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1. SU M A RI O 
 

Se llevó a cabo un estudio para probar el efecto inhibidor de un compuesto alimentario 

natural (NFC), basado en flavonoides de cítricos y eneldo, en la industria alimentaria. El 

efecto inhibidor de NFC se comparó con una mezcla común de conservantes químicos 

utilizados en este tipo de salsas: sorbato de potasio y benzoato de sodio (S/B). Se realizó una 

prueba in vitro mediante el ensayo en placa de microtitulación (microtiter) a 10, 25 y 37 ºC 

durante 24 h en Caldo de Triptona de Soja  modificado. Se  observó un efecto antimicrobiano 

aditivo en la combinación de ácido acético y NFC. Los resultados del ensayo de microtiter 

fueron validados en una prueba  en salsa ranchera a 5, 25 y 37 ºC durante 10 semanas. NFC 

mostró un efecto fungicida parcial contra  Candida metapsilosis 

Se propone la cromatografía de gases (GC) del espacio de cabeza (HS) acoplada a la 

espectrometría de masas (MS) para la evaluación de la contaminación de diferentes salsas 

como alternativa al recuento en placa de Petri, que es la técnica comúnmente utilizada para 

evaluar la contaminación microbiana. Más específicamente, este método se aplicó en la 

detección de C . metapsilosis y Zygosaccharomyces bailii, ambas levaduras de gran 

importancia en términos de deterioro en la industria alimentaria ya que son resistentes a 

muchos de los métodos habituales de conservación de dichos alimentos. 

Se investigaron diferentes modelos quimiométricos utilizando los datos obtenidos por GC

MS (perfil m/z, área de los picos cromatográficos y perfil cromatográfico completo), con el 

fin de obtener el mayor éxito de detección del deterioro de origen microbiano en salsas 

alimentarias debido a las especies de levaduras estudiadas.   
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2. IN T R O DU C C I Ó N 

 

Salsas 

 

Las salsas, aderezos y mayonesas son de uso habitual en la vida diaria de muchos 

consumidores. Por lo general se envasan en recipientes pequeños, desechables y fáciles de 

usar, hechos de materiales ligeros y, por lo tanto, podrían considerarse alimentos preparados 

listos para su consumo (Sikora y col

emulsiones como helado, leche, margarina, mayonesa, aderezos para ensaladas y salsas 

condimentadas, como salsa barbacoa, ketchup y salsa para espaguetis. En general, estos 

productos son emulsiones ajustadas a un pH bajo, que contienen un aceite vegetal o un 

sucedáneo de aceite sin grasa y una fase acuosa que contiene sal. Los aceites vegetales y los 

sucedáneos de aceite sin grasa no contribuyen al bajo pH de estos productos (Pourkomailian, 

2000). El ácido predominante en la fase acuosa es el acético y en menor medida, 

dependiendo de la formulación, el ácido láctico, cítrico o ambos. Además, pueden están 

aromatizadas con ingredientes que contienen ácidos como suero de leche, crema agria, queso 

azul, queso parmesano y otros productos lácteos fermentados (ácido láctico), jugo de limón 

(ácido cítrico), condimentos de pepinillos (ácidos láctico y acético), y sólidos de tomate 

(ácidos cítrico, ascórbico y málico) solo por mencionar algunos (Smittle, 2000). Todos estos 

productos alimenticios son gotitas líquidas o sólidas (fase dispersa) suspendidas en otra fase 

(continua). Una emulsión es un tipo común de dispersión (Pourkomailian, 2000). Las 

emulsiones constan de dos líquidos inmiscibles (generalmente aceite y agua), con uno de los 

líquidos disperso como pequeñas gotas esféricas en el otro. En una emulsión de dos fases, 
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y col., 2004; 

Sikora y col., 2008). Un sistema que se compone de gotitas de aceite dispersas en fase acuosa 

se denomina emulsión oleo-acuosa (O/A) y la disposición opuesta (agua en aceite) se 

denomina emulsión acuo-oleosa (A/O). Los aderezos para ensaladas cubren un amplio 

espectro de composición de aceite en agua (O/A) y algunos productos se definen según su 

contenido de aceite. La mayoría de los aderezos para ensaladas no tienen una identidad 

estándar y se componen de un 10 45% de aceite (Hoefler, 2004; Sikora y col., 2008). Las 

partículas hidrocoloides ayudan a estabilizar las emulsiones cuando forman recubrimientos 

de película delgada y/o estabilizan burbujas de aire y glóbulos de agua o aceite. Las partes 

hidrófilas de los polímeros están unidas por agua y son hidrófobas, por aire o aceite. En el 

caso de las espumas, esto conduce a la fácil formación de burbujas de aire que se dispersan 

en agua y, en el caso de emulsiones, a glóbulos acuosos u oleosos. La película hidrocoloide 

que rodea a las burbujas o glóbulos los protege de la reagregación, ya que todas las gotas 

recubiertas tienen la misma carga y provocan repulsión. La formación de redes de alta 

viscosidad disminuye la movilidad de las partículas dispersas y protege el contacto y la 

agregación de burbujas o glóbulos, estabilizando así todo el sistema (Sikora y col., 2008).  

 

Historia de las salsas 

 

Los babilonios usaron aceite y vinagre para aderezar verduras hace casi 2.000 años. Los 

egipcios preferían una ensalada aderezada con aceite, vinagre y especias asiáticas. 

Posiblemente, la salsa europea más antigua registrada es el garum, la salsa de pescado 

utilizada por los antiguos romanos; mientras que el doubanjiang, la pasta de soja china se 
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menciona en los Ritos de Zhou en el siglo III a. C. Se dice que la mayonesa hizo su debut en 

la mesa de un noble francés hace más de 200 años (Smith, 1998). 

Más cerca en el tiempo tenemos ejemplos de los pasos iniciales dados en la industrialización 

de las salsas de la mano de dos pioneros ambos en EEUU.  En 1896, Joe Marzetti abrió un 

restaurante en Columbus, Ohio  (EE. UU.) Empezó sirviendo con las comidas una amplia 

variedad de aderezos, lo que le hizo ganar popularidad entre los estudiantes de la Ohio State 

University, llegando a convertirse en un restaurante de primer nivel. En 1919, Joe comenzó 

a envasar y vender sus salsas a los clientes del restaurante. (Association for Dressings and 

Sauces, 2021). 

En 1912, Richard Hellmann, propietario de una tienda de delicatesen en Nueva York empezó 

a vender su mayonesa Blue Ribbon en recipientes de madera. Un año después, en respuesta 

a una demanda muy fuerte de los consumidores, Hellmann comenzó a comercializar la 

mayonesa en frascos de vidrio. (Association for Dressings and Sauces, 2021). 

En 1925, la Kraft Cheese Company entró en el negocio de los productos para ensaladas con 

la compra de varios fabricantes regionales de mayonesa y la Milani Company (lo que dio a 

Kraft la puerta de entrada al negocio de los aderezos vertibles con French Dressing, su 

primera variedad de salsa). (Association for Dressings and Sauces, 2021). 

 

Importancia de las salsas en el mundo. Análisis del mercado global de 2020: 
condimentos, aderezos y salsas 
 

Definición de categorías  

a. Salsas para condimentar: salsas comestibles que se agregan como ingredientes a 

diversos alimentos  para realzar su sabor. Incluye salsas de soja, p. Ej. Salsa de soja de 
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Colman. 

 

b. Salsas para mojar o bañar: un condimento típicamente espesado con crema de tomate 

u otra crema base que se usa para añadir sabor o textura a los alimentos. Se usa 

principalmente para bocadillos que se bañan en la salsa, a diferencia de las salsas anteriores. 

 

c. Aderezos: Salsa servida como acompañamiento de comidas y ensaladas. Incluye 

mayonesa, aderezos cremosos, vinagreta, salsa de tomate, entre otros.  

 

d. Salsas para cocinar: Incluye todas las salsas para pasta y otras salsas que se adicionan 

en una receta antes de someterlas a cocción. Las recetas pueden incluir carne y/o verduras. 

También son conocidas como salsas para verter". Por ejemplo, Homepride Cook-in Sauces, 

Knorr's Cantonese Sweet & Sour Sauce.  

 

V isión global y pronóstico de crecimiento del mercado de Condimentos, Aderezos y 
Salsas (C AS) 
 

El sector mundial de CAS se valoró en 107.654,6 millones de dólares en 2017 y se prevé que 

alcance los 141.473,8 millones de dólares en 2022, registrando una tasa de crecimiento anual 

compuesto del 5,6%. 
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Tabla 1. Descripción general del mercado global y regional de CAS: tamaño del mercado, 
crecimiento y análisis per cápita, 2017-2022*. GlobalData (2018). Opportunities in the Seasonings, 
Dressings & Sauces Sector. 
 

Las salsas por regiones/continentes. Panorama regional del mercado de C AS 

 

Asia-Pacífico representa actualmente el mercado regional de CAS más grande del mundo, 

seguido de América. Europa Occidental representó una participación de valor del 20% en el 

sector mundial de CAS en 2017 y se espera que crezca desde los 21.517,2 millones de dólares 

en 2017 hasta los 27.169,5 millones de dólares en 2022, registrando una tasa anual de 

incremento del 4.8%. 

La creciente demanda de los consumidores de productos convenientes, como salsas para 

cocinar y purés de tomate que reducen el tiempo de cocción y el creciente interés en sabores 

étnicos como el tailandés, indio y mexicano, están impulsando el crecimiento en el sector 

CAS, (GlobalData, 2018). 
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Las Américas, entendiendo por esta denominación al conjunto del Continente Americano 

fue la segunda región más grande en el mercado de CAS con una participación de valor del 

32,4% en 2017 y se prevé que registre una tasa anual compuesta de incremento del 4,2% 

durante el periodo 2017-2022.  

El aumento de los ingresos disponibles, la creciente demanda de opciones étnicas con nuevos 

sabores más intensos y el crecimiento de la popularidad de los productos naturales/orgánicos 

está impulsando la demanda de condimentos, aderezos y salsas en  América  (GlobalData, 

2018). 

 

Se pronostica que Europa del Este, que tenía una participación de valor del 7.5% en el sector 

mundial de CAS en 2017, registrará una tasa anual compuesta de incremento del 5,2% 

durante el periodo 2017-2022 para alcanzar 10.407,8 millones de dólares en 2022 desde los 

8.068,5 millones de dólares en 2017. El aumento de los consumidores que demandan 

productos y sabores diferentes y el crecimiento de la demanda de productos y salsas de 

conveniencia impulsará el crecimiento del sector de CAS en la región (GlobalData, 2018). 

 

Descripción general del mercado de C AS por regiones  

 

Las salsas para cocinar* fue la categoría más importante en las Américas y Europa 

Occidental, mientras que las salsas para condimentar dominaron la región de Asia-Pacífico. 

Las salsas para cocinar son el mercado más grande, representando el 21,9% del valor total 

de ventas de CAS en 2017. Se espera que la categoría crezca desde los 4.715,4 millones de 
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dólares en 2017 a 5.540,5 millones de dólares en 2022, a una tasa anual compuesta del 3,3%. 

Las salsas para condimentar es el segundo mercado más grande, con ventas por valor de 

3.145,6 millones de dólares en 2017, seguido por hierbas, especias y condimentos y 

aderezos, que registraron ventas por valor de 2.797 millones de dólares y 2.654,6 millones 

de dólares, respectivamente, en 2017 (GlobalData, 2018). 

 

En las Américas, las salsas para cocinar constituyeron la categoría más grande de CAS en 

2017, con un monto de 6.489 millones de dólares (18,6% del sector general de condimentos, 

aderezos y salsas en las Américas). Se espera que la categoría alcance los 8.126,7 millones 

de dólares en 2022, creciendo a una tasa anual compuesta del 4,6%. Los aderezos y salsas 

para condimentar son las otras categorías principales en la región, que representan una 

participación de valor del 17,7% y 16,6%, respectivamente, en 2017. Según pronostica 

GlobalData (2018), la categoría de chutneys (condimentos agridulces originarios de La 

India) y otros condimentos relacionados producirá la tasa de crecimiento  más alta con un 

4,9% durante 2017-2022.   

