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RESUMEN

Existe un gran interés en el uso de compuestos naturales que ayuden a
garantizar la inocuidad de los alimentos, manteniendo al maximo todas las
propiedades del producto fresco. En este estudio se evaluo el efecto del acai
sobre el crecimiento de Listeria innocua a distintas temperaturas. Los
resultados demuestran que un aumento en la concentracion de acai, y/o un
descenso en la temperatura, enlentecen el crecimiento bacteriano
estableciendose una relacion lineal inversa entre la duracion de fase de la
latencia y la concentracion del acai. Asi pues, el acai podria llegar a
emplearse, ademas de como ingrediente en la formulacion del alimento,
como antimicrobiano, sélo o en combinacion con otras técnicas de
conservacion no agresivas.

ABSTRACT

There is an increased interest in the use of natural compounds that
ensure food safety, while the properties of the product are mantained. This
study evaluated the effect of acai on Listeria innocua growth at different
temperatures. The results show that an increase in the concentration of acai,
and/or a decrease in temperature, slows bacterial growth. An inverse linear
relationship between the duration of the lag phase and the concentration of
the acai was established. So, acai could be used as a natural ingredient in
the food formulation, as well as an antimicrobial, alone or in combination with
other non-aggressive preservation techniques.

RESUM

Existeix un gran interés en I'is de compostos naturals que garantisquen
la innocuitat dels aliments, mantenint al maxim les propietats del producte
fresc. En aquest estudi s’evalua l'efecte de l'acai sobre el creixement de
Listeria innocua a diferents temperatures. Els resultats obtinguts demostren
que un augment en la concentracio d’acai i/o un descens de la temperatura,
ralenteixen el creixement bacteria. A més s’establi una relacio lineal inversa
entre la durada de fase de la latencia i la concentracié del acai. En
consequencia, l'acai podria arribar a emprar-se, a més de com ingredient en
la formulacié de certs aliments, com antimicrobia, sol o en combinacio amb
altres técniques de conservacié no agressives.

PALABRAS CLAVE: Acai (Euterpe oleracea, Mart.) antimicrobianos
naturales, Listeria innocua, parametros cinéticos de crecimiento microbiano,
microbiologia predictiva.



INTRODUCCION

El consumidor actual demanda alimentos minimamente procesados que
ademas de sanos y seguros, tengan apariencia de frescos y sean sabrosos,
tengan un periodo de vida uatil prolongado y estén exentos de aditivos
guimicos. Tradicionalmente, la conservacion e inocuidad de los alimentos se
conseguia sobretodo mediante conservantes quimicos y tratamientos
térmicos intensos, cuya aplicacion provoca en ellos alteraciones
organolépticas y nutricionales mas que considerables (Barbosa-Céanovas. et
al., 1997). Teniendo en cuenta las exigencias del mercado, ninguna de estas
dos estrategias interesa hoy en dia y por ello, desde hace algun tiempo, se
estan desarrollando nuevas técnicas de procesado que respeten las
caracteristicas del producto fresco, y que aseguren su inocuidad por
eliminacion y/o inactivacion efectiva de microorganismos y enzimas (Tiwari
et al., 2009).

Frente al uso de conservantes artificiales, la aplicacion de conservantes
naturales derivados de plantas, animales o microorganismos, es una buena
alternativa; sobre todo teniendo en cuenta que este tipo de compuestos
pueden actuar sinérgicamente con un gran numero de métodos de
conservacion (Burt, 2004). Entre todos ellos, destacan los de origen vegetal
ya que muchos son considerados GRAS (Generally Recognized As Safe).
En la mayor parte de los casos se han utilizado aceites esenciales o
extractos, que si bien se muestran efectivos en el control de la flora
microbiana, su uso no siempre esta legalizado para cualquier alimento o en
cualquier concentracion. En este sentido se esta despertando el interés por
el uso de las sustancias que ademas de actuar como ingredientes en la
formulacion del alimento aporten un cierto caracter bioactivo (antimicrobiano,
por ejemplo). La gran ventaja de su uso es su estatus legal ya que su
utilizacién en alimentacion esta autorizada y aunque los fines muchas veces
no son los de contribuir a la inocuidad del alimento, si que es interesante
aprovechar su capacidad antimicrobiana, convirtiéndose de esa forma en
medidas de control adicionales (Pina-Pérez et al., 2009a y 2009b).

