conservacion de

alimentos.

Caplice y Fitzgerald (1999) indica que la conservacion o preservacion de los
alimentos por fermentaciéon asegura la vida util del alimento incrementando
la seguridad microbiolégica pero que a su vez puede hacer que algunos
alimentos sean mas digeribles. Las bacterias acido lacticas debido a sus
Unicas caracteristicas metabdlicas intervienen en muchos procesos de
fermentacion de leches, carnes, cereales y verduras, aunque muchas
fermentaciones son dependientes de la inoculacion de un cultivo protector
esta disponible para muchos procesos comerciales como la fabricacién de
gueso que asegure consistencia de proceso y calidad del producto,
mencionan que la contribucion de las investigaciones respecto a los
adelantos en las bacterias acido lacticas proporcionara mejorias en los

alimentos y que esto beneficiara al consumidor y al productor.

Ennahar et al. (1999) sefialaron que a partir de una variedad de péptidos
antimicrobianos sintetizados a nivel del ribosoma o bacteriocinas producidas
por las bacterias acidas lacticas, se han podido identificar y caracterizar, por
ello, las bacteriocinas son usadas como aditivos Utiles en los alimentos con
efecto antimicrobianos, dicho estudio resalta la clasificacion de las
bacteriocinas y el empleo de las mismas para la seguridad alimentaria con

la finalidad de prolongar la vida util del alimento.

Montville (1995) indica que los reportes de estudio de las bacteriocinas en
genética, purificacion, y propiedades, sobre la accidn antimicrobiana es
poco conocida, asi como de la fisicoquimica de la interaccion de la
bacteriocina-patdgeno y de las variables que influencien la eficacia de las
bacteriocinas en los alimentos. ElI conocimiento mas amplio es el requisito
previo a las aplicaciones de las bacteriocinas para aumentar su eficacia por
la ingenieria genética, estudios mecanicos que usan las esporas como los

blancos de las bacteriocinas son relativamente pocos, a su vez mencionan



gue algunos alimentos con proteina creciente o fosfolipidica disminuyen la

efectividad de nisina contra el crecimiento Clostridium botulinum.

Cleveland (2001) indica los diferentes usos de las bacteriocinas, realiz6 una
comparacion de la sintesis, el modo de la accidn, resistencia y seguridad en
los alimentos, explica la existencia de proteinas antibacterianas producidas
por bacterias que bloquea el crecimiento de otras bacterias. Muchas
bacterias acido lacticas producen una diversidad alta de bacteriocinas
diferentes producidas por alimentos fermentados y no fermentados, como
es el caso de la nisina que es actualmente la Unica bacteriocina usada
ampliamente como un conservador de alimento, se han caracterizado
muchas bacteriocinas bioquimicamente y genéticamente, aunque hay un
conocimiento basico de su estructura, funcion, biosintesis y modo de accion,

aun existen muchos aspectos desconocidos de estos compuestos.



4.1.

4.2,

V. HIPOTESIS

Hipotesis principal

El tratamiento combinado de Nisina y Acido lactico a 6°C conserva el

Calamar gigante (Dosidicus gigas, Orbigny 1835).

Hipotesis especificas

La nisina a concentraciones de 0.2%, 0.5%, 0.8%, a intervalos de O,
24, 48, 72 horas y a 6°C puede ejercer una accion antibacteriana
frente a aerobios mesdfilos totales, Coliformes totales vy

Staphylococcus aureus.

El 4cido lactico a concentraciones de 0.2%, 0.5%, 0.8% a intervalos
de 0, 24, 48, 72 horas y a 6°C puede ejercer una accion
antibacteriana frente a aerobios mesdfilos totales, Coliformes totales

y Staphylococcus aureus.

La combinacién de nisina mas acido lactico a concentraciones de
0.2%, 0.5%, 0.8%, a intervalos de 0, 24, 48, 72 horas y a 6°C puede
ejercer una acciéon antibacteriana frente a aerobios mesdfilos

totales, Coliformes totales y Staphylococcus aureus.



V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Lugar de ejecucion

La realizacion de la tesis se desarrollé en las instalaciones del Laboratorio
de Biologia y Genética Molecular, asi como también el Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas Universidad Ricardo
Palma ubicado en la Av. Benavides 5440, distrito de Santiago de Surco,

Provincia de Lima - Peru.

5.2. Tipoy disefio de investigacion

5.2.1. Tipo de investigacion

El tipo de Investigacién es aplicativa y experimental referente a la calidad e

inocuidad de los alimentos.

5.2.2. Disefio de la investigacion

El disefio de investigacion consté de 3 etapas fundamentalmente:



Figura N°4. Disefio general del proceso experimental de inicio a fin de la tesis.

Cortar 10 piezas de 100 gr. de
Calamar y medir pH (embolsar,

(o]
Obtener manto de Dosidicus rotular y almacenar a 6°C)

gigas “Calamar gigante” sin
desinfectar y transportar con

hielo hacia el laboratorio.

Preparar material

Suministrar cada tratamiento (Nisina 6

Acido Léctico 6 Nisina + Acido Léctico)

por el método de aspersion a cada

muestra embolsada y a sus 4 repeticiones

(segin tipo 'y concentracion  del

tratamie nto).

Preparar diluciones H

Sembrar la dilucion en los medios de cultivo,

luego colocarlos ala estufa por 24 horas.

Contar las unidades formadoras de colonia por

mililitro (UFC/ml) de cada placa, segun

tratamiento y tiempo de incubacion.

Preparar tratamientos individuales (Nisina y
Acido lactico) y combinado (Nisina + Acido
Lactico) al 0.2%, 05% y 0.8%

respectivamente.

Preparar medios de cultivo:
Mac Conkey,

Plate Count y

Bair Parker.

Colocar  1mL de emulsién de Dosidicus
gigas, Orbigny 1835 (Calamar gigante) +
90 mL de agua pepetonada y luego
realizar diluciones de 10*

Procesar resultados en SPSS Statistics 24

5.3. Variables

5.3.1. Variables independientes

» Concentracion de Nisina (%).

> Concentracion de Acido lactico (%).

» Concentracion de nisina mas acido lactico (%).

» Tiempo.

5.3.2. Variables dependientes

> Aerobios mesdfilos totales.



> Coliformes totales.

» Staphylococcus aureus.