 

En la región Asia-Pacífico, las salsas para condimentar fueron también la categoría más 

grande en volumen de comercio en 2017, representando 18,243.5 millones de dólares (44.6% 

del sector general de condimentos, aderezos y salsas en Asia-Pacífico)  y se espera que 

alcance 26.868,9 millones de dólares en 2022, creciendo a una tasa anual compuesta del 

8.1%. Las hierbas, especias y condimentos por una parte y aderezos por otra, son las otras 

dos categorías de CAS principales en la región, que representan cuotas de valor del 12,5% y 

11,4%, respectivamente, en 2017 (GlobalData, 2018). 
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En la región de Europa del Este, los aderezos representaron la categoría más grande, con 

2.278,8 millones de dólares (28.2% del sector CAS) en 2017 y se espera que alcancen los 

2.789,4 millones de dólares en 2022, creciendo a una tasa anual compuesta del 4.1%. A  

escala de países, solo Rusia representó el 49% del valor del sector en 2017, seguida de 

Polonia (19,2%) y Turquía (11%) (GlobalData, 2018). 

 

Visión general de países con alto potencial de crecimiento en el mercado C AS 

 

Se ha observado un significativo incremento de la popularidad de productos sin conservantes 

y etiquetas tipo "sin sodio/sal añadida" en Europa Occidental. 

Con base en el desempeño relativo de países en múltiples métricas, Dinamarca, los Países 

Bajos, España y Austria fueron preseleccionados como países de alto potencial de 

crecimiento del mercado de CAS, principalmente debido al gran valor del actual sector CAS, 

las tasas de crecimiento proyectadas de alto valor y los niveles de crecimiento previstos en 

la renta per cápita. 

Entre los países preseleccionados de alto potencial, España es el mercado más grande con 

un valor en ventas de 2.146,6 millones de dólares en 2017, seguido de los Países Bajos y 

Austria. En términos de crecimiento, durante 2017-2022 se espera que el sector de CAS 

danés crezca más rápido, registrando una TCAC del 6,7%, seguido de España, que se espera 

que crezca a una TCAC del 6,6%. Además de la creciente demanda de productos de 

conveniencia y sabores étnicos/exóticos, una mayor conciencia de los beneficios percibidos 

de los productos naturales sin conservantes y la creciente popularidad de los productos con 
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declaraciones como 'sin grasa', 'sin sodio/sal añadidos' y 'sin azúcar añadido' impulsan las 

ventas en estos países (GlobalData, 2018). 

 

En lo referente a la Américas, según el análisis relativo de los países en múltiples métricas, 

EE. UU., Canadá, México y Chile fueron preseleccionados como países de alto potencial de 

crecimiento del comercio de CAS, principalmente debido al gran tamaño del sector de 

condimentos, aderezos y salsas, las tasas de crecimiento del sector CAS y las proyecciones 

de crecimiento de la renta per cápita. Se prevé que Canadá registre el mayor crecimiento 

entre los países de alto potencial con una tasa anual compuesta del 6.7% durante el periodo 

2017-2022. Así mismo se espera que EE. UU. y Chile produzcan un CAGR de alto volumen 

del 2.9% cada uno durante el mismo período (GlobalData, 2018).  

 

En la región Asia-Pacífico, el análisis de los diversos valores comerciales del sector CAS 

muestran a Nueva Zelanda, China, Corea del Sur e Indonesia como países de alto potencial 

de crecimiento comercial en CAS, principalmente debido al gran tamaño actual de este 

sector, las elevadas tasas de crecimiento proyectadas y el mayor aumento general de la renta 

per cápita previsto. Asimismo, se considera que China va a registrar el mayor crecimiento 

de valor entre los países de alto potencial de la región Asia-Pacífico, con una tasa anual 

compuesta del 10% durante el periodo 2017 2022.  

Se espera que Indonesia y China experimenten el mayor crecimiento de volumen de CAS 

con unas tasas de crecimiento anual compuesto del 5.2% y 4.7%, respectivamente, durante 

el mismo período (GlobalData, 2018). 
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En Europa del Este, Polonia ocupó el segundo puesto en volumen de ventas con 1.550,6 

millones de dólares y se prevé que registre una tasa de crecimiento anual compuesta del 8,1% 

durante el periodo 2017-2022. Se espera que Rumanía registre el CAGR más alto con un 

11,1% durante 2017-2022 en términos de valor. También se espera que Rumanía lidere el 

crecimiento de volumen con un CAGR del 5,7% durante el mismo período (Global Data, 

2018). 

 

Resumen detallado del consumo y gasto per cápita por categorías: Europa O ccidental. 
Países con un potencial de crecimiento medio y alto, 2017 
 

Las salsas para cocinar registraron el mayor consumo per cápita en Europa Occidental con 

1,7 kg. en 2017, seguidas de las salsas condimentadas con 1,4 kg. El predominio de las salsas 

para cocinar refleja la gran demanda de productos alimenticios convenientes o de consumo 

cómodo (convenience foods) y a la vez saludables en Europa occidental, especialmente en 

las regiones muy urbanizadas. Por otro lado, un número considerable de consumidores 

europeos están abiertos a experimentar con cocinas únicas y exóticas, lo que está impulsando 

la demanda de salsas más condimentadas en la región. (GlobalData, 2018). 

 

       

Consumo kg per cápita de Europa Occidental por 
categorías (GlobalData. Opportunities in the 
Seasonings, Dressings & Sauces Sector, 2018). 



 

14   

  

 

Las salsas para cocinar registraron el mayor gasto per cápita (11,4 $) en 2017, seguidas de 

las salsas condimentadas (7,6 $). Especialmente los adultos jóvenes (de 18 a 24 años), que 

no quieren dedicar mucho tiempo a la cocina, buscan productos alimenticios como salsas 

para cocinar que ayudan a reducir el tiempo de preparación. El alto gasto en salsas 

condimentadas se debe a la dieta de la región, que incluye alimentos a base de pan que 

facilitan el uso elevado de salsas como salsas de chile, kétchups y mostazas (GlobalData, 

2018). 

 

     

Gasto per cápita de Europa Occidental por 
categorías (GlobalData. (2018). Opportunities in the 
Seasonings, Dressings & Sauces Sector). 

 

 

 

Resumen detallado del consumo y gasto per cápita por categorías: Américas*. Países 
con un potencial de crecimiento medio y alto, 2017 
 

En la región de las Américas, las salsas para cocinar registraron el mayor consumo per cápita 

en el año 2018, con 1,5 kg, seguidas de las salsas condimentadas con 1,4 kg. El aumento de 

la demanda de salsas especiales con varios sabores e ingredientes exóticos ha impulsado el 

crecimiento de las salsas para cocinar. Con la nueva generación del siglo XXI (millennials), 
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más receptiva a probar y apreciar los sabores propios de la gastronomía de otros países y 

culturas, las mezclas no convencionales de especias y condimentos están experimentando 

una mayor demanda en el sector CAS (GlobalData, 2018). 

 

  

Consumo kg per cápita de las Américas por 
categorías (GlobalData. Opportunities in the 
Seasonings, Dressings & Sauces Sector, 2018). 

 

 

Las salsas para cocinar y aderezos registraron un gasto per cápita de 7,5 dólares y 7,1 dólares 

respectivamente. El aumento de la demanda de productos naturales en países desarrollados 

en oferta CAS tradicional, como Canadá y EEUU, está impulsando a los fabricantes a utilizar 

cada vez más nutrientes frescos y saludables en sus productos. (GlobalData, 2018). 

 

 

Gasto en US $per cápita de las Américas por 
categorías (GlobalData. Opportunities in the 
Seasonings, Dressings & Sauces Sector, 2018). 
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Resumen detallado del consumo y gasto per cápita por categorías: Asia-Pacífico*. 
Países con un potencial de crecimiento medio y alto 2017 
 

En la región Asia-Pacífico durante el año 2018 las salsas para condimentar registraron el 

mayor consumo per cápita, con 1,7 kg. Entre los países de alto potencial, Nueva Zelanda y 

China tienen el mayor consumo per cápita de salsas para condimentar. China, aunque es el 

mayor consumidor de productos CAS en la región, tiene un bajo consumo per cápita debido 

a su elevada población, de la cual un gran segmento se encuentra en las áreas rurales con 

bajos ingresos. (GlobalData, 2018). 

 

 

 

Consumo kg per cápita de Asia y el Pacífico por 
categorías (GlobalData. Opportunities in the 
Seasonings, Dressings & Sauces Sector, 2018). 

  

 

Las salsas de condimentos tuvieron el gasto per cápita más alto con 5,4 $ en 2017. Nueva 

Zelanda tiene el consumo per cápita más alto en la mayoría de los mercados, debido a su 

baja población, mejores niveles de vida y baja disparidad en los ingresos en comparación 

con otros países como Corea del Sur e Indonesia. Se espera que la creciente preferencia de 

los consumidores por los productos de salud y bienestar, más naturales sin aditivos químicos, 

bajos en sal, azúcar y grasas, impulse aún más el gasto de los consumidores en productos 

CAS en la región. 
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Gasto US $ per cápita de Asia-Pacífico por 
categorías (GlobalData. Opportunities in the 
Seasonings, Dressings & Sauces Sector, 2018). 

 

 

Resumen detallado del consumo y gasto per cápita por categorías: Europa del Este 

 

 En la región de Europa del Este los aderezos registraron el mayor consumo medio per cápita 

en 2017, en Polonia y la Republica Checa con 3 kg per cápita, liderando el consumo per 

cápita en la mayoría de las categorías. La categoría de aderezos en Polonia registró el mayor 

consumo per cápita, con 2,9 kg, principalmente debido al elevado consumo de mayonesa. El 

consumo per cápita de salsas para condimentar fue el más alto de la República Checa. 

(GlobalData, 2018). 

 

 

Consumo kg per cápita de Europa del Este por 
categorías (GlobalData. Opportunities in the 
Seasonings, Dressings & Sauces Sector, 2018). 
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Polonia, con un gasto per cápita de 40,5 dólares encabezó la región de Europa del Este en 

2017. La República Checa es el segundo país más grande en términos de gasto per cápita, 

los checos gastaron 27,8 dólares en condimentos, aderezos y salsas en 2017. En lo que más 

gastaron fue en salsas para cocinar seguido de salsas para condimentar. Entre las diferentes 

categorías, los aderezos registraron el mayor gasto per cápita (6,3 dólares en 2017), seguidos 

de las salsas para cocinar, con 3 dólares per cápita (GlobalData, 2018). 

 

 

Gasto per cápita de Europa del Este por 
(GlobalData. (2018). Opportunities in the 
Seasonings, Dressings & Sauces Sector). 

 

 

Tendencias futuras del M ercado global de C AS 

 

Se tiene previsto un aumento muy significativo de la popularidad de los productos de etiqueta 

limpia, sin conservantes, 100% naturales y declaraciones del tipo "sin sodio/sal añadida". 

Los condimentos, aderezos y salsas con etiqueta limpia ganarán popularidad en todo el 

mundo. Las salsas de condimentos con afirmaciones del tipo "naturales" y "libres de" 

ganarán protagonismo. "Sin conservantes" ganará prominencia mundial en condimentos, 

aderezos y salsas. Los crecientes problemas de salud impulsarán a los consumidores a buscar 

productos con un contenido reducido de sal. 

Los consumidores se están volviendo más conscientes de la importancia de la salud y está 

aumentando el conocimiento sobre los ingredientes utilizados en los alimentos envasados. 
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P.ej. la mayoría de los productos de la categoría de condimentos (salsa de tomate, mostaza, 

mayonesa) y salsas, generalmente contienen una alta proporción de sal, azúcar, grasas y 

conservantes. Existe la percepción entre los consumidores de que estos productos no son 

saludables. Lo que representa un desafío para los fabricantes y como resultado, es probable 

que las industrias alimentarias se concentren más en usar menos o ningún conservante 

artificial o de síntesis química en sus productos. En general la creciente preocupación por el 

uso de aditivos y conservantes artificiales está aumentando la demanda de condimentos, 

salsas y aderezos "libres de". Por lo tanto, los fabricantes se están enfocando en ofrecer 

productos que satisfagan el deseo de los consumidores de ingredientes 'naturales' 

(GlobalData, 2018).  
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3. O BJE T I V OS 
 

Objetivos generales 

 

Los objetivos generales de esta tesis doctoral son los siguientes: 

 

A.- El estudio  de la capacidad antimicrobiana de nuevos ingredientes naturales de origen 

vegetal, ricos en polifenoles y obtenidos sin procesos intensivos de concentración de 

componentes particulares, frente a levaduras alterantes y/o potencialmente patógenas en 

salsas y otras emulsiones alimentarias. 