El acai (Euterpe oleracea Mart), también conocido como assai, palmito o
manaca, es una palma de la familia Arecaceae, muy abundante en las
llanuras de inundacion amazonica de Brasil. Se trata de un arbol que puede
alcanzar entre 15-30 m de altura, cuyas hojas pinnadas pueden llegar a
medir hasta 3 m de largo (Figura 1A). Su fruto, conocido con el mismo
nombre, es una baya de forma redonda u ovalada con un didmetro de entre
10 y 12 mm. Cada baya de acai contiene una semilla de color marron claro.
Esta representa el 90% del diametro de la fruta y supone mas del 90% de su



peso. Cada semilla esta cubierta con una capa de fibras brutas y sobre ésta
aparece una fina capa de pulpa violacea comestible. En la planta, los frutos
se agrupan por racimos de color violaceo cuando estan maduros (Figura
1B), aunque también existe una variedad blanca, menos conocida
(Lichtenthaler et al., 2005).

Figura 1. Palma de acai creciendo en una zona de inundacion amazonica
(A) (www.cuidadoysalud.com). Fruto acai en racimos (B)
(www.findmeacure.com).

El acai se consume mucho en Brasil, Colombia y Surinam. Con el fruto se
preparan zumos, batidos y postres, aparte del famoso vino de acai (Neida y
Elba, 2007). En cuanto a su valor nutricional, contiene una gran cantidad de
polifenoles (Gallori et al., 2004) que le otorgan una marcada capacidad
antioxidante (Lichtenthaler et al. 2005; Schauss et al., 2006a) superior a la
de fresas, arandanos, frambuesas y otros vegetales (Del Pozo-Insfran et al.,
2004; Schauss et al., 2006a). En la actualidad, el acai es considerado una
“superfruta”, como lo son los arandanos, la granada o el mango (Kang et al.,
2011), y por ello ademas, resulta comercialmente interesante para
norteamericanos y europeos, dada la buena aceptacion que tienen hoy los
productos naturales con cierta funcionalidad, maxime teniendo en cuenta
que ésta se manifiesta in vitro e in vivo incluso a dosis muy bajas (Schauss
et al., 2006b; Mertens-Talcott et al., 2008).

El planteamiento del uso de acai como antimicrobiano viene justificado
porque ciertos componentes polifendlicos presentes en alimentos pueden
afectar al crecimiento bacteriano y su metabolismo, aunque este efecto
depende del compuesto ensayado junto con la cepa de microorganismo
usada (Wen et al., 2003; Rodriguez-Vaquero et al., 2007; Percival et al.,
2006; Gafan et al., 2008; Almajano et al., 2007). Este efecto se ha atribuido
a la capacidad de los compuestos fendlicos para alterar la permeabilidad de
la membrana de las células microbianas, lo que produce la pérdida de
macromoléculas desde el interior, afectando de igual modo al transporte de
electrones, la absorcién de nutrientes, la sintesis de acidos nucleicos y las



proteinas de membrana, provocando una deformacion en la estructura y la
funcionalidad (Tiwari et al., 2009).

En cuanto a su efecto sobre la flora microbiana, las sustancias
antimicrobianas pueden manifestar su comportamiento de modo bactericida,
es decir inactivando el microorganismo o bacteriostatico, retrasando o
impidiendo el crecimiento del mismo (FAO, 2001).