5.4. Operacionalizacion de las variables

Tabla N°3. Tabla de Operacionalizacion de variables

VARIABLES TIPO DE INDICADOR ESCALA
VARIABLE DE
MEDICION
Concentracion de nisina Cuantitativo | Porcentaje (%) | Ordinal

Concentracion de acido lactico | Cuantitativo | Porcentaje (%) | Ordinal

Concentracion de nisina mas | Cuantitativo | Porcentaje (%) | Ordinal
acido lactico

Tiempo Cuantitativo | Horas (H) Ordinal
Aerobios mesdfilos totales Cuantitativo | UFC/ml Ordinal
Coliformes totales Cuantitativo | UFC/ml Ordinal
Staphylococcus aureus Cuantitativo | UFC/ml Ordinal

5.5. Muestreo

Se utilizé unicamente el manto de un sélo especimen de Dosidicus gigas,
Orbigny 1835 (Calamar gigante) que conté con un peso de 7.5 Kkg.

Aproximadamente.

5.6. Procedimientos y analisis de datos

5.6.1. Procedimientos

ETAPA I: Se midi6 el pH, se realizo cortes de 10 gr. Unicamente del manto
de Dosidicus gigas, Orbigny 1835 (Calamar gigante) sin lavar, se suministr
2 ml de cada tratamiento previamente diluido a 10* (10 gr de Dosidicus
gigas, Orbigny 1835 “Calamar gigante” en 90 ml de agua peptonada) y se
refriger6 cada pieza de 100 gr. en bolsas ziploc independientemente. Se

prepar6 medios de cultivo Agar Bair Parker, Agar Mac Conkey y Plate




Count, se autoclavo, se sirvié de 15 ml de medio en placas Petri 90 x 15 mm
y se incub6 a 35°C = 1°C en la estufa. Para la preparacion del tratamiento
de nisina, acido lactico y tratamiento combinado de nisina mas éacido lactico,
se realiz6 a concentraciones de 0.2%, 0.5%, 0.8% respectivamente para

cada caso.

ETAPA II: Por el método de aspersion se suministré el tratamiento de Nisina
a concentraciones de 0.2, 0.5, 0.8% asi mismo se aplicé el mismo método
para la suministracion del tratamiento de acido lactico y el tratamiento

combinado de nisina més &cido lactico.

ETAPA IlI: se midio el pH, luego se realizo la evaluacion después de cada
24 horas de incubacién (37°C y en tiempos de 0, 24, 48 y 72 horas
respectivamente) teniendo en cuenta la concentracién individual de los
tratamientos de Nisina, Acido lactico y la del tratamiento combinado de
Nisina mas Acido lactico (0.2%, 0.5% y 0.8% respectivamente) para todos
los casos y con 4 repeticiones por cada tratamiento para la evaluacion de
aerobios mesdfilos totales, coliformes totales y Staphylococcus aureus

respectivamente.

5.6.2. Analisis de datos

Se realiz6 un andlisis bifactorial 4x4 con ayuda del programa estadistico
IBM SPSS Statistics 24 para determinar los estadisticos descriptivos, el
analisis de varianza (ANOVA) y los graficos respectivos de los tratamientos
de acuerdo al tiempo sobre el recuento de bacterias (aerobios mesdfilos
totales, coliformes totales y Staphylococcus aureus) cuantificando las
UFC/ml de cada placa sembrada pasada las 24 horas de incubacién, segun
concentracion de los tratamientos (0.3, 0.5 y 0.8% de Nisina, Acido lactico y

Nisina méas Acido lactico).



5.7. Aspecto ético

Se cumplen con los criterios éticos en la utilizacion de Dosidicus gigas,

Orbigny 1835 (Calamar gigante).



VI. RESULTADOS Y ANALISIS DE LOS
RESULTADOS

6.1. VI.1. RESULTADOS

Como resultado de la suministracion de los tratamientos individuales de
nisina, acido lactico y el tratamiento combinado de nisina méas é&cido lactico,
se conservo el calamar gigante (Dosidicus gigas, Orbigny 1835) debido a la
acciéon antibacteriana mostrada frente a aerobios mesdfilos totales y
coliformes totales de acuerdo a la concentracion de cada tratamiento (0%,
0.2%, 0.5% y 0.8%), al tiempo de observacion (0, 24, 48 y 72 horas) y a
temperatura de 6°C.

Para ello se realiz6 un recuento de aerobios mesoéfilos totales, coliformes
totales y Staphylococcus aureus (UFC/ml), dando como resultado del

estudio los siguientes datos mostrados a continuacion mediante tablas.

*La cuantificacion de las UFC/ml se encuentran a una dilucion de 197,

6.1.1. Recuento de Aerobios mesofilos totales, segun tratamientos
de nisina, acido lactico, nisina méas acido lactico y tiempos

de observacion.



Tabla N° 4. Tabla de recuento de Aerobios mesdfilos totales, segln tratamientos de nisina,

acido lactico, nisina mas acido lactico y tiempos de observacién en horas.

TIEMPO TRATAMIENTOS
DE Nisina Acido lactico Nisina mas Acido lctico Control
OBSERVA 0,207 05072 0,80 0,202 0,50% 0,80% 0,20% 0,507 0,807 H20
406 327 256 436 404 259 418 187 91 483'
350 2088 204 400 369 282 320 195 80 429
342 291 242 451 388 2581 356 179 79 477
0H 369 330 2700 423 371 192 378 177 93 454
1380 852 594 1080 1184 960 1046 478 104 1691
1358 798 4380 1220 912 708 1152 466 176 1750
1296 340 528 M2 768 594 1066 492 112 1733
24 H 1406 912 432 1272 798 654 1136 516 152 1685
1928 1640 984 2068 1796 960 16 638 209 2252
1916 1693 1072 2064 1850 936 195 594 202 22604
1900 1672 1096 2036 1796 972 1001 554 242 2216
48 H 2019 1736 1076 2188 1728 996 1030 530 267 2308
1696 1448 894 1640 1432 592 11BU§ 644 276 1892
1756 1406 904 1636 1264 588 1256 528 256 19684
1740 1328 088 1776 1304 660 1240 650 238 1856
72H 1750 1384 976 1772 1088 435 1156 604 268 1328

La tabla N° 4 muestra el recuento de Aerobios mesdfilos totales (UFC/ml),

segun tratamientos de nisina, acido lactico y nisina mas acido lactico y

tiempos de observacion a las 0, 24, 48, 72 horas.