 

B.- La aplicación de una nueva tecnología de nariz electrónica (E-Nose) para lograr la 

detección temprana de levaduras alterantes y/o potencialmente patógenas en salsas. Para ello 

se investigará el modelado por nariz electrónica del crecimiento microbiano en diferentes 

emulsiones alimentarias para obtener una novedosa tecnología de determinación temprana 

de alteraciones microbiológicas que permita mejorar la seguridad alimentaria y también la 

rápida evaluación de nuevas formulaciones naturales, basadas en polifenoles vegetales, para 

prolongar la vida útil de las salsas y emulsiones alimentarias en general. 
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Objetivos específicos 

 

A1.- Identificar los microorganismos de interés en salsas alimentarias a partir de revisiones 

bibliográficas y aislamiento de microflora a partir de salsas comerciales y otras emulsiones 

alimentarias alteradas y/o contaminadas. 

 

A2.- Estudiar y comparar la capacidad antimicrobiana de un ingrediente o compuesto natural 

- Natural Food Compound (NFC) - basado en polifenoles de cítricos y eneldo, con los 

conservantes de síntesis química, sorbato de potasio y benzoato de sodio (S/B), frente a la 

levadura, alterante y potencialmente patógena, C. metapsilosis por el método de 

microdilución (en placas microtiter) a diferentes temperaturas y pH. 

 

A3.- Estudiar y comparar la capacidad antimicrobiana de NFC y los conservantes artificiales 

S/B frente a C . metapsilosis en salsa ranchera. 

 

A4.- Estudiar la vida útil de la salsa ranchera formulada con NFC y los conservantes 

artificiales S/B respectivamente a diferentes temperaturas y su aceptación por el consumidor 

en pruebas de valoración sensorial. 

 

B1.- Detectar y cuantificar la levadura C . metapsilosis en salsas, mediante el método de 

Cromatografía de Gases-Espectroscopía de Masas (GC-MS) aplicado al Espacio de Cabeza 

(HS). 
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B2.- Utilizar todos los datos obtenidos por GC-MS (perfil m/z, área de pico del 

cromatograma, el perfil cromatográfico completo o cromatograma de iones totales (TIC) y 

combinación de valores m/z y TIC) por diferentes modelos quimiométricos para obtener el 

mayor porcentaje de éxito en la detección y cuantificación de levaduras en salsas. 

 

B3.- Comparar los resultados con los modelos quimiométricos construidos utilizando otras 

características de las salsas contaminadas como el pH o el color para la detección y 

cuantificación de levaduras en salsas. 
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4. R ESU L T A D OS Y DISC USI Ó N 

 

4.1. A C T I V ID A D A N T I M I C R O BI A N A D E CITRUS SPP. Y C O M PO N E N T ES 
AN E T H UM GRAV E OL E NS C O N T R A CAN DIDA M E TAPSILOSIS E N SA LSA 
R A N C H E R A  
 

4.1.1. Introducción 
 

 

En los últimos años la industria alimentaria se enfrenta a un desafío fundamental para 

garantizar la seguridad y estabilidad de los alimentos, pero atendiendo a las demandas del 

consumidor de una mejor calidad sensorial, libre de conservantes químicos y con una vida 

útil prolongada (Brul y Coote 1999). Por tanto, la eliminación de aditivos químicos, con el 

fin de obtener alimentos de etiqueta limpia, aumenta el riesgo de deterioro e infecciones 

humanas causadas por patógenos transmitidos por alimentos (Sánchez Rubio y col. 2017). 

La incidencia y prevalencia de las infecciones fúngicas invasivas ha aumentado en las 

últimas décadas. Candida parapsilosis, particularmente asociada con infecciones 

nosocomiales graves, se ha considerado un complejo de tres grupos genéticamente distintos, 

C . parapsilosis (I), C . orthopsilosis (II) y C . metapsilosis (III) (Silva y col. 2009). No se ha 

registrado hasta ahora en la bibliografía científica una relación directa entre este grupo de 

levaduras y  brotes alimentarios de enfermedades causadas por estos microorganismos. Sin 

embargo, hay que destacar que especies  Candida de los grupos citados pueden colonizar y 

causar enfermedades en varios sitios anatómicamente distintos, como piel, cavidad oral, 

vagina, sistema vascular, hígado, bazo, corazón, especialmente válvulas cardiacas y ojos 
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(Silva y col. 2009; Strollo y col. 2017). Candida spp. representa la flora microbiana normal 

del tracto gastrointestinal humano y podría implementarse en el sistema digestivo por vía 

oral con los alimentos. Sin embargo, estos patógenos oportunistas se consideran un posible 

reservorio de candidiasis diseminada, especialmente en pacientes delicados o con sistema 

inmunitario deprimido (Strollo y col.2017). 

En este sentido las salsas presentan un riesgo para el consumidor que puede ser grave en 

ciertos sectores de la población de consumidores, ya que no están sujetas a pasteurización y 

pueden almacenarse a temperatura ambiente y en refrigeración según el tipo de salsa. Por 

eso, el uso de conservantes químicos (benzoato de sodio y sorbato de potasio) es el método 

tradicional de control microbiano en este tipo de alimentos (Restaino y col., 1982, Wind y 

Restaino 1995). El rango de pH para la actividad antimicrobiana útil de estos conservantes 

es de 2,5 a 4,0 para el benzoato de sodio (pKa 4,76) y menor a 6,5 para el ácido sórbico (pKa 

4,2) (Wind y Restaino 1995). 

Sin embargo, algunas levaduras poseen mecanismos de resistencia genética o adquirida a los 

ácidos orgánicos débiles, incluida la capacidad de degradarlos o bombear aniones disociados 

fuera de la célula (Piper y col. 2001). Por otro lado, está aumentando el interés por los 

compuestos alimenticios naturales para evitar el deterioro o alteración de los alimentos. Se 

fomenta el consumo y uso de alimentos vegetales, en particular frutas, verduras y especias, 

ya que tienen efectos beneficiosos para la salud. Por otra parte, algunos componentes 

vegetales se pueden utilizar como ingredientes naturales en la conservación de alimentos. 

Entre los ingredientes naturales más deseables se encuentran los compuestos fenólicos 

debido a su actividad antioxidante. En los frutos cítricos, los derivados del ácido cinámico, 

las cumarinas y los flavonoides (flavononas, flavonas y flavonoles) son los principales 
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grupos de compuestos bioactivos fenólicos (Singh y col. 2016). Además, se han registrado 

compuestos antimicrobianos de especies de cítricos (Li y col. 2018) y eneldo (Altameme y 

col. 2017; Chen y col. 2013). Así, el compuesto alimenticio natural (NFC), utilizado en este 

estudio, basa su composición en extractos vegetales tanto de cítricos como de eneldo. 

El objetivo del actual capítulo de esta tesis doctoral fue estudiar la capacidad antimicrobiana 

de NFC contra la levadura patógena C . metapsilosis en salsa ranchera y compararla con la 

capacidad antimicrobiana del sorbato de potasio y benzoato de sodio (S/B) comúnmente 

utilizados en este tipo de salsas.  

 

4.1.2. Materiales y métodos 
 

Preparación de salsa ranchera 

 

La formulación de salsa ranchera (g/kg) consistió en 550.5 de aceite de soja, 290,0 de agua, 

80.0 de yogur deshidratado, 30,0 de vinagre (6% de ácido acético, AA), 18,0 de sal, 17,0 de 

azúcar, 5,0 de caseinato, 8,0 de goma xantana y 1,5 de goma guar. Todos los ingredientes se 

mezclaron a temperatura ambiente utilizando un procesador de alimentos (Mycook, Taurus, 

Lérida, España), y luego se distribuyó la salsa ranchera en tres lotes. La mezcla de 

conservantes químicos, 1 g/kg de sorbato y 1 g/kg de benzoato (S/B), se añadió a uno de los 

lotes teniendo en cuenta la lista positiva de aditivos en la EU en sus dosis máxima.. Se añadió 

NFC, a la concentración más alta aceptada en el análisis sensorial, al otro lote. Las muestras 

de salsa ranchera (50 g) se envasaron asépticamente en recipientes de polipropileno y se 
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refrigeraron hasta su uso. Además, se prepararon muestras de control para estudiar la 

evolución microbiana en salsa ranchera sin conservantes. A lo largo del experimento, se 

midieron pH, actividad del agua, color, Brix y viscosidad para comprobar la evolución de 

estos parámetros. 

 

Conservantes 

 

La composición de NFC se basa en extracto de Citrus spp. (cítricos)  y Anethum graveolens 

(eneldo) rica en flavonoides con la que se busca obtener  propiedades antimicrobianas. La 

extracción se realizó en condiciones suaves mediante una mezcla de 80% de agua / 20% de 

etanol y este extracto se secó mediante atomización. Los principales compuestos del polvo 

seco obtenido (NFC) fueron naringenina (2,7%), hesperetina (1,1%) y tangeritina (0,7%) en 

el extracto de cítricos y luteolina (3,2%), apigenina (1,7%) y kaempferol (1,1%) en el 

extracto de eneldo. 

Se compararon los efectos antimicrobianos de NFC y la mezcla de S/B (1 g/kg de sorbato  

potásico  1 g/kg  de benzoato sódico). Se adquirió el sorbato de potasio y benzoato de sodio 

a Sigma Aldrich (Madrid, España). 

 

Cepa microbiana y preparación de inóculos 

 

La cepa C . metapsilosis se aisló de una muestra comercial alterada de salsa ranchera y fue 
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identificada por la Colección Española de Cultivos Tipo (Universidad de Valencia, España). 

Los cultivos frescos de C . metapsilosis se prepararon incubando una asada (loopful) de 

cultivo puro en TSB (caldo de triptona de soja, Pronadisa, Madrid, España) durante 24 h a 

25 °C. El inóculo se estandarizó por dilución en TSB (pH de 3,8, 4,4 y 7) para alcanzar una 

densidad óptica (DO) de 0.5 a 600 nm (Espectrofotómetro Visible UV Varian Cary 50 Scan), 

que correspondió a una concentración de levadura de 106 UFC/ml aproximadamente. La 

población viable del inóculo se confirmó mediante diluciones decimales y método de 

siembra superficial en placas Sabouraud Dextrosa Agar (SDA) y SDA con cloranfenicol (0,1 

g/L) (SDA + Ch), que se incubaron a 25 °C durante 48 h. 

 

E fecto del ácido acético (A A), el pH y la temperatura sobre el crecimiento de 
C . metapsi losis mediante el ensayo de placa de microtitulación o microtiter 
(MPA) basado en absorbancia en medio de cultivo TSB 

 

El MPA se llevó a cabo en TSB para probar la influencia del pH, la temperatura y el AA en 

el crecimiento de C . metapsilosis. Se prepararon tres soluciones de TSB a pH 3,8, 4,4 y 7 sin 

AA (AA -) y otras 3 soluciones de TSB a los mismos pH con AA (AA+). El último caso, 

antes de ajustar el pH (3,8, 4,4 y 7) con HCl al 10%, se agregó a TSB la cantidad de AA 

correspondiente al vinagre que contenía la salsa ranchera (1.8 g/kg) para observar su efecto 

en el crecimiento del microorganismo. 

Se ha observado que la adición de S/B aumenta el pH de la salsa ranchera y la adición de 

NFC no modifica significativamente este parámetro. Cuando se aplica NFC, el pH final de 

la salsa ranchera es 3.8 y cuando se usa S/B, el pH final de la salsa ranchera es 4.4. También 
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se estudió el crecimiento a pH 7 para conocer el efecto fungicida a pH neutro. 

Se utilizó una placa de microtiter de noventa y seis pocillos para realizar el MPA. Se 

añadieron a los pocillos correspondientes partes alícuotas de 150 µl de TSB ajustadas a pH 

3,8, 4,4 y 7 con y sin AA. Luego se agregaron 150 µl de inóculo en los pocillos para obtener 

aproximadamente 105 UFC / ml de C . metapsilosis en el tiempo 0. Las placas de microtiter 

se colocaron en un espectrofotómetro de placas microtiter (Espectrofotómetro Visible UV 

Varian Cary 50 Scan) ajustado a 10, 25 y 37 °C. La absorbancia se registró a 600 nm cada 

60 min durante un período de incubación de 24 h para cada temperatura. Para estudiar el 

efecto de AA, pH y temperatura sobre el crecimiento de C . metapsilosis, se determinó el área 

bajo la curva de crecimiento (AUC) para cada condición experimental durante 24 h de 

incubación (Cava y col. 2007). 