Entre los principales patdgenos de alimentos procesados destaca Listeria
monocytogenes, causante de listeriosis, una zoonosis poco frecuente pero
de muy graves consecuencias en ancianos, personas inmunodeprimidas y
mujeres embarazadas por provocar abortos, meningitis, etc. En 2008 se
detectaron en la Union Europea 1381 casos confirmados de listeriosis con
una tasa de mortalidad del 20,5% (EFSA, 2010). La bacteria presenta una
gran capacidad para crecer en entornos de pH bajo, en presencia de altas
concentraciones de sal, a temperaturas de refrigeracion, y tras el desecado o
calentamiento de la matriz en la que se encuentre. En el presente estudio,
para determinar la actividad antimicrobiana del acai, se utiliza Listeria
innocua como un sustituto no patdégeno de Listeria monocytogenes, con
caracteristicas muy similares en términos de fisiologia y metabolismo y que
ha sido aceptado internacionalmente como modelo en mdltiples estudios
(Wouters et al., 1999 y Fitzgerald et al., 2004). El uso de microorganismos
no patdogenos como sustitutos de patdogenos esta ampliamente reconocido
para evaluar los efectos y las respuestas de microorganismos frente a
tratamientos de procesado o de contaminacion (IFT, 2002).

Existen numerosos meétodos descritos en bibliografia para evaluar la
actividad antimicrobiana in vitro de una sustancia (Burt, 2004). Entre éstos
destaca el basado en la comparacién de los valores de velocidad especifica
de crecimiento (Umax) Yy duracion de la fase de latencia (A) del
microorganismo obtenidos a partir de la modelizacion matematica de los
datos de crecimiento del microorganismo (Burt, 2004). Los modelos
microbianos son valiosas herramientas para la planificacion de analisis de
peligros y puntos criticos de control (APPCC) y la toma decisiones, ya que
nos proporcionan estimaciones de los cambios previstos en las poblaciones
microbianas cuando se exponen a un conjunto especifico de condiciones
(Whiting, 1995). Estos modelos pueden ser clasificados como primarios,
secundarios vy terciarios (Whiting, 1995). Los modelos primarios describen
como el numero de microorganismos de una poblacién varia con el tiempo
bajo condiciones especificas y constantes. Pueden ser de crecimiento,
inactivacion, supervivencia o combinados (Marks, 2008). Los secundarios
describen como varian los parametros de crecimiento de los modelos
primarios con cambios en uno o mas factores ambientales (Whiting, 1995).
Permiten la interpolacién en la regibn comprendida entre dos condiciones
ambientales extremas y son fundamentales para el disefio y optimizacién de



procesos de conservacion. Los modelos terciarios combinan primarios y
secundarios con un programa informatico, dando una herramienta de
prediccion completa (Marks, 2008).

El objetivo del presente trabajo es evaluar la actividad antimicrobiana del
acai frente a L. innocua a diferentes temperaturas. Para ello, el crecimiento
del microorganismo fue monitorizado y modelizado en presencia de distintas
concentraciones de acai a 12, 22 y 37°C.



MATERIAL Y METODOS
Cultivo bacteriano

A partir de un liofilo procedente de la Coleccion Espafiola de Cultivos
Tipo, se prepard un stock de L. innocua (CECT 910T) siguiendo el método
previamente descrito por Saucedo-Reyes et al. (2009). Las células obtenidas
fueron almacenadas en crioviales glicerinados, a -80 °C, hasta su utilizacion.
Su concentracion promedio se determind por recuento en placa y fue de
9.5x10° UFC mL™.

Acai

Como se ha comentado anteriormente, la capacidad antimicrobiana esta
relacionada con el contenido en polifenoles (Wen et al., 2003; Rodriguez-
Vaquero et al., 2007; Percival et al., 2006; Ganan et al., 2008; Almajano et
al., 2007) y dicho contenido en la fruta es variable en funcion del grado de
madurez. Por lo tanto, con el fin de trabajar con una materia prima uniforme,
se eligié un extracto comercial en polvo, estandarizado al 10% de contenido
en polifenoles, obtenido de bayas liofilizadas (Nature’s Way® Products, Inc.
Springville, Utah USA).

Ensayo antimicrobiano

Para la determinacion de la capacidad antimicrobiana del Acai se
obtuvieron curvas de crecimiento de L. innocua utilizando diferentes
concentraciones del extracto en polvo medidas en base al contenido de
polifenoles.