6.1.2. Recuento de Coliformes Totales, segun tratamientos de

nisina, acido lactico, nisina mas &cido lactico y tiempos de

observacion.



Tabla N° 5. Tabla de recuento de Coliformes totales, segun tratamientos de nisina, acido

lactico, nisina mas acido lactico y tiempos de observacion.

TIEMPO TRATAMIENTOS
DE Nisina Acido lactico Nisina mas Acido lactico Control
OBSERYY 0,207 0,502 0,802 0,202 0,502 0,802 0,207 0,502 0,802 H20
373 205 166 410 257 152 358 118 75 449)
397 212 151| 473 209 124 339 152 72 495
359 271 168 451 248 122 352 123 B9 458'
0OH 423 243 175 392 262 121 379 181 77 501
1320 944 586 1345 872 566 1220 448 164 1652
1400 918 604 1301 898 575 108 508 202 1896
1388 930 514 1287 944 558' 1240 562 214 1708]
24 H 1328 993 562 1313 840 560 136 576 138) 1784
1540 856 516) 1360 a872 664 1400 548 204 2052
1516 288 524 1364 928 584 1388 608 282, 2096
1576 1024 504 1320 944 648 1380 612 224 2168]
48H 1588 928 452 1384 940 520' 1436 576 228 2084
1366 740 448] 1256 916 4a9] 1056 856 436 16204
1420 856 376 1308 828 532 1168 960 400 1716
1301 852 436 182 948 520 1056 896 428 1680
72H 1456 796 330] 1288 876 424 1184 888 464 1654

La tabla N° 5 muestra el recuento de Coliformes totales (UFC/ml), segun

tratamientos de nisina, &cido lactico y nisina mas acido lactico y tiempos de

observacion a las 0, 24, 48, 72 horas respectivamente.

6.1.3. Recuento de Staphylococcus aureus, segun tratamientos de

Para el recuento de Staphylococcus aureus,

nisina, acido lactico, nisina mas acido lactico y tiempos de

observacién

No se obtuvo ningun

crecimiento bacteriano, por ende no hubo inhibicion de Staphylococcus

aureus, segun tratamientos de nisina, acido lactico, nisina mas acido lactico

y tiempos de observacion de 0, 24, 48 y 72 horas.



6.1.4. Medidas del pH

TablaN° 6. Tabla de medidas del pH realizadas al calamar gigante (Dosidicus

Nisina % Acido lactico Nisina mas
acido lactico %
0(02|/05/08/0|/02/05/08|0(|02|05]|0.8
0 Horas 71 7 7 717 7 7 7 |77 7 7
24 Horas 71 7 7 77| 7 7 7 |7 7 7 7
48 Horas 71 7 7 77| 7 7 7 |7 7 7 7
72 Horas 6| 7 7 8 |6 7 7 8 | 6| 7 7 7

La tabla N° 6 muestra las medidas del pH obtenidas de las muestras de

calamar gigante (Dosidicus gigas, Orbigny 1835) sometidas a tratamientos,

donde las medidas se mantienen casi constantes a diferencia del pH de la

muestra con tratamiento control (0% de nisina mas &cido lactico), el cual

ligeramente se acidifico.

6.2. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

6.2.1. Andlisis de los resultados para aerobios mesofilos totales

6.2.1.1. Efecto de la nisina sobre el recuento de aerobios mesoéfilos totales,

segun tiempos de observacion.




Tabla N° 7. Tabla de estadisticos descriptivos del recuento de aerobios mesofilos totales

(UFC/ml), segun tratamientos de nisina y tiempos de observacion.

Tiempos de observacion | Tratamiento de Media Desviaciéon N
(Horas) Nisina estandar

OH Nisina al 0,2% | 366,7500 28,51169 4

Nisina al 0,5% | 309,0000 22,58318 4

Nisina al 0,8% | 243,0000 28,40188 4

Nisina al 0% 460,7500 24,58150 4

Total 344,8750 85,82375 16

24 H Nisina al 0,2% | 1360,0000 | 46,96098 4

Nisina al 0,5% | 850,5000 47,08503 4

Nisina al 0,8% | 508,5000 69,17369 4

Nisina al 0% | 1714,7500 | 31,75295 4

Total 1108,4375 | 480,28241 16

48 H Nisina al 0,2% | 1940,7500 | 53,41270 4

Nisina al 0,5% | 1686,5000 | 40,64070 4

Nisina al 0,8% | 1057,0000 | 49,78621 4

Nisina al 0% | 2259,0000 | 37,85939 4

Total 1735,8125 | 457,60394 16

72 H Nisina al 0,2% | 1735,5000 | 27,14774 4

Nisina al 0,5% | 1391,5000 | 49,96999 4

Nisina al 0,8% | 915,5000 40,86971 4

Nisina al 0% | 1911,0000 | 48,04165 4

Total 1488,3750 | 394,17845 16

Total Nisina al 0,2% | 1350,7500 | 625,97769 16

Nisina al 0,5% | 1059,3750 | 545,39061 16

Nisina al 0,8% | 681,0000 | 336,75788 16

Nisina al 0% | 1586,3750 | 701,49040 16

Total 1169,3750 | 651,49695 64

Tabla N° 8. Tabla de Andlisis de varianza (ANOVA) para el recuento de Aerobios Mesbfilos

Totales (UFC/mI), segun tratamientos de nisina y tiempos de observacién.

Tipo Ill de suma Media
Origen de gl ” F Sig.
cuadratica
cuadrados
TiempoS 17698017,130 | 3 |5899339,042| 3302,832 | ,000
TratamientoN 7318336,500 3 [2439445,500| 1365,759 | ,000
TiempoS *
TratamientoN 1638152,375 9 [182016,931 | 101,905 ,000
Error 85735,000 48 1786,146
Total corregido 26740241,000 | 63

a. R al cuadrado = ,997 (R al cuadrado ajustada = ,996)




Grafico N°1. Medias marginales estimadas del recuento de aerobios meséfilos totales

(UFC/ml), segun tratamientos de nisina al 0%, 0,2%, 0,5%, 0,8% y tiempos de observacion
alas OH, 24H, 48H, 72H.