 

Efecto antimicrobiano de A A , N F C y S/B sobre el crecimiento de C . metapsilosis 
por MPA 

 

Se ensayó otra placa microtiter en el espectrofotómetro para estudiar el efecto 

antimicrobiano de S/B y NFC sobre el crecimiento de C. metapsilosis en TSB, 

respectivamente. 

El control positivo, las soluciones madre de NFC a 16 g/kg y la solución madre de S/B a 4 

g/kg de S y 4 g/kg de B (todos ellos AA - y AA +) se prepararon en TSB. A continuación el 

pH se ajustó a 3,8, 4,4 y 7, respectivamente. 

Se añadieron volúmenes de 150 µl de TSB, ajustados a pH 3,8, 4,4 y 7, a todos los pocillos 

de la placa de microtiter.  Posteriormente se agregaron volúmenes de 150 µl de cada solución 
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madre, al mismo pH, al primer pocillo de la fila de la placa de microtiter y luego los pocillos 

NFC se diluyeron dos veces a lo largo de la fila. Finalmente, se agregaron 150 µl de inóculo 

a los pocillos para obtener un volumen final en los pocillos de 300 µl con aproximadamente 

105 UFC / ml de C . metapsilosis en el tiempo 0. Luego, las placas se colocaron en un 

espectrofotómetro de placas de microtiter a 10, 25 y 37 °C, y los experimentos se repitieron 

tres veces. La absorbancia se registró a 600 nm cada 60 min durante un período de 

incubación de 24 h. Al final de los experimentos de MPA (24 h), se sembraron 100 µl del 

contenido de los pocillos mediante el método de superficie sobre SDA y SDA + Ch, que se 

incubaron a 25 °C durante 48 h. Después de la incubación, se estudiaron morfológicamente 

las colonias aleatorias de las placas y se observaron las células de la colonia en el 

microscopio óptico para confirmar que las colonias pertenecen al microorganismo objetivo 

utilizado. 

La concentración mínima inhibitoria (CMI) se consideró como la concentración más baja de 

antimicrobiano que causó el 100% de inhibición del crecimiento (Cava y col. 2007). La 

concentración inhibidora parcial (PIC) fue cualquier concentración de antimicrobiano 

inferior a la CMI que produjera una inhibición del crecimiento entre 0 y 100%. 

El área bajo la curva de OD /tiempo de las muestras de control se comparó con las áreas de 

las condiciones experimentales ensayadas y se expresó como porcentaje de crecimiento 

(%G) para determinar la actividad antimicrobiana de cada concentración y antimicrobiano 

estudiado (Cava y col. 2007). Se utilizó la siguiente ecuación para determinar el %G:  

 

% G = AUC * 100 / AUCC 
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donde AUC es el área bajo la curva de crecimiento para cada condición experimental de 

antimicrobiano y concentración utilizada. AUCC es el área bajo la curva de crecimiento para 

el control positivo y para cada condición (pH y temperatura). 

 

Análisis sensorial 

 

El efecto de la concentración de NFC se analizó en la evaluación sensorial. Basada en estos  

resultados, se realizó un Challenge Test o Prueba de Reto en salsa ranchera utilizando la 

concentración máxima de NFC admitida sensorialmente. 

Para los análisis sensoriales se conformó un panel de nueve personas (ISO 2017) y se 

realizaron mediante una prueba hedónica descriptiva. Se entregaron las fichas de cata a los 

panelistas y se explicó la forma de puntuar los atributos sensoriales (sabor, color, apariencia, 

olor y textura). Los análisis sensoriales se realizaron dos veces durante el experimento, el 

primero directamente después de la preparación de la salsa (día 0) y el segundo, después de 

1 mes de almacenamiento. 

 

Comparación del efecto antimicrobiano de N F C y S / B en salsa ranchera 
(Challenge Test o Prueba de Reto) 

 

Las muestras de salsa ranchera, de 50 gramos,  se inocularon con 103 UFC / g de C. 

metapsilosis a fin de reflejar las condiciones previsibles que podrían esperarse durante el 

almacenamiento entre la producción y el consumo de la salsa ranchera. Las muestras de 
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control positivo y negativo y las muestras inoculadas con el antimicrobiano correspondiente 

(NFC o S/B) se envasaron en bolsas asépticas y se almacenaron a 5, 25 y 37 °C (Tabla 2).  

 

Tabla 2. Diseño experimental en salsa ranchera (Challenge test, en salsa ranchera  almacenada a 
5, 25 y 37 °C. 

 

Las concentraciones de antimicrobianos fueron, para la mezcla de S/B, 1 g/kg de S y 1 g/kg 

de B.  Para el NFC se seleccionó la concentración a aplicar en salsa ranchera teniendo en 

cuenta los datos de efecto antimicrobiano y el umbral de aceptación sensorial determinado 

en salsa ranchera (1 g/kg). Los recuentos de células viables de levadura y moho se 

determinaron cada 7 días durante las primeras siete semanas de estudio y a los 70 días. Las 

placas Petri se incubaron a 25 °C durante 48 h, se observó la morfología colonial de un 

número significativo de colonias seleccionadas de forma aleatoria y se observó también la 

morfología celular de dichas colonias en un microscopio óptico para confirmar que las 

colonias pertenecían a C . metapsilosis. 

 

 C .metapsilosis NFC S/B 

Control 

(-) 

- - - 

Control  

(+) 

+ - - 

NFC + + - 

S/B + - + 
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Análisis estadíst ico 

 

Se compararon los efectos principales de AA y la concentración de NFC, así como el efecto 

de interacción entre NFC y AA sobre el % G de C . metapsilosis mediante ANOVA factorial 

(con significación establecida en p <0,05), seguido de una prueba post-hoc de Tukey para 

confirmar las diferencias en resultados significativos. El análisis fue realizado por R versión 

3.5.1 (R Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria). 

 

 
4.1.3. Resultados y discusión 
 

Efecto de A A , pH y temperatura sobre el crecimiento de C . metapsilosis por MPA 

 

Los resultados del efecto de AA, pH y temperatura sobre el crecimiento (AUC) de C . 

metapsilosis obtenido en el MPA se muestran en la Figura 1. 
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F igura 1. Efecto del pH, la temperatura y el uso de AA sobre el crecimiento 
(AUC) de C . metapsilosis en TSB durante 24 h en MPA. a AA -, b AA + 

 

Cuando no se utilizó AA, C . metapsilosis mostró un crecimiento óptimo en TSB en 

condiciones ácidas y neutras  a 25 °C, aunque a pH 7 no se observaron diferencias 

significativas a las diferentes temperaturas ensayadas. Se ha detectado que el crecimiento en 

TSB de C . metapsilosis se ve afectado significativamente por la presencia de AA, 

principalmente a 25 y 37 °C. La concentración de AA en este experimento fue la misma que 

se usa en la composición de la salsa ranchera. Se ha observado un efecto inhibidor parcial 
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de AA basado en el valor AUC para cada condición. Según los resultados mostrados en la 

Figura 1 las mejores condiciones de crecimiento para C . metapsilosis en TSB fueron a 25 

°C, a pH 4,4 y sin AA. 

No se encontraron datos en la literatura científica para C . parapsilosis, C . orthopsilosis y C . 

metapsilosis y condiciones óptimas de crecimiento para estas especies en productos 

alimenticios. De acuerdo con nuestros hallazgos, el mejor crecimiento de C . metapsilosis en 

salsa ranchera podría estar cerca de los 25 °C. 

De acuerdo con nuestras observaciones, otros autores han informado que el AA inhibe la 

desasimilación de azúcares por las levaduras, probablemente al inhibir las enzimas 

glucolíticas, de las cuales se ha informado que la enolasa es la más sensible (Pampulha y 

Loureiro-Dias 1990; Zhao y col. 2005). 

No hemos encontrado en la literatura científica referencias al efecto de AA sobre la 

inhibición del crecimiento de C. metapsilosis. Sin embargo, se ha descrito una inhibición de 

aproximadamente un 25% del crecimiento de C . albicans con 25 ppm de AA en medio TSB 

enriquecido con extracto de levadura (Huang y col. 2011). Otros autores han informado de 

CMI del AA de 100 ppm en Sabourand Dextrose Broth para varias cepas de C . albicans 

(Dias de Castro y col. 2015). AA fue el agente más eficaz contra biopelículas de Candida 

spp.: 20 ppm fueron suficientes para inhibir la formación de biopelículas de C . albicans, 

pero para C . orthopsilosis y C . parapsilosis fueron necesarias 40 ppm de AA (Pires y col. 

2013). En nuestro estudio hemos encontrado que la cepa de C . metapsilosis es mucho más 

resistente a AA que las otras especies patógenas de Candida citadas ya que con la 
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concentración de 1800 ppm de AA solo se logró una inhibición parcial de C . metapsilosis 

(Figura 1). 

 

Efecto antimicrobiano de N F C y S/B sobre el crecimiento de C . metapsilosis por 
MPA 

 

El crecimiento de C . metapsilosis en TSB con NFC y con S/B, a diferentes temperaturas (10, 

25 y 37 °C), a diferentes pH (3.8 y 4.4) y agregando o no AA se muestran en la Tabla 3.  

 

Antimicrobianosa g/kg 10 °C   25 °C   37 °C  

  pH 3.8 pH 4.4  pH 3.8 pH 4.4  pH 3.8 pH 4.4 

AA-          

Control 0.00 100 100  100 100  100 100 

 1.00 86.13 88.95  92.63 93.9  88.92 91.02 

NFC 2.00 74.42 77.07  85.87 88.47  82.9 84.92 

 4.00 34.12 39.87  64.16 69.65  28.12 38.88 

AA +          

Control+ AA 0.00 73.26 77.02  81.32 83.7  75.22 79.31 

 1.00 58.36 60.87  74.11 76.97  62.54 73.3 

NFC 2.00 38.94 42.46  61.75 64.84  49.18 58.01 

 4.00 9.2 11.39  48.58 51.12  19.94 29.84 

              aS/B en condiciones ácidas (pH 3.8 y 4.4) alcanzó la inhibición total del crecimiento de C . metapsilosis a 10, 25 y 37 ºC. 

Tabla 3. El crecimiento de C . metapsilosis (% G) calculado para cada temperatura y pH, en TSB 
utilizando NFC en diferentes condiciones de pH y temperaturas de incubación en condiciones ácidas 
(pH 3.8 y 4.4) alcanzó la inhibición total del crecimiento de C . metapsilosis a los 10, 25 y 37 °C. 

 

Los resultados para pH neutro (7) no se muestran porque NFC y S/B no fueron efectivos a 

pH 7, por lo que no se produjo la inhibición del crecimiento. Por otro lado, S/B en 
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condiciones ácidas (pH 3,8 y 4,4) alcanzó la inhibición total del crecimiento de C . 

metapsilosis a 10, 25 y 37 °C. 

 

Los principales efectos encontrados estadísticamente significativos (p <0.05) fueron los 

relacionados con AA y concentración de NFC, siendo el efecto de NFC el más significativo, 

mientras que el efecto de interacción probado entre factores experimentales fue no 

significativo (p> 0.05). En general, el efecto de la concentración de NFC fue significativo y 

el efecto de AA mostró una interacción aditiva a 10, 25 y 37 °C. Además, se observó una 

tendencia a un mayor efecto antimicrobiano a pH 3,8. En la Tabla 2, los resultados de %G 

mostraron que el rango de NFC probado (1.0 4.0 g/kg) son concentraciones inhibitorias 

parciales donde el %G más bajo estaba cerca del 10%. Cabe señalar que la presencia de AA 

mostró una disminución significativa del %G mediante el uso de NFC a diferentes 

concentraciones.  

De acuerdo con nuestras observaciones, el efecto antimicrobiano sinérgico de AA con 

antimicrobianos naturales ya se ha probado contra la Staphylococcus aureus, donde se 

combinaron el aceite esencial de orégano (Origanum vulgare)  y AA en concentraciones 

subinhibidoras. Estos resultados se aplicaron para extender la vida útil de productos cárnicos 

(de Souza y col. 2009). Rhee y col. (2003) investigaron los efectos combinados de la harina 

de mostaza y AA contra la Escherichia coli O157: H7, Listeria monocytogenes y Salmonella 

enterica y encontraron que el 0,5% de AA combinado con mostaza puede retardar la 

reducción de E . coli y L. monocytogenes. Estos efectos antagonistas pueden cambiar si se 

usa mostaza sola o en combinación con concentraciones superiores al 1% de AA. Sin 

embargo, otra investigación encontró un efecto antimicrobiano sinérgico del etanol, cloruro 
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de sodio, componentes AA y aceite esencial de orégano contra varios mohos transportados 

por el aire en agar glucosa Sabouraud. La combinación de etanol al 0,5%, NaCl al 2%, AA 

al 0,05% y perilaldehído  0,5 mM fue suficiente para suprimir por completo el crecimiento 

de todos los mohos contaminantes durante más de 20 días y tiene un gran potencial para la 

conservación de alimentos sin la aplicación de conservantes sintéticos (Kurita y Koike 

1983). 