En primer lugar se probaron a la temperatura Optima de crecimiento del
microorganismo (37°C) un amplio intervalo de concentraciones (desde 0,165
a 1%.), para caracterizar el efecto antimicrobiano del acgai (ya sea
bacteriostatico o bactericida). Tras esto, se eligieron tres concentraciones no
bactericidas para llevar a cabo los ensayos a distintas temperaturas. Las
concentraciones escogidas, expresadas como porcentaje de polifenoles,
fueron las siguientes: 0, 0,33%o; 0,5%0 y 0,66%o.

Para la obtencién de las curvas se prepararon viales con de 20 mL de
TSB (Scharlab Chemie S. A., Barcelona, Espafia) estéril a los que se afiadio
la concentracion deseada de acai. Todos fueron inoculados con L. innocua a
concentracion de 10° UFC mL™.Una vez inoculados los viales se incubaron a
temperatura Optima de crecimiento (37°C); a temperatura ambiente (22°C) y
a 12°C (temperatura de cierto abuso de refrigeracion), con el fin de conocer
cual seria el efecto del acai en funcion de la temperatura de incubacion.



El crecimiento de L. innocua se cuantificO mediante el recuento de viables
en placa. Para ésto se tomaron dos muestras de cada vial a intervalos de
tiempo regulares, hasta que se alcanzo la fase estacionaria de crecimiento
del microorganismo. Cada muestra se diluydé en agua de peptona al 1 %o
(Scharlau Chemie, S. A., Barcelona, Spain) y se sembrd por duplicado en
placas con agar triptona soja (TSA) (Scharlau Chemie, S. A., Barcelona,
Spain). Los recuentos se efectuaron tras 48 h de incubacion a 37°C.

Los resultados obtenidos se representaron como el logaritmo decimal de
las células viables frente al tiempo. Todos los experimentos se llevaron a
cabo por triplicado.

Modelizacién

Las curvas de crecimiento obtenidas para las diferentes combinaciones
de concentracion de acai y temperatura se ajustaron a un modelo primario
de crecimiento con el fin de determinar en cada caso los parametros
cinéticos: la velocidad maxima de crecimiento (Umax) Y la duracion de la fase
de latencia (A). El modelo escogido fue la ecuacion modificada de Gompertz,
dada su amplia aplicacién para el modelaje de curvas sigmoidales (Marks,
2008), caracterizadas por representar el crecimiento microbiano en cuatro
fases (fase Lag o de adaptacion, fase de crecimiento exponencial o
logaritmica, fase estacionaria y fase muerte). La aplicacion de la funcién
modificada de Gompertz para describir este tipo de comportamiento ha
guedado demostrada en diversos estudios (McKellar y Lu, 2004).

La ecuacion modificada de Gompertz (Eq. 1) (Gibson et al., 1988) esta
descrita por la siguiente ecuacion:

-B(t—-M)

LOG,o(N) = A+ Ce™® [1]

donde: N es el numero de células a tiempo t, en términos de LOGo(UFC
mL™); A el valor asintético cuando el tiempo decrece indefinidamente, con
valor aproximado al logaritmo del numero inicial de células, expresado como
LOG1o(UFC mL™); C es la diferencia entre el valor superior e inferior de la
asintota (nUmero de ciclos de crecimiento) LOGio(UFC mL™Y); B es la
velocidad de crecimiento cuando t = M(h™1); y M es el tiempo requerido
para alcanzar la velocidad de crecimiento maxima.

A partir de esta ecuacion, pmax. Y A se calculan por combinacién de los
parametros A,C,B y M (Gibson et al., 1988; McMeekin et al., 1993) (Eq. 2 y
3).

Umax = = [2]



_n_ (1 log10(Ng)— A
A=M (B) + — 5 — [3]

donde: e = 2.718 y N, hace referencia al tamafio inicial de la poblacion en
LOG10(UFC ml™1).

La bondad del ajuste de los datos experimentales al modelo primario se
establecié6 mediante el coeficiente de determinacion (R? ajustado) y el valor
del cuadrado medio del error (CME).

Una vez obtenidos ambos parametros cinéticos de crecimiento (Umax. Y A),
su relacién con la concentracion de acai se establecié por ajuste de los
parametros primarios a modelos secundarios lineales basados en el modelo
de Bigelow (Bigelow, 1921).