Medias marginales estimadas del recuento de Aerobios Mesofilos Totales (UFCiml)
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Gréafico N°2. Medias marginales estimadas del recuento de aerobios mesdfilos totales

(UFC/ml), seglin tiempos de observacion de OH, 24H, 48H, 72H y tratamientos de nisina al
0%, 0,2%, 0,5%, 0,8%.
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6.2.1.2. Efecto del acido lactico sobre el recuento de aerobios

mesofilos totales, segun tiempos de observacion.

Tabla N° 9. Tabla de estadisticos descriptivos del recuento de aerobios mesdfilos totales

(UFC/ml), segun tratamientos de 4cido lactico y tiempos de observacion.

(Horas)

Tiempos de observacion

Tratamiento de
acido lactico

Media

estandar

Desviacion

OH

Acido lactico al 0,2%

440,0000

37,08549

Acido lactico al 0,5%

383,0000

16,39105

Acido lactico al 0,8%

247,7500

38,78466

Acido lactico al 0%

460,7500

24,58150

Total

382,8750

90,03842

24 H

Acido lactico al 0,2%

1171,0000

90,11844

Acido lactico al 0,5%

915,5000

189,44392

Acido lactico al 0,8%

729,0000

160,88505

Acido lactico al 0%

1714,7500

31,75295

Total

1132,5625

401,19006

48 H

Acido lactico al 0,2%

2089,0000

67,51790

Acido lactico al 0,5%

1792,5000

49,96999

Acido lactico al 0,8%

966,0000

24,97999

Acido lactico al 0%

2259,0000

37,85939

Total

1776,6250

514,96626

72H

Acido lactico al 0,2%

1706,0000

78,55359

Acido lactico al 0,5%

1272,0000

142,06102

Acido lactico al 0,8%

568,7500

95,09075

Acido lactico al 0%

1911,0000

48,04165

-b-b-h-bl—‘-b-b-b-hgb-b-b-blﬂ-bbbb

Total

1364,4375

537,98029

Total

Acido lactico al 0,2%

1351,5000

642,52803

Acido lactico al 0,5%

1090,7500

541,86204

Acido lactico al 0,8%

627,8750

283,00127

Acido lactico al 0%

1586,3750

701,49040

Total

1164,1250

658,05349

Tabla N° 10. Tabla de Andlisis de varianza (ANOVA) para el recuento de aerobios

mesdfilos totales (UFC/mI), segun tratamientos de acido lactico y tiempos de observacion.

Origen Tipo Il de suma gl Media, _ Sig.
de cuadrados cuadréatica

Tiempos 16426065,630 | 3 |5475355,208] 721,211 ,000

TratamientoA 8101638,500 3 [2700546,167| 355,714 ,000

Tiempos * TratamientoA| 2389051,875 9 |265450,208 | 34,965 ,000

Error 364411,000 48 7591,896

Total corregido 27281167,000 | 63

a. R al cuadrado = ,987 (R al cuadrado ajustada = ,982)




Grafico N°3. Medias marginales estimadas del recuento de aerobios mesoéfilos totales
(UFC/ml), segun tratamientos de nisina al 0%, 0,2%, 0,5%, 0,8% Yy tiempos de observacion
alas OH, 24H, 48H, 72H.
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Grafico N°4., Medias marginales estimadas del recuento de aerobios Mesbfilos Totales
(UFC/ml), segun tiempos de observacion de OH, 24H, 48H, 72H y tratamientos de nisina al
0%, 0,2%, 0,5%, 0,8%.
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6.2.1.3.

mesofilos totales, segun tiempos de observacion.

Efecto de la nisina mas acido lactico sobre el recuento de aerobios

Tabla N° 11. Tabla de estadisticos descriptivos del recuento de Aerobios Meséfilos Totales

(UFC/ml), segun tratamientos de nisina mas acido lactico y tiempos de observacion.

Tiempos de
observacion
(Horas)

Tratamiento de nisina mas acido
lactico

Media

Desviacion

estandar

OH

Nisina mas Acido lactico al 0,2%

368,0000

41,02032

Nisina mas Acido lactico al 0,5%

184,5000

8,22598

Nisina méas Acido lactico al 0,8%

87,2500

9,53502

Nisina mas Acido lactico al 0%

460,7500

24,58150

FNIEN NN N

Total

275,1250

153,55905

Y
»

24 H

Nisina mas Acido lactico al 0,2%

1100,0000

51,87164

Nisina mas Acido lactico al 0,5%

488,0000

21,47867

Nisina méas Acido lactico al 0,8%

136,0000

33,94113

Nisina mas Acido lactico al 0%

1714,7500

31,75295

Total

859,6875

622,84109

(o3}

48 H

Nisina mas Acido lactico al 0,2%

1085,5000

87,82748

Nisina mas Acido lactico al 0,5%

594,0000

34,40930

Nisina mas Acido lactico al 0,8%

230,0000

30,21037

Nisina mas Acido lactico al 0%

2259,0000

37,85939

Total

1042,1250

791,86900

(o3}

72 H

Nisina méas Acido lactico al 0,2%

1203,0000

52,39593

Nisina méas Acido lactico al 0,5%

606,5000

56,17532

Nisina mas Acido lactico al 0,8%

259,5000

16,52271

Nisina mas Acido lactico al 0%

1911,0000

48,04165

TN N N N LYY =R

Total

995,0000

649,21984

Total

Nisina mas Acido lactico al 0,2%

939,1250

348,04001

Nisina mas Acido lactico al 0,5%

468,2500

178,49874

Nisina mas Acido lactico al 0,8%

178,1875

75,13030

Nisina mas Acido lactico al 0%

1586,3750

701,49040

Total

792,9844

665,58196

IR
No|o|jojo|o

Tabla N° 12. Tabla de Analisis de varianza (ANOVA) para el recuento de aerobios

mesofilos totales (UFC/mI), segln tratamientos de nisina mas acido lactico y tiempos de

observacioén.

Origen

Tipo Il de suma

Media

F

de cuadrados

cuadrética

Sig.

Tiempos

6008144,047 3

2002714,682

1165,919

,000

TratamientoNA

18148054,050 |3

6049351,349

3521,746

,000

Tiempos
TratamientoNA

3670310,641 9

407812,293

237,416

,000

Error

82450,250 48

17/17,714




Total corregido 27908958,980 63 | |

a. R al cuadrado =,997 (R al cuadrado ajustada = ,996)

Gréafico N°5. Medias marginales estimadas del recuento de aerobios mesdfilos totales
(UFC/ml), segln tratamientos de nisina mas acido lactico al 0%, 0,2%, 0,5%, 0,8% y

tiempos de observacion a las OH, 24H, 48H, 72H.
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Gréfico N°6. Medias marginales estimadas del recuento de aerobios mesofilos totales
(UFC/ml), segun tiempos de observacion de OH, 24H, 48H, 72H y tratamientos de nisina
més acido lactico al 0%, 0,2%, 0,5%, 0,8%.
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6.2.2. Analisis de los resultados para Coliformes totales

6.2.2.1.