Según nuestros resultados, la combinación de AA y polifenoles de cítricos y eneldo podría 

ser un buen candidato para controlar el crecimiento de C. metapsilosis en alimentos en 

condiciones ácidas.  

 

Análisis sensorial 

 

Los resultados de la prueba hedónica en el momento 0 mostraron que no había diferencias 

significativas entre los atributos de las muestras Control, NFC 1 g/kg y S/B pero sí entre las 

anteriores y el NFC a 4 g/kg (Tabla 3). Los resultados después de 31 días de almacenamiento 

a 25 °C fueron similares a los obtenidos en el tiempo 0, siendo el NFC a 4 g/kg la única 

muestra con diferencias significativas. En general, todos los atributos de las muestras 

obtuvieron una puntuación más baja después de 31 días de almacenamiento. 

El NFC a 4 g/kg puede modificar el color y el sabor de la salsa ranchera como podemos ver 

en los resultados de la prueba hedónica.  Por eso la concentración máxima utilizada en la 

prueba de reto por debajo del umbral de percepción organoléptica, fue de 1 g/kg de NFC. 
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Comparación del efecto antimicrobiano de N F C y S/B en la salsa ranchera 
(Challenge Test) 

 

Durante el Challenge Test los parámetros fisicoquímicos de pH, actividad del agua (aw 0,94), 

Brix, color y viscosidad no mostraron diferencias significativas durante el experimento. Se 

ha realizado un Challenge Test utilizando C . metapsilosis como microorganismo diana en 

salsa ranchera y en condiciones experimentales que simulan el almacenamiento del producto 

antes (25 y 37 °C) y después de su apertura (5 °C). 

Las muestras de control negativo mostraron recuentos microbianos inferiores a 2 log UFC/g 

durante el tiempo del experimento. 

Los recuentos microbianos obtenidos durante el estudio se muestran en la Figura 2a - c. En 

los diferentes tratamientos estudiados, las temperaturas tuvieron un efecto estadísticamente 

significativo (p <0.05) sobre el crecimiento de C . metapsilosis en salsa ranchera. A 25 °C, 

se encontraron diferencias significativas (p <0.05) entre los controles positivos y los 

tratamientos donde se agregaron S / B y NFC a la salsa ranchera. Mientras que a 5 °C se 

observó el efecto estadísticamente significativo (p <0,05) entre NFC, el control positivo y la 

S/B. C. metapsilosis fue capaz de crecer en ausencia de conservantes a 5 °C (control 

positivo), alcanzando una concentración de células viables cercana a 5 log UFC/g, lo que 

puede representar un riesgo para la salud de los consumidores de salsa ranchera (ver Figura 

2a).  En estas condiciones,  NFC mostró un efecto fungicida parcial, provocando una 

disminución del recuento microbiano de alrededor de 1,5 log UFC/g a los 7 días y 

posteriormente mostró un efecto fungostático durante el resto del período estudiado de 70 

días, donde los recuentos de C. metapsilosis permanecieron estables durante el 
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almacenamiento en refrigeración y no se detectó crecimiento. La mezcla de conservantes 

químicos S/B mostró efecto fungicida después de 14 días de almacenamiento a 5 °C. Durante 

el resto del experimento se detectaron células no viables para esta mezcla de conservantes. 

Cabe destacar que los recuentos en las muestras de salsa ranchera con NFC, almacenadas a 

5 °C y entre 42 y 70 días estuvieron muy cerca del límite de detección del método de recuento 

en placa Petri utilizado (10 UFC/g). 

Sin embargo, a temperaturas más altas (25 y 37 °C) no se obtuvieron recuentos durante el 

experimento para muestras de NFC y S/B (ver Figura 2b, c). Los controles positivos 

mostraron la capacidad de C . metapsilosis para crecer a 5 y 25 °C, pero no se detectaron 

recuentos a 37 °C después de 14 días. A 25 °C, el control creció hasta 5 log UFC/g, mientras 

que a 37 °C la población de C . metapsilosis decayó incluso en el control positivo. 
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T iempo (días) 

 

T iempo (días) 

 

T iempo (días) 

F igura 2. Recuento microbiano de C . metapsilosis en salsa ranchera 
durante 70 días de almacenamiento a diferentes temperaturas. a 5 °C, b 
25 °C, c 37 °C (línea discontinua Control Positivo; cuadrado abierto 
S/B; triángulo relleno NFC).  
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Los principales componentes presentes en el NFC fueron diferentes flavonoides, como 

naringenina (2,7%), hesperetina (1,1%) y mandaritina (0,7%) obtenidos a partir de 

extracto de piel de naranja y pomelo, y luteolina (3,2%), apigenina (1,7%) y kaempferol 

(1,1%) obtenidos a partir de extracto de eneldo. Se han reportado muchas propiedades 

biológicas de los flavonoides en diferentes estudios, entre ellos la más importante es la 

actividad antimicrobiana (Mandalari y col. 2007). En este sentido, los mecanismos 

antimicrobianos se han atribuido a la inhibición de la síntesis de ácidos nucleicos en 

bacterias (Wu y col.2013), y/o al daño de la membrana celular (Tsuchiya e Iinuma 2000) 

y/o la inhibición de las bombas de detoxificación (eff lux pumps), y la consecuente muerte 

celular (Serpa y col. 2012) en función de los flavonoides presentes. 

Algunos autores han informado que la naringenina y la apigenina tienen un efecto 

sinérgico para revertir la resistencia bacteriana a los antibióticos (Eumkeb y Chukrathok 

2013). Además, naringenina y hesperetina mostraron interacciones sinérgicas diferentes 

que dependían del microorganismo diana ensayado (Mandalari y col. 2007). Se han 

descrito las mismas observaciones para la hesperetina junto con algunos flavonoides 

extraídos de las raíces de Vepris glomerata. En este caso se detectaron propiedades 

antimicrobianas incluso en concentraciones más bajas que las dosis de hesperetina 

utilizadas en la salsa ranchera en este trabajo. La determinación de la CMI mostró que la 

hesperetina inhibió completamente el crecimiento de S. aureus (ATCC 29213 y ATCC 

25923) y Shigella dysenteriae, a 0.2 µg/ml y 4.0 µg/ml respectivamente (Kiplimo y 

Koorbanally, 2012) y la concentración de hesperetina en la salsa ranchera estudiada en el 

Challenge Test fue de 11 µg/g. 

Los flavonoides luteolina, apigenina y kaempferol obtenidos del eneldo también se han 
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estudiado debido a las propiedades antimicrobianas de estos compuestos (Fialova y col. 

2015; Mhalla y col. 2017). La actividad antimicrobiana de la luteolina puede operar a 

través de diferentes mecanismos aumentando la permeabilidad de la membrana 

citoplasmática, inhibiendo el enzima ATPasa y la síntesis de proteínas y de 

peptidoglicano (Eumkeb y col. 2012). Otros estudios han informado del efecto de la 

apigenina a valores de CMI en C . albicans. Estas observaciones concluyen que, a esta 

concentración, la apigenina induce perturbaciones de la membrana celular, lo que 

contribuyó a la fuga de potasio, calcio y azúcares intracelulares, así como a la interrupción 

del equilibrio osmótico, lo que eventualmente conduce a la muerte celular (Lee y col. 

2018). Otra investigación informó el efecto antifúngico de la apigenina de los extractos 

de Aster yomena sobre C . albicans a concentraciones sub-CMI. Los investigadores 

demostraron que la apigenina desencadenaba una absorción de calcio mitocondrial 

dependiente de la dosis, seguida de disfunción mitocondrial, pérdida del potencial de 

membrana y aumento de la masa mitocondrial y de las especies reactivas de oxígeno. La 

apigenina también indujo un desequilibrio redox intracelular, como lo indica la 

acumulación de especies reactivas de oxígeno, la oxidación del glutatión y la 

peroxidación de lípidos (Lee y col. 2019). También se ha estudiado el kaempferol, y este 

flavonoide mejora la inhibición del crecimiento de otros antimicrobianos (del Valle y col. 

2016). Este compuesto también ha demostrado una buena actividad antimicrobiana contra 

bacterias Gram negativas y Gram positivas (Quarenghi y col. 2000). Algunos autores han 

informado que la actividad antimicrobiana del kaempferol depende de las etapas de 

maduración de la planta y el método de extracción utilizado (Deng y col. 2014).  

Chen y col. (2013) mostraron que el aceite de eneldo provocó cambios morfológicos en 

las células de Aspergillus f lavus y C . albicans y una reducción en la cantidad de 
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ergosterol. La exposición al aceite de eneldo resultó en una elevación del potencial de la 

membrana mitocondrial y la supresión de las actividades de ATPasa y deshidrogenasa 

inducidas por glucosa. Esto provocó la acumulación de especies reactivas de oxígeno que 

fue un mediador importante de la acción antifúngica del aceite de eneldo. 

Proteggente y col. (2002) informaron que la fluidez de la membrana disminuye con una 

reducción de la temperatura. De acuerdo con nuestros resultados, la actividad antifúngica 

de NFC fue menor en el crecimiento de C . metapsilosis a 5 °C en salsa ranchera. Podría 

deberse a la mayor rigidez de la membrana, que se produce a bajas temperaturas y que 

limitaría la introducción de las moléculas antifúngicas de NFC en las células. Los y 

Murata (2004) observaron que las altas temperaturas provocan la fluidización de las 

membranas, lo que puede favorecer la desintegración de la bicapa lipídica. En nuestro 

estudio a 25 °C, NFC pudo atravesar la membrana lipídica de C . metapsilosis y actuar 

como bactericida desde las primeras semanas del estudio. En el caso de 37 °C, además de 

la posible acción de S/B y NFC, se pudo producir la desintegración de la bicapa lipídica 

(las muestras de control positivo también decayeron a los 7 días de estudio) debido al 

estrés sufrido por la alta temperatura. Nuestras observaciones corroboran que las 

fluctuaciones de temperatura (en el rango estudiado) modulan significativamente la 

fluidez de la membrana en los microorganismos objeto de este estudio. 

Se ha descrito el efecto antifúngico contra la levadura patógena C . albicans de un 

componente alimenticio rico en polifenoles, como el NFC, elaborado a partir de Jambolan 

(Syzygium cumini), que también tiene propiedades antioxidantes (Singh y col. 2016). 

Nuestros resultados han demostrado que los efectos in vitro y, en los alimentos, (salsa 

ranchera) son muy similares en cuanto a la concentración necesaria de NFC para alcanzar 

el efecto inhibidor efectivo sobre C . metapsilosis.  
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4.2.  C R O M A T O G R A F Í A D E G AS H E AD-SPAC E  A C OPL A D A A 
ESPE C T R O M E T RÍ A D E M ASAS PA R A L A E V A L U A C I Ó N D E L A 
C O N T A M IN A C I Ó N D E M A Y O N ESA PO R L E V A DUR AS. 
 

4.2.1. Introducción 
 
 

La alteración y contaminación microbianas, un problema importante en la industria 

alimentaria debido a las pérdidas económicas asociadas, puede ocurrir debido a la 

presencia y/o crecimiento de  bacterias, hongos filamentosos o levaduras en los 

alimentos. Sin embargo, debido al gran daño que originan, la mayoría de los estudios 

se han concentrado en bacterias u hongos filamentosos. Si bien la levadura juega un 

papel secundario en la contaminación de los alimentos, las condiciones ambientales 

de conservación de los alimentos, que tienden a inhibir el crecimiento de bacterias, 

han favorecido la aparición de levaduras contaminantes, responsables de alteraciones 

en las propiedades organolépticas de los alimentos y en consecuencia disminuyen la 

calidad de los mismos. 