Estos ajustes se realizaron con el programa Statgraphics Centurion XV
(Statpoint Technologies Inc., Warrenton, VA, USA) y con el programa
Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft Corporation, USA). Para analizar la
bondad de los ajustes se calculd el coeficiente de determinacion ajustado
(R? y CME asociados a cada caso.

Analisis estadistico de los datos

El analisis estadistico consistié en un analisis multifactorial de la varianza
(ANOVA) para detectar diferencias estadisticamente significativas entre los
datos obtenidos de pmax. ¥ A para cada una de las diferentes concentraciones
de acai testadas, en funcion de la temperatura de incubacion (p-valor<0.05).
Para comprobar entre qué niveles de cada factor existian diferencias
estadisticamente significativas (p-valor<0.05), se aplicé la prueba de rangos
multiples. Todos los andlisis estadisticos fueron realizados con Statgraphics
Centurion XV (Statpoint Technologies Inc., Warrenton, VA, USA).



RESULTADOS Y DISCUSION

Estudios preliminares del efecto de la concentracio n de acai sobre el
crecimiento de L. innocua

El efecto del acai sobre L. innocua fue evaluado mediante el seguimiento
del comportamiento (crecimiento o inactivacion) del microorganismo a 37°C,
en presencia de distintas concentraciones del compuesto. En la Figura 2 se
muestran los resultados obtenidos para cada una de las concentraciones
ensayadas.
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FIGURA 2. Curvas de crecimiento de L. innocua para las diferentes
concentraciones probadas de acai a 37°C. Las barras de error representan
la desviacion estandar asociada a cada valor promedio.

En la figura 2 se observa que el comportamiento del microorganismo
depende de la concentracion de acai ensayada. Concentraciones de hasta
0,75%0 retrasan el crecimiento del microorganismo, es decir tienen efecto
bacteriostatico (FAO, 2001), mientras que concentraciones superiores tienen
efecto bactericida.

A partir de estos datos se establecié que los estudios posteriores del
efecto de la concentracion del compuesto a distintas temperaturas se
efectuarian para tres concentraciones, no bactericidas, capaces de modificar
el crecimiento de L. innocua de forma significativa. Se escogieron estas
concentraciones porgue se trata de utilizar el antimicrobiano natural como
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técnica complementaria a otras tecnologias que si que consigan el efecto
bactericida, como se ha hecho en casos similares (Pina-Pérez, 2009a), de
modo que la aplicacién conjunta de tecnologias permita reducir la intensidad
de los tratamientos aplicados y minimizar la concentracion de antimicrobiano
aplicada (Burt, 2004). Asi, las concentraciones escogidas fueron: 0,33, 0,5y
0,66%o.

Estudio del efecto de la temperatura sobre el creci  miento de L. innocua

Antes de conocer el efecto del acai, en funcién de la concentracién y la
temperatura de forma conjunta, se modelizé el efecto que ésta Ultima tiene
sobre el microorganismo escogido, en ausencia de acai (Figura 3).
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FIGURA 3. Curvas de crecimiento de L. innocua a 37, 22 y 12°C junto con el
correspondiente ajuste al modelo de Gompertz. Las barras de error
representan la desviacion estandar asociada a cada valor promedio.

Los datos experimentales obtenidos, en este ensayo y en los sucesivos,
fueron ajustados a la ecuacion modificada de Gompertz.

Tal y como se observa en la figura 3, y esta descrito en numerosas
referencias bibliograficas (Walker et al., 1990; Duh y Schaffner, 1993;
Whiting y Bagi, 2002; Gospavic et al. 2008; Juneja et al., 2009), la
temperatura tiene un efecto bacteriostatico sobre el crecimiento de L.
innocua. En la tabla 1 se presentan los valores de Umax. Y A obtenidos junto
con la desviacion estandar (DS). Asi como también se presentan los datos
estadisticos del R? ajustado (obteniéndose valores superiores al 98%) vy el
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valor de CME (mas buenos cuanto mas préximos a 0 sean) que nos
determinan la calidad del ajuste.
Se realizé un ANOVA para determinar diferencias significativas entre los

valores de Pmax. Y A.