Efecto de la nisina sobre el recuento de Coliformes Totales, seguin

tiempos de observacién

Tabla N° 13. Tabla de estadisticos descriptivos del recuento de Coliformes totales

(UFC/ml), segun tratamientos de nisina y tiempos de observacion.

Tiempos de observacion | Tratamiento de : Desviacion
- Media . N
(Horas) nisina estandar
OH Nisina al 0,2% 388,0000 [28,11880 4
Nisina al 0,5% 234,2500 |31,19161 4
Nisina al 0,8% 165,0000 |10,09950 4
Nisina al 0% 475,7500 |26,06882 4
Total 315,7500 [128,68230 |16
24 H Nisina al 0,2% 1359,0000 40,84116 4
Nisina al 0,5% 947,7500 [35,78058 4
Nisina al 0,8% 566,5000 [39,00000 4
Nisina al 0% 1760,0000 [105,57778 4
Total 1158,3125 |464,35442 |16
48 H Nisina al 0,2% 1555,0000 [33,04542 4
Nisina al 0,5% 924,0000 [72,88347 4
Nisina al 0,8% 499,0000 |32,39341 4
Nisina al 0% 2100,0000 }48,98979 4
Total 1269,5000 [630,69718 |16
72 H Nisina al 0,2% 1385,7500 |67,52962 4
Nisina al 0,5% 811,0000 |54,68699 4
Nisina al 0,8% 397,5000 [54,92722 4
Nisina al 0% 1667,5000 40,60788 4
Total 1065,4375 [512,54164 |16
Total Nisina al 0,2% 1171,9375 |475,55897 |16
Nisina al 0,5% 729,2500 [303,44456 |16
Nisina al 0,8% 407,0000 |160,68644 |16
Nisina al 0% 1500,8125 [635,95558 |16
Total 952,2500 |595,84245 |64
Tabla N° 14. Tabla de Andlisis de varianza (ANOVA) para el recuento de Coliformes totales
(UFC/ml), segun tratamientos de nisina y tiempos de observacion.
. Tipo Il de suma Media .
Origen depcuadrados gl cuadratica F Sig.
Tiempos 8976847,625 3 2992282,542 1190,031 |,000
TratamientoNis 11139359,620 3 3713119,875 [1476,708 |,000
Tiempos*TratamientoNis [2129876,750 9 236652,972 94,117 ,000
Error 120694,000 48 |2514,458
Total corregido 22366778,000 63

a. R al cuadrado = ,995 (R al cuadrado ajustada = ,993)




Grafico N°7. Medias marginales estimadas del recuento de Coliformes totales (UFC/ml),
segun tratamientos de nisina al 0%, 0,2%, 0,5%, 0,8% Yy tiempos de observacion a las OH,
24H, 48H, 72H.

Medias marginales estimadas del recuento de Coliformes Totales (UFC/ml)
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Grafico N°8. Medias marginales estimadas del recuento de Coliformes totales (UFC/ml),
segun tiempos de observacion de OH, 24H, 48H, 72H y tratamientos de nisina al 0%, 0,2%,
0,5%, 0,8%.
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6.2.2.2.

segun tiempos de observacion.

Efecto del acido lactico sobre el recuento de Coliformes totales,

Tabla N°15. Tabla de estadisticos descriptivos del recuento de Coliformes totales (UFC/ml),

segun tratamientos de acido lactico y tiempos de observacion.

Tlem.p,os de Tratamiento de Acid Media Desylamon N

observacion (Horas) estandar

OH Acido lactico al 0,2%  |431,5000 [37,08099 4
Acido lactico al 0,5%  [244,0000 [24,04163 |4
Acido lactco al 0,8%  129,7500 |14,88568 |4
Acido lactico al 0% 475,7500 [26,06882 4
Total 320,2500 |146,78942 |16

24 H Acido lactico al 0,2%  [1311,5000 [24,73190 4
Acido lactico al 0,5% [888,5000 |43,95073 4
Acido lactco al 0,8%  [564,7500 |7,63217 4
Acido lactico al 0% 1760,0000 |105,57778 |4
Total 1131,1875 |467,04107 (16

48 H Acido lactico al 0,2% |1357,0000 [26,80796 4
Acido lactico al 0,5% |921,0000 [33,36665 4
Acido lactco al 0,8% 604,0000 |65,80780 4
Acido lactico al 0% 2100,0000 |48,98979 4
Total 1245,5000 580,99845 |16

72 H Acido lactico al 0,2% |1258,5000 |55,31425 4
Acido lactico al 0,5% |892,0000 |51,84593 4
Acido lactco al 0,8%  |491,0000 (48,37355 |4
Acido lactico al 0% 1667,5000 |40,60788 |4
Total 1077,2500 [452,12262 |16

Total Acido lactico al 0,2% |1089,6250 [395,53809 |16
Acido lactico al 0,5%  [736,3750 [296,02430 |16
Acido lactco al 0,8%  |447,3750 [197,52464 |16
Acido lactico al 0% 1500,8125 |635,95558 |16
Total 943,5469 |566,93120 |64

Tabla N°16. Tabla de Andlisis de varianza (ANOVA) para el recuento de Coliformes Totales

(UFC/ml), segun tratamientos de acido lactico y tiempos de observacion.

Origen Tipo Ill de suma gl Media, _ Sig.
de cuadrados cuadréatica

Tiempos 8524163,422 3 [2841387,807 [1302,577 |,000

TratamientoAcid 9935848,172 3 [3311949,391 |1518,296 |,000

Tiempos * TratamientoAcid [1684175,016 9 |187130,557 185,786 |,000

Error 104705,250 48 |2181,359

Total corregido 20248891,860 |63

a. R al cuadrado = ,995 (R al cuadrado ajustada = ,993)




Grafico N°9. Medias marginales estimadas del recuento de Coliformes totales (UFC/ml),
segun tratamientos de &cido lactico al 0%, 0,2%, 0,5%, 0,8% y tiempos de observacion a
las OH, 24H, 48H, 72H.