Entre las levaduras, el género Zygosaccharomyces es de gran importancia en el 

deterioro de los alimentos. Sus características bioquímicas le permiten tolerar altas 

concentraciones de azúcar, etanol o ácido acético, y es resistente a los conservantes 

más habituales utilizados en los alimentos, como el ácido sórbico, el ácido benzoico 

o el SO2 (Kurtzman y col. 1971). Además, es extremadamente osmotolerante y es 

capaz de fermentar enérgicamente azúcares de molécula hexagonal (piranosica), con 

capacidad para crecer en medios con un pH de alrededor de 2,2. Z. bailii es una de 

las especies más problemáticas debido a su excepcional tolerancia a condiciones 

estresantes de aw y pH en medios con alto contenido de glucosa. Por tanto, Z. bailii 
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puede contaminar una amplia variedad de alimentos ácidos o con alto contenido de 

azúcar, que normalmente se considerarían estables durante el almacenamiento, como 

la mayonesa. Además de su efecto sobre la calidad del producto, las alteraciones de 

las propiedades organolépticas de los alimentos provocadas por esta levadura, los 

hacen más susceptibles a la colonización por otros microorganismos (Vermeulen, 

2008). 

Por su parte, Candida parapsilosis es una levadura patógena que se ha clasificado 

taxonómicamente en 3 grupos: C . parapsilosis, C . orthopsilosis y C . metapsilosis (Lo 

y col. 2017). Esta levadura forma parte de la ora normal de la piel, manos y mucosas 

y puede contaminar los alimentos en situaciones deficientes de higiene o malas 

prácticas de fabricación. C . parapsilosis se ha detectado y aislado en frutas (Lo y col., 

2017), yogur en concentraciones entre 10 unidades formadoras de colonias (UFC)/g 

y 106 UFC/g (Rohm y col. 1990) y salsas (Robl y col. 2014), siendo también muy 

resistente a los tratamientos de conservación de alimentos. La determinación de Z. 

bailii y C . parapsilosis es, por tanto, un factor de gran importancia en la vida útil de 

determinados alimentos como las salsas. 

La técnica más utilizada para detectar la presencia de levaduras es el recuento en 

placa de Petri. Sin embargo, esta metodología requiere largos periodos de tiempo en 

comparación con otras técnicas analíticas, por lo que su aplicación rutinaria no es 

práctica, lo cual es una de las razones por las que, en los últimos años, se ha observado 

un creciente interés en el desarrollo y aplicación de métodos analíticos alternativos 

para resolver este problema agroalimentario. 

 

Hasta la fecha, se han propuesto varias alternativas, como métodos basados en la 
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amplificación directa del ADN de levadura de una muestra mediante la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR) (White y col. 1990; Andorrà y col. 2012), o métodos 

moleculares basados en el análisis de genes que codifican ARN ribosómico (Garner 

y col.  2010). Sin embargo, estos métodos son tediosos, lentos o costosos, y no 

distinguen entre células viables y no viables o muertas (Elizaquível y col.   2013), lo 

que complica su implementación en la industria alimentaria. También se han 

propuesto inmunoensayos enzimáticos (ELISA, ensayo inmunoabsorbente ligado a 

enzimas), aunque estas pruebas carecen de sensibilidad cuando las matrices son 

complejas, existen reacciones cruzadas entre antígenos relacionados y su 

automatización también implicaría un alto costo (García y col. 2004). Estudios más 

recientes describen el uso de espectrometría de masas (MS) para detectar e identificar 

levaduras. Más específicamente, el uso de desorción/ionización láser asistida por 

matriz (MALDI) acoplada a un analizador de tiempo de vuelo (TOF) (Bizzini y 

Greub, 2010; Quiles-Melero y col. 2011; Taverna y col. 2019). Esta técnica permite 

la identificación de microorganismos mediante un análisis de proteínas, asociando un 

espectro de masas específico a una especie determinada. Sin embargo, presenta 

inconvenientes cuando se utiliza en muestras directas debido a su baja sensibilidad y 

la necesidad de una cantidad considerable de proteína para obtener perfiles fiables. 

Wang y col. (2015) también propusieron un sensor de óxido metálico para detectar 

dos levaduras osmotolerantes, Z. rouxii y C . tropicalis, en un medio con alto 

contenido de azúcar. Esta matriz de sensores comprende 10 semiconductores de 

óxido metálico que permiten detectar principalmente compuestos aromáticos, óxido 

de nitrógeno, amoníaco, hidrógeno, alcanos, compuestos de azufre, muchos terpenos, 

y alcoholes. Demostraron que los sensores sensibles al metano, alcohol y compuestos 
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aromáticos podrían ser los más importantes para la detección del deterioro causado 

por Z. rouxii y C . tropicalis. Además, los autores estudiaron la evolución de la huella 

dactilar de compuestos orgánicos volátiles (COVs) durante el crecimiento de estas 

dos levaduras utilizando microextracción en fase sólida (SPME) y cromatografía de 

gases (GC) acoplada a MS. Los COVs producidos estaban compuestos 

principalmente por alcoholes, cetonas, aldehídos, ácidos y ésteres. Si bien no se 

propuso el método SPME-GC-MS para clasificar muestras reales de alimentos 

contaminados, ya que los experimentos anteriores solo se realizaron en medios de 

cultivo, parece que estudiar la evolución de los COVs mediante GC-MS podría ser 

una buena alternativa para la detección y cuantificación de levaduras en los 

alimentos. De hecho, también se ha demostrado que diferentes cepas de levadura 

(Saccharomyces cerevisiae y Lachancea thermotolerans), utilizadas durante la 

fermentación del mosto deshidratado al sol, ejercen una gran in uencia en el per l 

volátil del vino (Morales y col. 2019). En este caso, la composición volátil se 

determinó mediante extracción de sorción con barra de agitación secuencial dual, 

seguida de análisis por GC-MS. 

 

El cromatograma obtenido del análisis de compuestos volátiles microbianos puede 

proporcionar información sobre la actividad microbiana, abundancia, estructura de la 

comunidad, tipo de comunidad y actividad fisiológica (Araki y col. 2012). Sin 

embargo, la dificultad de estos experimentos radica en la gran cantidad de 

metabolitos producidos y la diversa naturaleza de sus propiedades químicas y físicas, 

lo que hace que la cuantificación simultánea de todos los metabolitos sea inalcanzable 
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con las capacidades instrumentales actuales (García y col. 2004). Por otro lado, la 

distribución limitada del peso molecular no permite un análisis completo y detallado 

utilizando solo MS, por lo que generalmente necesita acoplarse a una técnica de 

separación como GC (Viswanadhan y col. 2011). Este acoplamiento genera un gran 

volumen de datos, lo que complica su procesamiento. 

En este trabajo, la GC-MS de head-space (HS) se presenta como un método 

alternativo para la detección y cuanti cación de dos levaduras alterantes y 

potencialmente patógenas (Z. bailii y C . parapsilosis) en salsas, evitando los tiempos 

y costos prolongados en la elaboración de salsas que tiene la técnica tradicional de 

recuento en placa de Petri Los diferentes modelos quimiométricos se investigaron 

utilizando todos los datos obtenidos por GC-MS (perfil m/z, área de pico del 

cromatograma, el perfil cromatográfico completo o cromatograma de iones totales 

(TIC) y combinación de valores de m/z y TIC, con el fin de obtener el mayor éxito 

de clasificación. Los resultados se compararon con los modelos quimiométricos 

construidos utilizando otras características de la salsa contaminada como el pH o el 

color. 
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4.2.2. Materiales y métodos 
 

 

Reactivos 

 

Todos los reactivos utilizados en este trabajo fueron de grado analítico y los solventes 

fueron de grado HPLC. El hexanal, acetaldehído, acetona, dimetilsulfuro, 2,3-

butanodiona, acetato de etilo, pentanal, clorobenceno y metanol (MeOH) fueron 

suministrados por Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.) y dimetilsulfóxido por 

ApplicChem GmbH (Darmstadt, Alemania). Para la preparación de los medios de 

cultivo se utilizó caldo de triptona de soja  (TSB), agar sabouraud dextrosa con 

cloranfenicol y agua de peptona, todos de Pronadisa Conda (Madrid, España). 

Además, se utilizó clorobenceno como estándar interno (IS) en los análisis de GC-

MS. Este se preparó diluyendo 2 ml de clorobenceno en 25 ml de dimetilsulfóxido 

para obtener una concentración de 80 ml/l. La solución se almacenó a -4 °C hasta su 

uso. Se prepararon en metanol (MeOH) soluciones estándar de 1000 mg/L de 

hexanal, acetaldehído, acetona, dimetilsulfuro, 2,3-butanodiona, acetato de etilo y 

pentanal. 

 

Inst rumentación y software 

 

Los análisis HS-GC-MS se llevaron a cabo en un cromatógrafo de gases 7890A GC-

System de Agilent Technologies (California, EE. UU.), equipado con un vaporizador 

de temperatura controlada (PTV) modelo CIS4-C506 y un inyector automático 
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(Head-space modelo Multipurpose Sampler MPS), ambos de Gerstel (Mülheim an 

der Ruhr, Alemania). El sistema GC se acopló a un espectrómetro de masas (detector 

de eje triple MSD inerte 5975C de Agilent Technologies). La separación 

cromatográfica se realizó en una columna DB-624 con un diámetro interno de 0,25 

mm, una longitud de 60 m y un espesor de película de 1,40 m, constituida por 94% 

de dimetilpolisiloxano y 6% por cianopropilfenilo, también de Agilent Technologies. 

La inyección se realizó en modo dividido con una proporción de 1:10. El programa 

de temperatura de GC fue: temperatura inicial 40 °C, mantener durante 5 min, 

aumentar a 150ºC a razón de 10ºC/min manteniendo la temperatura durante 2 min; a 

continuación, se alcanzó la temperatura de 220 °C a razón de 25ºC/min manteniendo 

la temperatura durante 2 min. El espectrómetro de masas se hizo funcionar usando el 

modo de impacto electrónico (EI) (70 V) y la temperatura de la fuente de iones fue 

de 230 ºC. Los análisis se llevaron a cabo usando el modo de barrido de 29 a 150ºC. 

Se utilizó un pHmetro SensIONTM (Hach, Colorado, EE. UU.) para las mediciones 

de pH. La determinación del color se llevó a cabo utilizando un colorímetro 962 de 

X-Rite (Michigan, EE.UU.) y un espectrofotómetro Nicolet Evolution 300 de 

Thermo Electron Corporation (Massachusetts, EE.UU.) para preparar el inóculo de 

C . metapsilosis y Z. bailii. Los datos se procesaron utilizando Microsoft Office Excel 

(Microsoft, Washington, EE. UU.) Y Simca-P (Umetrics, Malmö, Suecia). 

 

Cepas y condiciones de cultivo 

 

Se utilizaron dos especies diferentes de levadura: Z. bailii y C . metapsi losis. La 

primera se obtuvo de la Colección Española de Cultivos Tipo Valencia (CBS 680) 
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que fue aislada por Lindner y Guilliermond en 1912. C . metapsilosis fue aislado 

de una salsa por Productos del Sur SA, y su identidad se verificó comparando la 

secuenciación del ADN de la cepa aislada con la disponible en la Colección 

Española de Cultivos Tipo, Universidad de Valencia. 

El inóculo de levadura se preparó transfiriendo una colonia obtenida en Placa 

Petri con medio Sabouraud dextrosa agar y cloranfenicol a un caldo triptona de 

soja (TSB), el cual se incubó durante 24 h a 25 °C. A continuación el inóculo se 

estandarizó mediante dilución en TSB a una densidad óptica de 0,9 a 600 nm para 

C . metapsi losis y 0,5 para Z. bailii, lo que equivale a una concentración de 

levadura de 107 y 105 CFU/ml, respectivamente. Las poblaciones de levadura  de 

los inóculos se determinaron mediante el método estándar de dilución y siembra 

en superficie de placas de Petri con medio de Sabouraud dextrosa agar y 

cloranfenicol, seguido de incubación a 25 °C durante 48 h. 

 

E laboración e inoculación de mayonesa 

 

Los experimentos se llevaron a cabo utilizando mayonesa ligera, es decir, mayonesa 

con menor contenido de grasa, y se preparó utilizando un robot de cocción en 

condiciones estériles. La formulación de la mayonesa consistió en 55,05% de aceite 

de soja, 29,00% de agua, 8,00% de yogur, 3,00% de vinagre, 1,80% de sal, 1,70% de 

azúcar, 0,50% de caseinato, 0,80% de goma xantana y 0,15% de goma guar. Se 

probaron dos aditivos alimentarios diferentes para aumentar la variabilidad de las 

muestras y el perfil de volátiles generados. En concreto, NFC, una combinación 

sinérgica de extractos vegetales de cítricos y eneldo, y sorbato-benzoato, una mezcla 
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(1:1) de sorbato de potasio y benzoato de sodio. De esta forma se prepararon 21,60 

kg de mayonesa, que se dividieron en dos lotes (de 10,80 kg cada uno). Un lote 

contenía 0,1% de sorbato-benzoato y el otro 0,1% de aditivo NFC. 