TABLA 1. Promedio y desviacion estandar (DS) de pmax. Y A en funcién de la

temperatura.

T Acai . +DS ADS .
(°C) (%o Poli?enoles) (UF“gaxnﬁl_'l h?) h) R*ajustado  CME
0 0,65:003 082007 99,28 0,02
o 0,33 051+003  2,35+0,22 99,62 0,01
0,5 053+003  535+0,71 99,24 0,02
0,66 0,47+001  1232+026 99,37 0,01
0 0,3+0,00 2,12 +0,59 99,39 0,01
” 0,33 024+002  6,01+0,81 99,59 0,01
0,5 025+001 10574021 99,05 0,02
0,66 0,3+0,09  13,99+297 98,66 0,02
0 011+001 8124137 98,78 0,03
> 0,33 0,18+003  16,86+334 98,14 0,05
0,5 0,11+002  3038+0,76 98,82 0,02
0,66 0,14+001  31,01+224 9950 0,01

Los valores obtenidos nos confirman lo analizado en la figura 3; en
ausencia de acai los valores de Pmax. disminuyen (p-valor<0,05), llegando a
ser seis veces menores a 12°C en comparacion con la temperatura éptima, y
de la mitad para temperatura de 22°C. Por otro lado, A se duplica y
cuadriplica para 22 y 12°C, respectivamente con relacién al valor obtenido a
37°C.

Modelizacion del efecto de la concentracion de acai sobre el
crecimiento de L. innocua atemperatura éptima de crecimiento.

Se modelizé de forma aislada el efecto de las tres concentraciones de
acai elegidas del estudio anterior sobre el crecimiento de L. innocua a su
temperatura o6ptima de crecimiento (37°C) con objeto de deducir los
parametros cinéticos en estas condiciones de referencia (Figura 4).
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FIGURA 4. Curvas de crecimiento de L. innocua a 37°C, en presencia de
distintas concentraciones de acai. Las lineas continuas representan el ajuste
de los datos al modelo de Gompertz. Las barras de error representan la
desviacion estandar asociada a cada valor promedio.

A 37°C, el recuento final de microorganismos es similar, sea cual sea la
concentracion de acai pero el crecimiento se ve modificado claramente en
funcion de ésta. Tal y como se observa en la figura 4 y en la tabla 1, a mayor
concentracion de agai, mayor A, llegando incluso a alargarse hasta 11 veces
para la concentracion mayor de acai testada (p-valor<0,05). Desde el punto
de vista fisiologico parece que la presencia de acai supone un mayor tiempo
de adaptacion del microorganismo al medio de crecimiento.

Estudio del efecto combinado de la temperatura y de la concentracion
de acai sobre el crecimiento de L. innocua

El efecto combinado de la temperatura de incubacion y la concentracion
de acai sobre el crecimiento de L. innocua también fue evaluado. Los
resultados obtenidos se muestran en la figura 5.
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FIGURA 5. Curvas de crecimiento de L. innocua a 22°C (A) y a 12°C (B)
para las concentraciones de acai 0%, 0,33%o, 0,5%0 y 0,66%0 junto con el
correspondiente ajuste al modelo primario de Gompertz. Las barras de error
representan la desviacion estandar asociada a cada valor promedio.

14



Al comparar estos datos (Figura 5) con los obtenidos a 37°C, con y sin
acai (Figura 4), se observa que la combinacion de ambos factores enlentece
el crecimiento de la bacteria. A 22°C, por ejemplo, la adicion un 0.66 %o de
acai consigue aumentar en casi 2 horas A, con respecto al valor obtenido a
37°C. Para descensos de temperatura mayores (12°C), el aumento de A a
esa concentracion es de hasta 19 horas superior al dato referente a 37°C.

Ademas, si evaluamos a 12°C el efecto de la adicion de acai, se observa
que la fase de latencia aumenta de 8 a 31lhoras, multiplicando en casi 4
veces el tiempo que necesita L. innocua para comenzar a crecer. Si este
analisis lo hacemos a 22°C, es decir en caso de rotura total de la cadena de
frio, la duracion de la fase de latencia se alarga de 2 a 14 horas. Por lo tanto,
en este caso la presencia de acgai alarga en mas de 7 veces la duracién de la
fase de latencia suponiendo una barrera extra al desarrollo de L. innocua en
el alimento.