Medias marginales estimadas del recuento de Coliformes Totales (UFC/ml)
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Grafico N°10. Medias marginales estimadas del recuento de Coliformes totales (UFC/ml),
segun tiempos de observacion de OH, 24H, 48H, 72H y tratamientos de acido lactico al 0%,
0,2%, 0,5%, 0,8%.
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6.2.2.3.

Coliformes totales segun tiempos de observacion

Efecto de la nisina mas &acido lactico sobre el recuento de

Tabla N° 17. Tabla de estadisticos descriptivos del recuento de Coliformes Totales

(UFC/ml), segun tratamientos de nisina mas acido lactico y tiempos de observacion.

Tiempos de
observacion
(Horas)

Tratamiento de

Acido lactico

Nisina mas

Media

Desviacion
estandar

OH

Nisina mas Acido lactico al 0,2%

357,0000

16,67333

Nisina mas Acido lactico al 0,5%

143,5000

29,14904

Nisina mas Acido lactico al 0,8%

73,2500

3,50000

Nisina mas Acido lactico al 0%

475,7500

26,06882

Total

262,3750

167,92612

»

24 H

Nisina méas Acido lactico al 0,2%

1176,0000

63,91661

Nisina méas Acido lactico al 0,5%

523,5000

58,24946

Nisina mas Acido lactico al 0,8%

192,0000

21,47867

Nisina mas Acido lactico al 0%

1760,0000

105,57778

Total

912,8750

626,61928

48 H

Nisina mas Acido lactico al 0,2%

1401,0000

24,73863

Nisina mas Acido lactico al 0,5%

586,0000

30,02221

Nisina mas Acido lactico al 0,8%

234,5000

33,36165

Nisina mas Acido lactico al 0%

2100,0000

48,98979

Total

1080,3750

749,42048

»

72H

Nisina mas Acido lactico al 0,2%

1116,0000

69,58927

Nisina mas Acido lactico al 0,5%

900,0000

43,57369

Nisina mas Acido lactico al 0,8%

432,0000

26,33122

Nisina mas Acido lactico al 0%

1667,5000

40,60788

-b-b-b-bl—‘-b-bh-hcl—h‘-b-b-b-bl—‘-b-bhb

Total

1028,8750

460,46757

Total

Nisina mas Acido lactico al 0,2%

1012,5000

408,38560

Nisina méas Acido lactico al 0,5%

538,2500

280,22384

Nisina méas Acido lactico al 0,8%

232,9375

135,16827

Nisina méas Acido lactico al 0%

1500,8125

635,95558

Total

821,1250

627,58708

Tabla N° 18. Tabla de Andlisis de varianza (ANOVA) para el recuento de Coliformes totales

(UFC/ml), segun tratamientos de nisina mas acido lactico y tiempos de observacion.

Tipo Il de suma Media
Origen de cuadrados gl [cuadratica |F Sig.
Tiempos 6895844,000 3 [2298614,667 1050,320 |,000
TratamientoNismasAcid [14793316,620 |3 |4931105,542 [2253,200 |,000
Tiempos * 3019320,875 9 [335480,097 |153,293 {000
TratamientoNismasAcid
Error 105047,500 48 12188,490
Total corregido 24813529,000 |63

a. R al cuadrado = ,996 (R al cuadrado ajustada = ,994)




Grafico N°11. Medias marginales estimadas del recuento de Coliformes totales (UFC/ml),

segun tratamientos de nisina mas acido lactico al 0%, 0,2%, 0,5%, 0,8% y tiempos de
observacion a las OH, 24H, 48H, 72H.

Medias marginales estimadas del recuento de Coliformes Totales (UFC/iml)
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Gréfico N°12. Medias marginales estimadas del recuento de Coliformes totales (UFC/ml),

segun tiempos de observacién de OH, 24H, 48H, 72H y tratamientos de nisina mas acido
lactico al 0%, 0,2%, 0,5%, 0,8%.
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6.3. Interpretacion de resultados

Tabla N° 7. Muestra los estadisticos descriptivos del recuento de Aerobios
Mesdfilos Totales (UFC/ml), segun tratamientos suministrados de nisina y

tiempos de observacion a las 0, 24, 48, 72 horas.

Tabla N°8. Muestra el Analisis de varianza (ANOVA) para el recuento de
Aerobios Mesofilos Totales (UFC/ml), segun tratamientos de nisina vy
tiempos de observacion a las 0, 24, 48, 72 horas. Donde el recuento de
UFC/ml, en promedio, no es igual a través del tiempo, es decir, las
diferencias del recuento promedio son muy significativas (F=3302,832; P-
valor=0,000). A su vez existe una diferencia significativa entre las
cantidades medias de UFC/ml segun los tratamientos (F=1365,759; p-
valor=0.000), asi como también existe interaccion entre el tiempo y los
tratamientos, es decir, el efecto de los tratamientos sobre el recuento de

colonias depende del tiempo observado y viceversa.

Tabla N°9. Muestra los estadisticos descriptivos del recuento de Aerobios
Mesdfilos Totales (UFC/ml), segun tratamientos suministrados de acido

lactico y tiempos de observacion a las 0, 24, 48, 72 horas.

Tabla N°10. Muestra el analisis de varianza (ANOVA) para el recuento de
Aerobios Mesdfilos Totales (UFC/ml), segun tratamientos de acido lactico y
tiempos de observacion a las 0, 24, 48, 72 horas. Donde el recuento de
UFC/ml, en promedio, no es igual a través del tiempo, es decir, las
diferencias del recuento promedio son muy significativas (F=721,211; P-
valor=0,000). A su vez existe una diferencia significativa entre las
cantidades medias de UFC/ml segun los tratamientos (F=355,714; p-
valor=0.000), asi como también existe interaccion entre el tiempo y los
tratamientos, es decir, el efecto de los tratamientos sobre el recuento de

colonias depende del tiempo observado y viceversa.



Tabla N°11. Muestra los estadisticos descriptivos del recuento de Aerobios
Mesofilos Totales (UFC/ml), segun tratamientos suministrados de nisina

mas acido lactico y tiempos de observacion alas 0, 24, 48, 72 horas.