Se colocaron alícuotas de 50 g de mayonesa en bolsas de polietileno estériles. Un 

tercio de las bolsas fue inoculado con Z. bailii y otro tercio con C . metapsilosis a una 

concentración de 103 UFC/ml. Las bolsas se sellaron con calor y se incubaron a 5 °C, 

25 °C y 37 °C hasta el momento del muestreo. Se muestreó semanalmente un gramo 

de cada bolsa durante siete semanas, obteniendo una muestra para cada temperatura, 

cada cepa y cada aditivo. Las bolsas restantes no se inocularon para controlar la 

evolución de la mayonesa sin contaminación por levaduras y se incubaron y 

muestrearon en las mismas condiciones. 

Las UFC/g de muestra se determinaron mediante recuento en placa, siguiendo la 

norma ISO 6887-1. Las muestras de mayonesa, previamente pesadas, se diluyeron en 

agua de peptona y las diluciones apropiadas se sembraron en placas Petri por el 

método estándar de siembra por dilución en agar fundido con medio  Sabouraud 

dextrosa agar con cloranfenicol y las placas se incubaron a 25 °C durante 48 h antes 

de efectuar el recuento de UFC. 

 

Análisis de muestras por G C MS 

 

Para los análisis HS-GC-MS, se pesó 1 g de mayonesa en un vial de 10 ml y se 

agregaron 50 ml de la solución estándar interna de clorobenceno a 80 ml/l. 

Las muestras se incubaron a 80 °C durante 20 min y se inyectaron en el GC. En el 

PTV, la muestra se enfrió a 0 °C y se calentó durante 30 s a 12 °C/s hasta alcanzar 
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los 180 °C, que se mantuvieron durante cinco minutos. Para cuantificar el contenido 

de hexanal se estableció una curva de calibración utilizando soluciones estándar en 

dimetilsulfóxido a las siguientes concentraciones: 2, 4, 8, 12 y 16 g/L, considerando 

la ratio área pico de hexanal/área pico de clorobenceno (IS) como la señal analítica. 

 

M edición del pH y color 

 

Se midió el pH y el color de cada muestra. Para la determinación del color, los 

parámetros L* (luminosidad), a* (equilibrio entre verde y rojo) y b* (equilibrio entre 

amarillo y azul) se determinaron con un espectrofotómetro X-Rite 962 utilizando el 

método de observación iluminación D65/10°. Aunque se determinaron los tres 

parámetros (L*, a* y b*), solo se consideró el parámetro L* para la construcción de 

los modelos quimiométricos debido a que los otros dos parámetros permanecieron 

constantes durante todo el experimento. 

 

T ratamiento de datos 

 

El análisis quimiométrico consistió en un análisis cualitativo de los componentes 

principales (PCA) con un intervalo de confianza del 95%, seguido de un análisis 

discriminante de mínimos cuadrados parciales ortogonales (OPLS-DA). El OPLS-

DA filtró la variación no directamente relacionada con la respuesta y maximizó la 

varianza entre las categorías minimizándola dentro de ellas. En todos los casos, los 

datos se dividieron aleatoriamente en dos conjuntos diferentes: un conjunto de 

clasificación (80%) para la construcción de los modelos y un conjunto de validación 
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(20%). Además, se analizaron seis escalas diferentes: varianza unitaria (UV), 

varianza no unitaria (UVN), Pareto escalado (Par), pareto no escalado (ParN), escala 

centrada (Crt) y escala fija, así como la transformación logarítmica de los datos. Con 

la escala UV, la variable j se centra y se escala a "Varianza unitaria", es decir, el peso 

base se calcula como 1/sdj, donde sdj es la desviación estándar de la variable j 

calculada alrededor de la media. La escala Par se encuentra entre la ausencia de escala 

y la escala UV. La variable j se centra y se escala a la varianza de Pareto, es decir, el 

peso base se calcula como 1/sqrt (sdj), donde sdj es la desviación estándar de la 

variable j calculada alrededor de la media. Las escalas de UVN y ParN son las mismas 

que UV y Par, respectivamente, pero la variable no está centrada, es decir, la 

desviación estándar se calcula alrededor de 0. Con Crt, la variable está centrada pero 

no escalada y con escala fija, el peso de escala de la variable está fijo y no se volverá 

a calcular cuando las observaciones en el subproyecto cambien o la variable métrica 

se modifique después ser fijada. También se obtuvieron gráficos de importancia 

variable en proyección (VIP) y gráficas de contribución, para comprobar la 

importancia de cada variable en la construcción del modelo final. 
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4.2.3. Resultados y discusión 
 

Detección de levadura en muest ras de mayonesa 

 

Inicialmente, todas las mayonesas se analizaron mediante recuento en placa Petri para 

cuantificar la contaminación microbiana. Con base en estos resultados, las muestras 

se dividieron en dos grupos: contaminadas (120 muestras) y no contaminadas (130 

muestras) y fueron analizadas por HS-GC-MS. También se midieron el pH y el color. 

La evolución de log10, pH y color se muestra en la Figura 3 y, como puede verse, no 

se obtuvieron diferencias significativas entre las temperaturas de incubación y el 

tiempo de muestreo. 
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F igura 3. Evolución de Log10 (a), pH (b) y color (c) a lo largo del 
tiempo y a diferentes temperaturas de incubación. 
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Luego, se construyeron modelos quimiométricos con los datos disponibles con el fin 

de obtener un modelo de clasificación que permitiera diferenciar muestras 

contaminadas y no contaminadas, como alternativa al recuento en placa de Petri. 

Se construyeron cuatro modelos quimiométricos diferentes utilizando: a) las 

variables de pH, color y contenido de hexanal obtenidas por análisis GC-MS; b) el 

perfil m/z, simulando que las muestras no han sido previamente separadas en el GC; 

c) área de todos los picos presentes en la TIC obtenida por GC-MS; y d) el perfil 

cromatográfico completo. 

 

Clasi ficación de las muest ras usando pH , color y contenido de hexanal.  

 

Las variables de pH, color y contenido de hexanal (subproducto de la oxidación de 

grasas) se han relacionado ampliamente con la contaminación microbiana de los 

alimentos (Collins y Buick, 1989; Huis in't Veld, 1996; Shahidi y Pegg, 1994). Por 

ello, en un primer intento por obtener un método analítico rápido y sencillo, como 

alternativa al recuento en placa de Petri, se obtuvo un modelo quimiométrico 

utilizando estos tres parámetros. 

Inicialmente, se llevó a cabo un modelo de PCA utilizando la escala UV. Sin 

embargo, la separación entre las clases no fue buena, por lo que se implementó un 

modelo OPLS-DA. Los mejores resultados de validación se obtuvieron utilizando 

datos brutos y escala UV (Tabla 4).  
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 Éxito de la validación 

Escalado Datos en bruto T ransformación logarítmica 

U V 60.0% 58.0% 

U V N 50.0% 54.0% 

Par 54.0% 56.0% 

ParN 50.0% 54.0% 

C rt 54.0% 56.0% 

Escala fi ja 54.0% 56.0% 

Tabla 4. Optimización de escalado y transformación de datos usando pH, 
color y contenido hexanal. 

 

Sin embargo, la separación entre muestras contaminadas y no contaminadas no fue 

efectiva usando estos tres parámetros (Figura 4), lo que produjo una tasa de éxito del 

60.0%. Si bien el 76,9% de las muestras no contaminadas se clasificaron 

correctamente, sólo el 41,7% de las muestras contaminadas estaban bien identificadas 

(Tabla 5). 

 

F igura 4. Modelo OPLS-DA obtenido mediante variables de pH, color y contenido de 
hexanal. El aditivo sorbato-benzoato y NFC se indican con una "S" o "G" al final del 
código de muestra, respectivamente. 
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PR E D I C C I Ó N / R E A L M uestras contaminadas 
M uestras no 

contaminadas 

M uestras contaminadas 10 6 

M uestras no 

contaminadas 
14 20 

Total 24 26 

% Correcto 41.7% 76.9% 
 

Tabla 5. Matriz de validación para muestras de salsa no contaminadas/contaminadas del modelo 
OPLS-DA construido usando pH, color y contenido de hexanal. 

 

Las alteraciones en el pH, color y contenido de hexanal parecen estar relacionadas 

principalmente con el aditivo utilizado, en este caso sorbato-benzoato o NFC, ya 

que ambos grupos de muestras aparecen bien separados en el OPLS-DA. 

 

C lasi ficación de las muest ras usando el perfi l m/z 

 

El m/z monitoreado osciló entre 29 y 150 y el perfil de m/z se obtuvo usando 

software GC. Los datos se procesaron sumando cada m/z a lo largo de todo el 

tiempo de análisis, es decir, simula que la muestra no se separó previamente en 

la columna cromatográfica. 

Los datos difirieron considerablemente entre las muestras y, para igualar las 

matrices de datos de manera que fueran comparables, m/z se redondeó al número 

entero más cercano, sumando todos los valores de intensidad para el mismo 

número entero. 
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Como en la sección anterior, un modelo de PCA no proporcionó una buena 

separación entre grupos. Por tanto, se realizó un OPLS-DA utilizando el 80% de 

las muestras (Figura 5).  

F igura 5. Modelo OPLS-DA obtenido con datos de perfil m/z. 

 

En este caso, también se probaron diferentes transformaciones de datos de escala, 

obteniendo los mejores resultados con los datos transformados al logaritmo de 

escala ParN (Tabla 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 6. Optimización del escalado y transformación de datos utilizando datos de perfil m/z. 

 

 Éxito de la validación 

Escalado Datos en bruto T ransformación logarítmica 

U V 70.0% 74.0% 

U V N 70.0% 72.0% 

Par 68.0% 74.0% 

ParN 74.0% 78.0% 

C rt 62.0% 72.0% 

Escala fi ja 62.0% 72.0% 
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Esta escala reduce el impacto del ruido y los artefactos en los modelos (Wiklund 

y col. 2008), dividiendo cada variable por la raíz cuadrada de su desviación 

estándar. 

OPLS-DA se validó con el 20% restante de las muestras y se obtuvo una tasa de 

éxito del 78,0% (84,6% de las muestras no contaminadas y 70,8% de las 

contaminadas se clasificaron correctamente (Tabla 7). 

 

PR E D I C C I Ó N / R E A L M uestras contaminadas 
M uestras no 

contaminadas 

M uestras contaminadas 17 4 

M uestras no 

contaminadas 
7 22 

Total 24 26 

% Correcto 70.8% 84.6% 

 

Tabla 7. Matriz de validación para muestras de salsa no contaminadas/contaminadas del modelo 
OPLS-DA construido utilizando datos de perfil m/z. 

 

Los gráficos de contribución (Figura 6) mostraron que los valores m/z de entre 

121 y 150 contribuyeron significativamente a la clasificación correcta de las 

muestras no contaminadas, mientras que los valores m/z de entre 29 y 74 fueron 

adecuados para clasificar las muestras contaminadas. Podría estar asociado a la 

descomposición de los componentes de la mayonesa en compuestos volátiles de 

menor tamaño por la acción de las levaduras, aunque esto debería ser estudiado 

con más detalle. 
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F igura 6. Parcelas de contribución del modelo OPLS-DA construidas utilizando 
el perfil m / z: (a) muestras no contaminadas, (b) muestras contaminadas. 

 

 

Clasi ficación de muest ras utilizando el á rea de todos los picos presentes en la T I C 
obtenida por HS-G C-MS 
 
Como se mencionó anteriormente, la distribución limitada del peso molecular no 

permite un análisis completo y detallado utilizando solo MS, por lo que se estudió el 

cromatograma obtenido por HS-GC-MS. 
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Inicialmente, los picos presentes en las TIC se integraron manualmente (Figura 7). 

Estos picos se normalizaron con respecto al área del IS. De los 13 picos integrados, 

siete de ellos pudieron identificarse como acetaldehído, acetona, dimetilsulfuro, 2,3-

butanodiona, acetato de etilo, pentanal y hexanal, mientras que los 6 restantes se 

procesaron como compuestos desconocidos. Los siete compuestos se identificaron 

usando la biblioteca GC-MS y se confirmaron inyectando salsa mayonesa 

enriquecida con cada compuesto a 1 µg/g. 