El uso de este tipo de sustancias antimicrobianas naturales esta pensado
como complemento a otras tecnologias de conservacion también
respetuosas con las propiedades del alimento, como por ejemplo las altas
presiones hidrostéticas. En la actualidad existen aplicaciones comerciales de
esta tecnologia en la pasteurizacion de alimentos y que por lo tanto
conllevan su distribucién y venta en la cadena de frio. En estos casos la
existencia de este tipo de ingredientes naturales con capacidad
antimicrobiana supone una barrera extra para garantizar la seguridad del
alimento en el momento de consumo si hubiera rotura durante un tiempo
limitado (hasta 12h) de la cadena de frio.

Ajuste de los parametros cinéticos obtenidos a mode los secundarios

Con el objetivo de determinar el efecto de la temperatura y la
concentracion de acai sobre los parametros primarios de crecimiento
obtenidos, éstos se ajustaron a un modelo secundario lineal basado en el
modelo de Bigelow (Bigelow, 1921).

El Ln A mostr6 una correlacion lineal positiva con la concentracion de agai
(Figura 6). Las ecuaciones obtenidas para cada temperatura quedan
recogidas en la Tabla 2. En ella se adjunta ademas el valor de R? asociado
en cada caso.
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FIGURA 6. Ajuste a modelo secundario basado en la ecuacion de Bigelow,
representando Ln A frente a concentracion de acai para las diferentes
temperaturas utilizadas (37, 22 y 12°C).

TABLA 2. Relaciones lineales encontradas en el ajuste de parametros
cinéticos a modelos secundarios.

Representacion T (°C) Ecuacion R®
37 y = 4,0626x - 0,3016 R2=0,983
Ln A vs. concentracién Acai _ >
(% Polifenoles) 22 y =2,9359x + 0,7919 R2=0,990
12 y =2,1809x + 2,1296 R2 = 0,952

La relacion establecida es en todos los casos estadisticamente
significativa con un nivel de confianza del 95%.

El hecho de que el valor de la pendiente de la ecuacion sea elevado
indica una fuerte dependencia entre el parametro y la condicibn ambiental a
la que se enfrenta. En nuestro caso, la pendiente mas elevada se encuentra
a 37°C; eso implica que el efecto sobre A al aumentar la concentracion de
acai a 37°C es mayor que a 22 y 12°C. Probablemente, a temperaturas no
Optimas de crecimiento se activan mecanismos generales de respuesta a
estrés que permiten que la bacteria resista mejor el incremento de acai a
bajas temperaturas. A 37°C estos mecanismos estan inactivados y L.
innocua es mas sensible a cambios en la concentracion del agente.
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CONCLUSIONES

La adicion de acai en diferentes concentraciones modifica la pauta de
crecimiento de Listeria innocua presentando un efecto bacteriostatico para
concentraciones de hasta 0,75%. y bactericida para concentraciones
superiores.

La adicibn de las diferentes concentraciones establecidas y el
almacenamiento a temperaturas de refrigeracion afectan negativamente al
crecimiento de esta bacteria, sobre todo alargando el tiempo que requiere
para adaptarse al entorno y empezar a crecer, pues el valor del parametro A
aumenta de forma significativa a medida que aumenta la concentracién de
acai y disminuye la temperatura.

Este estudio pone de manifiesto que existe un efecto sinérgico entre
ambos factores (temperatura de almacenamiento y concentracion de acai),
lo que supone una medida adicional de control a utilizar por la industria para
ayudar a garantizar la inocuidad de alimentos minimamente procesados con
la adicion de un ingrediente vegetal que aporta, ademas, beneficios para la
salud del consumidor, lo cual proporciona un valor aifladido al producto, sin
alterar negativamente sus propiedades, y ayudando a su conservacion
incluso aunque se produzca un cierto abuso en temperatura de
almacenamiento o una rotura de la cadena de frio.
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