Tabla N°12. Muestra el analisis de varianza (ANOVA) para el recuento de
Aerobios Mesofilos Totales (UFC/ml), segun tratamientos de nisina mas
acido lactico y tiempos de observacion a las 0, 24, 48, 72 horas. Donde el
recuento de UFC/ml, en promedio, no es igual a través del tiempo, es decir,
las diferencias del recuento promedio son muy significativas (F=1165,919;
P-valor=0,000). A su vez existe una diferencia significativa entre las
cantidades medias de UFC/mI segun los tratamientos (F=3521,746; p-valor
= 0.000), asi como también existe interaccion entre el tiempo y los
tratamientos, es decir, el efecto de los tratamientos sobre el recuento de

colonias depende del tiempo observado y viceversa.

Tabla N°13. Muestra los estadisticos descriptivos del recuento de
Coliformes Totales (UFC/ml), segun tratamientos de nisina y tiempos de

observacion a las 0, 24, 48, 72 horas.

Tabla N°14. Muestra el analisis de varianza (ANOVA) para el recuento de
Coliformes Totales (UFC/ml), segun tratamientos de nisina y tiempos de
observacion a las 0, 24, 48, 72 horas. Donde el recuento de UFC/ml, en
promedio, no es igual a través del tiempo, es decir, las diferencias del
recuento promedio son muy significativas (F=1190,031; P-valor=0,000). A
su vez existe una diferencia significativa entre las cantidades medias de
UFC/ml segun los tratamientos (F=1476,708; p-valor=0.000), asi como
también existe interaccion entre el tiempo y los tratamientos, es decir, el
efecto de los tratamientos sobre el recuento de colonias depende del tiempo

observado y viceversa.

Tabla N°15. Muestra los estadisticos descriptivos del recuento de
Coliformes Totales (UFC/ml), segun tratamientos de &cido lactico y tiempos

de observacion a las 0, 24, 48, 72 horas.

Tabla N°16. Muestra el analisis de varianza (ANOVA) para el recuento de

Coliformes Totales (UFC/ml), segun tratamientos de &cido lactico y tiempos



de observacion a las 0, 24, 48, 72 horas. Donde el recuento de UFC/ml, en
promedio, no es igual a través del tiempo, es decir, las diferencias del
recuento promedio son muy significativas (F=1302,577; P-valor=0,000). A
su vez existe una diferencia significativa entre las cantidades medias de
UFC/ml segun los tratamientos (F=85,786; p-valor=0.000), asi como
también existe interaccion entre el tiempo y los tratamientos, es decir, el
efecto de los tratamientos sobre el recuento de colonias depende del tiempo

observado y viceversa.

Tabla N°17. Muestra los estadisticos descriptivos del recuento de
Coliformes Totales (UFC/ml), segun tratamientos de nisina méas acido lactico

y tiempos de observacion a las 0, 24, 48, 72 horas.

Tabla N°18. Muestra el analisis de varianza (ANOVA) para el recuento de
Coliformes Totales (UFC/ml), segun tratamientos de nisina méas acido lactico
y tiempos de observacion a las 0, 24, 48, 72 horas. Donde el recuento de
UFC/ml, en promedio, no es igual a través del tiempo, es decir, las
diferencias del recuento promedio son muy significativas (F=1050,320; P-
valor=0,000). A su vez existe una diferencia significativa entre las
cantidades medias de UFC/ml segun los tratamientos (F=2253,200; p-
valor=0.000), asi como también existe interaccion entre el tiempo y los
tratamientos, es decir, el efecto de los tratamientos sobre el recuento de

colonias depende del tiempo observado y viceversa.



VII. DISCUSIONES

» La aplicacion de las bacteriocinas mediante tratamientos de nisina,
acido lactico, nisina mas acido lactico provocaron una reduccién en la
carga bacteriana (Aerobios Mesofilos totales y Coliformes Totales) en
Dosidicus gigas, orbigny 1835 (Calamar gigante), como asi también
lo indica Beristain & Palou et al. (2012) y Moreno, P (2012) los cuales
afirman que en la carne de pollo también se produjo una reduccién
en la carga bacteriana inducido por el uso exclusivo de bacteriosinas.
Esto debido a la presencia de acido lactico que afecta principalmente
a microorganismos Gram (-), asi como también de la presencia de

nisina que afecta a microorganismos Gram (+).

» Las concentraciones usadas en los tratamientos es un factor que
influye en la cantidad del efecto antimicrobiano que se requiera, ya
gue soluciones de &cido lactico al 1%, 2% y soluciones de Nisina con
300 y 500 ppm para carne de pollo segun Moreno, P (2012) y
concentraciones de 0.2, 0.5, 0.8 % tanto de nisina como de &cido
lactico para calamar gigante. Provocaron un efecto inhibidor de
aerobios mesdfilos totales y coliformes totales. Asi mismo, este
efecto también es influenciado por el tipo de alimento carnico con el
gue se trabaje, asi lo indica Grande et al (2011), ya que en el caso
del Dosidicus gigas, Orbigny 1835 (Calamar gigante) por ser un
alimento marino, tiende a descomponerse mas rapido y por ende es
mas susceptible al manipuleo, contrario a lo que ocurre cuando se
utiliza carne de vacuno o pollo, los cuales tienden a descomponerse

mas lentamente.

» Aplicando el método de pelicula seca rehidratante (Petrifilm)
disminuye el rango de error en el experimento, resultando la
eliminacién de Aerobios en un 99.25% y Coliformes totales en un
99.30%, asi lo indica Moreno, P (2012) y Ramos, J (2015), pero para



la conservacion de calamar gigante se utilizé placas Petri de 15mm,

resultando efectos positivos pero con mayor rango de error.

La combinacion de los tratamientos resultan tener mayor efectividad
en la reduccion de la carga bacteriana, asi lo indica Galvez et al.
(2007) en el caso del calamar gigante también se evidencido una
mayor efectividad en la reduccion de Aerobio Mesofilos Totales, a
diferencia de los tratamientos individuales que también ejercieron una

accioén antimicrobiana pero en menor proporcion.

Respecto al analisis de Staphylococcus aureus no se encontraron
resultados positivos visto que dicha bacteria presenta un habitat
terrestre y no marina, esto no es debido a la ineficacia de las
bacteriocinas, sino por el origen de la carne, que no permite proliferar
dicha bacteria. Ya que casi todas las bacteriocinas poseen efectos

antibacterianos, asi lo indica Beshkova, & Frengova (2012).