 

 

 

 

 

 

 

 

F igura 7. Cromatograma de una muestra de salsa obtenida por HS-GC-MS. 1: 
Desconocido 1, 2: Acetaldehído, 3: Acetona, 4: Dimetil sulfuro, 5: Desconocido 2, 6: 
Desconocido 3, 7: 2,3-butanodiona, 8: Acetato de etilo, 9: Desconocido 4, 10: Pentanal, 
11: Hexanal, 12: Desconocido 5, 13: Desconocido 6, 14: Clorobenceno (IS).
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También se construyeron modelos OPLS-DA utilizando diferentes escalas y 

transformación de datos. En este caso, el mayor éxito de clasificación se obtuvo 

utilizando datos brutos sin transformación y una escala UVN (Figura 8, Tabla 8).  

 

 

F igura 8. Modelo OPLS-DA obtenido utilizando las áreas de pico del cromatograma. 

 

 Éxito de la validación 

Escalado Datos en bruto T ransformación logarítmica 

U V 75.5% 69.4% 

U V N 76.0% 71.4% 

Par 69.4% 73.5% 

ParN 67.4% 69.4% 

C rt 65.3% 73.5% 

Escala fi ja 65.3% 73.5% 
 

T abla 8. Optimización de escalado y transformación de datos utilizando 
áreas de pico de cromatograma. 
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Sin embargo, el uso del área de los picos también fue insuficiente para la clasificación 

totalmente exitosa de las muestras, ya que las muestras contaminadas y no 

contaminadas parecían entremezcladas. La aplicación de los modelos OPLS-DA al 

conjunto de validación dio un éxito de clasificación del 76,0%, clasificando 

correctamente el 88,4% de las muestras no contaminadas, pero solo el 62,5% de las 

muestras contaminadas (Tabla 9).  

 

PR E D I C C I Ó N / R E A L M uestras contaminadas 
M uestras no 

contaminadas 

M uestras contaminadas 15 3 

M uestras no 

contaminadas 
9 23 

Total 24 26 

% Correcto 62.5% 88.5% 

 

Tabla 9. Matriz de validación para muestras de salsa no contaminadas/contaminadas del modelo 
OPLS-DA construido utilizando áreas de pico de cromatograma. 

 

Por tanto, este método daría lugar a un elevado número de falsos negativos. Los picos 

que más contribuyeron a la clasificación correspondieron a acetaldehído, acetato de 

etilo, hexanal, 2,3-butanodiona y un compuesto no identificado (compuesto 

desconocido 5) (Figura 9).  
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F igura 9. VIP del modelo OPLS-DA construido utilizando el área de todos los picos presentes 
en el TIC. 1: desconocido 1, 2: acetaldehído, 3: acetona, 4: dimetilsulfuro, 5: desconocido 2, 6: 
desconocido 3, 7: 2,3-butanodiona, 8: acetato de etilo, 9: desconocido 4, 10: pentanal, 11: hexanal, 
12: desconocido 5, 13: desconocido 6. 

 

Estos compuestos tendieron a mostrar una mayor intensidad en las muestras 

contaminadas, pero debido a la gran variabilidad entre las muestras, no se pudo 

establecer una relación clara (Figura 10). 
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F igura 10. Comparación de marcadores de muestras contaminadas y no contaminadas 1: 
desconocido 1, 2: acetaldehído, 3: acetona, 4: dimetilsulfuro, 5: desconocido 2 6: desconocido 3, 
7: 2,3-butanodiona, 8: acetato de etilo, 9: desconocido 4, 10: pentanal, 11: hexanal, 12: 
desconocido 5, 13: desconocido 6. 

 

C lasi ficación de muest ras mediante el cromatograma de iones totales 

 

El TIC es la suma de las intensidades de todos los picos del espectro de masas 

que pertenecen a la misma exploración, por lo que contiene toda la información 

relativa a una muestra y se puede utilizar como huella digital. Por lo tanto, los 

modelos OPLS-DA se construyeron utilizando datos TIC. 

La corrección y alineación de la línea de base no fueron necesarias, ya que los 

TIC se mantuvieron estables durante todo el experimento. En este caso, los 

mejores modelos se obtuvieron mediante la transformación logarítmica y la 

escala UV (Figura 11, Tabla 10), que arrojó una tasa de éxito del 92,0%.  
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F igura 11. Modelo OPLS-DA obtenido utilizando datos de 
cromatograma de iones totales.   

 

 Éxito de la validación 

Escalado Datos en bruto T ransformación logarítmica 

U V 88.0% 92.0% 

U V N 86.0% 82.0% 

Par 70.0% 84.0% 

ParN 70.0% 82.0% 

C rt 76.0% 82.0% 

Escala fi ja 76.0% 82.0% 

 
Tabla 10. Optimización del escalado y transformación de datos utilizando 
datos TIC. 

 

El 92,3% de las muestras no contaminadas y el 91,7% de las muestras 

contaminadas se clasificaron correctamente (Tabla 11). 
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Tabla 11. Matriz de validación para muestras de salsa no contaminadas / contaminadas 
del modelo OPLS-DA construido con el TIC. 

 

C lasificación de muestras combinando los valores m/z con el perfil 
cromatográfico 
 
Los mejores resultados de clasificación se obtuvieron utilizando TIC (92,0%) y 

datos m/z (78,0%) por separado. Luego, se obtuvieron nuevos modelos OPLS-

DA combinando ambos tipos de datos con el fin de mejorar el éxito de la 

clasificación. Los mejores resultados también se obtuvieron usando 

transformación logarítmica y escala UV (Tabla 12). Sin embargo, el éxito de la 

clasificación fue el mismo que cuando solo se utilizaron los datos de TIC. 

 

 Éxito de la validación 

Escalado Datos en bruto T ransformación logarítmica 

U V 90.0% 92.0% 

U V N 90.0% 78.0% 

Par 70.0% 90.0% 

ParN 70.0% 80.0% 

C rt 76.0% 82.0% 

Escala fi ja 76.0% 82.0% 

 
Tabla 12. Optimización del escalado y transformación de datos utilizando 
TIC y datos m/z. 
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Clasi ficación de muest ras contaminadas según concentración microbiana 

 

Los modelos quimiométricos construidos utilizando los datos de TIC obtenidos por 

HS-GC-MS demostraron un gran éxito en la clasificación de muestras contaminadas 

y no contaminadas por levadura. Por lo tanto, se investigó el potencial de los datos 

de TIC para cuantificar la concentración de células de levadura. 

Primero, las muestras contaminadas se dividieron en siete grupos con diferentes 

rangos de concentración celular de levadura: grupo 1 (entre 101 y 102 UFC/g), grupo 

2 (entre 102 y 103 UFC/g), grupo 3 (entre 103 y 104 UFC/g). ), grupo 4 (entre 104 y 

105 UFC/g), grupo 5 (entre 105 y 106 UFC/g), grupo 6 (entre 106 y 107 UFC/g) y 

grupo 7 (entre 107 y 108 UFC/g). Los modelos OPLS-DA también se construyeron 

con el 80% de las muestras (conjunto de calibración) utilizando tanto la matriz de 

datos brutos como la matriz transformada logarítmicamente, y diferentes escalas. 

El modelo óptimo se obtuvo utilizando la matriz bruta nuevamente ajustada a una 

escala UV. Sin embargo, este modelo no fue suficiente para diferenciar entre los siete 

grupos de muestras y se obtuvo una tasa de éxito del 54,17% cuando se aplicó para 

clasificar el conjunto de validación (20% de las muestras restantes). 

Por lo tanto, se seleccionaron otros rangos de concentración y el conjunto de 

calibración se dividió en tres grupos equilibrados: el grupo 1 comprendía el rango de 

concentración de 101 a 103 UFC/g (31 muestras), el grupo 2 de 103 a 105,5 UFC/g (32 

muestras) y grupo 3 de 105,5 a 108 UFC/g (32 muestras). En este caso, se logró una 

buena separación entre grupos (Figura 12) y también se obtuvo el mejor modelo 

aplicando una transformación logarítmica y escala UV (Tabla 13). El modelo 

validado tuvo una clasificación de éxito del 87,50%. 
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F igura 12. Modelo OPLS-DA construido utilizando datos TIC para clasificar 
muestras contaminadas en tres grupos de concentraciones de levadura.   

 

 Éxito de la validación 

Escalado Datos en bruto T ransformación logarítmica 

U V 58.3% 87.5% 

U V N 62.5% 62.5% 

Par 62.5% 79.2% 

ParN 62.5% 62.5% 

C rt 54.2% 62.5% 

Escala fi ja 54.2% 62.5% 

 
Tabla 13. Optimización del escalado y transformación de datos para la 
clasificación de muestras contaminadas según concentración microbiana. 
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Clasificación de muestras contaminadas según cepa de levadura 

 

Dado el éxito de HS-GC-MS para clasificar muestras de salsa contaminadas de 

acuerdo con la concentración de levadura, se estudió la idoneidad del método para 

diferenciar entre diferentes tipos de levadura. Para ello, las muestras contaminadas se 

dividieron en dos grupos: muestras contaminadas con Z. bailii y muestras 

contaminadas con C . metapsilosis. La mayoría de las muestras contaminadas 

pertenecían al grupo Z. bailii, ya que esta levadura crece más rápido que C . 

metapsilosis. Entonces, para obtener un grupo equilibrado, se incluyeron 31 muestras 

en cada grupo. 

El mejor modelo quimiométrico se obtuvo con datos transformados logarítmicamente 

y ajustados a una escala UV. Ambos grupos parecían completamente separados 

(Figura 13). Sin embargo, cuando este modelo se aplicó al conjunto de muestras de 

validación, solo se logró un 62,50% de éxito. Este modelo debería mejorarse, p. Ej. 

aumentando el número de muestras durante la calibración, para que se utilice con 

éxito. 

 

F igura 13. OPLS-DA para la clasificación de muestras contaminadas según la cepa de levadura. 

c

T1

TO
1

Candida metapsilosis

Zygosaccharomyces bailii
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5. C O N C L USI O N ES 
 

1. C . metapsilosis es un microorganismo potencialmente patógeno, que se ha aislado 

en la salsa ranchera, donde puede crecer en refrigeración (5 °C) y a temperatura 

ambiente (25 °C), condiciones de almacenamiento frecuentes para la salsa ranchera. 

2. La mezcla antimicrobiana estudiada (NFC), que contiene flavonoides obtenidos de 

extractos de Citrus y eneldo, cuyos componentes principales fueron naringenina, 

hesperetina, tangeritina, luteolina, apigenina y kaempferol en concentraciones entre 

0.7 y 3.2%, presentó propiedades antifúngicas relevantes para C . metapsilosis en 

salsa ranchera. 

3. La combinación de AA y NFC podría tener un efecto aditivo antimicrobiano en 

TSB para controlar el crecimiento de C . metapsilosis. 

4. NFC en la dosis de 1 g/kg es capaz de controlar eficazmente el crecimiento de C . 

metapsilosis a todas las temperaturas probadas (5, 25 y 37 °C) sin cambiar 

significativamente las características sensoriales de la salsa ranchera. 

5. Los conservantes naturales permiten reemplazar los conservantes químicos 

tradicionales como el sorbato y el benzoato con las ventajas de poder ser utilizados 

en emulsiones alimentarias de etiqueta limpia, sin alterar significativamente las 

propiedades fisicoquímicas y sensoriales de los productos. 

6. Se ha demostrado que el análisis HS-GC-MS es una alternativa viable a los métodos 

clásicos de recuento microbiano para la identificación y cuantificación de levaduras 

en emulsiones alimentarias, lo que reduce el tiempo y los costes. 

7. La utilización de todo el perfil cromatográfico (TIC), y por tanto de los compuestos 

orgánicos volátiles completos (perfil VOC), consigue mejores resultados a la hora 
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de clasificar salsas contaminadas por levaduras, ya que se obtuvo un éxito de 

validación del 92,0%. 

8. El perfil completo de COV de compuestos orgánicos volátiles obtenido por HS-

GC-MS permitió clasificar las muestras contaminadas según el rango de 

concentración de levadura, con una tasa de éxito de validación del 87,50%. 

9. La modelización quimiométrica con datos obtenidos permite diferenciar distintos 

tipos de levadura, en el presente caso C . metapsilosis y Z. bailii. Sin embargo, 

aunque se obtuvieron dos grupos bien diferenciados, cuando se aplicó el modelo al 

conjunto de validación solo el 62,50% de las muestras se clasificaron 

correctamente. 
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