VIIl. CONCLUSIONES

» Las muestras Dosidicus gigas, Orbigny 1835 al ser tratadoa con 0%
nisina y acido lactico (control) presentaron a las 0 horas un recuento
de bacterias Aerobias Meséfilos Totales de 429x10* UFC/ml,
Coliformes Totales de 449x10* UFC/ml y Staphylococcus sp 0
UFC/ml. Después de pasadas las 24 horas presentaron un recuento
de bacterias aerobios meséfilos totales de 1685x10* UFC/ml,
Coliformes totales 1652x10* UFC/ml y Staphylococcus aureus O
UFC/m evidenciando asi un aumento muy significativo (p< 0,000)
comparado con las muestras analizadas a las 0 horas para aerobios
mesofilos totales y Coliformes totales, pero no asi para
Staphylococcus aureus quien no presentd ningun crecimiento al

pasar las horas.

» Se logr6 conservar Calamar gigante (Dosidicus gigas, Orbigny 1835)
por tratamiento combinado de Nisina y Acido lactico a 6°C, a las 48
horas y a concentraciones de 0.8% (maxima) del tratamiento,
manteniendo lo niveles de pH=7 resultando para el recuento de
aerobios mesdfilos totales 202x10* (UFC/ml) y para Coliformes
totales 228x10* (UFC/m).

» La accion antibacteriana de nisina a concentraciones de 0.2%, 0.5%,
0.8% frente a aerobios mesofilos totales, Coliformes totales y
Staphylococcus sp a intervalos de 0, 24, 48 y 72 horas a 6°C,
concluyendo que el mejor resultado se dio a las 72 horas y a
concentraciones de 0.8% del tratamiento resultando 888x104
(UFC/ml) para el recuento de aerobios mesdfilos totales y 330x10*
(UFC/ml) para el recuento de Coliformes Totales y O para el caso de

Staphylococcus aureus.

» La accion antibacteriana del acido lactico a concentraciones de 0.2%,

0.5%, 0.8% frente a aerobios mesdfilos totales, Coliformes totales y



Staphylococcus aureus a intervalos de 0, 24, 48 y 72 horas a 6°C,
concluyendo que el mejor resultado se dio a las 72 horas y a
concentraciones de 0.8% del tratamiento resultando 435x10*
(UFC/ml) para el recuento de aerobios mesdfilos totales y 424x10*
(UFC/ml) para el recuento de Coliformes totales y O para el caso de

Staphylococcus aureus.

La evaluacion de la accion antibacteriana de la combinacién de nisina
més &cido lactico a concentracién iones de 0.2%, 0.5%, 0.8% frente a
aerobios mesdfilos totales, Coliformes totales y Staphylococcus
aureus a intervalos de 0, 24, 48 y 72 horas a 6°C, , concluyendo que
el mejor resultado se dio a las 72 horas y a concentraciones de 0.8%
del tratamiento resultando 238x10* (UFC/ml) para el recuento de
aerobios mesdfilos totales y 428x10* (UFC/ml) para el recuento de

Coliformes totales y O para el caso de Staphylococcus aureus.

La mayor eficacia en la reduccion de carga bacteriana de Aerobios
Mesdfilos Totales y Coliformes Totales se dio mediante la aplicacion
del tratamiento combinado de nisina més acido lactico a diferencia de
la aplicacion de los tratamientos individuales, sin causar deterioros en
los signos organolépticos y teniendo en cuenta el mantenimiento del

pH que fue de 7.



IX. RECOMENDACIONES

» Al momento de la adquisicion de Dosidicus gigas, Orbigny 1835, es
necesario cerciorarse que la muestra no haya pasado un proceso de
desinfeccidon rapida con hipoclorito de sodio, ya que esto podria
afectar cuantitativamente los resultados en el recuento de las
bacterias y confundirse con la ausencia total de la misma en la

muestra.

» Realizar estudios sobre otros productos hidrobiolégicos para tomar
como referencia y realizar mayores contribuciones y/o valor agregado
en el estudio de Dosidicus gigas, Orbigny 1835. Este producto cuenta
con un valor nutricional alto poco difundido pero que si es muy
demandado en el exterior, por lo que se quiere que dicho producto
llegue seguro al consumidor, implementando métodos de
conservacion de alimentos para prolongar la vida atil del mismo y no

sea perjudicial para la salud humana y/o animal durante su consumo.
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XI. ANEXOS

Tabla N° 19. Caracteristicas nutricionales de productos carnicos y pesqueros (Fuente: FAO

y Latinfoods, 2002).

Componentes / productos Calamar | Pulpo | Poallo Res Cerdo
Agua (gramos) 81,00 84,80 |6880 | 71,60 |47,80
Proteinas (gramos) 16,40 12,60 | 20,20 | 20,40 | 13,40
Grasas (gramos) 1,10 1,00 11,10 | 6,30 37,80
Cenizas (gramos) 1,50 1,60 1,40 0,70
Carbohidratos totales (gramos) 0,00 0,00 0,50
Carbohidratos disponibles | 0,00 0,00 0,50
(gramos)

Energia (kilocalorias) 76,00 59,00 | 167,00 | 140,00 | 180,00
Acidos grasos saturados (gramos) | 0,30 3,20 2,50 13,80
Acidos grasos monoinsaturados | 0,20 0,60 16,20
(gramos)

Acidos grasos poliinsaturados | 0,50 2,10 3,60
(gramos)

Colesterol (miligramos) 67,00 | 62,00 | 74,00
Sodio (miligramos) 89,00 | 65,00 | 63,00 | 44,00
Potasio (miligramos) 274,00 | 204,00 | 358,00 | 244,00
Calcio (miligramos) 12,00 39,00 | 11,00 | 6,00 5,00
Fasforo (miligramos) 119,00 109,00 | 196,00 | 179,00

Hierro (miligramos) 0,50 2,50 0,80 2,30 0,70
Zinc (miligramos) 4,00 1,70 0,90 4,40 1,60
Vitamina A  equivalente total 39,00 | 6,00 2,00
(miligramos)

Tiamina (miligramos) 0,02 0,02 0,06 0,11 0,57
Riboflavina (miligramos) 0,12 0,07 0,09 0,19 0,21
Niacina (miligramos) 1,30 8,90 3,60 3,90

Fuente: FAO y Latinfoods, 2002.




